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Résumé

Les lymphomes T périphériques (PTCL) sont des néoplasmes rares et agressifs représentant
environ 12% des lymphomes chez I’Homme. Nos travaux récents dans des souris p53” ont
révélé une nouvelle entité de PTCL, émergeant de cellules Natural-Killer T-cell (NKT), un
type particulier de lymphocyte T reconnaissant des antigenes lipidiques. Nous avons montré
que ces lymphomes NKT (PTCL-NKT) présentent des caractéristiques de NKT stimulés
chroniquement, et que la lymphomagenese est initiée via I’activation chronique du TCR. Chez
I’Homme, de nombreux PTCL sont suspectés pour é&tre associ€és a des stimulations
antigéniques chroniques, mais les mécanismes de transformation impliqués sont encore mal
connus.

Borrelia burgdorferi (Bb), I’agent responsable de la maladie de Lyme, provoque des
infections chroniques dont 1’implication dans certains lymphomes T cutanés (CTCL) a été
suggérée. Cependant, cette observation manque de preuves cliniques et expérimentales. De
maniere intéressante, Bb est connue pour exprimer des glycolipides activateurs des NKT.
Nous avons donc infecté des souris p53” avec des Bb vivantes, et montré que I’infection
augmente significativement la fréquence des PTCL-NKT. Par traitement antibiotique précoce
de souris infectées et par injections de Bb inactivées, nous avons également démontré que la
chronicité de I’infection est nécessaire au développement de ces lymphomes. L’analyse
phénotypique de ces PTCL-NKT a confirmé nos observations précédentes, montrant des
caractéristiques de cellules NKT activées chroniquement, telles que |’expression de
marqueurs d’activation et d’exhaustion (perte de NKI1.1, surexpression de PD-1). Ces
résultats suggerent une implication de Borrelia dans la lymphomagenese T. En se basant sur
I’analyse de différents marqueurs phénotypiques et de leur production cytokinique, nous
avons également montré que ces lymphomes présentent un profil dérégulé se rapprochant du
sous-type NKT2. Une étude génomique par séquencage whole-exome sur 6 PTCL-NKT a
révélé de larges pertes récurrentes du chromosome 13. Au sein de la zone minimale de
délétion, nous avons identifié Jarid2, codant un facteur épigénétique impliqué dans le
développement NKT par une activité histone-methytransférase. Ce gene est retrouvé altéré
dans 20% des CTCL. De maniére intéressante, les souris Jarid2” présentent une expansion
périphérique de NKT au profil immature/NKT?2, partageant donc des caractéristiques avec les
PTCL-NKT. La perte de Jarid2 a été détectée dans presque tous les PTCL-NKT. Nous avons
confirmé la perte de Jarid2 au niveau ARN et protéique. Nos résultats préliminaires montrent
une hypométhylation de la lysine 9 de I’histone H3 (H3K9), la cible de Jarid2, soutenant un
effet fonctionnel dans la physiopathologie des PTCL-NKT. Par conséquent, nous pensons que
la perte de Jarid2 pourrait étre un événement important de la lymphomagenese NKT, puisque
de plus en plus d’altérations de facteurs épigénétiques sont retrouvées dans les PTCL
humains. Pour réponse a cette question, nous sommes notamment en train de générer des
souris p53" x Jarid2™.

En conclusion, nos données viennent renforcer le concept selon lequel certaines infections
peuvent initier la transformation des cellules T par ’activation chronique du TCR. Nous
avons également identifié un nouveau facteur épigénétique potentiellement impliqué dans la
lymphomagenese NKT.



INTRODUCTION
BIBLIOGRAPHIQUE
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CHAPITRE A : LES LYMPHOCYTES T
NON CONVENTIONNELS

Le systtme immunitaire est un ensemble complexe de composantes anatomiques, cellulaires
et moléculaires. On distingue généralement deux types d’immunités :

- L’immunité innée, qui intervient dans les phases précoces. Sa mise en place se fait par la
reconnaissance de signaux de danger non spécifiques comme les PAMPs (Pathogen
Associated Molecular Patterns) via leurs récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
(PRR). Elle s’associe toujours au développement d’une inflammation. Au dela de 1’effet
rapide de I’immunité innée, elle va déclencher le second type d’immunité.

- L’immunité adaptative, plus longue a se mettre en place, va permettre une réponse
spécifique face au signal pathogénique rencontré (agents infectieux, allergenes...), dont les
acteurs principaux sont les lymphocytes T et B. Une prolifération clonale de lymphocytes
dirigés contre des antigenes précis a alors lieu. Il s’en suit également la mise en place d’une
réponse mémoire, qui permettra une réponse plus rapide et plus efficace lors d’un prochain

contact avec les antigénes en question.

Cependant, il existe un certain nombre d’acteurs cellulaires qui présentent des caractéristiques
a la frontiecre entre I'inné et 1’adaptatif. Ils possedent en effet des capacités
effectrices/cytotoxiques tout en ayant un mode d’activation rapide, et ne nécessitant pas
forcément de reconnaissance antigénique. C’est le cas des Natural-Killer (NK), dont
I’activation repose sur une balance entre signaux inhibiteurs et activateurs.

D’autre part, certaines populations lymphocytaires T et B possedent un récepteur antigénique
au panel de reconnaissance tellement large qu’il peut étre comparé a la reconnaissance type
PAMPs/PRR, et ces cellules sont généralement qualifiées de « innate-like », ou encore de
lymphocytes non conventionnels. Que ce soit le récepteur antigénique B (le BCR) ou T (le
TCR), on parle alors de polyréactivité antigénique. Les lymphocytes B de la zone marginale
en sont un exemple, mais nous nous concentrerons dans cette thése sur les principales
populations T possédant ce type de caractéristiques : les lymphocytes T 0, les lymphocytes T
Natural-Killer (NKT), et les MAIT (Musosal Associated Invariant T cells).
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I - Les Natural Killer T-cells (NKT)

1) Généralités

Tout comme leur nom le laisse supposer, les « Natural-Killer T cells», ou NKT, ont a
I’origine été décrits chez la souris comme des cellules T (possédant un TCR) CD4" ou CD4
/CD8& (DN) exprimant NK1.1, un marqueur caractéristique de cellules NK (exprimé dans le
fond génétique murin C57Bl/6). Paru en 1994, le premier papier décrivant ce type particulier
de cellules parle alors de thymocytes NK1.1'. Rapidement, les travaux d’Albert Bendelac
(entre autres) posent alors de nombreuses bases sur les caractéristiques NKT, bases que nous
approfondirons tout au long de cette partie introductive : reconnaissance d’antigénes
lipidiques via des molécules de présentation « MHC-like » (CD1d)’, production de grande
quantité de cytokines’, expression d’un TCR semi-invariant™®. ..

Toutefois, il est intéressant de noter que quelques années auparavant, une étude mettait déja
en évidence une population de thymocytes présentant un biais d’expression des genes
variables de la chaine B (VB) du TCR, en faveur de VB8’, autre caractéristique retrouvée chez
une partie des NKT. De méme, certaines €tudes au tout début des années 90 évoquaient des
lymphocytes T hépatiques DN exprimant un niveau de CD3 intermédiaire et CD122 (IL-2Rf3)
constitutivement®.

Bien que les recherches dans ce domaine aient rapidement progressé, les chercheurs de
I’époque avec les outils a leur disposition ne pouvaient observer que la partie émergée de
« I’iceberg » NKT, puisque ces lymphocytes se sont révélés par la suite bien plus variés, avec
de trés nombreuses populations hétérogenes, aux fonctions parfois antagonistes. Les NKT
sont encore aujourd’hui le fruit de découvertes, et malgré les progres technologiques
accomplis, certains aspects de leur biologie demeurent inconnus. Nous considererons dans ce
travail de theése les NKT comme des lymphocytes T af CD1d-restreints.

Lorsque I’on parle de lymphocytes NKT, il s’agit habituellement des NKT dits « invariants »
(INKT) également appelés NKT de type 1. Cette généralisation quelque peu abusive est sans
nul doute le reflet d’une certaine méconnaissance des autres types de NKT, que nous
évoquerons plus bas : NKT de type II (ou dNKT, pour « diverse » NKT), NKT-like... Cette

partie introductive se concentrera donc principalement sur les iNKT, dont la biologie est
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mieux connue, mais peut tout de méme étre entendue dans une certaine mesure a la biologie
des autres NKT.

Il est également intéressant de noter que les iINKT représentent la majorité des NKT chez la
souris, et que la tendance inverse est observée chez I’homme, ou les dNKT sont majoritaires.
Grace aux nombreux modeles transgéniques développés et la prédominance des iNKT, les

fonctions NKT sont donc bien mieux décrites chez la souris.

1-1. Un TCR particulier pour une restriction particuliére
Comme mentionné précédemment, les lymphocytes INKT expriment un TCR invariant, ou
plutdt semi-invariant : une chaine Val4-Jal8 (Va24-Jal8 chez 1’homme) constante,
associée a une chaine Vf semi-invariante: VB8, VP7 ou VP2 chez la souris et
VP11 chez I'homme*°. L’expression de ce TCR est la premiére étape permettant le processus
de différenciation NKT (voir partie 2 sur le développement). En effet, ce TCR leur confere
une restriction CMH bien particuliere puisque qu’elles ne reconnaissent non pas des peptides
présentés par les molécules de CMH classiques I et II (comme c’est le cas pour les T
conventionnels), mais des antigenes lipidiques présentés par une molécule « CMH I-like »
non polymorphique : CD1d’. L’alpha-galactosylceramide (aGC), un glycolipide dérivé d’une
éponge marine (Agelasmauritianus) fut le premier ligand NKT identifié, ayant la particularité
d’étre reconnu par tous les iNKT’. Cet antigéne a engendré le développement de tétrameres de
CD1d chargés avec I’aCG, permettant ainsi un marquage simple des iNKT par cytométrie en

flux'*'". Ces tétrameres sont encore trés largement utilisés aujourd’hui et restent le meilleur

moyen de marquer et d’isoler les iNKT (Figure 1).

Fluoro- ;]
chrome

Comp-PE-A :: Tet CD1d

Comp-PE-Texas Red-A 1 CD3

Figure 1 : Représentation d’un tétrameére de CDI1d chargé en alpha-galactosyl-ceramide
(aGC) et exemple d’un marquage des iNKT hépatiques par cytométrie en flux
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De nombreux lipides exogeénes (pour la plupart bactériens) et endogeénes ont depuis été
identifiés, et souvent associés avec un role important des NKT dans les réponses aux

infections bactériennes (voir partie 4).

1-2. Les sous-types de iNKT

Bien que les NKT de type I soient dit « invariant », il existe tout de méme une certaine
hétérogénéité fonctionnelle au sein méme de cette population. A I'instar des lymphocytes T
helper (Ty) catégorisés en fonction de leur panel cytokinique sécrété (Ty1, T2, Tyl7...), 1l
existe des sous-types de NKT aux propriétés bien distinctes, dont la dénomination s’est faite
par analogie avec celle des T helper, soit NKT1, NKT2, NKT17, une dénomination de mieux

en mieux admise'*"

. Leur différenciation a principalement lieu au niveau thymique,
contrairement aux T, dont la différentiation a partir d’'un T CD4" naif puis d’un T,,0 se fait en
périphérie au moment de leur activation. Ceci souligne le caractere « effecteur » des NKT,
ainsi que leur capacité a étre rapidement activés. Au dela des cytokines produites, les sous-
types peuvent €tre caractérisés par un ensemble de marqueurs de surface (notamment de
domiciliation), ainsi que des facteurs de transcription ayant des roles clés dans leur
différentiation (qui seront abordés plus en profondeur dans la partie 2 sur le
développement NKT), comme T-bet, PLZF et RORYT, marqueurs respectifs des NKT1, 2 et
17. Cette classification €tant encore relativement récente, il existe assez peu de données dans
la littérature adressant le role spécifique de chaque sous-type, la plupart des études se
concentrant pour le moment sur les facteurs influencant leur différenciation.

Les NKTI, principaux producteurs d’IFN-y (et dans une moindre mesure d’IL-4) sont
localisés dans la rate et le foie'*. Les NKT2 sécretent de I’IL-4 et IL-13 et sont principalement
CD4". Cette population est parfois qualifiée d’immature puisque correspondant aux NKT de
stade 2 (discuté dans la partie 2). Il semblerait qu’il y ait en réalité différents niveaux de
maturité au sein des NKT2. On les retrouve en grande partie dans le thymus (ot I’on trouve
leur versant immatures), les ganglions mésentériques et les poumons. Les NKT17 eux
sécretent majoritairement de I'IL-17 ainsi que de 1'IL-22, et ont donc un rdle pro-
inflammatoire trés important. Ces NKT sont préférentiellement DN et présents dans les
poumons, la peau et les ganglions. (Tableau 1)

Chez I’homme, ces distinctions ne sont pas aussi claires. Les NKT produisant des cytokines
type Ty 1 sont plutdt DN, alors que les CD4* ont un profil mixte T,;1/T;2". Il existe également

chez I’homme certains NKT CD8", population rare voire absente chez la souris.
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A noter qu’il a été également décrit d’autres sous-types de NKT : des NKT « follicular

helper » (Bcl-6%)"° ou encore des NKT régulateurs producteurs d’IL-10"".

Tableau 1 : Principales caractéristiques des 3 sous-types de NKT, identifiées par des facteurs de
transcription, la production de cytokines, des marqueurs de surface et la localisation anatomique.
D’apres Lee et al., Nat Immunol 2013 et Engel et al., Nat Immunol 2016

S()vus- PLZF T-bet RORYT Lyto!(me Marqueurs de surface an..ah?a‘tlons Equivalence classification classique
type principale principales
CD4+ Stade 1 et 2
NKT2 High - - IL-4 CD27+,CD122- rate, poumons (CD24-,NK1.1-,CD44 ou CD24-,
ICOS* NKI1.1-, CD44%)
€D4 anglions Stade 2
NKT17  Intermediate - + IL-17 CD27-,CD122- ganglions,

< hen . . .
1COS*. CD138*, CCRG* poumons, peau (CD24-,NK1.1-,CD44%)

CD4* ou CD4~
NKT1 Low + - IFN-y CD27+,CD122* foie, rate
CD49a*, CXCR3*

Stade 3
(CD24-,NK 1.1+, CD44+)

1-3. Les dNKT

Les NKT de type II, ou dNKT sont bien moins caractérisés que les iNKT de par ’absence
d’outils permettant leur identification de maniere simple comme les tétrameres CD1d-aGC
pour les iNKT. Ces cellules possédent un répertoire Va et V3 du TCR plus varié comparé aux
INKT, leur conférant une spécificité antigénique diverse, d’ou I’absence d’Ag prototypique
liant I’ensemble des dNKT. Il est communément admis que les ANKT représentent la majorité
des NKT chez ’homme, par opposition a la souris'*".

La premiere démonstration directe de 1’existence de cette population fut réalisée dans le
contexte de maladie auto-immune ou Jahng et al ont montré la réactivité d’une population
NKT particuliere envers le sulfatide, un glycolipide endogéne dérivé de la myéline. Des
tétrameres CD1d-sufatides ont alors été produits. Bien qu’il soit délicat de s’exprimer sur une
estimation précise, il est clair que seulement une partie des dNKT reconnaissent le sulfatide,
une réactivité d’ailleurs partagée avec certains lymphocytes T 0.

Leur étude a également reposé sur I’analyse comparée des souris CDId" (déficientes en
toutes cellules CD1d-restreintes)”' et Jal8" (déficientes en iNKT seulement)”. Ce dernier
modele induit néanmoins, de par sa construction génique, un biais d’usage des
Ja dans I'ensemble du repertoire T, remettant potentiellement en question les études sur les
iNKT et les dNKT réalisées dans ces souris”. De nouveaux modeles Ja/8" ne présentant pas
un tel biais ont depuis été développés®**>. Cette parenthése sur ces modeles montre a quel
point une partie des études fonctionnelles des ANKT n’a été faites que de maniere indirecte,

reflet du manque d’outils a disposition, souvent cantonnés a des hybridomes sulfatide-réactifs.
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Depuis le sulfatide, un certain nombre de lipides reconnus par les dNKT ont été identifiés,
pour la plupart d’origine endogeéne: glycosphingolipides (BGalCer, PGlcCer®?),
phospholipides (Lysophosphatidylcholine™)... A I’inverse, des lipides d’origine microbienne
sont plus rarement décrits™. Il existe un certain recouvrement de reconnaissance par les ANKT
entre ces différents ligands, montrant une réactivité croisée de leur TCR, permettant sans

doute une reconnaissance antigénique finalement assez large, comme les iNKT.

1-4. NKT-like

Contrairement a tous les autres NKT, les lymphocytes dits « NKT-/ike », ne sont pas CD1d-
restreints. I s’agit en réalit¢ de lymphocytes T « classiques » (principalement CD8+), mais
exprimant un certain nombre de récepteurs NK (CD16, CD56, CD57, CD161, CD9%4,
NKG2A) et n’exprimant pas la molécule de co-stimulation CD28”. Relativement rares chez
I’homme 2 la naissance’, leur nombre augmente avec 1’Age™. Finalement, les NKT-like
possedent tous les aspects d’un lymphocyte T activé chroniquement, aspects trés bien
synthétisés dans la revue de Seyda et al : « T-cells going Innate »***.

Il ne serait donc pas surprenant que ces NKT-like ne soient en réalité qu’une population de T
« vieillissants », émergeant de stimuli antigéniques répétés, et qui finalement ne partagent que

tres peu de points communs avec les NKT (pas de restriction particuliere, non-reconnaissance

d’Ag lipidiques...).

2) Développement

Les lymphocytes NKT entament leur développement au niveau thymique a partir des mémes
précurseurs double positifs CD4* CD8" (DP) que les T conventionnels af3. Cependant,
contrairement a ces derniers, les NKT sont sélectionnés par CD1d””. Cette molécule est
exprimée par la plupart des cellules présentatrices d’antigeénes, et en particulier par les

thymocytes DP eux-mémes dans le cadre de la sélection thymique.

2-1. Le signal TCR, premier événement de la différenciation NKT

La différenciation des précurseurs DP vers la lignée iNKT semble alors avoir lieu a la suite
des réarrangements VDJ (Variable, Diversity, Joining) et une fois 1’acquisition (probablement

aléatoire) du TCR semi-invariant leur étant propre. La réactivité alors acquise par les

16



précurseurs DP envers CD1d est le point de départ de tout le processus de différenciation
NKT. Il se met alors en place une synapse DP-DP unique médiée par plusieurs interactions
homotypiques (SLAM et Lyl108)”, coopérants ainsi avec un signal TCR fort. En effet,
I’interaction TCR-CD1d (chargé en lipide endogeéne que nous détaillerons par la suite) a été
montrée pour induire un signal TCR élevé, comparé a celui mesuré dans des lymphocytes T
conventionnels®™. Il existe cependant une fenétre d’affinité optimale lors de cette étape
puisqu’une interaction faible est insuffisante pour induire 1’engagement dans la
différenciation NKT, alors qu’une interaction trop forte engendre une sélection négative des
précurseurs”. Ces mécanismes, surtout montrés chez les iNKT, sont également vrais pour les
dNKT**,

Par ailleurs, de plus en plus d’articles démontrent I’importance de certains facteurs
épigénétiques dans le programme de différenciation NKT tels que Jarid2*, Ezh2®,
Tet2/Tet3*, ou encore UTX et JMJD3*, montrant dans certains cas leur lien avec le signal

TCR.

2-2. PLZF, le « master regulator » NKT

De la coopération des ces signaux résulte alors une expression élevée d’Egr-1 et Egr-2**

, qui
vont réguler un ensemble de genes impliqués dans le processus de développement NKT, et en
particulier PLZF en agissant directement sur le promoteur de son géne, Zbth16*, le « master
regulator » NKT. Egr-2 induit également 1’expression d’autres génes, moins spécifiques, mais
tout aussi importants : /I2rb (chaine B du récepteur a I'IL-15)* ou encore Ccnd2 (cycline D2).
La régulation de I’expression de PLZF est permise par des modifications épigénétiques de son
promoteur, régulées principalement par des enzymes telles que les complexes
methyltransferases Ezh2 ou Jarid2, deux répresseurs de PLZF qui vont intervenir a des stades
plus tardifs de la différenciation”. Des modeles murins ont permis de montrer que la délétion
des ces protéines clés spécifiquement dans le contingent lymphocytaire T induit par ailleurs
une expansion v vivo de iNKT au profil immature**”. De méme, les souris PLZF" possédent
un nombre tres réduit de NKT, avec un profil immature aux productions cytokiniques abolies.
A D’inverse, une surexpression de PLZF conditionnelle du promoteur de CD4 est suffisante
pour induire dans le compartiment T un phénotype « innate-like » proche du profil NKT
(CD44*, CD62L", sécrétion non polarisée de cytokines...)’', montrant encore une fois le
caractere clé de PLZF dans D’acquisition des propriétés NKT. Tout ceci illustre la

programmation fine de ces facteurs dans 1’acquisition des fonctions effectrices NKT**”°,
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Bien que I'importance de ce facteur de transcription soit connue depuis plus d’une dizaine
d’année, I’ensemble des genes dont il va influencer la transcription n’ont pu étre identifiés que
récemment, notamment grices aux progres technologiques réalisés en ChiP-Seq™. PLZF
régule I’expression de genes de récepteurs a cytokines (/112rbl, 1118r1), de domiciliation
(CCR4) et d’adhésion (CD44, CD62L). Bien que les geénes des cytokines principalement
sécrétées par les NKT (IL-4, IL-17, IFN-y) ne soient pas directement régulés par PLZF, il
favorise leur expression par la répression de Bach2, lui méme répresseur clé du programme

effecteur des T.

2-3. Les stades de différenciation NKT

Le processus de différenciation des lymphocytes NKT est encore sujet a de nombreuses
incertitudes. A l’origine le modele de différenciation était considéré comme linéaire, avec
différents stades successifs définis par des phénotypes distincts: le stade 0 (CD24", NK1.1,
CD44""), le stade 1 (CD24°, NK1.1°, CD44""), le stade 2 (CD24°, NK1.1" CD44"), stade a
partir duquel les NKT migrent en périphérie, hors du thymus ou elle vont acquérir leur stade
terminal de différenciation, le stade 3 (CD24°, NK1.1*, CD44")%_ (Tableau 1)

Il se trouve que les sous-types INKT (NKTI1/NKT2/NKT17) présentent des similitudes
phénotypiques avec les différents stades décrits, et plusieurs études ont montré que le modele
de différenciation est plutdot branché et non pas linéaire, permettant le développement par
différentes voies des sous-types NKT*® (Figure 2, Tableau 1). Le processus de
différenciation serait alors guidé par 1’expression des différents facteurs de transcription clé,
tels que T-bet, PLZF et RORYT. Les NKT2 sont alors parfois considérés comme immature,
puisqu’ils correspondent principalement au stade 2. Il était au départ pensé que les NKT2
pouvaient se différencier en autres sous-types. En réalité il n’est pas certain qu’il existe des
NKT2 « immatures » (stade 1) et le systtme branché montre plutdt que les NKT2 sont des
cellules matures, et ne peuvent pas se différencier en autres sous-types. Cette classification est
encore récente et de nouvelles publications viennent régulierement préciser ce modele de
différenciation. Cependant, les éléments déterminant 1’évolution vers tel ou tel sous-type NKT
ne sont encore que trés peu connus. Par exemple, I’activation de la voie SLAM/SAP
favoriserait plutdt le développement vers la voie NKT2, ainsi que leur différenciation
terminale”’. Certains signaux répertoriés favorisant la différenciation vers tel ou tel sous-type
sont abordés dans une revue de L.Gapin parue en 2016 dans Current Opinion in

Immunology® et indiqués dans la figure 2.
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« Stage versus subset »

Modéle de Modeéle de
différenciation différenciation
linéaire branchée
SLAM/SLAM SLAM/SLAM
OO O .l 9.0]0.0
O — ) Of !
CD1d/TCR CD1d/TCR
CD24+
Stade 0 NKI1.1- Stade 0
CD44-
ILA7Rp IL-17RpB*
CD24 « NKT2
NKL.I immatures »
CD44
IL-7
Runx1 Notchl1/2
IL-15
Vit D
NKT2 NKT17 NKT1
CD24-
NK1.1-
CD44+
"N » ¥ e
v i w
ot 9 9 e 3 4" - o ‘U‘
CD24- IL-4 IL-17 IFN-y
NKI1.1+
CD24- CD24 CD24
NK1.1- NK1.1- NK1.1+
CD44+ CD44+ CD44+

Figure 2 : Représentation des 2 modeles de différenciation NKT. Le modele de différenciation classique
(linéaire) est progressivement abandonné en faveur du modele branché depuis la découverte des sous-

types de NKT en 2013.
D’apres Lee et al., Nat Immunol 2013, adapté selon la revue de Gapin, Curr Opin Immunol 2016

2-4. Role des lipides dans la sélection thymique

La sélection positive des précurseurs NKT est induite par des antigenes lipidiques assez mal

connus il y a encore peu. Les premiers candidats étudiés furent des glycosphingolipides
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(GSL), molécules présentant des similarités avec ’aGC. Ainsi il a été décrit un défaut
d’activation NKT dans un modele déficient en [-D-glucosylceramide synthase (et donc
déficiente en B-D-glucosylceramide, un précurseur de nombreux GSL)™, avec un potentiel
role de 1’isoglobotrihexosylceramide (iGb3)®. Cependant ces résultats ont été contredits par la
démonstration du développement normal des iNKT dans des souris iGh3™, et I’absence de cet
antigéne chez I’homme et la souris dans presque tous les organes analysés, notamment dans le
thymus. Les résultats précédents peuvent alors s’expliquer par un défaut du métabolisme
glycosphingolipidique plus global dans le modele murin de Stanic®'**. D’autres lipides non-
GSL ont par la suite été étudiés®. Quoi qu’il en soit, il n’existe a I’heure actuelle pas de réel
consensus quand aux lipides endogeénes impliqués dans la sélection thymique NKT. Il est
probable qu’il existe une certaine redondance entre de nombreux antigenes impliqués dans ce
mécanisme. Des travaux plus récents montrent néanmoins que contrairement a ce qui était
admis, les cellules de mammiferes sont capables de synthétiser des lipides d’anomérie o : a-
monoglycosylceramides et méme «aGalCer™. L’anomérie o était a 1’origine considérée
comme une signature caractéristique d’une origine microbienne pour les NKT mais la
démonstration de leur présence dans nos cellules et de leur importance dans la sélection
positive des NKT remet en cause 1’'idée que 1’on avait pu se faire du role des lipides
endogenes .

La reconnaissance de lipides endogenes par les NKT lors de leur sélection positive pose la
question de la génération de cellules autoréactives, et donc de leur élimination via la sélection
négative. Un défaut de développement est observé in vivo lorsque leur sélection se fait en
présence de forts agonistes® et cette sélection négative semble étre induite par les thymocytes

DP, mais aussi par les cellules présentatrice d’antigénes (CPA) thymiques®.

3) Mécanismes d’activation

L’activation des NKT, qu’ils soient de type I ou II, nécessite en général 1’interaction de leur
TCR avec une molécule de CD1d chargée par un lipide. Cette interaction dépend donc du
TCR lui méme mais aussi du type d’antigene présenté.

Contrairement aux autres molécules de CD1 restreintes aux cellules hématopoiétiques, CD1d
est une molécule relativement ubiquitaire, exprimée par les thymocytes et les APC comme
évoqué précédemment, mais également par les hépatocytes, les cellules épithéliales, les

adipocytes, ou encore les lymphocytes B de la zone marginale. CD1d peut présenter une
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grande variété d’antigenes: glycosphingolipides, diacylglycerols, phospholipides,

lipopeptides, étherlipides, et méme d’autres petites molécules non-lipidiques (Figure 3).
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Figure 3 : Molécules lipidiques présentées par CD1d au différents types de NKT.
Extrait de Kael et al., Trends Immunol 2016.

3-1. Détection et prise en charge des lipides exogenes
Les APC telles que les cellules dendritiques sont a la base de 1’initiation de I’activation NKT,
notamment en leur présentant les antigénes lipidiques qu’elles sont capables de reconnaitre.
Les bactéries (ou autres micro-organismes) exprimant ce type de lipides activateurs des NKT

sont principalement détectés par les APC via des mécanismes innés : phagocytose, récepteurs
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scavenger, lectines... Des lipides « libres » associ€s a 1’apolipoprotéine E (Apo-E) peuvent
également étre endocytés par le récepteur au LDL via un mécanisme clathrine-dépendant®’.

Les Ag glycolipidiques alors captés vont €tre pris en charge dans les endosomes tardifs et les
lysosomes. C’est ici qu’ils entrent en contact avec CD1d, lui-méme en constant cycle de
renouvellement entre le RE, le golgi et la membrane plasmique, ou ils est recyclé vers les
lysosomes®. Des protéines de transfert lipidique telles que les saponines permettent alors le

chargement des molécules de CD1d*”

. La présentation des lipides ainsi internalisés
(exogenes) ou bien endogene est ensuite en grande partie contOlée par la régulation de la

biosynthése et du trafic de CD1d"".

3-2. Présentation des antigénes glycolipidiques par CD1d
Les premieres €tudes cristallographiques de CD1d ont montré une structure similaire au
CMH-I, avec un site de liaison aux antigenes particulierement profond et hydrophobe et donc
adapté a la présentation de lipides’*™. Ce site est composé de 2 poches principales, A’ et F’
dans lesquelles les queues lipidiques (hydrophobes) sont enfouies, présentant ainsi la téte
lipidique (groupement carbohydrate hydrophile) au TCR NKT. Dans le cas de I’aGC par
exemple, la chaine acyl gras est dans la poche A’ et la chaine sphingosine dans la F’”. C’est
également le cas pour un certain nombre d’autres antigénes NKT (3-GlyCer, sulfatide, iGb3,
phosphoglycerolipides...). En ce qui concerne I’exposition de la téte hydrophile au TCR
NKT, celle-ci est tres dépendante de 1’anomérie de 1’antigene présenté : les groupements
carbohydrates o (relativement plats) sont facilement accessibles par le TCR, alors que les
groupements 3 (proéminents) sont « pliés » perpendiculairement a CD1d par I’interaction
CDI1d/TCR, adoptant une conformation proche des groupements o. Ce fitness explique
pourquoi I’affinit¢ du TCR iNKT pour des complexes CDld/glycolipides 3 est

considérablement plus faible que pour des glycolipides o>

3-3. Interaction CD1d/TCR

Comme déja évoqué, I’appellation «iNKT » pour «invariant» est trompeuse puisque
seulement la chaine o de leur TCR est invariante, la chaine [} étant en réalité « semi-
invariante » car représentée par un nombre limité de réarrangements des domaines VDJ. Au
sein de chaque chaine, 3 régions CDR (pour Complementary Determining Region) forment
alors le site de reconnaissance antigénique, dont la diversité est amenée principalement par la

boucle CDR3, car placée au site de jonction des réarrangements VDJ. En réalité, c’est
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uniquement la CDR3f qui apporte cette diversité de séquence dans le cas des iNKT. Malgré
cela, il était admis jusqu’a maintenant que la chaine {3 était peu impliquée dans la spécificité
antigénique, mais plutdt affectait I’affinité envers certains auto-Ag lipidiques”™. Or une étude
récente montre que certains résidus de CDR3f humain (en particulier le 3*™ acide aminé)
influencent indirectement I’affinité, 1’auto-réactivité et 1’activation NKT via une modification
de conformation de CDR3a”’. La région CDR3a étant totalement invariable”, elle n’en reste
pas moins cruciale dans la reconnaissance antigénique iNKT, la zone de contact TCR/CD1d
étant majoritairement a ce niveau. Ce mode d’ancrage impose ainsi une orientation parallele
entre CD1d et le TCR iNKT, contrairement a I’ancrage CMH/TCR « classique » qui lui est en
diagonale” (Figure 4).

A - Lymphocyte
T conventionnel

B - NKT de type | C - NKT de type Il

VB poche A’ ,/B
\
CMH-I cpid  PoteF cD1d
B2m B2m B2m

Figure 4 : Vue schématique des modes de reconnaissance des antigenes lipidiques présentés via CD1d par
les NKT type I et type II, en comparaison a la reconnaissance de peptides présenté via CMH-I par les
lymphocytes T conventionnels. La panel du bas représente une vue par-dessus le TCR. A) Les 2 chaines a
et f du TCR interagissent avec le peptide présenté, de maniere perpendiculaire aux chaines oo du CMH. B
et C) L’Ag lipidique est ancré dans les poches hydrophobes A’ et F’ via ses chaines acyls. La téte polaire
lipidique a la surface de CD1d est présentée au TCR NKT. B) La chaine a des NKT de type I (iNKT)
interagit avec I’Ag lipidique et la chaine 3 avec CD1d, imposant une orientation parallele au CD1d. C) A
I’inverse, c’est la chaine § du TCR des NKT de type II (ANKT) qui interagit avec 1’Ag, imposant une
conformation perpendiculaire au CD1d, proche de ce qui est observé pour les T conventionnels.

D’apres Macho-Fernandez et al., Front Immunol 2015
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L’interaction CD1d-sulfatide avec le TCR dNKT présente elle des caractéristiques mixtes
entre iNKT et T conventionnel : les 2 chaines a et 3 entrent en contact avec CD1d, donnant
une orientation en diagonale (qui ici n’est pas imposée par 1’expression des co-récepteurs
CD4 ou CD8Y), et une seule chaine est impliquée dans la reconnaissance antigénique, mais
cette fois via CDR3f*' (Figure 4).

Le role des co-recepteurs CD4 (et CD8 dans une moindre mesure) n’est que peu connu. Le
profil CD4" ou DN étant associé a un profil plutot T,;2 ou Ty1 respectivement, CD4 aurait
sans doute un role dans la potentialisation des réponses NKT type T,;2*. Etrangement, alors
que chez la souris 1’expression de CD8 sur les précurseurs NKT induit leur élimination®, les
NKT CDS8" représentent une part importante des NKT chez I’homme, mais la fonction de

CD8 n’a pas encore été adressée dans la littérature.

3-4. Le signal TCR
Comme tout lymphocyte T I’activation des NKT via leur TCR va nécessiter la mise en place
d’un certain nombre de voies de signalisations. L’engagement de la chaine a enclenche
I’activation de tyrosine kinases proximales LCK et ZAP70, induisant la phosphorylation de la
phospholipase Cyl (PLCyl), elle-méme responsable de 1’hydrolyse du phosphatidylinositol-
bisphosphate (PIP,) membranaire. Cette hydrolyse produit 1’inositol-triphosphate (IP;) et le
diacylglycérol (DAG), deux seconds messagers essentiels du signal TCR. L’IP; provoque le
relargage de calcium depuis le réticulum endoplasmique vers le cytoplasme, menant a
I’activation de la calcineurin, Cette enzyme est responsable de la déphosphorylation de NFAT
(Nuclear Factor of Activated T-cells) et sa translocation nucléaire. NFAT va alors induire
I’expression de plusieurs genes propres a I’activation T, et notamment Egrl et 2, dont nous
avons déja évoqué I’'importance dans le développement NKT*. DAG va lui activer plusieurs
voies, comme celle de RasGRP1 et Erk1/2***, ou encore coopérer avec les signaux
SLAM/SAP pour activer NF-xB (via la protéine kinase 0 (PKC- 0) et IKK/IkB), facteur clé
responsable de la transcription de nombreux genes impliqués dans la survie et la
prolifération®® *’. NF-kB est particulierement important pour le développement NKT en plus

de leur activation.

3-5. Activation directe vs indirecte

Nous avons vu que les glycolipides endogeénes et exogenes sont tout deux reconnus par le

TCR NKT. Bien qu’une interaction TCR/CDI1d soit a ’origine considérée comme une
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condition sine qua non de 1’activation NKT, cette derni€re ne repose pas toujours uniquement
sur une stimulation TCR, mais également sur le contexte immunologique, plus précisément
cytokinique. En effet, il est a présent bien connu que 2 principaux modes d’activation NKT
existent (Figure 5) :
* Directe ou TCR-médiée. Engagée via un fort signal TCR, ce qui est principalement le
cas avec les Ag glycolipidiques microbiens.
* Indirecte, ou cytokine-induite. Cette seconde voie est possible en absence d’Ag
lipidique exogene. Ici I’activation des APC (par un agent infectieux ou autre) va
permettre d’une part, la génération et le chargement de lipides endogenes, et d’autre part

la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-18%%

). La présentation des
lipides endogenes par le CD1d des APC aux NKT va entrainer un faible signal TCR qui
sera complété par les signaux fournis par les récepteurs de cytokines, entrainant

I’activation des NKT.
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Figure 5 : Mécanismes d’activation NKT.

A) Activation directe, TCR-médiée : Les agents microbiens contenant des ligands NKT sont endocytés
par les CPA, ce qui va permette la présentation de ces Ag directement au TCR NKT, conduisant a leur
activation.

B) Activation indirecte, cytokine-médiée : Les agents microbiens ne contenant pas de tels ligands
peuvent activer indirectement les NKT, par D’activation des CPA (via les PRR). Ces dernicres
produisent alors certaines cytokines inflammatoires (IL-12, IL-18), qui, associées a la présentation de
lipides endogenes, va activer les NKT.

D’apres Kaer et al., Front Immunol 2015
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Le nombre de microorganismes identifiés comme possédants des glycolipides reconnus par
les NKT étant assez restreint, il est apparu assez rapidement que la voie indirecte était d’une
importance majeure dans les réponses NKT, ce qui fut montré par la suite dans de nombreux
modeles d’infection®”'. C’est d’ailleurs une caractéristique importante de I’aspect « innate-
like » des NKT : leur capacité a étre activées en absence d’Ag pathogénique.

L’activation des APC est principalement permise par la reconnaissance des agents infectieux
via les PRR, et en particulier les Toll-Like Receptors (TLR), qu’ils soient membranaires ou
intracellulaires. La régulation de la présentation des antigenes endogeénes dans un contexte
infectieux a lieu grace a un ensemble de processus transcriptionnels, métaboliques et de trafic
intracellulaires chez les APC activées. Par exemple, ’activation des cellules dendritiques
(DC) induit la surexpression de PPARy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor y), un
facteur de transcription lipide-dépendant pouvant étre activé par les LDL. Cette activation
engendre alors une forte présentation de CDI1d a la surface des DC, orchestrant ainsi la
présentation antigénique aux NKT****. Il a d’autre part été montré que I’infection par HBV
induit une phospholipase particuliere (SPLA2) dans les hépatocytes infectés, permettant ainsi

la syntheése de lysophospholipides activateurs des NKT*.

3-6. Mécanismes d’activation alternatifs

Plusieurs études in vitro et in vivo montrent que I’activation NKT, mesurée par leur capacité a
produire de I'IFN-y, peut dans certaines conditions se produire en absence de tout signal
TCRSS 95,96 .

De maniere surprenante, il semblerait également que les NKT pré-activés soient capables
d’exprimer des TLR (3, 5 et 9), ayant pour effet d’amplifier leur activation, leur production
cytokinique ainsi que leur impact sur la maturation des DC”’. Ce type d’observation n’a
cependant jamais été mis en évidence dans des conditions non-inflammatoires.

Dans une moindre mesure, les NKT peuvent aussi €tre activées par I’expression de récepteurs

a Fc de faible affinité (FcyRIII)™, ou via leur récepteurs NK (NK1.1/CD161, NKG2D)”.

4) Fonctions dans les réponses immunitaires

Selon le mode d’activation indirect que nous avons décrit plus haut, il est clair que les NKT
n’ont pas pour seul réle de répondre aux infections par les quelques bactéries décrites comme

exprimant des glycolipides activateurs, mais ont bien d’autres fonctions immunitaires :
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antivirales, antiparasitaires, antitumorales ou encore régulatrices. Grace a leur phénotype
effecteur « pré-activé » (CD44", CD69", CD62L), leur fonction principale est de produire
rapidement (en 1’espace de quelques heures apres leur activation) de grandes quantités de
cytokines variées, similaires aux réponses type Ty1 (IFN-y, TNF), T;2 (IL-4, IL-5, IL13) ou
encore T,17 (IL-17, IL-22). De part cette fonction effectrice, les NKT vont influencer le
comportement du bras inné du systtme immunitaire, et favoriser I’initiation et la
différentiation des réponses adaptatives, humorales comme cellulaires. Cette transactivation a
donc un effet positif sur des cellules telles que les DC'®, les macrophages, les neutrophiles ou
encore les cellules NK'"' et bien stir les lymphocytes T et B. Pour agir si rapidement, les NKT
expriment constitutivement de forts taux d’ARNm cytokiniques préformés'®. A titre
illustratif, le niveau de transcrits d’IFN-y chez les iNKT est plus de 100 fois supérieur aux

niveaux retrouvés dans des T conventionnels'®.

Cette caractéristique fait des NKT des cellules tres intéressantes a cibler, en particulier en
vaccinologie ou immunothérapies anti-tumorales. Bien que les iNKT ne représentent qu’une
faible proportion des lymphocytes chez 1’homme (environ 0,1% dans le sang), I'utilisation de
ligands tel que I’aGC ou ses dérivés en guise d’adjuvants se révele assez prometteuse pour
booster des effets vaccinaux'*'”. D’autres études ont pris parti des ligands NKT de faible
affinité afin d’induire des réponses plutdt immunomodulatrices'”. Le design de ce type de
ligands NKT permet a présent d’orienter les réponses immunitaires vers le profil souhaité
(Ty1 ou T2 par exemple) afin d’adapter leur utilisation clinique'®”'%®.

Contrairement aux observations faites apres injection d’aGC, la plupart des infections
microbiennes n’induisent généralement pas d’expansion NKT importante in vivo, méme dans
le cas de bactéries possédant des glycolipides capables d’activer les NKT. Ce comportement
différe completement des processus d’expansion clonale observés chez les T conventionnels,
illustrant la fonction unique des NKT dans le compartiment lymphocytaire T. Encore une fois,
la plupart des études étant réalisées sur des modeles murins, il est parfois difficile d’évaluer
I’implication des iNKT dans les pathologies infectieuses humaines. Nous illustrerons ici le
role des NKT au travers de quelques exemples d’infections, mais nous ne décrirons pas leurs

roles dans les réponses anti-tumorales ou dans les maladies auto-immunues.
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4-1. Réponses antibactériennes
Les premicres bactéries identifiées comme possédant des ligands NKT appartiennent a la
famille des Sphingosomas. 11 s’agit de bactéries ubiquitaires, généralement non pathogenes,
parfois impliquées dans des infections nosocomiales. Les glycoshingolipides de leur paroi
sont semblables a I’aGC originellement isolé depuis une éponge marine, a tel point qu’il a été
émis ’hypothese que I’isolat initial d’aGC serait en réalité une contamination par des
Sphingosomas. On imagine en effet assez difficilement 1’intérét évolutif pour les mammiferes
de la restriction de toute une population lymphocytaire pour un antigene d’origine marine,
alors que cette reconnaissance prendrait tout son sens envers une bactérie ubiquitaire,
potentiellement pathogeéne en absence de réponse immunitaire adaptée. Il a été montré que des
souris CDId" ou Jal8" sont plus susceptibles aux infections par Sphingosomas'”, mais
également moins sensibles aux chocs sceptiques induit par de fortes charges infectieuses,
montrant le fait que les NKT n’ont pas seulement des effets protecteurs, mais peuvent
également participer a la pathogénie d’une infection par |’exacerbation des réponses
immunitaires via une tempéte cytokinique'"’.
L’importance de la composante NKT a par la suite ét€ découverte pour plusieurs pathogenes
humains, la plupart exprimant des ligands NKT : Streptococcus pneumoniae'''"*, Borrelia

burgdorferi'>''*,  Mycobacterium tuberculosis'”, Helicobacter pylori''®, Pseudomonas

aeruginosa, Chlamydia'"""*.
La plupart des études rapportant la découverte des glycolipides en question, ont été réalisées
par des analyses biochimiques et structurelles, 1’équipe de Mitchell Kronenberg ayant

beaucoup contribué a ces avancées durant ces 2 dernieres décennies.

4-1.a - Borrelia burgdorferi
Il s’agit 1a d’un des premiers pathogénes humains identifi€s comme exprimant des
glycolipides capables d’activer les NKT'"*. La premiere étude faite sur le rdle des NKT dans
la maladie de Lyme montre la susceptibilité des souris CDId" a Dinfection par Borrelia,
affichant des charges bactériennes tissulaires plus élevées ainsi qu’une arthrite augmentée
comparée aux animaux WT'". Ces travaux pionniers ont été confirmés par la suite dans

d’autres modeles murins''*'%

qui ont permis d’élucider en partie la dynamique de la réponse
iNKT lors de I’infection. La détection des spirochetes circulantes par les cellules de Kupffer
au niveau hépatique induit le recrutement des iNKT selon un mécanisme CXCR3-dépendant,

suivit d’une présentation des glycolipides bactériens via CD1d"*' et enfin de ’activation
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INKT, se traduisant par une forte production d’IFN-y. En revanche, il semblerait que les NKT
présents au niveau des articulations soient également capables d’avoir des effets bactéricides
directs via la sécrétion de granzymes. Cette surveillance péri-vasculaire limite la
dissémination tissulaire des bactéries, notamment au niveau articulaire, lieu de persistance de
Borrelia, ou elle peut induire une arthrite prolongée, I’un des symptomes de la maladie de
Lyme dite chronique. Chez 1’homme, des iNKT au phénotype activé (CD69") sont également
retrouvés au niveau synovial'>* cependant dans des proportions bien plus faibles que chez la
souris, expliquant peut étre la susceptibilité de I’homme a développer la maladie. Les NKT
sont d’ailleurs moins nombreux dans le liquide synovial de patients développant une arthrite
liée a la borréliose que chez des patients sains. Cette diminution, au-dela de réduire la capacité
bactéricide de la réponse immunitaire, participerait a la pathologie arthritique de par 1’absence

des propriétés immuno-modulatrices des NKT dans ce modele'”.

4-1.b - Streptococcus pneumoniae
A Ulinstar de Borrelia, les souris CD1d" sont trés susceptibles a ’infection par S.pneumoniae
(Spn), avec une charge bactérienne pulmonaire 1000 fois supérieure a celle mesurée dans des
animaux WT et une mortalité presque 4 fois plus élevée''"*. Les lymphocytes iNKT se
révelent alors tres importants dans les phases précoces de I’infection. En produisant IFN-y et
IL-17, ils favorisent le recrutement de neutrophiles et de monocytes au site d’infection.
L’association d’antigénes capsulaires polysaccharidiques de Spn avec de I’aGalCer dans une
perspective vaccinale donne d’ailleurs de bons effets protecteurs chez 1’animal'*. Cette

bactérie, comme Borrelia, exprime des glycolipides capables d’activer les NKT'".

4-2. Réponses antivirales
Bien que les lymphocytes NKT soient largement reconnus pour leur importance dans les
réponses anti-bactériennes, il ne s’agit bien slr pas de leur seule fonction. Un grand nombre
d’infections virales font en effet intervenir la composante NKT, bien qu’a priori aucun virus
ne possede de ligands lipidiques directs. Ainsi le role des NKT a été aussi bien montré pour

des virus a ADN (Herpesvirus, HBV) que des virus a ARN (HIV, HCV, Influenza).
4-2.a - Herpesvirus

Dans la cas de I’'Herpes Simplex 1 (HSV-1), il semblerait que les 2 types de NKT (invariant et

divers) interviennent puisque les souris CDId” et Jal8" ne présentent pas les méme degrés
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de susceptibilité a I’infection'”, avec cependant toutes les précautions qu’il convient de
prendre concernant le modele JaI8", chose que nous avons évoqué dans la partie sur les
dNKT. De plus, le controle de I’infection par d’autres Herpesvirus étudiés dans ce cadre
(HSV-2, MCMV) semble uniquement dépendre des NKT invariants'**'*’. Ce controle semble
ici CD1d-indépendant, 1’activation iNKT (sécrétion d’IFN-y) étant principalement induite par
I’IL-12 sécrétée par les DC activées par TLR9'*'**. Chez I’homme, des dysfonctions iNKT
ont également été liées a une susceptibilité aux infections herpétiques par EBV ou VZV'*"',
Pour échapper a ce contrdle, les Herpesvirus sont des spécialistes dans I’inhibition de

I’expression de CD1d a la surface des cellules infectées'*'*

ou I’altération de la présentation
de lipides activateurs endogénes'**. Un grand nombre de virus ont adopté ces mécanismes

d’évasion : HIV'®, VV et VSV HPV'Y... (Figure 6)
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Figure 6 : Voies de trafic et de chargement lipidique des molécules de CD1d, montrant les
mécanismes d’inhibition d’activation des NKT par certains virus.
D’apres Kaer et al.,Nat Immunol 2006
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4-2.b - HIV
Le role des NKT lors de I'infection HIV est a ce jour peu connu. Il est cependant intéressant
de remarquer que la fraction iNKT-CD4" est trés permissive au virus'™®, et se retrouve donc
déplétée avec les lymphocytes T CD4 conventionnels'”. Sans que 1’on sache réellement
I’effet de cette déplétion sur le systtme immunitaire, elle doit sans aucun doute avoir impact
sur 1’évolution de la maladie. Un article évoque que la perte préférentielle des iNKT CD4"
dans I’intestin perturberait la balance iNKT DN/CD4" (pro-inflammatoire/anti-inflammatoire)
en faveur donc d’un environnement inflammatoire participant a I’épuisement du systeme

immunitaire et 1’évolution vers le stade SIDA'.

4-3. Réponses antiparasitaires et antifongiques
Les infections parasitaires et fungiques sont €également concernées par les réponses NKT. De
maniere non exhaustive : Plasmodium, ou les NKT limitent la dissémination extra-hépatique,
Toxoplasma gondii, ou les NKT ont un effet délétere sur la physiopathologie par une
production trop élevée d’IFN-y'*', Leishmania, exprimant un glycosphingophospholipide
capable d’activer les NKT', tout comme Cryptococcus neoformans'” et Aspergillus

144

fumigatus™. A I’exception de ces derniers, la plupart de ces parasites ne sont pas connus pour

exprimer des ligands NKT et doivent donc les activer de maniere indirecte.

4-4. NKT et microbiote

Il existe une relation mutuelle entre le microbiote et les NKT. Comme c’est le cas pour
beaucoup de leucocytes, 1I’exposition bactérienne apres la naissance va étre un événement clé
dans I’éducation des NKT. Les NKT générés dans des souris axéniques (Germ-free), et donc
dépourvues de toutes flore, sont certes plus nombreux dans les muqueuses intestinales et
pulmonaires'*’, mais présentent des phénotypes immatures et hypo-répondeurs face a leurs
ligands'*. Privées du caractére immuno-modulateur des NKT, ces souris sont en conséquence
plus sujettes aux maladies inflammatoires de 1’intestin et a I’asthme. La réciprocité de ces
effets microbiote/NKT fut montrée par I’observation d’un microbiote altéré dans les souris

47 Contrairement aux iNKT, le role précis des

CDId", favorisant I’inflammation intestinale
dNKT n’a encore jamais été clairement étudié.

Ces observations vont dans le sens de la théorie hygiéniste, selon laquelle 1’exposition
précoce dans la vie a certaines bactéries commensales aurait un effet protecteur contre le

développement de certaines maladies inflammatoires ou auto-immunes.
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Les mécanismes par lesquels le microbiote intestinal en particulier va modeler les cellules
NKT sont encore assez peu connus. Néanmoins, une bactérie bien précise semble avoir un
role clé. Parmi la famille des Bacteroides, commensaux représentant environ 50% de la flore
intestinale, Bacteroides fragilis se démarque par l’expression de sphingolipides, dont
’aGC', qui seront rapidement identifiés comme ayant des propriétés immuno-
mudulatrices'®”, ouvrant potentiellement la voie pour lutilisation de ce sphingolipide

particulier dans le traitement de certaines maladies auto-immunes.

II — Les lymphocytes T Gamma-Delta

Parmi les lymphocytes T non conventionnels, les premiers identifiés furent les T gamma-delta
(Tyd). 11 s’agit la aussi d’une famille assez hétérogene, aux fonctions variées. Contrairement
aux lymphocytes T conventionnels, leur TCR est un hétérodimere composé d’une chaine
gamma (y) et d’une chaine delta (3), et tout comme les iNKT, ils expriment un répertoire TCR
tres restreint. Moins fréquents que les T conventionnels dans le sang et les organes
lymphoides, ces cellules peuvent étre prédominantes dans certaines muqueuses (peau, intestin
et tractus génital). Leur TCR leur confere des capacités de reconnaissance bien particulieres
puisqu’ils ne nécessitent pas de prise en charge et de présentation antigénique par les
molécules de CMH pour étre activés, ce qui leur permet d’enclencher leurs réponses tres
rapidement face aux Ags rencontrés. Les Ags reconnus par ces cellules sont de natures
diverses et non peptidiques, les lipides étant pour I’instant les ligands les plus étudiés.
Contrairement aux NKT cependant, ils sont facilement identifiables chez 1’homme par
marquage du TCR y0 en cytométrie. Malgré cela et le fait que leur découverte date d’il y a

plus de 30 ans, de nombreux aspects de leur biologie restent trés mal caractérisés.

1) Les sous-types

11 existe une forte hétérogénéité fonctionnelle au sein du compartiment lymphocytaire Tyo, se
traduisant par des différences de composition du TCR, de localisation, de production
cytokinique... La plupart des précurseurs y0 acquiert des capacités effectrices avant de migrer

hors du thymus, mais ils gardent tout de méme une certaine plasticité en périphérie, relative
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%0151 Bien que cela soit trés probable, il n’est pas vraiment clair si la

selon les sous-types
différenciation vers tel ou tel sous type est lié a I’'usage de telle ou telle chaine y ou 8 du TCR.
La classification la plus utilisée pour le moment, se basant principalement sur 1’expression
V7, est néanmoins relativement bien reconnue et pratique. Dans une certaine mesure, il existe
des similitudes phénotypiques avec les sous-types de T helper, de par I’expression de facteurs
de transcription (RORYT, T-bet...) et la sécrétion de cytokines associées (IL-17, IFN-y...),
tout comme pour les NKT.

Tableau 2 : Fonctions effectrices et roles des différents sous-types de Tyd murins en

fonction de leur usage Vy et VO.. On été ajoutés les principaux sous-types selon la

dénomination décrite précédemment.
Extrait de Bonneville et al., Nature Reviews Immunology, 2010

¥8 T cell subset Location Effector functions (pregrammed Role in disease or injury
in the thymus or inducible in the
vy vé periphery)
Wyl WD Lymphoid tissue  Programmed: TNF and IFNy Resobves lung inflammation
NKT- Inducitle: T, 2-type cytokines and IL-17  Inhibits virus-induced myocarditis
like Y6 Promotes non-specific AHR
Inhibits T“mcel.ldmlnpmenl
Promotes CGD
V&5 Thymus and Pregrammed: cytokines are unknown Promotes AHR
spleen but IL-4 and IL-13 are not produced e
V663 and Thyrmus, spleen Programmed: [FNy, [L-4,IL-13 and iNKT cell-like properties
e and liver cytoboichy Kills macrophages in vitro
Wyd MND Lymphoid tissue  Programmed: IL-17 Promotes viral myocarditis and kills
v917 and lung Inducible: TNF, IFNy and cytotoxicity ~ Virusinfected myocytes
Promotes virus-induced lung inflammation
Promotes virus-induced encephalitis
Inhibits subcutaneous melanoma
Inhibits AHR
Promotes innate bacterial clearance
Selected V4 Lyrmph node Inducible: IL-17 Exacerbates ClA
V&5 Spleen Inducible: IFNy-dependent development  Suppresses IgE responses
V5 Vilinvariant  Epidermis Programmed: IL-22, IFNy, TNF, KGF1, Promotes tissue repair and wound healing
DETC Lg;;fi&:;dﬁemms' el s Protects against skin carcinogenesis
Suppresses GVHD
Wi4and others  Mammarygland ~ ND Tissue remodelling (lactating mammarny
gland)?
Wyb V&1 invariant Tongue, uterus, Programmed: IL-17, IL-22, IFMy, TGFp Tissue remodelling (placenta)?
’\/617 f:::ea:t;":i?::: LAl L Inhibits nephritis
Prevents lung fibrosis
Promaotes innate bacterial clearance
WyT V&4 and others  Intestinal mucosa  Programmed: TNF, IFMNy, KGFL and Protectsintestinal barrier function
iEL L Promotes epithelial cell turnover

Prevents colitis

Selon un modele proposé par Prinz et al.'”*, cinq principaux sous types ont été définis chez la

souris. Ces sous-types se développent par vagues successives lors du développement, selon
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I’'usage de leur chaine v, principalement dans 1’ordre suivant : DETC (Dendritic Epidermal yo
T-Cells), vd017, yONKT-like, iEL (intra-Epithelial Lymphocytes) puis principalement des y0
naifs «non-engagés » apres la naissance, chaque sous-type allant coloniser des tissus
différents. Cette classification ne se superpose cependant pas complétement avec la
classification basée sur 1'usage Vy. Ceci laisse a penser que I’instruction des Tyd ne dépend
pas uniquement du Vy exprimé et est sans doute plus complexe et encore en partie
énigmatique. Il n’est pas non plus certain que 1’'usage d’un TCR particulier soit responsable de
la migration tissulaire restreinte de chaque sous-type. Les roles et les localisations des sous-
types v sont résumés dans le tableau 2, extrait de la revue de Bonneville ef al.”™.

La plupart de ces données ne sont pas extrapolables a ’homme, chez qui 2 principaux sous-
types y0 ont été décrits : les T-VO1, retrouvés au niveau épithélial (intestin, peau...), semblant
correspondre aux iEL murins’, et les V82, qui sont retrouvés dans de sang, possédant une

forte hétérogénéité.

2) Développement

Les Tyd sont les premiers lymphocytes T produits par le systtme immunitaire lors du
développement embryonnaire, quelle que soit I’espece. Il existe de nombreuses différences
dans la biologie du développement vd selon les sous-types. Le développement et la
colonisation tissulaire par les DETC et les Tyd17 par exemple ont lieu principalement durant
les périodes précoces de la vie a partir de progéniteurs feetaux a la suite de quoi ils s’auto-
renouvellent dans les tissus périphériques, ce qui fut prouvé dans le derme, mais reste a
démontrer dans les autres organes'™*. Le développement des Tyd se fait selon un mécanisme
sous contrdle majeur de 1’'IL-7'". Il semblerait que la décision d’orientation vers la lignée y&
ou af soit le premier élément de différenciation des précurseurs T. Les Tyd émergent des
mémes précurseurs DN que les Taf'. La bifurcation vers 1’une ou I’autre lignée reste le
sujet d’investigations intenses. Selon un premier modeles, les précurseurs DN communs
réarrangent tout d’abords 3 chaines du TCR : 8, y et 8. Dans le cas ou le réarrangement f3 est
productif, le précurseur exprime alors une chaine pré-a, prolifere et subit la B-sélection. Il
devient DP CD4/CD8, et down-régule la chaine y pour initier le réarrangement o,
réarrangement qui va alors exciser les génes de la chaine 8'° et ainsi continuer sa

différenciation vers la voie Taf. A I'inverse, si le premier réarrangement (f3/y/0) donne un
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TCR yd productif, la différenciation va s’orienter vers la lignée y0 sans réarrangements
supplémentaires. Certains travaux suggerent un role de Sox13, un facteur de transcription clé
du développement y8'”’. Les thymocytes DP ayants divergés vers la voie aff peuvent soutenir

la différenciation yd par un mécanisme appelé trans-conditionnement, principalement via la

lymphotoxine'**"'%.

Le role précis du signal TCR y0 dans cette différenciation n’est pas encore clair. Il est suggéré
dans la littérature que certains précurseurs DN soient pré-engagés a devenir

Ty, notamment via l'expression de Sox13 et de CD127 (IL-7R), et que le TCR n’intervient

161

pas dans cette différenciation ™. D’autres études semblent montrer qu’'un signal TCR fort, en

6162,163

coopération avec un signal Notch, favoriserait la différenciation vers la voie Ty , ce qui

fut renforcé par des expériences in vitro'®

. Deux modeles coexistent donc (pré-engagement vs
instruction TCR-dépendante) sans pouvoir trancher en faveur de I'un ou de 1’autre. Dans un
cas comme dans 1’autre, les ligands impliqués dans la sélection thymique ne sont pas connus.

De nombreux sous types vont se différencier au niveau thymique avant de migrer dans leurs
organes périphériques respectifs. Par exemple, I’engagement thymique vers la voie DETC
dépend fortement de I’engagement des précurseurs Vy5'Vd1" avec la molécule Skint-1
exprimée par les cellules épithéliales thymiques (engendrant une surexpression d’Egr3,

165-167

réprimant Sox13 et RORYT, orientant les DETC vers un profil pro-IFN-y) , mais toutes
les tentatives de démonstration d’une interaction TCR/Skint-1 ont pour I’instant échouées, et

le ligand de Skint-1 reste inconnu.

3) Ligands et restriction

Cet aspect de la biologie T-yd est clairement le plus flou. Les Tyd ne possedent en effet pas
de restriction aux CMH classiques, compliquant fortement 1’identification de leurs ligands.
Cette absence de restriction rappelle un type de reconnaissance semblable au BCR'®.

Etonnamment, de par la quantité de fragment de géne D inclus dans la chaine 6, le TCRyd

posséde théoriquement une plus grande diversité que le TCRafp'*'”

, alors que leur
reconnaissance antigénique semble tres large et peu spécifique.
De nombreuses interactions avec des molécules CMH non classiques ont été décrites chez

I’homme et la souris : T10/T22, I-E***, MICA/B, le récepteur a protéine C endothéliale et
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CDl1. La plupart des ligands identifi€s sont des molécules du soi, ou induites par le stress et le
premier ligand identifié fit CD1¢'”".

L’interaction la mieux caractérisée est finalement celles des V81 (ainsi que des V83'”?) avec
CD1d'”, la méme molécule de restriction CMH-like utilisée par les NKT. C’est d’ailleurs la
seule molécule de restriction y0 identifiée étant commune a I’homme et la souris, suggérant
un role important et conservé dans 1’évolution. L’utilisation de tetrameres-CD1d chargés en
sulfatide (ligand dNKT) a permis de montrer que 80% des T marqués par ces tétrameres sont
des T-VO81'™. Des études structurales ont permis de montrer une interaction
TCR/sulfatide/CD1d similaire aux dNKT''7°. Ainsi, contrairement a la souris, les V81

représentent la plus grande population réactive aux lipides chez I’homme, ou ils sembleraient

combler la faible proportion de NKT. Au dela du sulfatide, de ’aGC dans une moindre

173,178

mesure (reconnu par des T hybrides af/81'""),ou de lipides issus de pollens , peu de

ligands yd présentés par CD1d ont été décrits.

Les lymphocytes T-VY9Vd2, qui représentent jusqu’a 10% des T circulants chez I’homme,

179.180 1 »activation des T-

sont eux connus pour reconnaitre des phosphoantigénes (pAg)
VY9Vo2 par les pAg implique BTN3A, un membre de la famille des butyrophilines exprimé
par les APC autrement appelé CD277, via des mécanismes qui ne sont pas encore tout a fait
élucidés'®"'**. En effet 2 modeles d’activation via BTN3A ont émergés : BTN3A jouerait
directement un role de présentation des pAg au TCR'**, ou bien sa partie intracellulaire serait
capable de détecter les pAg, entrainant un changement de conformation en surface des APC,
responsable de 1’activation T'*’.

D’autres ligands ont été identifiés : ’annexine 2, induite par différents stress cellulaires,

active les T Vy8Vd3'™, des pAg de Mycobacterium tuberculosis activant les V&1* via
CDIc™...

4) Fonctions immunitaires

Lors de leur activation, la plupart du temps induite par des facteurs de stress, ces lymphocytes
non conventionnels interviennent a différents niveaux de la réponse immunitaire : activité
cytotoxique directe, activation d’autres acteurs de I’immunité par la sécrétion de cytokines,
mais également réparation des tissus 1ésés. De plus, leur activation non restreinte par les

molécules de CMH (via activation TCR CMH-indépendante, récepteurs NK ou directement
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via les cytokines) associée a leur pre-programming leur permet d’exercer rapidement et

pleinement leur activité pléiotropique.

4-1. Les sentinelles des épithéliums

De par leurs localisations et leurs mécanismes d’activation, les lymphocytes Tyd jouent un
role crucial dans I’initiation des réponses immunitaires au niveau des barrieres €pithéliales.
De maniere surprenante, ils sont d’ailleurs capables d’agir comme des cellules présentatrices
d’A g185-

Au niveau de la peau (epiderme), les DETC murines présentent une morphologie similaire
aux cellules dendritiques leur permettant d’exercer efficacement leurs fonctions de sentinelles.
Bien que leurs ligands ne soient encore une fois pas identifiés, certaines études (utilisant
notamment des tétrameres de TCR-DETC) montrent la reconnaissance d’auto-Ag exprimés

par les kératinocytes endommagés'®*'**

. Associée a d’autres signaux de co-stimulation
(CD100, JAML'™'), leur activation induit une sécrétion rapide de cytokines pro-
inflammatoires (IFN-y), de chimiokines et de facteurs de croissances, favorisant le
recrutement d’autres leucocytes et la mise en place d’une réponse efficace, mais également la
cicatrisation en cas de rupture de 1’épiderme'®"'*.

Les Tyd représentent environ 50% des cellules T de I’intestin gréle, ou ils sont généralement
appelés IEL, pour intra-epithelial lymphocytes. Malgré leur importance numéraire massive,
leurs fonctions ne sont pas encore tout a fait élucidées, peut-étre de par la présence de
différentes populations, aux fonctions diverses voire antagonistes. Contrairement aux DETC,
les IEL patrouilleraient a travers 1’épithélium et la lamina propria, migration réduite en

présence de cytokines pro-inflammatoire telles que le TNF-a, sans doute dans un but de

concentrer les Ty au site d’infection ou de Iésion'”’. Eux aussi jouent un role important dans
la réparation des épithéliums lésés, notamment par la sécrétion de KGF-1 (Keratinocytes
Growth Factor-1) mais également dans le maintient de la barriere épithéliale a I’homéostasie :

prolifération épithéliale'*

, modulation de la sécrétion de mucines par les cellules
caliciformes'®.

L’épithélium pulmonaire murin semble &tre successivement colonisé par différentes
populations de Tyd au cours de la période prénatale, pour au final €tre principalement
composé de lymphocytes producteurs d’IL-17 (Vy4* et/ou Vy6V81)"**'"’. Représentant

environ 10% des cellules T pulmonaires, ils ont principalement des fonctions modulatrices,

notamment des réponses allergiques associées a une réponse Ty2'**. En cas de traumatisme,
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ils proliférent et modulent I’infiltration Taf} et des MDSC (Myeloid-Derived Suppressor
Cells)'”. Les lymphocytes Tyd ont également un role anti-tumoral important, en particulier les
Tyd humains pulmonaires producteurs d’IL-17, intervenant notamment via la production de
TRAIL par ces cellules activées via NKG2D, mais certaines études récentes tendent a montrer
que les Tyd peuvent également avoir des fonctions pro-tumorales™”. Certains décrivent une

certaines dualité entre Tyd producteurs d’IL-17 et d’IFNy, respectivement pro et anti-tumoral.
Leur fonctionnalité parait également dépendre fortement du microbiote local®' >,

Jusqu’a récemment, assez peu d’études s’étaient penché sur le réle des Tyd au niveau du
tractus génital. Une étude princeps assez exhaustive chez la souris montre leur présence dans
’utérus, le vagin, voire méme dans 1’ovaire et I’épididyme, mais pas dans le testicule’”. En

lien avec ce qui a été dit plus haut, les infections vaginales bactériennes, et donc un

déséquilibre de flore, affectent négativement la fonctionnalit€¢ des VO1* provoquant un

** Les VO1* sont également retrouvé en

susceptibilité a I’infection par le HIV chez la femme
grande quantité dans le sperme d’individus sains, sans qu’aucune €tude n’ait cherché a

explorer leur fonction®”.

4-2. Fonctions cytotoxiques

Apres activation via le TCR ou des récepteurs NK (NKG2D), les Tyd humains exercent
principalement leurs fonctions cytotoxiques par la sécrétion de facteurs solubles tels que des

206-209 , mais

perforines, granzymes ou encore de la granulysine (une protéine anti-microbienne)
également par I’expression de TRAIL et de CD95L, deux ligands engageant différents
récepteurs de mort a la surface des cellules cibles™*'’. De plus les Tyd sont capables

d’éliminer leurs cellules cible par ADCC (cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps)™''.

4-3. Réponses antimicrobiennes

Les T V82" humains sont capables de reconnaitre des phosphoantigénes, des molécules
produites par un grand nombre d’agents infectieux : bactéries, fungi, parasites. Leur fréquence
dans le sang périphérique se trouve ainsi augmentée dans plusieurs cas d’infections
bactériennes telles que la listériose, la tuberculose, la salmonellose, la tularémie, la

*12_ Plusieurs modeles murins de déplétion des yd ont montré leur

légionellose ou la brucellose
importance dans le controle de l’infection’””. Dans le cadre d’infections bactériennes

intracellulaires, comme la tuberculose par exemple, Mycobacterium tuberculosis induit
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I’activation des T-VO02" via la production de métabolites activateurs au sein des cellules
infectées et inhibent la croissance bactérienne par la sécrétion de granzyme A et de TNF-o. *'*
*1% A travers la sécrétion notamment d’IL-17 mais aussi d’IFN-y, ils participent également a
la protection des voies respiratoires, initient la mise en place de la réponse adaptative. Dans le
cas de la tuberculose par exemple ils sont également essentiels a la formation du granulome,
et donc au confinement de I’infection.

En dépit de la production de ligands spécifiques, les lymphocytes Tyd sont également tres
importants dans le controle de certaines infections virales. Dans le cadre de I’infection par le
cytomégalovirus (CMV) chez I’homme, une expansion clonale de T-V82" est observable®'">".
Ces lymphocytes reconnaissent les cellules infectées directement via leur TCR, se liant
directement a des molécules de stress™. Gréce a I’expression de récepteur au Fc (CD16), ils
peuvent €galement capter des particules virale opsonisées et donc étre activés de maniere
TCR-indépendante’''. De par le caractere inné de la réponse v9, et donc non Ag-restreinte, il
est surprenant de constater la clonalité de leur expansion. Les T-VO1* sont eux amplifiés dans
plusieurs infections virales telle que le I’hépatite C, ou ils infiltrent le foie, induisent des
réponses type Tyl (sécrétion d’IFN-y) et participent ainsi a 1’inflammation hépatique™'. Fait
remarquable, alors que la fréquence des V31" est augmentée en réponse a l’infection par le
HIV*?, ils sont capables (avec les V82*) de limiter la dissémination virale par la sécrétion
massive de CCL4 et CCLS5, ligands respectifs de CCR4 et CCRS, les co-récepteurs d’entrée
du virus, qui se retrouvent alors saturés *****, L’identification précise des ligands responsables
de I’activation des lymphocytes Tyd lors des infections virales offrirait la possibilité de

développement de nouvelles molécules thérapeutiques boostant leurs réponses.

En conclusion, grice a leur reconnaissance antigénique pléiotrope, leur sécrétion rapide de

cytokines, de chimiokines et autres facteurs de croissance, ou encore leur faculté d’APC, les
Tyd permettent Dinitiation et la modulation d’un ensemble large de mécanismes
immunitaires : maturation des lymphocytes B, des Toaf et des cellules dendritiques,

réparation des épithéliums, lyse des cellules infectées ou cancéreuses...
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III — Les Mucosal Associated Invariant T-cells (MAIT)

Derniere population de T non-conventionnels que nous aborderons dans ce chapitre sont les
Mucosal Associated Invariant T-cells, ou MAIT. Avant que ce terme de MAIT leur soit
attribué, 1’équipe d’Olivier Lantz avait mis en évidence l’existence d’une population T
exprimant un TCR invariant™ : Vo7.2-Ja.33 chez I’homme, et son homologue Va19-Ja33
chez la souris. Des lors il avait été montré que ces cellules n’étaient pas restreintes par les
molécules de CMH classiques (comme tous les lymphocytes T non conventionnels
finalement) puisque présents dans les souris CMH-1-KO, CMH-II-KO, mais absentes dans les
B2-microglobuline-KO, montrant une restriction unique a une molécule CMH-I-/ike encore
non identifiée. Ces lymphocytes T ont été nommés MAIT en 2003 suite a la découverte de

226

leur abondance dans la lamina propria intestinale”™. Cette méme étude a également démontré

que les MAIT sont restreints par MR1?*’, une molécule qui avait été décrite plusieurs années

auparavant sans que sa fonction ne soit connue*****’

, et que ces cellules sont absentes dans des
souris axéniques, suggérant un role important dans les réponses anti-bactériennes. Il aura fallu
presque une décennie pour identifier les Ags reconnus par les MAIT : ils ne reconnaissent pas
des antigenes peptidiques ou lipidiques, mais des métabolites de vitamines B, comme la
riboflavine ou les folates™’*"'. Comme pour les NKT une vingtaine d’années auparavant, la
mise au point de tétrameres reconnaissant spécifiquement les MAIT, ici des tétrameres de
MRI1, a permis de nombreuses découvertes sur ces cellules®. MR1 est une molécule dont la

séquence est tres conservée chez I’ensemble des vertébrés, laissant supposer que 1’axe

MRI1/MAIT joue un role ancestral et primordial dans I’immunité.

1) Généralités

1-1. Distribution in vivo
Les MAIT représentent la population de T non conventionnels la plus abondante chez
I’homme, mais assez rare chez la souris. En dépit de leur nom, c’est dans le foie qu’ils sont le
plus abondant, ou ils représentent chez ’homme de 20 a 45% des lymphocytes hépatiques
totaux, soit plus de 50% des cellules T**, ce qui rappelle les iNKT chez la souris. IIs
représentent 2 a 10% des lymphocytes de la lamina propria. En accord avec cette répartition

les MAIT expriment CCR6 et CXCR6, des marqueurs de domiciliation propres au foie et a
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I’intestin. Ils représentent également chez 1’adulte environ 10% des T circulants, jusqu’a 2%
des lymphocytes ganglionnaires et 2 a 7% de ceux de la peau. Voyant une telle abondance, il

est surprenant que les MAIT aient été découverts si tardivement.

1-2. Caractéristiques phénotypiques

Tout comme les NKT, les MAIT possedent un phénotype effecteur mémoire : CD45RO",
CCR7, CD62L", CD27", et CD28", phénotype acquis apres la naissance, puisque les MAIT
feetaux ou extraits de sang de cordon ont un phénotype encore plus ou moins naifs selon leur
localisation™. Ils expriment principalement un profil mixte Ty1/T,17 (sécrétion d’IFN-y et
d’IL-17).

Au dela de leur TCR semi-invariant (chaine o invariante associée a un set limité de chaines
B), les MAIT peuvent étre identifiés par un ensemble d’autres marqueurs phénotypiques. A
I’origine pensés comme étant CD4'CD8", ces lymphocytes se sont révélés €tre principalement
CD8aa" (rarement CD8af*) chez I’homme et la souris, comme les IEL, bien que le rdle du
CD8 ne soit la pas encore connu. Il existe une différence importante au niveau de 1’expression
de CD4 selon I’espece, puisque les MAIT CD4" représentent 40-50% des MAIT totaux chez
la souris, et seulement 2-10% chez I’homme™’. Un marqueur couramment utilisé pour
identifier les MAIT est CD161 (également exprimé plus faiblement par la majorité des NK et
une partie des Tyd). Cependant, a I’instar de NK1.1 chez les NKT murins, CD161 peut étre
perdu chez les MAIT lors de leur activation®’, mais son role fonctionnel demeure inconnu.
Les MAIT sont également les cellules qui expriment le plus haut niveau de la chaine o du
récepteur a I'IL-18 (IL-18Ra) et sont donc activées par I'IL-18 méme en absence de
stimulation du TCR, un mécanisme d’activation partagé avec les autres cellules CD161" >,
Autre caractéristique intrigante : les MAIT expriment fortement ABCBI1, un transporteur
membranaire de multi-résistance aux xénobiotiques, conférant alors une résistance accrue a
différentes chimiothérapies. Il pourrait s’agir d’'un mécanisme leur permettant de résister aux
molécules xénobiotiques retrouvées en grand nombre au niveau du foie et de I’intestin,
apportées par les bactéries intestinales et ’alimentation®”. Cela fait des MAIT des cellules
particulierement bien adaptées a leur environnement et a leurs fonctions anti-bactériennes.
Jusqu’a il y a peu, il ne semblait pas y avoir d’hétérogénéité majeure ou de sous-types
observés chez les MAIT. Cependant, une étude immunoprotéomique treés récente a permis de
définir une sous-population de MAIT exprimant un ensemble particulier de marqueurs de type

NK (notamment CD56, CD84, CD94) et des niveaux plus élevés de PLZF, Eomes et T-bet*.
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Cette sous-population est capable de produire plus d’IFN-y en réponse a une stimulation IL-
12/IL-18. Le répertoire TCR-Vf} semble lui aussi impacter la fonctionnalité MAIT, ce qui sera

plus développé dans la partie 2 sur la présentation antigénique.

1-3. Développement

Bien qu’ayant lieu dans le thymus, le développement des cellules MAIT differe de celui des T
conventionnels et présente quelques similitudes avec celui des NKT. Leur sélection chez la
souris se fait par MR1 exprimé a la surface des thymocytes DP**. A I’inverse des NKT, ils ne
dépendent pas de signal SAP et n’expriment PLZF qu’a un stade tardif de différenciation, lors
de leur sortie du thymus™***.

Une étude récente chez la souris et ’homme propose un modele de développement en 3
étapes basé sur I’expression de quelques marqueurs phénotypiques : stade 1 (CD24°CD44"),
correspondant a des MAIT immatures DP, le stade 2 (CD24°CD447) et le stade 3
(CD24°CD44") ressemblant déja au phénotype MAIT mature retrouvé en périphérie, mais
étant cependant CD8af3, suggérant I’intervention d’autres mécanismes de maturation en
périphérie afin d’acquérir le CD8aa.. Les MAIT ne semblent alors acquérir leurs fonctions
effectrices qu’apres le stade 2 via I’expression de facteurs de transcription déja évoqués
(PLZF, T-bet, RORYT), mais ne sont finalement pleinement fonctionnelles qu’en périphérie,
apres le stade 3.

La diminution de MAIT dans les souris axéniques est une observation déja assez ancienne*.
En réalité ces souris présentes des fréquences plus élevées de MAIT immatures. Le
mécanisme impliqué n’est pas encore tout a fait compris, mais il semblerait étre dépendant de
I’IL-18**. Le développement terminal des MAIT ainsi que leur migration intestinale semblent

dépendre des lymphocytes B, sans doute via leur fonction présentatrice d’ Ag****'.

2) Présentation antigénique

2-1. Les ligands MAIT

Les lymphocytes MAIT reconnaissent des métabolites des vitamines B. L’identification de
ces Ags commenca par I’observation que les Ags activateurs de MAIT sont résistants au
traitement a la protéase et ne sont pas co-purifié avec les lipides, révélant une nature d’Ag
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toute autre™. Les premiers ligands identifiés furent le 6-formyl-pterin (6-FP), un métabolite
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des acides foliques (vit B9), puis plusieurs métabolites de la riboflavine (vit B12) tels que le
5-OP-RU (5-(2-oxopropylideneamino)-6-d-ribitylaminouracil). Cependant le 6-FP n’est pas
capable d’activer les MAIT. Il fut également montré que tous les micro-organismes capables
d’activer les MAIT possedent une voie de biosynthése de la riboflavine fonctionnelle.
Cependant la nature ubiquitaires de ces molécules (synthétisées par certains commensaux) et
leur capacité a diffuser librement a travers les épithéliums souleve la question de la régulation
de Dactivation MAIT. Bien que 1’usage d’analogues activateurs ou inhibiteurs de ces
métabolites puisse paraitre séduisant d’un point de vue thérapeutique*”’, aucune étude ne s’est

encore penchée sur la question.

2-2. Mécanismes de présentation par MR1
Le TCR des MAIT posséde une structure particuliere lui permettant la reconnaissance des
métabolites présentés via MR1. Les études cristallographiques semblent monter une structure
relativement rigide des boucles de CDR, par opposition a la flexibilit¢ observée dans un
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TCR conventionnel™, suggérant un TCR « prédisposé » a interagir avec MR1 qui, rappelons-
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le, est non-polymorphique™. Bien que I’interaction clé du TCR MAIT avec son ligand ne se

fasse qu’au niveau d’un résidu précis de la boucle CDR3a (Y95), la chaine 3 complémente
cette interaction et influence son affinité****’,

A I'instar de CD1d, MR1 possede 2 poches : A’ et F’. La poche A’ permet d’accueillir des
résidus aromatiques et polaires des Ags, positionnant la queue ribityl (dans le cas d’un
métabolite de la riboflavine) vers le site de reconnaissance du TCR MAIT. Certains résidus de
cette poche A’ forment des liaisons covalentes avec I’Ag, permettant leur séquestration et
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stabilisation™". En revanche, le role structurel et fonctionnel de la poche F’ n’est a ce jour pas

connu.

2-3. Trafic intracellulaire de MR1
Le trafic intracellulaire de MR1 différe des autres molécules CMH conventionnelles. En
absence de ligand, la plupart des molécules de MR1 restent séquestrées dans le réticulum
endoplasmique. Une fois en présence de son ligand, MR1 s’associe a f2m et est exporté a la
surface cellulaire via le golgi. Apres présentation, MR1 est rapidement internalisé et dégradé,
bien qu’une faible proportion puisse étre recyclée a la surface*®** . Les mécanismes impliqués

dans la prise en charge des Ags et de leur fixation dans MR1 sont encore inconnus, bien que
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I’on sache qu’ils sont indépendants de TAP (Transporter Associated with Ag Processing) et

du protéasome™®.

3) Fonctions immunitaires

Tout comme les NKT, les MAIT possedent des caractéristiques innate-like. Lors de leur
activation, ils sont capables de produire rapidement différentes molécules : cytokines (IFN-y,
IL-17, TNF-a), perforines/granzymes et granulysine. Cependant certaines études suggerent
que les MAIT en périphérie sont moins répondeurs aux stimulations via leur TCR (production
réduite d’IFN-y, prolifération réduite), mais plus aux autres signaux cytokiniques (IL-12, IL-
18)*, un mécanisme finalement assez proche de I’activation NKT indirecte. Apres
stimulation, les MAIT produisent de fortes quantités de cytokines (pro-inflammatoires
principalement), augmentent 1’expression de CD25, CD69, et expriment le marqueur de
dégranulation CD107a.

Bien que la fréquence des MAIT circulants chez ’homme soit altérée dans de nombreuses
maladies infectieuses™’*"', dans la plupart des cas il n’est pas encore clair quels rdles précis
Jjouent cette population lymphocytaire, ni a quoi est due cette déplétion (migration, activation,

exhaustion, apoptose ?).

3-1. Réponses antibactériennes

La premiere implication des MAIT dans les réponses anti-infectieuses fut montrée dans des
modeles d’infections bactériennes in vitro basés sur des APC infectées par différentes
bactéries :  Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus acidophilus... toutes
capables d’activer les MAIT via un mécanisme MR1 dépendant®**>. En effet de nombreux
pathogeénes et commensaux sont capables, lors de leur synthese de riboflavine, de produire des
molécules pouvant activer les MAIT. Plusieurs modeles murins d’infection ont par la suite
montré 1’importance in vivo des MAIT dans le contrdle de certaines infections
(Mycobacterium bovis, Francisella tularensis, Escherichia coli)>**°.

Les MAIT ont été étudiés plus amplement chez les patients infectés par Mycobacterium

tuberculosis. La déplétion en MAIT circulants observée semblerait étre due a une infiltration

au niveau des lésions pulmonaires™’***. Ils auraient ici une fonction plutét Ty1-like, avec
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sécrétion d’IFN-y et de TNF-a,, et également une fonction cytotoxique, par la lyse des cellules

épithéliales infectées™.

3-2. Réponses antivirales

Bien qu’assez peu d’études n’aient documenté le role des MAIT dans les infections virales,
plusieurs données montrent leur activation dans ce cadre. C’est le cas pour les infections par
le virus de la dengue (DENV), 'HCV et le virus de la grippe, ou les MAIT sont activés
(sécrétion de cytokines et granzyme B) via un mécanisme TCR-indépendant, plutét sous
controle des IL-12, 18 et 15. Cependant, I’activation MAIT n’est pas nécessairement le
marqueur d’une bonne réponse immunitaire et de contrdle viral. Par exemple le niveau
d’activation des MAIT est corrélé a la sévérité de I’infection par le DENV*®. L’infection
HCYV induit une diminution des MAIT circulants, probablement due a une infiltration des
MAIT au niveau hépatique, ou ils exercent un rdle protecteur contre la fibrose™'. Cette
relocalisation vers le foie est sans doute un facteur favorisant la bactériémie souvent observée
chez les patients cirrhotiques®”.

Dans le cas de I’'infection par le HIV, le nombre de MAIT circulants chute rapidement, la
population restante exprimant des marqueurs d’anergie”?*?*. Les MAIT n’étant pas
particulierement permissifs a I’infection, mais sensibles a 1’anergie, cette chute serait le
résultat d’une réponse exacerbée entrainant leur exhaustion et apoptose, chute favorisant
I’apparition d’infections opportunistes au niveau des muqueuses. Les MAIT n’ont donc a

priori pas de role direct contre le HIV, mais leur perte favorise la progression de la maladie.

3-3. Autres fonctions dans les maladies non infectieuses
Les MAIT sont primordiaux dans la réponse a certaines maladies non infectieuses, montrant
une nouvelle fois que leur mécanisme de recrutement et d’activation ne se limite pas a la
détection de métabolites de riboflavine. Leur nombre est par exemple diminué chez les
patients souffrants de maladies inflammatoires de I’intestin (IBD)*”. A I’inverse, les MAIT
sont recrutés au niveau des sites inflammés dans le cas des maladies telles que le psoriasis®,

I’arthrite rhumatoide®’, la sclérose en plaque®® ou I’encéphalomyélite autoimmune”.
De part ces derniers exemples, on peut voir toute I’étendue des fonctions des MAIT. Il est

néanmoins surprenant d’observer que dans plusieurs cas la relocalisation des MAIT de la

circulation vers un site inflammatoire semble laisser place au infections bactériennes,
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montrant le rdle crucial des MAIT dans le contréle de I’homéostasie (notamment intestinale),

peut-Etre encore plus que dans la résolution de certaines maladies infectieuses.
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CHAPITRE B - LES LYMPHOMES T

Les lymphomes sont des pathologies tumorales émergeant de la prolifération anormale de
lymphocytes, qu’ils soient de nature B, T ou NK. Aux cotés des leucémies et des néoplasies
myéloides, ils font partie d’un grand ensemble tres hétérogene d’hémopathies malignes.

Ce second chapitre introductif se concentrera sur les lymphomes T, axe de recherche principal
de ce travail de these. Dans une premiere partie nous aborderons la classification, les aspects
cliniques et I’épidémiologie des lymphomes T. Nous aborderons ensuite les différents

mécanismes impliqués dans la lymphomagenese.
I — Classification, clinique et épidémiologie

De par leur hétérogénéité et les progres diagnostics constants, la classification des lymphomes
est complexe et régulierement sujette a modifications. La derniere version de la classification
des néoplasmes lymphoides de I’OMS a ét€é publiée I’année derniere dans Blood, fait
notamment part de nouvelles entités, et met a jour de nombreuse informations concernant le
diagnostic, le pronostic, de nouvelles signatures moléculaires ainsi que de nouvelles stratégies

thérapeutiques ciblées™”.

1) Classification

Les lymphomes sont historiquement séparés en 2 catégories :

- Les lymphomes de Hodgkin, une entité particuliere de lymphome décrite pour la
premiére fois en 1832 par Thomas Hodgkin®’', caractérisée notamment par la présence
de cellules lymphomateuse multinucléées typiques appelées cellules de Reed-
Sternberg. Il s’agit en réalit¢ d’un type particulier de lymphome B*’?, représentant
environ 10% de I’ensemble des lymphomes humains.

- Les lymphomes non-Hodgkiniens (NHL), qui par défaut regroupent I’ensemble de

tous les autres lymphomes, dont les lymphomes T/NK et B.
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1-1. Complexité du compartiment lymphocytaire T normal

De la méme maniere que les lymphomes B dérivent de lymphocytes B a différents stade de
différenciation, les lymphomes T peuvent émerger de I’expansion clonale de lymphocytes T
plus ou moins différenciés. Il en découle donc des hémopathies T immatures et matures,
aspect important de leur classification.

On peut schématiquement considérer qu’un lymphome garde en partie les caractéristiques du
type cellulaire dont il émerge, sa contrepartie « normale », bien qu’il soit largement influencé
par les mécanismes de lymphomagenese sous-jacents. Dans le cas des lymphomes T, cela se
révele particulierement délicat. En effet, le compartiment lymphocytaire T normal est de
nature complexe et il existe de trés nombreux types et sous-types: T naifs, T CDS8"
cytotoxiques, Ty (1,2, 17 mais aussi 9 et 22...), Ty (regulateurs), Ty (follicular helper),
Tyew (mémoire), T non-conventionnels tels que les Tyo, les NKT (comprenant tout deux de
nombreux sous-types, développés dans le chapitre précédent), les MAIT...

S’ajoute a cela la plasticité des différentes populations T normales, puisque certaines ont la
possibilit€é de se trans-différencier, ainsi qu’un processus de développement et de
différenciation localisé dans plusieurs organes lymphoides, successivement dans la moelle
osseuse, le thymus et les organes lymphoides secondaires. Tous ces éléments font des

lymphomes T des pathologies de nature et de classification complexes.

1-2. Les types de lymphomes T

L’ensemble des hémopathies malignes dérivants de la transformation de précurseurs T
constitue les leucémies aigués ou lymphomes lymphoblastiques T, qui ne seront pas abordés
dans ce chapitre.

Habituellement regroupés avec les hémopathies NK, les lymphomes T matures sont
extrémement hétérogenes, notamment pour les raisons expliquées ci-dessus, avec une
trentaine d’entités décrites a ce jour”. Leur classification est également compliquée par la
rareté de ces pathologies. Ces hémopathies T matures peuvent potentiellement étre séparées
en 2 parties : les lymphomes T périphériques (PTCL) et les lymphomes T cutanés (CTCL).
Cependant, selon cette classification de ’OMS et I’ensemble de la littérature, il n’est pas tout
a fait clair que 1’on puisse considérer PTCL et CTCL comme 2 ensembles bien distincts. Dans
le reste de ce manuscrit, nous emploierons le terme PTCL pour désigner ’ensemble des
lymphomes T matures, considérant les CTCL comme des entités de PTCL extra-nodaux. Les

PTCL représentent a eux seuls un groupe de lymphomes matures comprenant plus de 20
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entités différentes (Tableau3), comptant pour 10 a 15% de I’ensemble de lymphomes non-

Hodgkiniens™”.

Tableau 3 : Classification OMS des hémopathies T matures selon la révision de 2016.

D’apres Swerdlow et al., Blood 2016

Entités Acronymes

Angioimmunoblastic T-cell lymphoma AITL

Peripheral T-cell lymphoma, NOS PTCL-NOS
Anaplastic large-cell lymphoma, ALK+ or ALK- ALCL

Breast implant—associated anaplastic large-cell lymphoma BIA-ALCL
Adult T-cell leukemia/lymphoma (HTLV-1+) ATLL
Extranodal NK-/T-cell lymphoma, nasal type NK/T-L

T-cell prolymphocytic leukemia T-PLL

T-cell large granular lymphocytic leukemia T-LGL

Chronic lymphoproliferative disorder of NK cells Chronic NK-LPD
Aggressive NK-cell leukemia ANKL
Enteropathy-associated T-cell lymphoma (ex-EATL type I) EATL
Monomorphic epitheliotropic intestinal T-cell lymphoma (ex-EATL type II) MEITCL
Indolent T-cell lymphoproliferative disorder of the GI tract Indolent T-LPD
Hepatosplenic T-cell lymphoma HSTL

Mycosis fungoides MF

Sézary syndrome SS
Subcutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma SPTCL

Primary cutaneous CD30+ T-cell lymphoproliferative disorders PCLPD

Primary cutaneous yd T-cell lymphoma PCGD-TCL
Primary cutaneous CD8+ aggressive epidermotropic cytotoxic T-cell lymphoma CD8+ AECTCL
Primary cutaneous acral CD8+ T-cell lymphoma acral CD8+ TCL
Primary cutaneous CD4+ small/medium T-cell lymphoproliferative disorder PCSM-TCLPD
Follicular T-cell lymphoma FTCL

Nodal peripheral T-cell lymphoma with T phenotype Nodal PTCL-TFH
Systemic EBV+ T-cell lymphoma of childhood S-EBV-TCL
Hydroa vacciniforme—like lymphoma HVLL

Basée sur un ensemble de criteres cliniques (localisation nodale ou extra-nodale en premier
lieu), morphologiques, immunophénotypiques (dont la recherche de la contrepartie cellulaire
normale), génétiques, la classification permet de différencier toutes ces entités, du moins
partiellement. En effet, la catégorie des PTCL-NOS (pour Non-Otherwise Specified) de par
son nom reflete bien les difficultés rencontrées quand a la classification de certains
lymphomes T. Ceci est d’autant plus vrai que cette catégorie, sorte de groupe d’exclusion,
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représente 26% de 1’ensemble des PTCL, soit 1’entité la plus fréquente™”. La deuxi¢me entité

la plus fréquente (18% des PTCL) est le lymphome angioimmunoblastique (AITL), bien que
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2 études francaises semblent montrer qu’ils représentent en fait 36% des PTCL, faisant des
AITL Dentité la plus fréquente en France, une observation sans doute due aux progres
diagnostics””. Les AITL sont le parfait exemple de néoplasme ayant gardé des
caractéristiques propres a sa cellule d’origine. II est en effet maintenant clair que ces
lymphomes €mergent a partir de Ty, un sous-type de lymphocytes T CD4" participant a la
maturation fonctionnelle des lymphocytes B au niveau des centres germinatifs®’. Parmi les
marqueurs phénotypiques Ty considérés pour le diagnostic de ce type de lymphome figurent
PD-1,CD10, BCL6, CXCL13, ICOS, SAP et CCRS5. Selon la classification OMS de 2016, au
moins 2 a 3 de ces marqueurs doivent étre exprimés afin de pouvoir classifier un lymphome
comme type Tgy. Cela a conduit au regroupement des AITL avec d’autres entit€és au
phénotype Ty, telles que le lymphome T folliculaire (FTCL) ou certains PTCL nodaux, bien
que ces derniers puissent différer des AITL d’un point de vu purement clinique. Il ne s’agit

pas de la seule entité pour laquelle la cellule d’origine est connue (Figure 7).
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Revue des principaux types de PTCL dont I’origine cellulaire est connue.
D’apres De Leval Histopathology 2011 et Gaulard et al., Semin Hematol 2014
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Au dela de I’'intérét diagnostic qu’apporte une classification précise et détaillée, elle permet la
mise en place d’un pronostic et éventuellement de thérapies ciblées pour la prise en charge de
ces lymphomes T, qui sont pour la plupart agressifs. La recherche de la contrepartie
lymphocytaire normale peut, elle, permettre de comprendre certains mécanismes de
lymphomagenese, et donc de potentiellement élucider I’étiologie et la physiopathologie de la
maladie (inconnue pour la plupart des PTCL) ainsi que de développer de nouvelles thérapies
ciblant ces processus de transformation ainsi que les mécanismes physiologiques essentiels a

la cellule tumorale.

2) Clinique

L’ hétérogénéité des hémopathies T a évidemment des conséquences en terme clinique, que ce

soit au niveau diagnostic, pronostic ou thérapeutique.

2-1. Découverte de la maladie

Dans la plupart des cas, I’existence d’un lymphome est découverte par la manifestation du
syndrome tumoral, c’est a dire généralement une adénopathie ou d’organomégalies telles
qu’une splénomégalie (le plus fréquent) parfois associées a une hépatomégalie. Ces
adénopathies sont le plus souvent fermes, indolores, non-inflammatoires, et mobiles. Tous les
sites anatomiques extra-ganglionnaires peuvent aussi €tre envahis : moelle osseuse, peau,
systeme digestif, poumons, reins, systéme nerveux central, seins...

Des signes généraux peuvent également €tre a 1’origine de la découverte de la maladie,
comme 1’apparition de symptomes B (fievre vespérale, sueurs nocturnes, perte de poids >10%
en 6 mois ou 5% en 1 mois), une altération de 1’état général, un syndrome cave supérieur
(dyspnée, céphalées, oedeme facial) 1ié a une adénopathie compressive, ou encore un prurit

is0lé.

2-2. Diagnostic
La présence d’un lymphome est confirmée par la réalisation d’une biopsie tissulaire (exérese
ou ponction de I’adénopathie, myélogramme) a partir de laquelle vont étre faits un ensemble
d’analyses histologiques, cytologiques, immunophénotypiques (cytométrie en flux,
immunohistochimie) et de biologie moléculaire (caryotype, recherche de clonalité et/ou de

transcrits de fusion).
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Les progres rapides réalisés en biologie moléculaire tel que le NGS (Next Generation
Sequencing), en parallele d’une meilleure compréhension des mécanismes de

lymphomagenese, permettent des diagnostics de plus en plus fiables et rapides.

2-3. Pronostic

De maniere générale, les lymphomes T sont des pathologies de pronostic défavorable, avec en
moyenne 30% de survie a 5 ans. Ceci est bien slr tres variable d’une entité a une autre
(exemple : un ALCL cutané présente 90% de survie a 5 ans contre 7% dans les HSTL>™).
Hormis le type de lymphome, sont pris en compte 1’age du patient, son état général, ainsi que
le stade de la maladie (classification de Ann Arbor Costwolds), ou encore certains parametres
biologiques tels que le niveau de LDH (reflet indirect de la masse tumorale) et le taux
d’hémoglobine.

De la méme maniere que la remarque faite pour le diagnostic, les progres faits dans la
compréhension des lymphomes, notamment des profils mutationnels, peuvent étre des

marqueurs importants de bon ou de mauvais pronostics, propres a chaque entité.

2-4. Complications
Les causes de la mort sont variables, directement ou indirectement li€ées au lymphome.
L’envahissement tumoral peut directement impacter des organes adjacents a la tumeur (par
compression mécanique) ou bien détruire la fonction des organes infiltrés (poumons, foie,
systeme digestif, reins, systtme nerveux...). Les complications infectieuses résultant d’un
effondrement du systeme immunitaire, ainsi que les hémorragies par thrombopénie induites
suite aux chimiothérapies sont possibles. Un syndrome de lyse tumoral, spontané ou suite a
chimiothérapie, est également parfois observable. Enfin, la progression lymphomateuse,
engendrant cachexie, anorexie et altération de 1’état général, peut finir par causer la mort des

patients.

2-5. Traitements
Il n’y a actuellement aucun consensus concernant la prise en charge thérapeutique des
lymphomes T. Contrairement aux hémopathies B *”7, peu d’avancées ont été réalisée pour le
traitement des lymphomes T. Les polychimiothérapies reposant sur 1 utilisation
d’anthracyclines de type CHOP (cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisone)

sont le traitement classique par défaut, en dépit de leur relative inefficacité, a I’exception des
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ALCL-ALK", bien que leur effet ait été 1égerement amélioré par 1’ajout d’etoposide, au prix
d’une toxicité majorée”’**”. Plusieurs nouvelles molécules inhibant les histones deacéthylases
telle que la romidepsine sont actuellement testées et approuvées en cas de rechute ou de non-
réponse aux traitements habituels et pourraient bien a terme améliorer la survie des

patients™"?*",

3) Epidémiologie

Les lymphomes non-Hodgkiniens représentent la 7°™ cause de cancer aux Etats-Unis (4,3%),
avec un nombre de nouveaux cas estimé a 72240, et environ 20000 déces pour 2017, un
chiffre en baisse depuis 1997 (données du NIH). Bien que I'incidence globale des NHL ait
augmentée au cours des 40 dernieres années, celle-ci semble s’étre stabilisée depuis les fin 90/

début 2000, du moins en Europe et aux Etats Unis** (données NIH).

3-1. Evolution et répartition
L’incidence des PTCL, qui rappelons-le représentent 10 a 15% des NHL a travers le monde,
semble elle avoir drastiquement augmenté. D’apres une €tude américaine bas€e sur un
ensemble des diagnostics de PTCL entre 1992 et 2005, I’incidence serait passée de 0,2 2 0,9
cas pour 100000 personnes®’, soit une augmentation de 450% ! Bien que 1’on ne puisse pas
exclure une augmentation de certains facteurs pouvant étre impliqués dans la
lymphomagenese (agents infectieux, polluants... qui seront développés plus tard), il est clair
qu’une telle augmentation est avant tout le reflet de progrés majeurs dans le diagnostic de

cette pathologie rare et hétérogene.

Il existe dans I’épidémiologie des lymphomes T de nombreuses disparités sexuelles,
géographiques et ethniques. Les hommes sont globalement plus touchés que les femmes. La
médiane d’age au diagnostic est de 65 ans faisant des lymphomes T une pathologie du sujet
agé dans la plupart des entités, bien que certains lymphomes T soient prédominants chez
I’enfant et/ou I’adulte jeune (ALL, ALCL, HSTL). L’incidence des PTCL est plus basse dans
les pays développés que dans les pays en voie de développement (9,3% contre 13,4% des
NHL)*. Aux Etats-Unis, des différences en terme d’incidence, d’entité de PTCL et de survie
ont également été identifiées selon les ethnies (blancs, hispaniques, noirs, asiatique et natifs-

américains), sans pour autant y apporter une explication™.
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3-2. Une hétérogénéité dans I’incidence des différents sous-types de

lymphomes T
Les PTCL-NOS restent les cas les plus fréquents en Europe et aux Etats-Unis (excepté en

France comme déja évoqué™”

). Les AITL et les EATL sont plus fréquents en Europe (lien
possible entre EATL et intolérance au gluten), et les ALCL-ALK" sont plus fréquent en
Amérique du Nord que dans le reste du monde. Les lymphome NK/T nasaux et les ATLL sont
eux plus fréquents en Asie, une donnée semblant confirmer 1’'implication de certains virus
(EBV et HTLV-1, dont la prévalence est €élevée en Asie) dans la lymphomagenese de ces

entités?’*

. Cependant, I’étiologie de la plupart des lymphomes reste inconnue et est sans doute
multifactorielle. Il est donc difficile d’expliquer de telles différences géographiques :

Prédispositions génétiques ? Mode de vie ? Alimentation ? Agents infectieux ? ...

3-3. Facteurs de risque

Bien que I’étiologie soit inconnue pour la plupart des lymphomes T, plusieurs facteurs de
risque associés ont été décrits, notamment grace aux études menées dans le cadre du projet
InterLymph : antécédents familiaux d’hémopathies malignes, eczema/psoriasis,
consommation de tabac (pendant plus de 40 ans), exposition a certaines teintures textiles,
ainsi que certaines pathologies auto-immunes (maladie céliaque). A 1'inverse certains facteurs
sont associés avec un risque plus faible de développer certains lymphomes T : antécédents
d’allergies, consommation d’alcool, exposition aux UV, vivre ou travailler dans une
ferm6286287.

Le rdle de certains pathogeénes et de maladies auto-immunes sera abordé plus amplement dans

la partie suivante développant la physiopathologie des lymphomes T.

II — Physiopathologie des lymphomes T

Les mécanismes impliqués dans la lymphomagenese sont complexes, multifactoriels et par
conséquents encore mal compris. Ceci est d’autant plus vrai dans les hémopathies T,
notamment a cause de leur faible fréquence et forte hétérogénéité, compliquant la collection
de cohortes de patients homogenes et représentatives de chaque entité. Cependant, de

nombreuses pistes de recherche ont pu étre découvertes en particulier grace aux progres
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considérables réalisés en séquengage (NGS whole-genome ou whole-exome...) et en analyse
de profils d’expression génique (RNA-Seq, ATAC-Seq...).

Les proportions des lymphocytes B et T chez ’homme étant assez comparables (environ
50/50 selon les organes), il peut paraitre surprenant que seulement 10-15% des lymphomes
soient d’origine T. Ce déséquilibre, en faveur des hémopathies B, peut en grande partie
s’expliquer par les différents processus de 1’ontogénie B, comme les réarrangements du BCR,
la commutation isotypique, ou les hypermutations somatiques. Tous ces mécanismes
interviennent directement par cassures et modifications de la séquence d’ADN, exposant
grandement les lymphocytes B a des événements mutagenes potentiellement transformants.
Nous nous intéresserons ici tout particulierement au concept d’activation lymphocytaire
comme moteur du processus de lymphomagenese T, soit comme €lément initiateur, soit
comme facteur de survie tumorale. Nous développerons également les mutations des facteurs

épigénétiques récemment décrits dans de nombreuses entités de lymphomes T.

1) L’activation lymphocytaire T comme mécanisme de

lymphomagenese

Le concept selon lequel I’activation des lymphocytes peut engendrer leur transformation est
assez ancien, cependant la démonstration de ce mécanisme n’est encore que partiellement
adressée, notamment de par 1’aspect complexe du processus ainsi que des progres récents en
immunologie. Certaines associations activation/lymphome ont aujourd’hui été trés clairement
établies et ont permis d’ouvrir la voie a de trés nombreuses investigations sur le sujet dans le
domaine des hémopathies T. Nous développerons ici les sources potentielles pouvant étre a
I’origine d’une telle activation en les séparant en 2 catégories : les stimulations d’origine
exogene (stimulation antigénique chronique, inflammation), et les stimulations que nous
nommerons endogenes, résultant principalement d’éléments mutationnels activateurs ou de

dérégulation de voies de signalisation.

1-1. Stimulations exogene

Considérant que presque 20% des cancers chez 1’homme sont li€és a une inflammation
chronique causée par des infections, des maladies autoimmunes ou a I’exposition a certaines

molécules irritantes®™®, il n’est pas surprenant que cette étiologie puisse étre retrouvée dans les
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hémopathies, d’autant plus que les lymphocytes sont eux-mémes la source de cette

inflammation et qu’ils sont la cible directe de stimulations antigéniques.

1-1.a - Biologie de I’activation des lymphocytes T normaux

L’activation d’un lymphocyte T mnaif (conventionnel) nécessite obligatoirement une
stimulation de son récepteur antigénique, le TCR, par un complexe CMH/Ag. Mais le TCR
n’est que le premier élément d’une voie de signalisation complexe, composée de molécules
adaptatrices (CD3, LAT, SLP-76), de corécepteurs (CD28), de kinases (LCK, ITK, ZAP-70,
PLC-y1, PI3K) et de phosphatases, de seconds messagers (DAG, IP3) et enfin de facteurs de
transcription tels que NF-kB, NFAT et AP-1 (Figure 8). L’activation lymphocytaire T va
permettre la différenciation, la production de cytokines (notamment IL-2 de maniere autocrine
et paracrine), mais aussi et surtout la prolifération et la survie... des processus certes
physiologiques et finement régulés, mais qu’il convient aisément de considérer comme
potentiellement pro-oncogéniques.

L’activation T ne repose pas seulement sur la signalisation TCR, bien au contraire : la
stimulation du TCR seul induit 1’anergie des lymphocytes T. Elle nécessite au minimum
I’apport de signaux de costimulations, principalement au travers de CD28. Ce processus
d’activation est donc grandement dépendant du contexte immunitaire exogene, qu’il soit
cytokinique ou cellulaire, observation d’autant plus vraie dans le cas des lymphocytes T non-
conventionnels pour les raisons déja évoquées dans le 1 chapitre de ce manuscrit (activation
indirecte, TCR-indépendante).

Ainsi, face a un signal de stress, infectieux ou non, I’activation compleéte d’un lymphocyte T
nécessite la mise en marche du systtme immunitaire inné (polynucléaires, macrophages...),
permettant entre autre I’activation, la maturation et la migration des cellules dendritiques (ou
d’autres cellules présentatrices d’Ag), acteurs clés fournissant aux lymphocytes T I’ensemble
des signaux nécessaires a leur activation : présentation antigéniques au TCR, costimulation de

CD28 via I’expression B7 (CD80/86) et production de cytokines.
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Figure 8 : Voies de signalisation du recepteur antigénique T (TCR)
Extrait de Cell Signaling Technologies

Il est primordial de bien distinguer I’ensemble des implications que peuvent avoir ces signaux
exogenes dans la physiopathologie des lymphomes T :
- Soit comme élément initiateur (ou driver), c’est a dire a I’origine des mécanismes
oncogéniques.
- Soit comme élément nécessaire a la survie et a la prolifération des clones tumoraux ou
pré-tumoraux, ayant déja subit des processus transformants.
Ces fonctions ne sont bien siir pas exclusives, puisqu’elles interviennent a différentes étapes
de la lymphomagenese T, respectivement initiatrice ou pro-survie. Au contraire, nous pensons
méme qu’elles sont liées, et qu’une dépendance des clones tumoraux aux signaux exogenes
peut étre révélatrice de leur génération par activation chronique. En effet, il convient de
relever ici une caractéristique clé des lymphocytes T générés dans un contexte de stimulation

antigénique chronique : I’exhaustion.

57



Lors d’une infection aigué (ou d’une vaccination par exemple) les lymphocytes T sont activés
et se différencient en lymphocytes T effecteurs (Tge:) apres 1 a 2 semaines, différenciation
accompagnée d’une forte prolifération et de reprogrammations transcriptionnelles,
épigénétiques et métaboliques. Apres résolution de I'infection et élimination de la source
antigénique, la plupart des Ty est éliminée par contraction clonale, alors qu'une faible
proportion persiste et entre dans un processus de différenciation lymphocytaire T mémoire.
Bien que leur programme « effecteur » soit down-régulé, ces lymphocytes T a mémoire
(Tyem) conservent la capacité de réactiver leurs fonctions effectrices en cas de restimulation
antigénique. Les Ty, ont la capacité de s’auto-renouveler selon une prolifération lente (type
cellule souche, comme les T naifs), sous contréle de I'IL-7 et de I’IL-15, mais de maniere
totalement Ag-indépendante® .

A Pinverse, dans un contexte d’exposition antigénique et/ou d’inflammation persistantes,
(comme une infection chronique ou d’une maladie auto-immune), le programme de
différenciation des Ty, se trouvé altéré, pour engendrer le processus d’exhaustion des
lymphocytes T : perte progressive des fonctions effectrices, surexpression de marqueurs
d’inhibition (PD-1, CTLA4, LAG3, CD160), expression altérée de certains facteurs de
transcription clés, échec de transition vers la quiescence et absence de prolifération

291-293

homéostatique Ag-indépendante . Bien que non totalement inertes, ces lymphocytes T

exhausted (Tgy) sont généralement incapables d’éliminer la source de stimulation

antigénique™*

(Figure 8) . Ce phénomene d’exhaustion a été décrit dans un grand nombre de
modeles animaux, ainsi que chez ’homme dans le cadre d’infections virales, bactériennes,
parasitaire ou encore de cancers. Il a également été montré que dans différents modeles
d’infections virales chroniques (HIV principalement), la maintenance des Ty est dépendante
de I’Ag a Dorigine de leur exhaustion®**, bien qu’une étude publiée cette année semble
montrer que dans le cadre de I’infection chronique HCV, des Ty CD8" spécifiques du virus

peuvent persister in vivo malgré son éradication, mais il s’agit la de lymphocytes T bien

particuliers possédants un phénotype mixte Tyy/Typy’ -

Ainsi, les Ty semblent « addicts » a leur Ag et a la stimulation continue du TCR. C’est ce
point particulier qui nous pousse a penser que les lymphomes T dépendants du signal TCR
pourraient avoir été initi€s a I’origine par stimulation antigénique chronique, d’autant plus que

les Ty, sembleraient avoir des capacité prolifératives supérieures aux Ty -
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Les roles de ce type de facteurs exogenes pro-prolifératif et/ou pro-survie, qu’ils soient
initiateurs de la transformation ou impliqués dans la progression du lymphome, semblent donc
a nos yeux intrinseéquement liés. Malgré cela, et en raison des données parfois encore
1 : s z 2 e ege e
parcellaires dans ce domaine, nous tenterons d’aborder séparément ces 2 aspects (initiation vs

progression/survie) dans les parties suivantes.
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Figure 9 : Principe de I’exhaustion. Schéma représentant les différentes caractéristiques acquises et
perdues lors de 1’exhaustion des lymphocytes T par rapport a des lymphocytes T mémoire classiques.
D’apres Wherry et la., Nat Immunol 2011.

1-1.b - Les stimulations exogenes comme éléments initiateurs de la
transformation T
Bien que I’association entre stimulation exogene (Ag, inflammation...) et lymphomagenese
soit soupconné depuis longtemps, il existe finalement relativement peu de preuves du
fonctionnement de ce mécanisme dans les PTCL comparé a d’autres mécanismes de

transformation tumorale.
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1-1.b-i) Cas de ’EATL et de la maladie coeliaque (MC)

L’EATL, ou Enteropathy Associated T-cell Lymphoma, représente selon nous, ne serait-ce
que par son nom évocateur, un exemple frappant d’association entre inflammation
chronique/stimulation antigénique et lymphomagenese T.

Il s’agit d’une entité rare, représentant seulement 5-8% des lymphomes T (soit I’équivalent de
0,5 a 1,2% de I’ensemble des lymphomes non-hodgkiniens), et 10 a 25% des lymphomes
primitifs intestinaux®*®. Pathologie du sujet agé (60-70 ans), trés agressive, les EATL

2 yoire moins selon les

présentent une moyenne de survie a 5 ans inférieure a 20%
populations, puisqu’une étude américaine récente a décrit une médiane de survie de seulement
10 mois chez la population asiatique, une différence avec le reste de la population pouvant
entre autre s’expliquer par le type d’EATL touchant différentiellement certaines ethnies™.
Les EATL émergent de lymphocytes intra-épithéliaux (IEL), a3 ou yd.

Jusqu’a récemment, 2 types d’EATL étaient décrits :

- EATL de type I, représentant 80-90% de 1’ensemble des EATL, plus fréquents dans
les pays a forte prévalence de maladie ceeliaque (MC) (Europe du Nord, Pays-Bas) et
donc a priori plus associé a cette maladie. IIs sont majoritairement o.f3.

- EATL de type II, récemment reclassifiés a part des EATL sous une entité distincte
nommée MEITCL (Monomorphic Epitheliotropic Intestinal T-Cell Lymphoma) de
part I’ensemble des caractéristiques cliniques, morphologiques et génétiques®”’, mais
aussi de par 1’absence d’association avec la MC™'. Principalement d’origine Ty, il
s’agit d’une entité plus fréquente en Asie, ce qui pourrait expliquer les différences de

survies observées selon les ethnies™*%2°%

Nous ne développerons donc ici que le cas des EATL type I, qui d’apres la nouvelle
classification sont finalement considérés comme 1’unique « vraie » entité d’EATL.

La description initiale rapportant un lymphome intestinal chez un patient atteint de syndrome
de malabsorption remonte a 1937°*. 11 aura néanmoins fallut attendre 1978 pour que Isaacson
et Wright décrivent ce lymphome comme étant associé a la maladie cceliaque™, et 1985 pour
montrer son origine T°*°.

La maladie cceliaque, également appelée intolérance au gluten (plus précisément a la gliadine,
composant du gluten) est une pathologie digestive relativement fréquente, en particulier en
Europe et en Amérique du Nord, ot on estime qu’environ 1 personnes sur 100 peut étre

atteinte, la majorité des cas n’étant finalement jamais diagnostiquée. Elle se déclare le plus
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souvent chez 1’enfant, mais également chez ’adulte, ou les symptomes peuvent étre variés,
allant de la diarrhée a la perte de poids. Le diagnostic se fait par la recherche d’Ac spécifiques
(anti-transglutaminase), et est confirmé par endoscopie et biopsie au niveau de 1’intestin gréle
le plus souvent, particulierement au niveau du jéjunum, la zone la plus fréquemment touchée.
De cette intolérance résulte une inflammation associ€ée a une perte de certaines fonctions
intestinales, et donc un syndrome de malabsorption engendrant des carences alimentaires. Il
n’existe a ce jour aucun traitement, la seule alternative étant 1’adoption d’un régime sans
gluten strict, a vie, bien que certaines approches soient actuellement testées en cliniques
comme des Ac monoclonaux anti-IL-15, cytokine dont nous détaillerons le role dans la
physiopathologie de la MC et de ’EATL plus bas. Il existe une trés forte association entre la
MC et ’expression des molécules HLA-DQ2 ou DQ8 (présents chez 100% des patients
ceeliaques), molécules de CMH permettant la présentation par les cellules dendritiques de
peptides du gluten aux lymphocytes T, responsables notamment d’effets cytotoxiques sur
I’épithélium intestinal. Des lymphocytes T CD4" gluten-réactifs favorisent la génération de
lymphocytes B spécifiques (sécrétant IgG et IgA anti-gluten), sécretent €galement des
cytokines pro-inflammatoires, causant plus d’apoptose des entérocytes, une perméabilité
intestinale, et par conséquent une inflammation systémique. Dans ce contexte, I'IL-15 permet
la survie des IEL, et donc I’émergences potentielle de clones T tumoraux. Des
polymorphismes dans les génes de I’'IL-15 et de I'[L-15Ra ont d’ailleurs été identifiés comme
étant associés a des niveaux plus élevé d’IL-15 et donc un risque plus élevé de développer une

MC* .1l y a donc une prédisposition génétique a la MC.

L’association entre EATL et MC est aujourd’hui tres clairement documentée d’un point de
vue épidémiologique et biologique. Par exemple, 1’adoption d’un régime sans gluten (RSG)
semble avoir un effet protecteur contre le développement de lymphomes intestinaux. Une
étude sur une large cohorte italienne de patients cceliaques a montré une diminution du risque
de développer un EATL, le ratio de morbidité étant de 6,42 chez les patients ne suivant pas de
régime particulier, contre seulement 0,22 chez les patients suivant un RSG™. Cet effet
protecteur n’a cependant jamais ét€ montré chez des personnes non cceliaques™.

Comparé a d’autres hémopathies T et considérant la rareté des EATL, leur physiopathologie,
en particulier le continuum de leur évolution a partir de la MC, est assez bien décrite (Figure
10). Le développement d’un EATL semble lié a la sévérité de la MC sous-jacente. En effet, la

présence d’altérations histologiques persistantes telles que 1’atrophie villositaire ou une
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hypertrophie des cryptes intestinales, ainsi qu'une lymphocytose intra-épithéliale chez les
patients cceliaques sont des facteurs aggravants’'’. De méme un retard de diagnostic de MC et
donc potentiellement permettant 1’évolution de la pathologie, semble étre un facteur risque de
lymphomes intestinaux’''. Bien que 1’adoption d’un régime sans gluten améliore la condition
des patients cceliaques dans environ 98% des cas (jusqu’a étre totalement exempts de
symptomes), certaines personnes développent une MC réfractaire (MCR), c’est a dire
évoluant malgré le RSG et donc totalement gliadine-indépendant, s’accompagnant
d’ulcérations ou de cavitations mésentériques. Dans certains cas (MCR type I) la pathologie
reste similaire a une MC classique, avec des IEL au phénotype normal. Dans les autres cas
(MCR type II) la pathologie s’aggrave. Il s’agit d’un stade considéré comme pré-néoplasique,
puisque pres de 50% des personnes atteignant ce stade de MCR développeront un EATL’",
Les clones tumoraux d’EATL ont d’ailleurs pu étre identifiés en rétrospective dans des
biopsies de patients coeliaques au stade de MCR®". Les IEL abordent alors un phénotype
anormal (généralement sCD3’, CD4/CD§ CD7" et CDI103") avec la marque d’un

réarrangement TCRy. La lymphocytose intra-épithéliale devient alors progressivement

clonale®™

, pouvant coloniser des sites extra-intestinaux (poumons, sang, peau...). Ces IEL
dépendent de I’IL-15 pour leur survie (activation de la voie STATS5/JAK3 et induction de la
protéine anti-apoptotique Bcl-xL’"), et pour leur capacité cytotoxique notamment envers les
cellules épithéliales (activation de granzyme B, expression de NKG2D*'**""). Le niveau élevé
d’IL-15, produite principalement par les cellules épithéliales, a également pour conséquence
de perturber toute immunomodulation, en inhibant principalement 1’induction de TGF-f3 via
319,320

Smad3*'"® ou encore en réduisant la capacité régulatrice des Tyy

Une étude récente semble montrer que les IEL lymphomateux, bien que effectivement

clonaux, ne sont pas gluten-spécifiques, contrairement aux T-CD4" et aux B retrouvés dans la

maladie ceeliaque™

. Leur transformation est donc indirectement dépendante du gluten, cet Ag
pouvant étre considéré comme I’initiateur de réponses T et B a ’origine de tout le contexte
immunologique responsable de la prolifération, de la survie et de I’activation des capacités
cytotoxiques des IEL qui vont maintenir le contexte inflammatoire pathologique, et finir par
mener a leur transformation et au développement du lymphome. Une étude récente montre en
effet que dans le cadre d’une MC ou d’'une MCR, I’expansion et la survie d’IEL tumoraux ou
non tumoraux (lignées et cellules primaires) est induite par des T-CD4" gluten-spécifiques via

la production de cytokines (TNF, IL-2, IL-21) ayant des effets similaire a I’IL-15 : activation
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de la voie STATS5, induction de Bel-xL...*”. Il n’est pour I’instant pas clair quels événements
menent a I’indépendantisation de la pathologie vis-a-vis du gluten.

Comme nous 1’avons montré, I'[L-15 est un élément clé de la pathogénese de la maladie
coeliaque et de son évolution vers I’EATL. Avant d’aller plus loin dans la lymphomagenese
associée a I’IL-15, il est nécessaire de décrire plus en détail le role de cette cytokine et son
fonctionnement physiologique. Comme précédemment évoqué, il s’agit d’une interleukine clé
dans le développement, I’activation, la prolifération et la survie de plusieurs lignées
lymphoides via différents récepteurs et plusieurs voies de signalisation. Elle signalise via IL-
I15Ra associé a I'IL-2Rfy, lui conférant ainsi des effets redondants avec I'IL-2. Le signal
passe par ’activation de kinases de la voie JAK/STAT, plus précisément par JAKI1 puis
STAT3 via la chaine B du récepteur et JAK3/STATS via la chaine y. STAT3 et STATS
phosphorylés forment alors un hétérodimere importé dans le noyau, ou il va activer la
transcription de geénes anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL), de pro-oncogenes (c-Myc, c-Fos, c-
Jun). Une autre voie passant par Shc et Grb2 induit I’activation d’ Akt (via PI3K) et de la voie
Ras/MAPK, 2 voies clés de la survie et de la prolifération cellulaire agissants au travers de
I’induction des méme anti-apoptotiques et pro-oncogenes que STAT3/STATS, de facteurs
cytotoxiques (perforine/granzymes) et de NF-xB, mais aussi via la répression de facteurs pro-
apoptotiques (Bim, PUMA). L’IL-15 est également un puissant chemo-attracteur des
lymphocytes T°*. Nous verrons par la suite que cette cytokine est également impliquée dans
d’autres PTCL.

Au dela du contexte immunologique, les EATL sont caractérisés par un certain nombre
d’anomalies cytogénétiques et de mutations ponctuelles que nous n’aborderons pas dans cette
introduction. Néanmoins, nous pensons que ce contexte inflammatoire, source de prolifération
et de survie, et donc d’induction d’un stress réplicatif associé a un échappement a 1’apoptose
pourrait permettre I’émergence des ces mutations pro-oncogéniques, une remarque pouvant
s’appliquer a tous les modeles de lymphomagenese par stimulation chronique que nous
développerons. Il n’est cependant pas exclu que certaines mutations driver en amont puissent

favoriser la lymphomagenese associée a I’'IL-15 par exemple.
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Figure 10 : Evolution de la maladie coeliaque vers ’EATL. Le panel de gauche (bleu)
décrit le statut des IEL, le panel de droite (rouge) décrit les ménacimes physiopathologiques
impliqués.

D’apres Isaacson et al., J Pathol 2005

1-1.b-ii) Cas des lymphomes T cutanés

Certains PTCL extra-nodaux ont un tropisme cutané. Ils sont regroupés sous le nom de
lymphomes T cutanés, ou CTCL, qui sont parfois classés a part des PTCL comme nous
I’avons déja évoqué. Le Mycosis fongoides (MF) représente environ 50% des cas de
lymphome T cutané primitifs. Cette pathologie fut décrite pour la premiere fois en 1806 par
Alibert, mais il aura fallu plus d’un siecle et demi avant que le terme CTCL soit associé au
MF, ainsi qu’a son équivalent leucémique, le syndrome de Sézary (SS). Au dela du MF et du

SS, une autre catégorie est appelée primary cutaneous PTCL-NOS (PCTCL- NOS), montrant
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encore une fois les parts d’ombre restantes dans la classification des PTCL. Les CTCL sont
un ensemble d’entités hétérogenes dont I’incidence est d’environ 0,5/100000 et touchant
préférentiellement les hommes (ratio H:F de 2:1) avec une moyenne d’age de 55 a 60 ans. Les
symptomes peuvent €tre vari€s, les manifestations cutanées pouvant apparaitre comme des
taches ou des plaques, souvent accompagnées de démangeaisons, et donc parfois confondues
avec de l’eczéma, du psoriasis et une dermatite, compliquant son diagnostic aux stades
précoces. Ces manifestations sont révélatrices d’une lymphoprolifération locale de
lymphocytes Ty, CD4" au profil T,2 parfois associée a une dissémination extra-cutanée
(ganglions, et principalement sang dans le SS) en fonction du stade de la maladie. Les MF
sont des pathologies pour la plupart indolentes, avec une évolution lente. Le pronostic des
CTCL reste mauvais, malgré I’introduction de nouvelles options thérapeutiques. Les SS et les
PCTCL-NOS sont plus agressifs, avec moins de 20% de survie a 5 ans’**. Les patients avec un
MF meurent pour la plupart de maladies non li€ées au lymphome, trés probablement a cause de
leur age au diagnostic et de 1’évolution lente de la maladie (parfois plusieurs décennies).
Cependant, environ 25% meurent des conséquences du lymphome, le plus souvent par
immunosuppression et infections opportunistes. II n’existe a I’heure actuelle pas de
traitements curatifs efficaces contre les CTCL, mais plusieurs options thérapeutiques topiques
ou systémiques sont tout de méme disponibles, avec des efficacités variables, dépendantes
fortement de D’entité et du stade d’évolution de la maladie : corticostéroides, rétinoides,
inhibiteurs d’histone deacétylases tels que la romidepsine ou le vorinostat (HDACI),
cytokines (IFN-a., IL-12), psoraléne en combinaison avec des UV (PUVA), radiothérapie et
chimiothérapie...*”.

De récentes analyses pan-génomiques de CTCL ont permis de décrire leur profil mutationnel,
que nous détaillerons dans d’autres parties. Le role de stimulations chroniques a également été
documenté. Nous ne développerons pas ici I’implication de certains agents infectieux, qui fait
I’objet d’une autre partie, mais plutdt le réle de I'inflammation, en particulier de I'IL-15,
puisqu’il s’agit de I’hémopathie T pour laquelle le role de cette cytokine est sans doute le
mieux décrit apres ’EATL.

De nombreuses cytokines peuvent affecter la prolifération T au cours des différents stades de
CTCL (IL-4,7,13,15,16, 17, 31...)**®' mais ont surtout été décrites comme facteurs pro-
survie des cellules lymphomateuses, ce qui n’est pas le sujet ici. L’IL-15 en revanche,
premiere cytokine étudiée et révélée comme essentielle a la croissance tumorale in vitro,

semble maintenant clairement impliquée dans I’initiation des CTCL, en particulier les
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MF/SS. La preuve la plus directe provient probablement d’un article de 2016 publié dans
Cancer Discovery, montrant que des souris transgéniques surexprimant I’IL-15 de maniere
constitutive développent dans 70% des cas une hémopathie T a tropisme cutané présentant un
ensemble de caractéristiques permettant d’affirmer qu’il s’agit de CTCL: plaques
d’érythémes, dermatite, prurit, infiltrat cutané clonal de lymphocytes T de morphologie
atypique, dont I’aspect tumoral est démontré par transfert et prise dans des souris receveuses.
Les 30 autres % développent une pathologie type T-LGL, point sur lequel nous reviendrons.
Deux types de CTCL ont méme été observés dans ce modele, I'un semblant correspondre au
MF (développement principalement cutané), l’autre au SS (forme leucémique, plus
agressive)’. Bien que des niveaux anormalement élevés d’IL-15 soient retrouvés chez
I’homme au niveau des 1ésions cutanées, et que les cellules lymphomateuses soient capables

d’en produire pour maintenir leur croissance de maniére autocrine’*”*

, 11 n’est pas encore
clair quel(s) événement(s) et quels acteurs cellulaires sont responsables de la production
anormale d’IL-15 dans un premier lieu. Il semblerait cependant que la dérégulation de cette
production puisse €tre due a des altérations épigénétiques, en particulier une hyperméthylation
du promoteur de I’'IL-15 au site de fixation du répresseur ZEB1 (également répresseur de 1I’IL-
2). Ceci a pour effet d’empécher ZEB1 de réguler la transcription de I'IL-15 et induit sa
surexpression””. D’autre part ZEBI fait partie des génes les plus altérés (muté, délété ou
transloqué) dans les CTCL (45-65%, avec mutations bialléliques dans une proportion non
négligeable)™ . Cela suggere que la perte de ZEB1 ou I’hyperméthylation du promoteur de
I’'IL-15 par certaines altérations épigénétiques antérieures (que nous développerons plus bas)
seraient des événements précoces de la lymphomagenese des CTCL menant a la production
aberrante d’IL-15.

Il n’y a, a notre connaissance aucune étude montrant I’influence de polymorphismes des
genes de I'IL-15 et de I'IL-15R sur le risque de CTCL, comme cela a pu étre fait pour ’EATL
ou ’ALL***" En revanche, une étude sur une cohorte polonaise de 43 patients CTCL semble
montrer que certains SNP (Single Nucleotide Polymorphism) des genes de I'IL-2 et 13
seraient des facteurs de risque, et qu’a I’inverse des SNP du TNF-a et de I'IL-10 auraient un
effet protecteur’™, ce qui n’a cependant jamais été remontré expérimentalement ou sur
d’autres cohortes.

Au dela des rdles directs des cytokines sur la survie et la prolifération des cellules pré-
néoplasiques, un certain nombre de voie de signalisation ont également une fonction

régulatrice sur I’expression de micro-ARN (miR) clés. L’expression de ces miR a d’ailleurs
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un intérét diagnostic afin de différencier les CTCL de dermatoses bénignes®”. Par exemple,
miR-155 et miR-21, dont I’expression est induite par STATS et STAT3 respectivement, ont
des effets prolifératifs, et inhibent STAT4. Ils sont retrouvés surexprimés dans les CTCL et
participent ainsi a la progression de la maladie, notamment au switch des cellules tumorales
d’un profil Ty;1 vers T,2 et la sécrétion de cytokines aux effets autocrines™’”*'. On parle alors
d’oncomiR. A I’inverse, les voies Jak3/STAT3 et STATS inhibent I’expression du miR-22, un
miR ayant des effets suppresseur de tumeur (notamment via PTEN, un suppresseur de tumeur
important dans la différenciation T, dont la délétion dans un modele murin provoque des
pathologie type T-ALL*”) est retrouvé down-régulé dans un certain nombre de cancers, dont
les CTCL™. Autre marque d’une potentielle stimulation chronique, les CTCL expriment
certains récepteurs NK, notamment CD158 (KIR3DL?2) un marqueur utilisé pour le diagnostic

345

et le suivit des SS*** ainsi qu’une cible thérapeutique donnant des résultats encourageants’*.

Un Ac cytotoxique (IPH4102) est actuellement en essais cliniques de phase I.

1-1.b-iii) Cas des T-LGL
La leucémie T a grands lymphocytes granuleux (T-LGL) constitue une entit¢ de PTCL

généralement class€s en 2 catégories : celle émergeant de lymphocytes T (CD3") a tendance
indolente et plus fréquente (85% des cas) et celle émergeant de NK (CD3"), ces dernieres
représentant les formes les plus agressives et plus fréquentes en Asie (puisqu’associées a
EBV). La délimitation exacte de cette hémopathie est délicate dans la mesure ou il existe un
certain nombre de pathologies prolifératives de grands lymphocytes granuleux (LGL),
chroniques ou transitoires, poly- ou oligoclonales, réactionnelles a des maladies
dysimmunitaires, infectieuses ou tumorales, 1’ensemble définissant un continuum clinique
avec la T-LGL, qui semble souvent résulter de 1I’évolution des proliférations a LGL bénignes
vers un stade néoplasique dont la clonalit¢ doit étre confirmée pour le diagnostic,
généralement par PCR. Les leucémies LGL sont pour la plupart des pathologies du sujet agé
et représentent 2 a 5% de I’ensemble des hémopathies lymphoides en Europe et Amérique du
Sud, 1égerement plus en Asie. Elles sont fréquemment associées a une neutropénie, et donc
souvent a des épisodes infectieux aggravant la maladie, ainsi qu’a des désordres auto-immuns
tels que la présence de facteur rhumatoide et d’Ac anti-nucléaires (60% et 40% des patients
respectivement). Ces éléments sont treés probablement impliqués dans la lymphomagenese.

D’un point de vue phénotypique, les T-LGL sont généralement CD3", aff, CD4/CDS8" (bien

que des cas Y0 existent) et présentent des caractéristiques de T activés (CD16", CD27,
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CD45R0™ et CD57") mémoire (CD45RA*, CD62L"). De maniére trés intéressante, ces
lymphomes sont généralement CD28 et expriment certains marqueurs NK déja évoqués
(CD16 et CD57) mais également CD94 et d’autres KIR comme CD158%, caractéristiques
que nous avons évoqué dans le chapitre précédent et qui correspondent a des lymphocytes T
activés chroniquement. Les cellules lymphomateuses expriment également CDI122
(IL2RB/IL15RPB) mais pas CD25 (IL2Ra) semblant encore une fois montrer le caractere
important de I’IL-15 dans la lymphomagenese T.

Au dela de ce phénotype T activé, un grand nombre d’arguments vont dans le sens d’une
lymphomagenese provoquée par une stimulation antigénique chronique. La comorbidité avec
un grand nombre de pathologies auto-immunes telles que la polyarthrite thumatoide, le lupus
érythémateux disséminé ou la thyroidite d’Hashimoto ont été reportés et suggerent une
implication d’auto-Ag dans I'initiation de la leucémie LGL. La coexistence la plus fréquente
est avec le pseudosyndrome de Felty (polyarthrite rhumatoide + neutropénie + splénomégalie
+ prolifération LGL), rencontré dans 25% des patients T-LGL™’. Ne serons pas abordés ici
I’implication de certains virus comme le HTLV. De nombreuse études se sont penchées sur
I’usage VP des cellules de T-LGL afin de mettre en évidence un éventuel biais d’usage ainsi
qu'une redondance dans les séquences de CDR3, ceci dans le but de prouver que le
lymphome pourrait émerger a partir de la stimulation par un Ag commun. Cependant, les
résultats sont contradictoires. Certaines études tendent vers un biais de répertoire en faveur de

VB2 et 3** ou VP13.1°*, ou encore VP6 uniquement dans un contexte de polyarthrite

350 351,352

rhumatoide™”, alors que d’autres n’ont pas retrouvé de tels biais . Deux études plus
récentes du répertoire CDR3f par NGS ont montré i) que les clones majoritaires de T-LGL
sont uniques et ne semblent par émerger d’un clonotype naturellement surreprésenté dans le
répertoire T sain, suggérant un processus de transformation non stochastique et soumis a une
forte sélection, probablement via un mécanisme Ag-spécifique™ ; ii) que trés peu de biais de
CDR3a et B sont observés pour les T-LGL CD8", suggérant que diverses sources
antigéniques pourraient étre a 1’origine de la stimulation chronique, alors qu’a l’inverse il
existe un biais fort chez les CD4", entité plus rare qui semble donc avoir une €tiopathologie
différente™".

Tout comme pour les CTCL, des niveaux élevés d’IL-15 sont retrouvés chez les patients T-
LGL. Or, bien que cette cytokine soit primordiale pour la survie des cellules tumorales, cela
ne permet pas d’en conclure son importance dans 1’initiation de la pathologie. Nous avons

déja évoqué le modele murin IL-15 transgénique développant 70% de CTCL de Mishra et al.
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I se trouve que les 30% de souris restantes sont atteintes d’une hémopathie type T-LGL**. Ce
type de pathologie LGL avait déja été décrit 15 ans auparavant dans un méme modele
surexprimant I’IL-15". Les mécanismes de transformation associés ont été élucidés en 2012,
de nouveau par Mishra et al”. Ils montrent dans cet article que 1’exposition prolongée in
vitro a I’'IL-15 sur des LGL « normaux » (non tumoraux) induit I’expression de 1’oncogene c-
Myc (via NF-kB) provoquant la surexpression de la methytransférase DNMT3B (via la
répression de miR-29b, un régulateur négatif de DNMT3B), pour finalement engendrer des
instabilités chromosomiques. Le transfert dans des souris SCID de ces LGL « normaux »
cultivés en présence d’IL-15 induit méme le développement d’un lymphome type T-LGL,
semblant montrer que I’'IL-15 seule est capable de transformer des cellules « saines » (bien
que I’article ne précise pas si le transfert de LGL normaux cultivés sans IL-15 induit ou non
un T-LGL in vivo...).

La pérennisation de I’'inflammation passe principalement par les facteurs sécrétés par les LGL
eux-mémes. L hypersécrétion de FasL, de perforine, de TNF-a et d’IFN-y sont a 1’origine de
I’élimination des cellules environnantes et donc des cytopénies fréquemment observées™’".
La production majeure d’IL-4 est également la cause de [’activation T,2 aberrante,
génératrice de désordres auto-immuns™. Les cellules lymphomateuses échappent a I’apoptose
par I’effet de I’'IL-15 (ou via des mutations de STAT3 principalement, que nous évoquerons
plus tard), ainsi que la sécrétion de Fas soluble permettant ainsi d’éviter I’apoptose induite par

Fa8359

1-1.b-iv) Cas des ALCL associés aux prothéses mammaires

Les ALCL (Anaplasic Large Cell Lymphoma) sont une entité rare d’hémopathie T. Certains
de ces lymphomes touchent préférentiellement I’enfant et le jeune adulte, et surexpriment
pour la plupart la protéine de fusion NPM-ALK (résultat d’une translocation t(2;5)*®
engendrant une activation constitutive de STAT3), alors que d’autres, prédominants chez le
sujet Agé sont généralement ALK et de moins bon pronostic'. Alors que la plupart des
lymphomes mammaires sont d’origine B, plusieurs études ont fait part d’une surincidence des
ALCL (principalement ALK") en cas de port de prothéses mammaires, en particulier quand
ces derniers sont en silicone. Depuis le premier cas décrit en 1997 par Keech et al de
nombreuses études épidémiologiques ont permis d’établir un lien assez clair, publiquement

1362,363

reconnu depuis 201 (données FDA), une étude ayant évalué un risque relatif associé aux

implants de 18,2, 1l semblerait que ces BIA-ALCL (Breast Implant-Associated ALCL),
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maintenant considérés comme une entité a part entiere, soient plus fréquents en cas d’implant
a la surface texturées par rapport aux lisses*”. Il s’agit d’une pathologie souvent indolente, se
développant au niveau de la capsule fibreuse entourant I’implant, avec parfois la présence
d’une masse, annonciatrice d’un lymphome plus agressif et de pronostic défavorable® ",
Bien que I’association soit incontestable, 1’étiologie des BIA-ALCL reste encore a démontrer.
Les cellules lymphomateuses sont principalement dans la capsule fibreuse ou dans le serome
(accumulation tissulaire de sérum) associés a l'implant, sources d’inflammation due au
recrutement de macrophage, de fibroblastes et de lymphocytes T, dont la stimulation
chronique semblerait a 'origine du lymphome, lui-méme exprimant certains marqueurs
d’activation (CD30%). La meilleure démonstration du role de [D’activation T dans la
lymphomagenese des BIA-ALCL repose sans doute sur la régression du lymphome lors du
retrait de I’implant, montrant que cette entité semble dépendre de stimuli antigéniques et/ou
de I’'inflammation générés par I’'implant. Cependant dans certains cas le retrait de I’implant
n’empéche pas I’évolution de la maladie, suggérant une autonomisation du lymphome™®.
Le role du silicone dans la pathogenese des BIA-ALCL reste débattue. Il s’agit a 1’origine
d’un matériau considéré comme biologiquement inerte et est utilis€ dans un grand nombre de
protheses. Malgré cela, plusieurs cas de maladies auto-immunes, d’adénopathie au silicone et
méme de cancers ont été rapportés chez des patients équipés de dispositifs en silicone®®", 1l
existe 2 explications quand a la toxicité du silicone :
- Le silicone serait directement toxique. Des expériences dans un modele murin ont
montré que I’injection sous-cutanée de silicone pouvait induire un plasmocytome””'.
Sachant que du silicone a été retrouvé au niveau des ganglions axillaires dans 90% des

femmes ayant des implants®’”

, 1l pourrait certainement s’agir d’un mécanisme de
maintenance de I’inflammation. En effet, une fois dans les tissus, le silicone favorise
la formation de granulome’” et augmente la production locale d’IFN et de TNF-a,
possiblement par son effet adjuvant’™™.

- Les produits de dégradation du silicone, comme le siloxane (inducteur de dénaturation
protéique), le platine ou des silicates (irritants et inducteurs de fibrose), ont des effets
toxiques et sont retrouvés au niveau de la capsule fibreuse ***.

Comme déja évoqué, la surface de I’'implant a également une importance dans la réaction

immunitaire engendrée. Une analyse des lymphocytes T intra-capsulaires montre une

prédominance de T-CD4" avec un profil cytokinique pro-inflammatoire Ty 1/T17°". D’autre

part, des expériences in vitro sur des cellules souches mésenchymateuses de patients BIA-
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ALCL mettent en évidence une forte sécrétion de cytokines pro-inflammatoires’”. Une étude
de 2014 sur un modele porcin montre également que l'infiltrat lymphocytaire T est plus
important avec les implants texturés. Cette méme étude a de plus mis en évidence chez la
femme la formation de biofilms a la surface des implants, la quantit¢ de bactéries étant
proportionnel a I’infiltrat lymphocytaire T et B. Il semblerait alors que les implants texturés
soient plus propices a la formation de biofilms. La présence de bactéries augmente la réponse

inflammatoire, la fibrose et les contractures autours de 1’implant’”’

,ce qui a été confirmé chez
les patientes’™. Le lien de cause 2 effet entre les biofilm et les contractures capsulaires a été
montré dans plusieurs études par la réduction de la fréquence de cette complication lorsqu’un
traitement antibiotique est appliqué’”. Cette notion selon laquelle la présence d’une
contamination bactérienne au niveau de ’implant serait responsable de la lymphomagenese
des BIA-ALCL a été principalement étudiée pour Staphylococcus aureus et Rasltonia, cette
derniere bactérie étant retrouvée en plus forte proportion chez les patientes BIA-ALCL
comparé a des biopsies de capsules non tumorales, suggérant une possible implication de cette
bactérie dans la maladie™. Il s’agit d’une protéobactérie Gram négatif parfois impliquée dans
des infections nosocomiales™'.

Le lien entre infection, inflammation et contractures parait a présent assez clair dans les
complications de prothéses mammaires. En revanche il n’est pas encore bien démontré quel
impact cela a t’il dans I’induction d’ALCL et quel role joue le silicone. L’hypothese la plus
probable est que les infections et le silicone (ou ses produits de dégradation) génerent tout

deux une inflammation chronique et donc un terrain favorable a la prolifération puis la

transformation des infiltrats lymphocytaires T.

1-1.b-v) Cas des infections chroniques (transformation indirecte)

Nous nous sommes jusque la intéressés principalement aux causes non infectieuses pouvant
initier la lymphomagenese T : Ag non pathogéniques, auto-immunité, inflammation (IL-15)...
Etant I'un des postulats de départ de ce travail de these, la lymphomagenese T associée aux
infections persistantes sera développée plus en détail ici. Les études épidémiologiques de ces
dernieres décennies établissant une association entre lymphomes et pathogenes sont
nombreuses. Néanmoins les mécanismes biologiques sous-jacents sont encore aujourd’hui
mal compris. Avant toute chose, il convient de différencier 2 types de lymphomagenese
infectieuse bien distincts :

- Le premier, de loin le mieux décrypté, est qualifié de « direct » et est généralement

associé aux infections virales (EBV, HTLV) qui vont mener a la transformation des
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cellules infectées grice a 1’expression intracellulaire d’oncogénes viraux. Etant donné
que ce mécanisme ne fait a priori pas intervenir de stimulation exogéne mais plutot
des processus oncogéniques intrinséques propres au virus mis en place chez les
cellules infectées, il ne sera pas développé dans cette introduction.

- Le second, décrit plus récemment et beaucoup moins bien caractérisé, est appelé
« indirect ». Ce mécanisme est principalement associé aux infections chroniques
bactériennes (plus rarement parasitaires ou virales) et fait intervenir plusieurs
processus d’inflammation et de stimulation antigénique chronique favorisant la
prolifération et finalement I’émergence d’un clone tumoral. L’exemple le plus connu
de lymphomagenese indirecte reste sans conteste le lymphome B du MALT gastrique

associé a Helicobacter pylori. C’est de ce mécanisme dont il sera question ici.

Il convient donc de s’arréter sur le cas de H.pylori et du lymphome B gastrique tant il
représente a présent I’archétype de la lymphomagenese indirecte. Premierement, les évidences
épidémiologiques de cette association sont nombreuses. Deuxiemement, le lien de causalité
est bien démontré depuis 1993, ou les premiers travaux ont montré une régression du
lymphome par simple traitement antibiotique éradiquant H pylori dans pres de 75% des cas™’
(plus faible dans les stades avancés ol la tumeur semble s’autonomiser), montrant en plus la
dépendance du clone tumoral a la bactérie. D’un point de vue physiopathologique, la
composante lymphocytaire T-CD4" semble primordiale puisqu’elle est spécifique d’Ag de
H pylori et apporte une fonction helper permettant la prolifération des clones B**, qui eux ne
semblent pas spécifiquement réactifs aux Ag bactériens, mais plutdt polyréactifs, réactivité
qui reste encore débattue aujourd’hui’™. Certains facteurs de virulence bactériens tels que

CagA ont également un rdle pro-transformant en favorisant I’inflammation, activant des voies

intracellulaires (STAT3, MAPK)™ ou en diminuant I’adhésion cellulaire®®.

Bien qu’il s’agisse d’une hémopathie B, ce lymphome illustre plusieurs aspects qu’il est
intéressant de garder a I’esprit et pourraient dans une certaine mesure étre étendus aux PTCL :
i) un lymphome initié par une infection chronique peut engendrer sa dépendance vis-a-vis du
signal antigénique, nous I’avons déja évoqué ; ii) cette dépendance peut disparaitre a des
stades avancés, ce que nous nommons autonomisation (activation devenant constitutive par
I’apparition de mutations activatrices passenger ?) ; iii) les Ag pathogéniques n’induisent pas

obligatoirement la lymphomagenese directement, mais parfois indirectement via 1’activation
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d’autres populations cellulaires, pouvant donc rendre caduque la recherche d’un biais de TCR

pour prouver 1’origine antigénique de la transformation.

Les cas de lymphomes T associés a des infections chroniques sont bien moins documentés
que pour les pathologies B et surtout manquent de preuves directes comme pour le lymphome
du MALT gastrique, parfois soutenues uniquement par des associations révélées dans des

études épidémiologiques ou quelques cas cliniques.

Lymphomes T gastriques

Afin de faire le lien avec le lymphome B du MALT gastrique, il est intéressant de relever un
cas de lymphome T gastrique primitif associé a H pylori décrit dans la littérature™’. Bien que
cette association n’aie jamais été retrouvée d’un point de vu épidémiologique™, la régression
du lymphome apres éradication de H.pylori par antibiotique semble démontrer son
implication dans la pathogenese, d’autant plus que nous avons vu l’importance de la

composante lymphocytaire T spécifique dans le lymphome B gastrique.

Lymphomes T cutanés

Il s’agit probablement des lymphomes T pour lesquels le plus grand nombre de pathogenes est
soupconné, sans que pour I’instant aucune étude ne puisse réellement confirmer ou non leur
implication. De plus certains résultats restent controversés, et il convient de garder a 1’esprit
que la présence de certains pathogenes aux niveau de CTCL peut &étre simplement une
conséquence de la dysfonction physique et immunitaire engendrée par le CTCL lui-méme. En

clair, et cela vaut pour toute question, association ne signifie pas causalité.

De par les manifestations cutanées et systémiques chroniques dont elle est responsable et de
sa possible implication dans certains lymphome B cutanés™*°, Borrelia burgdoferi, 1’agent
responsable de la maladie de Lyme (zoonose émergente transmise par les piqures de tiques), a
été étudié afin de tenter d’élucider son implication dans les CTCL. Une étude de 2006 sur une
cohorte italienne, basée sur I’amplification par PCR du geéne de la flagelline de Borrelia sur
des biopsies cutanées de Mycosis Fongoide, a reporté la présence de la bactérie dans 18%

(15/83) des patients, contre 0% (0/83) chez des personnes saines appariées™ .

Une décennie
plus tard, ces résultats ont été confirmés par une seule autre étude, de la méme équipe’”*. Une
autre étude, italienne encore, (notamment sur 30 MF) semble pourtant les contredire, ne

mettant en évidence aucune positivité par PCR dans I’ensemble des biopsies testées™”. Ces
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discordances pourraient s’expliquer par des différences purement techniques (sensibilité des
PCR utilisées...). Une étude sérologique récente menée au laboratoire (non publiée) sur un
ensemble de patients PTCL ne nous a d’ailleurs pas permis de montrer un historique
d’infection a Borrelia plus élevé chez les patients (9+/108) que dans notre groupe contrdle
(11+/108), bien que le faible nombre d’échantillons de CTCL (12 MF + 5 SS) ne nous
permettent pas de conclure de maniere définitive. Il existe néanmoins un certain nombre de
données biologiques qui nous ameénent a soupgonner Borrelia d’étre capable d’induire des
lymphomes T cutanés. L’infection par Borrelia est capable d’induire des infections
chroniques et une lymphocytose locale. Bien que plus souvent d’origine B, un certain nombre
de cas de lymphocytomes T associ€s a |’erythema migrans (manifestation cutanée classique
de la borréliose) ont été décrits™*. Un cas de CTCL particulier (CD4* primary cutaneous
small/medium-sized pleomorphic T-cell [ymphoma) a également été¢ détecté chez un patient
souffrant d’un erythema migrans chronique™.

Bien d’autres pathogenes ont €t€é étudi€s. C’est le cas notamment de plusieurs virus,
principalement HTLV-1, EBV, CMV, polyomavirus, mais 1’inconsistance des résultats
(sérologie, PCR) ne va pas dans le sens d’un lien clair avec I’étiologie des CTCL.

D’autre bactéries telles que Chlamydia pneumoniae ont également été suspectées, mais le role
de cette derniere n’a une nouvelle fois pas pu étre confirmé de par 1’existence de publications

396,397

contradictoires . Toutefois, un argument en faveur de son implication est que cette

bactérie est capable de synthétiser une protéine mitogene (SAF = Sézary Activating Factor),

un facteur permettant la prolifération T

, mais depuis, plus aucune étude ne s’est penché
sur le role de ce SAF...

Bien que le terme n’aie jamais été utilisé pour SAF, il doit sans doute s’agir d’un super-Ag,
autrement dit une toxine bactérienne capable d’activer de maniere non Ag-spécifique les
lymphocytes T en se liant simultanément a la chaine 3 du TCR et au CMH-II, créant ainsi une
interaction forcée entre APC et lymphocytes T. Parmi les bactéries décrites pour sécréter des
super-Ag, c’est probablement Staphylococcus aureus la mieux caractérisée. En I’occurrence,
il s’agit également de la bactérie pour laquelle I’implication dans la physiopathologie des
CTCL est la plus reconnue. Au dela d’étre une source majeure de morbidité dans les CTCL de
par les infections cutanées et systémique qu’elle provoque, S.aureus est retrouvée en forte
proportion chez les patients CTCL™. De plus cette bactérie sécréte des super-Ag

(entérotoxines staphylococciques, ou SE), dont I’effet sur les CTCL est indéniable, mais dont

le mécanisme d’action n’est pas encore tout a fait clair. SE pourrait soit i) activer directement
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les cellules tumorales (ou pré-tumorales dans le cas ou 1’on considere que SE est I'initiatrice
de la transformation) et favoriser leur émergence/expansion*”, soit ii) activer indirectement
les cellules tumorales via la liaison de leur CMH-II avec le TCR de cellules T non tumorales
qui produisent alors des signaux de prolifération tels que I'IL-2"".

Dans un cas comme dans I’autre, le role étiologique de ces super-Ag n’a toujours pas été
démontré. Il s’agit peut-€tre simplement d’un mécanisme aggravant la pathologie et favorisant
I’émergence de certains clones tumoraux déja installés*”. Un argument fort en faveur de
I’importance physiopathologique des SE est I’existence d’un biais de répertoire VP2 chez les
patients CTCL porteurs d’un S.aureus TSST-1", un super-Ag provoquant une expansion T-
VB2, De plus, la mise en place d’un traitement antibiotique chez des patients CTCL
S.aureus” résulte en une amélioration des symptdmes dans 90% des cas*”. L ’hypothese de
I’existence d’un Ag spécifique a 1’origine de CTCL a été écarté de par I’absence d’homologie
des régions CDR3 des TCR tumoraux*”, avec bien sir toutes les précautions qu’il convient de
prendre avec ce type de conclusion, chose que nous avons déja argumenté en se basant sur le

modele lymphome B gastrique/H pylori.

Lymphome T hépatosplénique (HSTL)

L’ HSTL est une entité tres rare de mauvais pronostic (médiane de survie d’un an), émergeant
principalement de lymphocytes Tyd, survenant principalement chez le jeune adulte, et ayant
un tropisme hépatique et splénique concordant avec leur contrepartie lymphocytaire T
normale (T-Vd17). L hypothese du rdle d’une stimulation antigénique chronique driver de ce
type d’hémopathie repose en partie sur son association épidémiologique avec un contexte
d’immunosuppression, souvent associé a des greffes d’organes, pouvant favoriser
I’émergence et la persistance de pathogenes. Ainsi, parmi les lymphomes T des patients
transplantés (T-PTLD), I’incidence des HSTL peut aller jusqu'a 20%, alors qu'ils représentent
moins de 2% des PTCL dans I'ensemble de la population*”**. Il a également été rapporté au
total 4 cas d’HSTL associés a une splénomégalie palustre hyperactive (SPH), une forme grave
d’infection plasmodiale chronique®”*”. Ce type de complication palustre est principalement
caractérisée par une lymphoprolifération B, mais également une prolifération Tyd
périphérique*'®*""| et une infiltration T au niveau des sinusoides hépatiques, caractéristique
commune avec les HSTL, laissant supposer une évolution logique de la SPH vers ’'HSTL. Un

autre cas intéressant provient de 1’émergence d’un HSTL-V02" (chaine utilisée

principalement par les Ty0 de la peau et des muqueuses) chez un patient souffrant d’un lupus
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érythémateux, montrant une nouvelle fois une concordance entre le sous-type T activé et
I’HSTL, et suggérant donc un lien de causalité*”’. Notre équipe se penche actuellement sur le
lien qu’il pourrait exister entre I’émergence de CMV chez les patients greffés rénaux et le
développement d’HSTL. En effet, il est a présent bien documenté que I'infection par CMV
induit une expansion T-V82 (principalement V§1*)*"".

Des analyses transcriptomiques récentes réalisées sur des cellules primaires et des lignées
d’HSTL ont mis en évidence une surexpression de nombreux genes de la voie du TCR,
laissant supposer 1’'importance de cette voie, et donc des stimulations antigéniques chroniques

dans leur physiopathologie*'

. Cependant, de par la nature de la reconnaissance antigénique
des Tyd que nous avons décrit dans le premier chapitre (non CMH-restreinte, polyréactive), il
serait plutdt surprenant de retrouver une homologie de CDR3 méme si la pathologie était
induite par un Ag bien précis.

Nous avons développé dans notre équipe un modele de lymphomagenese initié par
stimulation bactérienne chronique. Les injections répétées de bactéries inactivées
(Streptococcus pneumoniae) dans des souris p53” montre une incidence accrue de PTCL
d’origine NKT (comparé au groupe controle) possédant un certain nombre de caractéristiques
communes avec les HSTL : tropisme hépatosplénique (avec infiltrats intra-sinusoidaux),
restriction par CD1d, et dérégulation de nombreux génes de la voie du TCR*"”. En revanche
nous avons observé ici une down-régulation de la voie TCR, résultat opposé a ceux observés
par Travert et al dans les HSTL.

En conclusion, mise a part quelques cas cliniques et des arguments biologiques rationnels, il

est a I’heure actuelle impossible d’affirmer quelconque rdle étiologique d’infections

chronique sur les HSTL.

1-1.c - Les stimulations exogeénes comme facteurs de croissance et de
survie tumorale
Jusqu’a récemment le rdle du signal antigénique dans la survie tumorale était surtout reconnu
dans les hémopathies B. Il est maintenant admis que le BCR est un important facteur de
croissance et de survie pour les cellules lymphomateuses, ce qui a mené au développement
d’inhibiteurs tels que 1’ibrutinib, un inhibiteur de BTK (équivalent d’ITK dans le signal BCR)
dont I’efficacité en clinique est déja trés bien établie*'**". De plus en plus d’évidences vont

dans ce sens pour les lymphomes T.
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Bien qu’il puisse y avoir une certaine redondance entre les mécanismes driver et ceux
permettant la croissance tumorale (notamment de par le mécanisme d’addiction antigénique
que nous avons discuté au début de cette partie), nous tenterons ici d’adresser les quelques cas
de PTCL dans lesquels ces voies de survie/croissance semblent €tre une perspective
thérapeutique envisageable. De par le continuum physiopathologique (initiation
- maintenance) de certains PTCL, nous n’aborderons pas (ou peu) ici les cas d’infections
chroniques ainsi que de dépendance a I’IL-15 par exemple. Nous nous baserons pour cela sur
le modele proposé par Wilcox dans sa revue de 2015 parue dans The American Journal of
Hemathology, qui catégorise alors la lymphomageneése T selon 3 signaux : le récepteur
antigénique (le TCR, signal 1), les molécules de costimulation (signal 2) et les récepteurs

cytokiniques (signal 3) avec toutes les voies intracellulaires associées*'’.

1-1.c-i) Signall : le TCR

Un grande partie des PTCL maintient une expression du TCR et des sous-unités de CD3,
suggérant un role fonctionnel maintenu dans les cellules tumorales (a I’exception par exemple
des ALCL'"’ ou des EATL*® ou d’autres lymphomes T CD30" dont I’expression semble
mutuellement exclusive du TCR), et qu’elles exploitent ce signal pour leur survie et leur
croissance. A titre illustratif, I’expression du complexe TCR/CD3 ainsi que de kinases de la
voie TCR (LCK, Zap-70, LAT, ITK) étudiée dans une cohorte de PTCL-NOS et d’AITL
montre leur maintenance dans plus de 85% des cas*”. L’existence d’un signal TCR tonique
dans les PTCL n’a pour l'instant pas ét¢ montré. Cela implique qu’une source exogeéne
continuerait d’activer le TCR. Or il a ét¢ montré que plusieurs cellules du
microenvironnement tumoral, principalement les APC, soutiennent la croissance et la survie
des cellules lymphomateuses de CTCL via une interaction TCR/CMH*"*',

Il existe plusieurs modeles murins dans lesquels la dépendance des cellules tumorales au
signal a ét¢ montrée. Le premier provient d’une étude publiée en 2011, montrant qu’une
délétion de Snf5 (un facteur de régulation épigénétique retrouvé muté dans certaines entités de
lymphomes T) spécifiquement dans le compartiment T mature induit I’émergence de PTCL
CDS8" au phénotype mémoire. Cette étude montre que les cellules tumorales dépendent du
signal TCR pour leur survie et prolifération, que ce soit i) ex vivo dans des expériences de co-
culture avec des splénocytes irradiés et mise en présence d’Ac anti-CD8 ou de cyclosporine A
inhibant leur prolifération, ou bien ii) in vivo en observant I’absence totale de prise tumorale
apres transfert dans des souris CMH-I déficientes*>. Cependant, des données récentes de

notre équipe nous poussent a croire que ce type de résultat, obtenu apres transfert dans des
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souris CMH-KO, est a considérer avec prudence, puisque les molécules CMH-I interagissent
avec d’autres récepteurs que le TCR comme les récepteurs NK. En effet nos expériences
montrent que des PTCL générés dans un modele d’activation chronique p53” ne se
développent pas dans des souris receveuses CMH-1 ou CMH-II déficientes, indépendamment
de leur profil CD4/CD8. L’influence des récepteurs activateurs et inhibiteurs NK est une piste
actuellement explorée au laboratoire. Le deuxieme modele montrant cette dépendance
TCR/CMH est le modele de PTCL-NKT p53” utilisé dans notre équipe*”. Nous avons montré
que leur survie in vitro est dépendante du signal TCR par I'utilisation de cyclosporine A, mais
également montré I’absence de prise tumorale in vivo apres transfert dans des souris CD1d" et
un retard de prise tumorale dans les groupes injectés avec de la cyclosporine A ou d’un Ac
bloquant anti-CD1d. Un autre modele murin de lymphome NKT basé sur la délétion de
facteurs épigénétiques (TET2/TET3) a été publié trés récemment™. Bien que le terme de
lymphome n’ait pas ét€ utilisé dans cette étude pour une raison qui nous échappe, le caractere
tumoral des proliférations NKT observées dans ce modele est incontestable, puisque
transférable dans des souris WT receveuses. De la méme maniére que nos PTCL-NKT p53”,
ces lymphomes ne se développent pas dans des souris receveuses CDId”, montrant une
dépendance au signal TCR pour leur survie.

Hormis cela, la plupart des études concernant la dépendance des PTCL vis-a-vis du signal
TCR montrent que celle-ci provient d’événement mutationnels dans la voie. Ceci est
également vrai pour les signaux de costimulation (signal 2) et cytokiniques (signal 3), qui

feront donc 1’objet de la partie 1-2 sur les stimulation endogenes.

1-1.c-ii) Signal 2 : les molécules de costimulation

Tres peu de choses sont connues sur le role des molécules de costimulation dans la survie
tumorale. Une seule étude rapporte que la prolifération in vitro de cellules primaires de 3
patients Sézary sur 6 nécessite, en plus d’une activation avec de la PHA, une activation de
CD28*. ICOS (Inducible T-Cell Costimulator) est une autre molécule de costimulation
induite apres 1’engagement du TCR, passant principalement par la voie PI3K/AKT, et dont
I’activation est permise par son engagement avec ICOSL a la surface des APC. ICOS est
fortement exprimé par les Ty et est nécessaire a leur différenciation et maintenance,
notamment via I’induction de Bcl-6. Il est donc retrouvé fortement exprimé dans les AITL**,
mais également dans les CTCL et 50% des PTCL-NOS CD30" ****°_ mais son role dans la
croissance de ces lymphomes n’a pas encore été exploré. Le seul exemple d’induction de

prolifération tumorale par engagement d’ICOS dont nous avons connaissance provient d’un
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article montrant son expression dans des lignées d’ALCL-ALK* **°. Il en est de méme pour
CD134, un autre facteur de costimulation de la famille des récepteurs au TNF, qui est exprimé
par plus de 95% des AITL, mais dont la fonction dans la croissance tumorale reste

inconnue*”’.

1-1.c-iii) Signal 3 : Les cytokines

Nous avons déja évoqué I'importance des cytokines dans la lymphomagenese T, et nous
avons plus particulierement insisté sur le role de I’'IL-15 dans I'initiation des EATL, des
CTCL et des T-LGL. En l'occurrence cette cytokine est également primordiale pour le
maintient des cellules tumorales dans ces 3 pathologies, de la méme maniere qu’elle est
indispensable au maintient des Tyy,. Le ciblage de I'IL-15 semble prometteur pour le
traitement de ces hémopathies. Cependant les premiers tests cliniques sur le T-LGL montrent
pour I’instant une efficacité décevante**.

Au dela de I'IL-15, I'IL-13 (et ses récepteurs) s’est révélée surexprimée dans des biopsies de
CTCL et semble étre produite par les cellules tumorales. D’apres des observations in vitro,
elle exercerait de maniere auto/paracrine un effet pro-survie synergique avec d’autres
cytokines T2 comme I'[L-4 qui pourrait alors étre ciblé d’un point de vue thérapeutique,
puisque son inhibition avec des Ac bloquants inhibe la prolifération des cellules

2033 L’IL-32 a également des effets dose-dépendant similaires*”. D’autres

tumorales
cytokines produites par les cellules de CTCL favorisant la croissance tumorale ont été décrites
mais ne seront pas développées ici car faisant intervenir des mécanismes indirects (IL-7, IL-

16,1L-17,1L-31...).

En résumé de cette partie sur les stimulations exogenes, il semblerait qu’il y ait régulierement
une redondance entre les voies impliquées dans l’initiation de la pathologie et celles
impliquées dans son maintien. Dans le cadre d’une lymphomagenese associée a une activation
chronique, cela va bien dans le sens de la conservation d’une certaine dépendance aux stimuli
antigéniques driver, comme c’est le cas des lymphocytes Ty, générés par activation
chronique. Le second point (dépendance) est évidemment plus simple a mettre en évidence
puisque visible dans un PTCL déja installé, et peut dans une certaine mesure permettre de
déchiffrer les mécanismes responsables de I’initiation, qui sont bien plus compliqués a
démontrer de par leur caractere rétrospectif, d’ou la nécessité de développer des modeles

animaux.
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Nous avons décrit ici de maniere plus ou moins détaillée plusieurs facteurs importants dans la
lymphomagenese associée aux stimulations chroniques. Or il serait réducteur de considérer
chaque élément séparément, et il est important de garder a I’esprit que 1’émergence d’un
lymphome résulte d’un ensemble de mécanismes immunologiques mais également

mutationnels que nous allons maintenant adresser.

1-2. Stimulations endogenes
Nous entendons par stimulations endogenes 1’ensemble des évenements oncogéniques menant
a un déreglement des voies d’activation T que nous avons déja évoqué précédemment
(signaux 1, 2 et 3). Or, de par les progres considérables du NGS, un grand nombre de
mutations de ces voies ont été récemment découvertes en plus de celles déja identifiées. La
récurrence de ces anomalies génétiques, potentiellement dans un contexte de stimulation
chronique, est a notre avis la démonstration d’une certaine sélection d’événements
mutationnels qui, a ’origine, apparaissent de maniere stochastique, mais qui conferent a la
cellule pré-tumorale ou tumorale un avantage de survie et/ou prolifératif et au final la capacité

de s’autonomiser face aux stimuli exogenes.

1-2.a - Signal 1:1le TCR

1-2.a-i) Fusion ITK-SYK

Une des premicres translocations récurrentes observées dans les PTCL fut décrite en 2006 par
Streubel et al*’. 11 s’agit d’une translocation t(5;9)(q33;q22) fusionnant deux protéines : ITK-
SYK. SYK est principalement exprimée dans les lymphocytes B présentant une forte
homologie avec ZAP70. Elle possede 2 domaines SH2 qui permettent son recrutement au
niveau du BCR apres liaison de [I’antigéne, et un domaine kinase permettant la
phosphorylation de molécules proximales et la transduction du signal en aval du BCR. ITK
est une kinase fortement exprimé dans les lymphocytes T, phosphorylant un ensemble de
protéines impliquées dans la voie du TCR (PLCy) notamment de par a sa co-localisation avec
les protéines adaptatrices LAT et SLP76. Cette fusion fut a I’origine identifiée dans 17%
(5/30) des PTCL-NOS, pour la plupart possédant un certain nombre de marqueurs T,
correspondant soit a des AITL encore mal caractérisés a 1’époque, ou bien des PTCL
« follicular variant ». Cependant cette fusion n’est retrouvée que dans de trés rares cas

d’AITL*'. Une expression aberrante de SYK dans les PTCL fut confirmée en

80



immunohistochimie sur une plus grande cohorte, montrant la présence de SYK dans 94% des
cas (133/141) avec cependant une absence de fusion ITK-SYK dans la majorité des cas,
suggérant une implication de SYK dans la lymphomagenéese T par d’autres mécanismes que
sa fusion avec SYK*?. Cela peut aussi étre simplement le résultat d’'un manque de spécificité
de I’Ac anti-SYK utilisé, étant donné les problemes de réactivité croisée entre SYK et ZAP70.
L’implication de la fusion ITK-SYK dans la lymphomagenese T fut démontrée en 2010 par 2
modeles murins d’expression d’ITK-SYK distincts qui ont permit de mieux comprendre les
mécanismes de transformation mis a I’ceuvre™**. Ces 2 modeles montrent que 1’expression
du transgene ITK-SYK, soit dans le compartiment hématopoiétique, soit dans le
compartiment T mature, reproduit la pathologie humaine. Le premier démontre également in
vitro et in vivo la possibilité d’utiliser des inhibiteurs de SYK (curcumine) pour traiter ces
PTCL. D’un point de vue mécanistique moléculaire, cette fusion provoque le recrutement de
SYK par ITK au niveau des radeaux lipidiques membranaires et ainsi une proximité de SYK
avec LAT et SLP76 et donc une activation constitutive de la voie du TCR*”. L’activation
continue qui en résulte est d’ailleurs plus intense qu’une réponse a une activation CD3/CD28.
Ce modele montre par conséquent qu’un signal antigénique fort et continu est capable
d’engendrer la transformation des lymphocytes T.

Une fusion ITK-FER, probablement assez similaire a ITK-SYK, été récemment identifiée
dans un cas de PTCL-NOS. Fonctionnellement, elle semble elle aussi conférer a la cellule des
capacités prolifératives augmentées, ce qui fut montré in vitro par son expression dans la
lignée 293T*°. Enfin, cette méme étude a mis en évidence une fusion IKZF2-ERBB4 dans un
autre patient PTCL-NOS. Bien que la fonction de cette fusion n’aie pas été montrée, elle
conserve le domaine kinase de ERBB4, protéine qui a récemment été décrite comme
surexprimée dans 24% d’ ALCL-ALK" et participant probablement a la lymphomagenese. En
effet, son inhibition in vivo (Neratinib) apres transfert de cellules de patients dans des souris

NSG (Patient-Derived Xenograft, PDX) montre un retard partiel de croissance tumorale*”’.

1-2.a-ii) GTPases (Ras, Rho...) et molécules associées

Les petites GTPases telles que celles de la famille des Ras et des Rho jouent un rdle clé dans
le développement, la sélection et 1’activation des lymphocytes T. Ces protéines de 21kDa
fixent le GTP, ce qui correspond a leur forme activée, alors capable d’interagir avec d’autres
protéines effectrices des voies de signalisation dans lesquelles elles sont impliquées.

L’hydrolyse du GTP en GDP confere a la GTPase sa forme inactive. La régulation du passage
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de la forme inactive vers la forme active ou inversement est régulées par des GAP (GTPase
activationg proteins) et des GEF (GTP exchange proteins).

L’activation de Ras est indirectement induite par 1’activation TCR via PLCy-1 et va activer
plusieurs effecteurs en aval dont les voies PI3K et MAPK. La familles des Rho GTPases est
composée de 22 membres, dont les mieux caractérisés sont RhoA, Racl et Cdc42. Elles sont
principalement impliquées dans le remodelage du cytosquelette en réponse a 1’activation
TCR/CD28. Parmi les activateurs de Rac se trouve la GEF VAVI, elle méme activée par
LCK apres activation du TCR. VAV1 a également d’autres fonctions GEF-indépendantes,
notamment adaptatrice dans la voie du TCR en plus d’étre un proto-oncogene.

Des fusions récurrentes de VAV ont été récemment identifiées dans 7% des PTCL (10/148),
en particulier dans 11% des PTCL-NOS et des ALCL, mais absentes dans les autres sous-
types™. Le point de cassure de lI’ensemble de ces fusions se trouve au résidu 777,
correspondant a un site d’auto-inhibition de VAV1**. 11 en résulte son activation constitutive
favorisant in vitro la prolifération et la migration cellulaire par une activation de RACI1, qu’il
est possible d’inhiber avec I’azathioprine, un inhibiteur de RAC1**. Des mutations
somatiques activatrices de VAVI ont également été identifiées dans 18% des ATLL"”,
rarement dans les AITL*, et semblent se concentrer en un hotspot spécifique de la région
SH3 en C-terminal de VAVI, le méme domaine perdu lors des fusions décrites dans les
PTCL-NOS. Une étude publiée en début d’année rapporte d’autres fusions de cette protéine
(VAVI-THAP4,VAVI-MYOIF, et VAVI-SI00A7) induisant toutes un signal VAV (ainsi que
de plusieurs facteurs en aval tels que AP1 et NFAT) augmenté une fois transférées dans des
Jurkat, de maniere indépendante de stimulation TCR (Abate PNAS 2017). Fait surprenant, a
I’opposé de toutes ces mutations activatrices de VAV, les souris Vavl™ agées développent
elles aussi des hémopathies type ATLL*'.

Une mutation tres récurrente de RHOA, G17V, a été reportée par plusieurs groupes la méme
année, faisant ’objet de 3 articles parus simultanément dans Nature Genetics. Les AITL sont

le sous-groupe dans lequel cette mutation est le plus fréquemment rencontrée, allant de 53% a

442-444 440

68% des cas selon les études , ce qui fut confirmé dans une autre étude plus récente™.
Cette mutation est €galement retrouvée dans certains PTCL-NOS, en particulier ceux
présentant des caractéristiques Try. RHOA G17V exerce une fonction dominante négative qui
semblerait agir par séquestration des GEF, dont les effets biologiques sembleraient étre une
surexpression de RAC1 et d’autres voies telles que NF-kB*”. De la méme maniére que pour

les mutations de VAVI, le ciblage de RACI1 pourrait étre une perspective thérapeutique
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intéressante. Une étude plus récente encore menée dans la lignée Jurkat a caractérisé
fonctionnellement cette mutation RHOA G17V, montrant qu’elle favorise finalement
I’interaction de Rhoa avec VAVI, la phosphorylant (ce qui fut confirmé dans les AITL
G17V*) améliorant la fonction adaptatrice de cette derniere et donc le signal TCR en aval*®.
Cette méme étude a par ailleurs confirmé 1’existence d’autres mutations de la voie TCR dans
les AITL et les PTCL-NOS (VAVI, PLCG1, CD28, FYN), et identifié une nouvelle fusion
VAVI-STAP2 dans un AITL mutuellement exclusive avec les mutations de RHOA, en faveur
d’une redondance d’effet. Cette fusion a pour effet d’augmenter la phosphorylation de VAV1
et de PLCyl, méme sans stimulation du TCR, suggérant qu’elle pourrait autonomiser la
cellule tumorale face aux stimulations antigéniques externes. L’ensemble de ces mutations
aurait pour effet, tout du moins dans ce modele Jurkat in vitro, d’augmenter I’activation de la
voie NFAT, la production d’IL-2 ainsi qu’un enrichissement transcriptomique des voies
associées au cytokines et chimiokines.

D’autres mutations de GTPases telles que PLCGI ou KRAS ont également été identifiées.
PLCGI est retrouvé le plus fréquemment muté dans les ATLL, les CTCL (21%), les AITL
(14-54%) et les PTCL-NOS (46%)*7**. L’activation seule de PLCy1 n’étant pas suffisante
pour induire un signal TCR, ce type de mutation confere sans doute un avantage prolifératif
dans un contexte de stimulation antigénique. L’oncogéne KRAS est muté dans de nombreux
PTCL : AITL (27%), MEITCL (50%), HSTL (rare)******". Bien qu’il s’agisse d’un oncogéne
bien décrit dans d’autres types de cancers, son role dans la lymphomagenese n’est pas connu.
LCK et FYN sont 2 kinases jouant un role crucial dans les étapes précoces du signal
TCR, incluant la phosphorylation de ZAP70 et de la chaine TCRC. Elles sont nécessaires a la
phosphorylation de VAV 1 apres engagement du CD28. Une mutation activatrice de FYN a été
identifiée dans de faible proportion dans les PTCL-NOS, les AITL et les ATLL (3-4%)**,
ainsi que de LCK dans un cas d’ AITL*.

1-2.b - Signal 2 : les molécules de costimulation
Plusieurs études récentes ont récemment identifié des mutations activatrices de CD28 dans 9-
11% des AITL***'*? et moins fréquemment dans des ATLL et PTCL-NOS. L’étude in vitro
de 2 de ces mutations les plus fréquentes (D124V et T195P) a montré une activation du signal
TCR. D124V confere a CD28 une plus forte affinité pour son ligand, CD86, et T195P (située

entre les domaines SH2 et SH3) conféere a CD28 une meilleure affinité pour ses molécules

adaptatrices intracellulaires et ainsi une activité NF-kB accrue. D’autres mutations de CD28
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ont été identifiées dans les CTCL, elles conferent a CD28 une affinité plus grande pour B7 et
ainsi une capacité d’activation des cellules tumorales augmentée™ et donc sans doute un
avantage prolifératif, cependant toujours sous dépendance de signaux exogenes.

Des fusions de CD28 sont également décrites : CTCL4-CD28"*** et ICOS-CD28, rapportées
dans plusieurs types de PTCL. CTCL4-CD28 est présente dans 58% des AITL, 29% des
NK/T extranodaux, et 23% des PTCL-NOS, étant donc plus fréquente que les mutations
somatiques de CD28, ce qui n’a cependant pas été confirmé dans d’autres études. Bien que le
role fonctionnel des cette fusion ne soit pas établit, cette étude propose le ciblage de CTLA4
pour le traitement de PTCL porteurs de ce types d’anomalies. La fusion ICOS-CD28 n’a été
rapportée que dans 1 cas d’AITL*'.

Malgré la diversité de ces anomalies, elles semblent toutes converger vers un point :

I’activation facilitée voire constitutive de la voie du TCR.

1-2.c - Signal 3 : Les cytokines et voies de signalisation associées

La plupart des cytokines signalisent via la voie JAK/STAT et vont réguler un ensemble de
processus cellulaires (différenciation, survie, prolifération...), autant de processus que les
cellules tumorales peuvent utiliser a leur avantage. Au dela du rdle des cytokines dans
I’initiation et le maintien tumoral que nous avons déja largement développé, un grand nombre
de mutations (principalement activatrices) dans ces voies sont a présent décrites et continues
d’étre identifiées. Elles permettent aux cellules tumorales de tirer les bénéfices des effets
biologiques des cytokines sans nécessiter d’apport exogene des dites cytokines, et ainsi de
s’en indépendantiser. Bien que cela soit le sujet d’intenses investigations, il n’est pas encore
clair si ces mutations sont des événements initiateurs ou secondaires de la lymphomagenese.
Sans prendre en compte le caractere exogeéne (cytokines) ou endogene (mutation activatrices)
de sa stimulation, la voie JAK/STAT est activée dans de rares cas ou jusqu’a 86% des PTCL
selon les entités. Celle ci est monitorée principalement par 1’expression de STAT3 et 5 sous
leur forme active phosphorylée (pSTAT) et par tests de 1’effet d’inhibiteurs de JAK. En
particulier, I’activation des cytokines yc (IL-2,4,7,9, 15, 21), de JAK1/3 et de STAT3/5 ont
été retrouvées dans un grand nombre d’entités dont les lymphomes NK/T***7 les ALCL-
ALK" et ALK *** les T-LGL**" les T-PLL****, les CTCL (SS et MF)»* % |eg
ATLL*??#7470 les EATL"*? les HSTL*"*” ou encore d’autres lymphomes yd *’*...

La plupart de ces surexpressions sont dues a des mutations activatrices, bien qu’elles puissent

étre retrouvées chez des patients non porteurs de ce type de mutation. Dans le cas de STAT3
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ou 5B, une majorité des mutations intervient dans le domaine SH2, domaine régulant la
dimérisation et donc ’activation de STAT suivie de sa translocation nucléaire. Ces mutations
conferent alors une phosphorylation augmentée et donc une activité augmentée, c’est a dire
une transcription augmentée des genes cibles. Dans certains cas la mutation seule n’est pas
suffisante pour induire la prolifération, mais donne un avantage prolifératif aux cellules
lymphomateuses dans des conditions d’activation, ce qui fut montré ex vivo sur des cellules de
patients mais également dans des modeles de lignées cellulaires transgéniques. D’autre part,
certaines études rapportent une amplification génique importante de STATS, par exemple

5 D’autres

dans 63% des CTCL™, ce qui n’a cependant pas été détecté dans une autre étude
mutations, cette fois inactivatrices, ont été détectées dans certains régulateurs négatifs de la
voie JAK/STAT tels que PTPN2, muté dans 6% des ALL-T***”7. Les SOCS sont d’autres
répresseurs de JAK/STAT, retrouvés fréquemment inhibés dans de nombreuses tumeurs.
Cependant, son expression semble plutdt inhibée indirectement, par hyperméthylation de son
promoteur”’*, révélant que la dérégulation de voies clés dans la lymphomagenése telles que
JAK/STAT ne provient pas toujours directement de mutations de cette voie, mais peut étre la
résultantes de mutations de facteurs épigénétiques que nous développerons dans la partie 2.
Au dela des mutations ponctuelles et des amplifications, la fusion NMP-ALK
(nucléophosmine-anaplastic lymphoma kinase) est 1’'un des mécanismes oncogéniques le
mieux caractérisé dans les lymphomes T, a tel point qu’il a permis de différencier 2 sous-
catégories d’ALCL, les ALK" et les ALK" (ces derniers étant porteurs de la fusion). Cette
fusion résulte d’une translocation t(2 ;5). Elle nous intéresse particulierement ici puisque elle
est responsable de déreglement de la voie JAK/STAT, en particulier une augmentation de
pSTAT3. A I'inverse 20% des ALK sont porteurs de mutations activatrices de JAK1 et/ou
STAT3 aux effets synergiques*”®. Il semble donc exister au sein des ALCL des mécanismes
physiopathologiques distincts, mais ayant au final une résultante commune : 1’activation de
STAT3.

Le fait que des mutations JAK/STAT soient retrouvées largement dans une grande variété de
lymphomes T, mais également dans d’autres hémopathies (mutations de JAK?2 et hémopathies
myéloides) et des tumeurs solides, montre a quel point la dérégulation de cette voie semble
étre un mécanisme pro-oncogénique majeur. Considérant ’ensemble de ces données, le
ciblage de ces voies JAK/STAT offre une perspective thérapeutique prometteuse, avec

cependant pour réserve des effets indésirables importants.
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2) Modifications épigénétiques

Les analyses whole-genome ou whole-exome de ces dernieres années ont permis de révéler de
nombreuses altérations de facteurs épigénétiques. Ces facteurs sont cruciaux et permettent la
régulation de I’expression génique par modification de la structure de la chromatine,

notamment par sa méthylation.

2-1. TET2, DNMT3A et lymphomes Ty
Les protéines TET (TET1, TET2, TET3) sont des methylcytosine dioxygenases responsables

de la production d’hydroxymethylcytosine, un élément important des processus de
démethylation et donc de régulation épigénétique. TET2 est impliqué dans la régulation

négative de I’hématopoiese’”®

. Des mutations de TET2 sont fréquemment observées dans les
hémopathies myéloides, mais également dans certains PTCL"”, en particulier les AITL (47%)
et certains PTCL-NOS (38%), particulierement ceux au profil Ty, (58%)*. Ces travaux ont
été confirmés par la suite, avec des fréquences encore plus élevées de ces mutations (76-83%
des AITL)****'. DNMT3A est une methytransférase également impliquée dans de nombreux
mécanisme de régulation épigénétique. Le gene DNMT3A est retrouvé mutée dans environ un
tiers des AITL, presque uniquement dans des lymphomes TET2 mutés****'. Des mutations
d’IDH2, qui n’est pas un facteur épigénétique a proprement parler, mais un régulateur de
TET2, sont particulierement confinées aux AITL et toujours associées aux mutations de
TET2. Un hotspot particulier (R172) a été décrit et semble particulierement important dans la
biologie des AITL, puisque ceux porteurs de cette mutation (IDH2/TET2 double mutant)
possedent un profil unique d’hyperméthylation (sur H3K27me en particulier), responsable de
la répression de la voie du TCR notamment. Leur profil transcriptomique est bien distinct des
AITL TET2 simple mutant**.

L’article de Sakata et al dans Nature Genetics montre également que tous les AITL RHOA-
G17V* (mutation que nous avons déja décrite) présentent une mutation de TET2, qui est

également présente dans le compartiment hématopoiétique non tumoral**’

, suggérant que la
perte de TET2 est un événement driver trés précoce, probablement au niveau des CSH
(Cellules Souches Hématopoiétiques), coopérant avec la perte ultérieure, tardive (puisque
présente uniquement dans les cellules T tumorales) de RHOA*’. Ceci fut notamment

GI7V

confirmé expérimentalement dans un modele murin Tet2” x Rhoa®"’”’, montrant 1’avantage

prolifératif conféré aux lymphocytes T-CD4" mutés, aprés leurs transfert dans des souris
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receveuses déplétées en cellules T, ainsi que le développement de lymphomes (a partir de
quelques semaines seulement) uniquement dans la condition double-KO***.

Un bon nombre d’arguments vont dans le sens que ces pertes de TET2 ou de DNMT3A
interviennent précocement dans le compartiment CSH. En effet, ces mutations font partie des
mutations les plus retrouvées dans le sang de patients souffrant d’hématopoiese clonale, une
pathologie dont la fréquence augmente avec 1’age (jusqu’a devenir inévitable) et associée a un
risque plus élevée d’hémopathies malignes. Ce type de mutation est d’ailleurs plus fréquent

chez les sujets Agés****¥

, mais peuvent tout de méme &tre détectés tres tOt, de maniere
ubiquitaire, chez des patients sains. De plus, les CSH porteuses de mutations TET2 ou
DNMT3A possedent des capacités d’auto-renouvellement plus élevées*’®*"**, Cependant la
présence de ces mutations n’est pas synonyme de lymphome comme le suggere une étude
ayant suivit des personnes porteuses (a bas bruit, mais retrouvée dans ’ensemble du
compartiment hématopoiétique) et n’ayant pas développé d’hémopathie particuliere*”.
L’hypothese ayant émergée de ces travaux est que ces mutations, qui semblent s’accumuler
avec I’age, conferent aux CSH mutées un avantage sélectif face aux CSH natives, engendrant
donc parfois une hématopoiese clonale. Ces clones déja porteurs de capacités prolifératives
supérieures, mais n’étant pas néoplasique pour autant, doivent ensuite acquérir d’autres
mutations secondaires (telles que RHOA-G17V), afin de mener au développement d’un
lymphome. Ceci pourrait expliquer également pourquoi certains PTCL sont majoritairement
des pathologies du sujet agé.

Plusieurs modeles murins ont permis d’étayer le role de TET2 et DNMT3A dans la
lymphomagenese Ty,. Le premier modele Ter2-muté (au niveau du domaine catalytique)
montre que cette protéine est impliqué dans la régulation de I’hématopoiese et que les souris
Tet2-mutées finissent par développer des hémopathies principalement myéloides™”. Le second
modele possede une construction génique particuliere basée sur un gene-trap, permettant
d’obtenir des souris knockdown (et non pas knockout), avec par conséquent une expression
réduite de TET2. Ces souris présentent une évolution lente vers un lymphome type Ty, avec
une augmentation des Ty, spléniques a 40-60 semaines, puis le développement tardif de
lymphomes T (CD4*, PD-17, CXCRS5") dont le profil Ty,-like fut confirmé en
transcriptomique. Des analyses plus approfondies du profil de méthylation de ces lymphomes
montrent une hyperméthylation de I’intron 1 de Bcl6 (le master-gene de la différenciation

Tyy) associée a sa surexpression®”’

. Ce statut hypermethylé de Bcl6 a récemment été confirmé
dans les AITL porteurs de mutations de TET2, ce qui n’est pas le cas dans les lymphomes

TET2-WT et/ou IDH2 mutés, démontrant un lien fort entre TET2, BCL6 et lymphomes Ty *".
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Cependant aucune étude n’a démontré un réle de BCL6 dans la lymphomagenése des AITL et
des PTCL-Tgy-like. Est-ce-que la mutation TET2 favorise, via la surexpression de BLC6 a
laquelle elle semble corrélée, un biais vers la différenciation Ty, qui, associé€ au potentiel pro-
oncogénique de BCL6, favoriserait la transformation des Ty, ? Est-ce-que 1’acquisition de ce
profil Tpy, est juste un effet collatéral indirect de la perte de TET2 ? Bien que la premiere
solution paraisse la plus séduisante, quels seraient alors les mécanismes impliqués dans la
lymphomagenese Tpy dans les lymphomes TET2 non mutés ? La perte de TET2 ayant lieu
dans les précurseurs, les leucocytes du microenvironnement des AITL sont donc également
TET2 mutés, mais I’'impact de cette délétion globale n’est pas encore connu. Le dernier
modele murin TET2, basé sur des greffes sériées de moelle de souris KO pour Tet2 et
Dnmt3a, montre que ces anomalies cooperent dans le développement d’AITL et de T-ALL.
Dans ces dernieres, les altérations de TET2 et DMNT3A sont responsables d’une
hyperméthylation globale du génome, mais également d’une hypométhylation et d’une
surexpression de Notchl, entrainant une activation de la voie Notch, une voie oncogénique
récurrente de ces hémopathies T immatures™’. DNMT3A est également un géne fréquemment

muté dans les T-ALL**.

Bien que ces mutations de TET2, DMT3A et IDH ait été principalement décrites dans les
AITL, elles sont également retrouvées en de plus faible proportions dans d’autres PTCL,

comme les CTCL***” ou les EATL*",

2-2.SETD2 et autres membres de la famille des SET Domain

SETD?2 est une histone methytransférase intervenant dans la trimethylation de la lysine 36 de
I’histone H3 (H3K36), favorisant I’expression génique en facilitant 1’élongation,
I’épissage™”... Elle permet également une régulation du cycle cellulaire (transition G1/S),
I’enclenchement de mécanismes de réparation de I’ADN**, la méthylation de la tubuline*’).
L’absence de SETD2 empéche la machinerie de réparation de I’ADN de localiser les sites
endommagés lors de la réplication de I’ADN, ce qui résulte en une accumulation d’erreurs et

¥ Des altérations de SETD2 ont été trés récemment identifiées

une instabilité génomique
dans les HSTL*" et les MEITCL (anciennement EATL de type II)*""*">. Dans les MEITCL,
les altérations de SETD2 représentent jusqu’a 92% des cas (13/15), soit par mutations
ponctuelles pertes de fonction, soit par perte du locus correspondant. De maniere intéressante,

ces mutations sont beaucoup plus rares dans les EATL de type I, renforcant la distinction
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entre ces 2 entités, émergeants donc sans doute de mécanismes de lymphomagenese
différents. Dans la moitié des cas (7/13), SETD2 est porteur de 2 altérations, parfois touchant
les 2 alleles. De cette mutation résulte une hypométhylation de H3K36, probablement cruciale
dans la transformation*’'. Ce rdle fonctionnel fut confirmé dans un modele murins Serd2”,
montrant ’importance de cette protéine dans 1’ontogénie T, en particulier au niveau du
controle de différenciation aff vs yd, I’absence de SETD2 favorisant 1’expansion y0.
Cependant ces souris ne développent pas de lymphome, suggérant que d’autres événements
oncogéniques sont requis pour mener a la transformation compléte*’”. Les HSTL sont la
deuxieme entité dans laquelle des mutations de SETD?2 sont les altérations les plus fréquentes
(12/17 soit 71%)*". Cette étude montre que la délétion de SETD2 dans une lignée d’HSTL
(DERL2) induit des modifications majeures de voies de prolifération et de contrdle du cycle

cellulaire, conférant aux cellules mutées des capacités prolifératives augmentées.

Une étude de whole-exome réalisée sur des CTCL (SS) montre un grand nombre d’anomalies
dans plusieurs genes de 1’épigénétique : membres de la famille ARID, protéines impliquée
dans le remodelage chromatinien, tels que ARIDIA (40% des cas) et AIRDSB
principalement, ou encore des membres de la famille SMARC. A elles seules, ces familles de
genes sont retrouvées mutées/délétées dans plus de 90% des SS. D’autres altérations de
methytransférase de la famille SETD (SETD1A, SETD1B, SETDB2, SETD6) et de la famille
des MLL ont été identifiées et sont présentes dans 68% des SS. Une perte de fonction de
NCORI1 (histone déacetylase) ou de KDMO6B (histone démethylase) sont également
retrouvées dans 45% des cas (délétions, mutations)’”. Bien que les implications de tous ces
facteurs soient parfois connues dans certains cancers, on en sait trés peu dans le cadre des
PTCL. Mais I’accumulation d’autant d’altérations laisse supposer un rdle important de la
dérégulation de la méthylation de I’ADN dans la pathogenese des CTCL. L’identification de

ces anomalies offre cependant des perspectives thérapeutiques intéressantes.

3) Voie p53

La protéine p53, également appelée « gardien du génome », tire son surnom de son
implication dans de nombreux mécanismes impliqués dans le maintient de I’intégrité
génomique, notamment par la prévention des mutations, via leur détection, I’arrét du cycle

cellulaire, le recrutement de facteurs de réparation, et I’apopotose. pS3 est codée par TP53,
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gene retrouvé muté dans la moitié des cancers. Les personnes porteuses de mutations
germinales de TP53, une pathologie appelée syndrome de Li-Fraumeni, possedent un risque
accru de développer un cancer.

Comparé a certains cancers, la fréquence de mutations somatiques de 7P53 dans les PTCL
parait relativement faible. Cependant les analyses plus poussées réalisées par NGS ont permis
de démontrer que la voie p53 est finalement plus fréquemment altérée que ce qui était
soupconné. En effet, un certain nombre d’études basées majoritairement sur des marquages en
immunohistochimie montre souvent une expression aberrante de pS3, généralement résultant

*% Or dans les CTCL, une telle accumulation est

d’une accumulation de la protéine mutée
plutot observée dans les stade tardifs, sans que de mutations de p53 ne puissent étre mises en
évidence, semblant montrer une dérégulation de cette voie d’une manicre différente de

mutations p53*”

. D’autres études rapportent tout de méme des mutations de 7P53 dans 35%
des MF avancés™. En réalité des études plus récentes basée sur du whole-exome et de la CGH
(Comparative Genomic Hybridization) montrent que des mutations de 7P53 sont retrouvées
plus fréquemment dans des MF de stade avancé et que des délétions de la région 17p
contenant 7P53 sont parmi les anomalies plus fréquentes dans les CTCL (45-84%)"'". Ces
résultats ont été confirmés par des études a plus grande échelle, montrant encore une délétion
de TP53 dans 93% des échantillons, mais également des délétions de CDKN2A (40%), un
membre de la voie p53*7***, Certains polymorphismes comme P72R sembleraient également
conférer une légere prédisposition au MF**. D’autres étude rapportent des mutations de p53
et/ou de délétions dans d’autres entités : NK/TCL (17%)”, MEITCL (33%)""', EATL
(10%)*"?, HSTL (10%). Bien que la question n’ait pas été toujours adressée dans ces études, il
semblerait que la perte de p53 soit trés souvent un marqueur de mauvais pronostic.

Des réarrangements récurrents de la voie p53 ont été décrits dans une petite cohorte de divers
PTCL (NOS, ALCL-ALK"", CTCL). Ces réarrangements affectent 7P53, TP63, CDKN2A,
WWOX, et ANKRDI1 et sont présents dans 67% des PTCL testés. Le réarrangement 7P63
produit une version tronquée de p63 en N-terminal, exercant alors un effet dominant négatif
sur I’inhibition de p53, et donc un effet pro-oncogénique. Cette fusion fut confirmée sur une
cohorte de 190 patients, montrant sa présence dans seulement 6% des cas (mais pas dans
d’autres cancers), principalement dans les ALCL-ALK" (12,5%, contre 0% dans les ALK", les
AITL ou les MF)’*. Ces résultats montrent que, possiblement, les mécanismes menant 2 une
dérégulation de p53 sont variés. Cette fusion semble en tout cas avoir une importance
fonctionnelle ayant des répercutions cliniques, puisque qu’il s’agit notamment d’un marqueur

de mauvais pronostic dans les MF*" et les ALCL".
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En conclusion de ce chapitre, nous avons rassemblé dans un méme schéma un ensemble de
mécanismes impliqués dans la lymphomagenese, qu’ils soient démontrés ou hypothétiques, en

faisant le choix de se focaliser sur les CTCL (Figure 11).

Mutations activatrices de
JAK/STAT

&

Délétion/mutation de Hyperméthylation du

facteurs épigénétiques promoteur de I'lL-15
(ARID, SETD, MLL, Perte de répression par ZEB1
NCOR1... Surproduction d’IL-15

e‘i@

e . Absence de répression
Délétion/mutation de ZEB1 Surproduction IL-15

Figure 11 : Représentation schématique de mécanismes physiopathologiques
possibles dans des CTCL. La perte de p53 étant trés fréquemment altérée dans les
CTCL, il pourrait s’agir d’'un événement driver, permettant un environnement
permissif a 1’accumulation d’autres événements mutationnels (A-D) menant
souvent a [’activation des voies JAK/STAT (prolifération, survie...). Ces
mécanismes ne sont probablement pas toujours exclusifs.
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CHAPITRE C - LES LYMPHOMES
T « NON-CONVENTIONNELS »

Nous avons vu tout au long de cette partie introductive la biologie des lymphocytes T dits
« non-conventionnels » (ou « innate-like ») puis les lymphomes T, principalement au travers
des mécanismes physiopathologiques. Nous allons a présent dans ce chapitre tenter de
rassembler les 2 aspects de cette introduction sous la thématique des lymphomes T « non-
conventionnels », c’est a dire ayant pour cellule d’origine des lymphocytes Tyd, NKT, ou
MAIT. Nous exposerons alors en quoi nous pensons que ces entités plus ou moins connues
seraient particulierement sensibles a certains mécanismes de lymphomagenese tels que la

stimulation antigénique chronique et les modifications épigénétiques.

I - LES DIFFERENTES ENTITES DE LYMPHOMES T
« NON-CONVENTIONNELS »

1) Les lymphomes T gamma-delta

Bien que de rares cas de PTCL-NOS, d’EATL, de CTCL ou encore de T-LGL yd aient été
décrits, seulement 3 entités de lymphomes sont considérées comme émergeant de
lymphocytes Ty0 : les HSTL ; les PCGDTL (Primary Cutaneous yd T-cell Lymphoma) et les
MEITCL (ex-EATL de type II).

1-1. Les lymphomes T hépatospléniques (HSTL)
Il s’agit d’une entité rare et tres agressive (médiane de survie de 1 an) dérivant de
lymphocytes T y8 cytotoxiques (plus rarement de of™). Ces lymphomes étant

majoritairement V§1°"

, le tropisme extranodal (rate et foie, parfois moelle) des ces
lymphomes concorde avec la localisation des lymphocytes TV81 normaux, principalement
retrouvés au niveau du tractus digestif mais également dans la rate, et dans le foie ou ils sont
par exemple enrichis en cas d’infection par le HCV**'. Comme nous 1’avons évoqué, malgré

la rareté des HSTL (moins de 2% des PTCL), ils représentent cependant I’entité T la plus
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fréquemment rencontrée chez les patients transplantés (20%). Certains traitements
immunosuppresseurs tels que 'infliximab (maladie de Crohn) ou les anti-TNF semblent
également augmenter le risque d’HSTL’''”">. D’un point de vue phénotypique, les cellules
sont principalement CD4/CD8 CD3", bien que la perte de CD3 soit fréquemment observée
avec I’expression de marqueurs NK (CD16, CD56, CD57, KIR)".

514,515

Une isochromosomie 7q ou une trisomie 8 est souvent observée , suggérant un role driver

important, mais aucune €tude n’a a ce jour démontré I’effet fonctionnel de telles altérations.

1-2. Les lymphomes T cutanés yd (PCGD-TCL)

Ces lymphomes sont des entités tres agressives ne représentent que <1% de I’ensemble des
CTCL. 11 s’agit de cellules au profil cytotoxiques, mais contrairement aux HSTL, ils
expriment principalement une chaine V92, similaire donc aux lymphocytes Tyd présents dans
la peau et le sang. Les cellules sont généralement CD3", CD4'CD8 et CD56". D’un point de
vue clinique, ils se caractérisent par des 1€sions cutanées disséminées, ulcérées et nécrotiques.

De par leur rareté, rien n’est connu de leur physiopathologie.

1-3. MEITCL

Anciennement EATL de type II, cette pathologie a été classée a part en 2016, notamment de

270

part son absence d’association avec la maladie coeliaque®”. Cependant la distinction entre

EATL et MEITCL n’est pas évidente. Cette hémopathie est plus fréquente en Asie. Ils sont
généralement CD3*, CD56" °'°, et 78% expriment un TCRy >,

Une étude de 2015 montre dans une cohorte de 43 lymphomes Tyd (+3 lignées) que des
mutations des STAT5B (N642H principalement) et de STAT3 sont fréquentes (35%)*"*. 1l ne
s’agit pas d’une incidence tres élevée, mais sans doute que la voie JAK/STAT sont

importantes dans les hémopathies Tyd, tout du moins dans une partie d’entre eux.

2) Autres (NKT, MAIT)

2-1. Lymphomes MAIT

A T’heure actuelle, seulement un papier a décrit des lymphomes émergeant de lymphocytes

MAIT’". Cette étude a I’origine a screené une cohorte de 26 PTCL-NOS et 24 ALCL. 2 cas
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de PTCL-NOS se sont révélés positifs pour PLZF en marquage histologique. L’analyse par
PCR du réarrangement TCRa de ces 2 lymphomes montre un usage des chaines TRAV1-2-

TRAIJ33, typiques des MAIT (PCR négative pour TRAV10-TRAJ18 des iNKT).

2-2. Lymphomes NKT/CD1d-restreints

Il n’existe a notre connaissance aucune description de PTCL d’origine NKT chez I’homme.
Comme nous 1’avons déja évoqué, la plupart des NKT chez ’homme sont de type II (ANKT)
et nous manquons cruellement d’outils afin de les identifier. La recherche de PTCL-NKT
humains parait donc trés compliquée a I’heure actuelle. En revanche nous avons dans notre
équipe identifié un certain nombre de lymphomes T CD1d-restreints*"”. Il ne s’agit pas la de
NKT a proprement parler, mais de Tyd CD1d-restreints, que nous avons délibérément choisit
de regrouper avec les NKT dans une catégorie « lymphocytes T CD1d-restreints ». Nous
avons en effet montré un marquage positif de certains PTCL pour le tétramere CDI1d-

sulfatide, utilisé habituellement pour marquer une fraction dNKT (mais €galement reconnu

1+ 174-176

par certains T-V§ ). En accords avec la littérature, I’ensemble des lymphomes positifs

pour ce marquage (HSTL, T-LGL) expriment une chaine V31. L’étude de Bai et al/ montre

par ailleurs une expansion clonale de ces lymphocytes T-V01 sulfatide-restreints dans le cadre
de sclérose en plaque, montrant que ces lymphocytes sont capables de proliférer de maniere
clonale dans un contexte auto-immun, probablement en réponse a un antigéne particulier, ce
qui pourrait étre le point de départ de I’émergence de clones tumoraux.

La découverte d’une telle restriction par certains PTCL a, a ’origine, émergé de la mise en
évidence dans notre équipe de lymphomes iNKT chez les souris p53” *", un modele utilisé
depuis une trentaine d’année dans lequel jamais de telles entitées n’avais été décrites. Dans
cette étude nous avons montré que ces PTCL-NKT (NKTL) présentent des caractéristiques de
NKT chroniquement activés, et que I’injection répétée de glycolipides activateurs des NKT
(via I’injection de Streptococcus pneumoniae'” inactivé) augmentait ’incidence des NKTL.
De plus ces lymphomes sont dépendants de I’interaction de leur TCR avec le CD1d du
microenvironnement pour leur développement et survie in vivo, une addiction au signal TCR
dont nous avons déja parlé dans le cadre des lymphocytes T a mémoire générés lors d’une

*_Tous ces arguments nous poussent a croire que les infections

infection virale chronique
chroniques peuvent favoriser 1’émergence de certains lymphomes T, probablement dans un
contexte génétique particulier, permissif 2 la transformation (ici p53”, mais d’autres

altérations que nous avons décrit précédemment comme les facteurs épigénétiques sont
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envisageables). Ce travail de these correspond principalement a la suite de notre étude sur ce

modele des lymphomagenese NKT.

I1 - IMPORTANCE DES FACTEURS EPIGENETIQUES

1) SETD2 et lymphomes Tyd

Les altérations les plus fréquemment retrouvées dans les HSTL concernent des genes de
I’épigénétiques. SETD?2 en particulier est la plus récurrente. Cumulées avec les altérations de
INOS8O, ARID1B, TET3, SMARCA2, TET2 et DNMT?3A, elles sont retrouvées de maniere
quasiment mutuellement exclusives dans environ 70% des cas™’. Ces mutations sont
retrouvées en moindres fréquences dans les autres entit€és de PTCL et de lymphomes B
analysés dans cette étude. D’un point de vue fonctionnel, comme nous I’avons déja évoqué,
SETD2 est une methytransférase d’H3K36 connue pour étre impliquée dans différents
processus biologiques importants : prolifération, détection/réparation des dommages a I’ADN,
notamment via sont interaction avec p53°'"*°". 44% des patients HSTL mutés pour SETD2
présentent plus d’une seule mutation. Ces pertes bialléliques suggerent un role important de
SETD?2 dans la lymphomagenese. La suppression de SETD?2 in vitro dans une lignée d’HSTL
(DERL2) par des ARN interférants (shRNA), induit principalement une dérégulation de voies
du cycle cellulaire et de la prolifération, et confere aux DERL2 une capacité proliférative 2
fois plus élevée que les DERL?2 controles.

SETD2 est également 1’anomalie la plus récurrente dans les EATL (32%), avec d’autres
facteurs épigénétiques (YLPM1, TET2), avec une fréquence tout de méme bien plus élevée
dans les des EATL de type II (MEITCL), étant retrouvée dans plus de 60% des cas*’*, venant
confirmer les résultats d’une autre étude ayant montré une perte de SETD2 dans plus de 90%
des cas de MEITCL"".

Il semble donc y avoir un lien étroit entre la perte de SETD2 et 1’émergence d’hémopathies

Tyd. Ce lien fonctionnel est renforcé par I’existence d’un modele murin Setd2” que nous

472

avons déja décrit, dans lequel une expansion anormale de Tyd est observée™~. L’ origine de ce

lien n’est cependant pas connue. SETD2 pourrait peut-étre €tre impliqué dans les voies de
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différenciation ou d’activation yd, comme peuvent I’étre certains facteurs épigénétiques dans

la différenciation NKT, comme nous allons le voir dans la partie qui suit.

2) Id2 et Id3

Les protéines Id (Inhibitor of DNA binding) sont des régulateurs transcriptionnels impliqué
dans la prolifération et la survie de nombreux types cellules et leur surexpression est
impliquée dans différents cancers. A l'inverse, la perte d’Id3 semble impliquée dans la

520

physiopathologie des lymphomes de Burkitt’”. La premiere mise en évidence d’un role de la
perte d’une protéine Id dans la lymphomagenese T provient d’une étude montrant que les
souris Id3" développent des lymphomes Tyd, partageant un certain nombre de caractéristiques
avec les HSTL™'. En revanche, I’implication d’Id3 dans la physiopathologie des HSTL
semble contredite par I’absence de mutations d’Id3 dans I’étude de McKinney et al*’. Peut-
étre qu’ld3 est impliqué dans d’autres lymphomes Tyd trop rares pour étre clairement étudiés.
Une étude récente menée sur des souris 1d2/Id3" a reporté des lymphoproliférations tumorales
de type iNKT et d’autres lymphomes CDI1d-restreints. De maniere intéressante, ces souris
semblent présenter un profil transcriptionnel dérégulé déja au niveau des NKT néonataux,

suggérant que cette dérégulation induite par la perte d’Id2 et Id3 prédispose les cellules NKT

a la transformation®>.

3) Cas des lymphoproliférations NKT

Nous avons déja évoqué une étude récente montrant une expansion iNKT dans un modele
murin Tet2” x Tet3" (double KO)*. Bien que le terme de lymphome NKT n’ait pas ét€ utilisé,
le caractere transférable de ces lymphoproliférations dans des souris B6 receveuses ne laisse
aucun doute sur leur potentiel malin. Le profil de ces lymphomes présente un biais NKT17
avec une expression aberrante de RORYT" qui pourrait étre la conséquence d’une perte de
répression par T-bet, associé a une 1égere augmentation des NKT1 et NKT2 thymiques. De la

méme maniére que les lymphomes NKT de notre étude*"”

, ces lymphomes ne se développent
pas apres transfert dans des souris CDId", suggérant une prolifération induite par une
reconnaissance antigénique. Ce dernier point n’est pas particulierement adressé dans cet

article.

96



Deux études parue dans J Exp Med et Nature Com ont également reporté une expansion iNKT
thymique et périphérique dans 2 modeles murins Ezh2” et Jarid2” conditionnels (systeéme
CD4-Cre) respectivement™*. 1l s’agit de 2 composants du complexe PRC2, qui régule la
méthylation de I’histone H3K27. Dans ces 2 modeles, la déficience en ces facteurs
épigénétiques provoque une expansion principalement de NKT2 (stade 2) (IL-4", CD44",
NK1.1") associée a une surexpression de PLZF. Il ne s’agit pas ici de proliférations malignes
(bien que leur transférabilité ni leur clonalité n’aient a priori pas été testées), mais elle
montrent bien |'importance de certains facteurs épigénétiques dans la régulation du

développement NKT.

Il est fort probable que les découvertes de telles proliférations de lymphocytes T non-
conventionnels dans tous ces modeles (Tet2/Tet3, Ezh2, Jarid2, 1d2/Id3, Setd2) aient été
fortuites, tout comme dans le modele p53 que nous avons étudié. Nous n’avons pour le
moment pas les éléments nous permettant d’expliquer ce lien fort qu’il semble exister entre
lymphomagenese T non conventionnelle et facteurs épigénétiques. Cependant, considérant
I’importance du signal TCR dans la différenciation vers ces différents lignages (NKT, MAIT,
Tyd) notamment via I’induction de facteurs de transcription tels que PLZF, dont I’expression
est fortement modulée au niveau chromatinien, il est possible que 1’absence de certains
facteurs épigénétiques permette une différenciation facilitée vers la voie T non
conventionnelle ainsi que des capacités prolifératives augmentées. Par exemple, les NKT
immatures (NKT2 principalement) correspondent au stade au cours duquel les NKT possedent
la capacité proliférative la plus élevée™. Le maintient aberrant de PLZF, normalement
fortement exprimé dans les NKT2, pourrait donc étre a 1’origine des proliférations anormales
observées dans certains de ces modeles. Il semble néanmoins clair que les pertes de ces
facteurs ne soient pas équivalentes en terme de potentiel pro-oncogénique.

Bien que les iNKT soient rares chez ’homme il est toutefois surprenant que des hémopathies
NKT n’aient toujours pas été décrites. Probablement qu’il existe un certain nombre de PTCL

d’origine dNKT, mais ces cellules restent tres difficiles a identifier avec les outils actuels.
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But du projet

Comme discuté lors de cette partie introductive, les données concernant la lymphomagenése T
associées aux stimulations antigéniques, et plus précisément aux infections chroniques, restent
parcellaires et nécessite le développement de nouveaux modeles expérimentaux.

Notre laboratoire a fait récemment la découverte de PTCL d’origine NKT chez la souris. Ces
lymphomes présentant des caractéristiques de cellules chroniquement activées, la premicre
question fut de déterminer par quel moyen [D’activation chronique induit-elle la
lymphomagenese : Est-ce via [’activation directe du TCR NKT par des glycolipides
bactériens, ou bien via un mécanisme plutoét induit par 1’inflammation associées a des
glycolipides endogenes (activation NKT indirecte) ? De plus, quel role joue la flore
commensale dans la génération spontanée de lymphomes NKT chez les souris p53” 2

D’autre part, nous avons voulu étudier, grice au modéle p53™, I’implication de pathogénes
suspectés pour étre associés avec certains lymphomes T chez ’homme mais dont 1’association
manque de preuves cliniques et expérimentales, tels que Borrelia burgdorferi. Nous avons
¢galement cherché a caractériser plus précisément cette nouvelle entit¢ de PTCL, en
particulier au niveau génomique afin d’identifier d’éventuels événements mutationnels clés de

la lymphomagenéese NKT.
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Résumés

Article 1 : Lymphomes T périphérique restreints au CD1d chez la souris et ’homme.

Les lymphomes T périphériques (PTCL) sont une entité de néoplasmes de mauvais pronostic,
manquant de traitements efficaces, et dont la physiopathologie demeure largement inconnue.
Identifier les mécanismes de lymphomagenese, ainsi que la cellule d’origine a partir de
laquelle les PTCL émergent, est crucial pour le développement de stratégies thérapeutiques
efficaces. En plus des lymphomes thymiques bien caractérisés, nous avons mis en évidence
que les souris p53”" développent également des PTCL n’émergeant pas de lymphocytes T
conventionnels mais de cellules NKT restreintes au CD1d. Ces PTCL présentent des
caractéristiques de NKT activés, telles que la sur-expression de PD-1 et la perte de NK1.1.
Des injections de Streptococcus pneumoniae inactivé, une bactérie connue pour exprimer des
glycolipides activant les NKT, augmentent ’incidence des PTCL, contrairement aux
injections d’Escherichia coli. Des analyses transcriptomiques révelent une expression
significativement réduite de génes codant des effecteurs de la voie de signalisation du TCR,
une caractéristique classique de cellules T activées chroniquement. Le ciblage du signal TCR
dans les PTCL, soit par cyclosporine A, soit par Ac bloquants anti-CD1d, prolonge la survie
des souris. Nous avons également identifié chez ’homme des cellules lymphomateuses
restreintes au CD1d au sein de PTCL exprimant un TCR V81". Ces résultats permettent de
définir un nouveau sous-type de PTCL, ouvrant la voie au développement d’Ac bloquants

anti-CD1d comme perspective thérapeutique chez ’homme.

Article 2 : Jarid2 régule la lymphomagenése NKT provoquée par I’infection chronique a
Borrelia burgdoferi.

Borrelia burgdorferi (Bb), transmis a ’homme par les piqires de tiques Ixodes, est I’agent
responsable de la maladie de Lyme, une zoonose émergente reportée comme étant la maladie
vectorielle la plus fréquente de I’hémisphére nord. En dépit de données suggérant que les
infections chroniques par Bb peuvent engendrer des lymphomes B et T cutanés, aucune
preuve formelle n’a pu établir un lien direct entre Bb et lymphomagenése. Ici, nous avons
observé que les souris p53” infectées par Bb présentent une incidence augmentée de
lymphomes T périphériques (PTCL) émergeant de cellules NKT restreintes au CD1d. La
chronicité de I'infection par Bb est nécessaire pour le développement des PTCL-NKT. En
accord avec ces résultats, les PTCL-NKT présentent un phénotype de cellules NKT activées

chroniquement via leur TCR, tel que la surexpression de PD-1, la perte de NKI1.1 et la
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dépendance de l’interaction TCR/CDI1d pour leur survie. En se basant sur I’expression de
marqueurs de surface, de facteurs de transcription, et sur leur production cytokinique, ces
PTCL-NKT partagent de fortes similarités avec le sous-type NKT2, en dépit d’une
dérégulation phénotypique partielle. Le séquengage whole-exome de 6 PTCL-NKT a révélé
de larges perte récurrentes dans le chromosome 13, avec une zone minimale de délétion
comprenant le géne d’un facteur épigénétique, Jarid2, dont la perte fut confirmée dans 92%
(22/24) des PTCL-NKT. L’expression ainsi que la fonction de Jarid2 sont profondément
altérées dans ces lymphomes. Nous travaux représentent la premieére démonstration d’un role
direct de Bb dans la lymphomagenése T et décrivent I’inactivation de Jarid2 comme une

signature moléculaire des PTCL-NKT.
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ARTICLE 1:
CD1d-restricted peripheral T cell

lymphoma in mice and humans
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Peripheral T cell lymphomas (PTCLs) are a heterogeneous entity of neoplasms with poor prognosis, lack of effective therapies, and
a largely unknown pathophysiology. Identifying the mechanism of lymphomagenesis and cell-of-origin from which PTCLs arise is
crucial for the development of efficient treatment strategies. In addition to the well-described thymic lymphomas, we found that
p53-deficient mice also developed mature PTCLs that did not originate from conventional T cells but from CD1d-restricted NKT
cells. PTCLs showed phenotypic features of activated NKT cells, such as PD-1 up-regulation and loss of NK1.1 expression. Injec-
tions of heat-killed Streptococcus pneumonia, known to express glycolipid antigens activating NKT cells, increased the incidence
of these PTCLs, whereas Escherichia coli injection did not. Gene expression profile analyses indicated a significant down-
regulation of genes in the TCR signaling pathway in PTCL, a common feature of chronically activated T cells. Targeting TCR sig-
naling pathway in lymphoma cells, either with cyclosporine A or anti-CD1d blocking antibody, prolonged mice survival. Impor-
tantly, we identified human CD1d-restricted lymphoma cells within V51 TCR-expressing PTCL. These results define a new subtype
of PTCL and pave the way for the development of blocking anti-CD1d antibody for therapeutic purposes in humans.
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Non-Hodgkin lymphoma is a form of cancer that emerges
from the transformation of mature B, T, or NK cells. Periph-
eral T cell lymphomas (PTCLs) represent 12—15% of all lym-
phoid malignancies in Western countries and include >20
entities that can be grouped according to their presentation as
disseminated (leukemic), predominantly extranodal, cutane-
ous, or predominantly nodal diseases (Swerdlow et al., 2008).
Chemotherapy regimens that cure many patients with B cell
lymphomas have produced disappointing results in PTCL so
far, explaining a dismal prognosis with a 5-yr overall survival
rate barely exceeding 30%. Furthermore, compared with the
breakthrough achieved by anti-CD20 and BCR pathway in-
hibitors currently revolutionizing the management of B cell
malignancies, no major advances have been made during the
last decades in the study of PTCLs, emphasizing the need
for innovative approaches.

Identifying the cell origin from which lymphomas arise
is a field of intense research and has been fruitfully applied to
B cell lymphoma classification (Swerdlow et al., 2008). Un-
raveling the correlations between B cell lymphoma subtypes
and normal B cell development has helped to understand
transformation mechanisms, formed the basis for the current
classification of B cell lymphomas in humans, and, most im-
portantly, contributed to tailored therapeutic strategies. Such
a link between normal T cell developmental stages and the
cellular origin in T cell lymphomas is poorly elucidated. Ex-
cept for angioimmunoblastic T cell lymphoma, whose nor-
mal counterpart was identified as follicular helper T cells, the
cell-of-origin for most mature T cell malignancy is still a mat-
ter of speculation (de Leval et al., 2007). The complexity of
the T cell branch of adaptive immunity, encompassing numer-
ous subsets of conventional (restricted by MHC molecules)
and unconventional (restricted by MHC-like molecules) T
cells (Salio et al., 2014) with effector, memory, and regulatory
functions, might explain why PTCLs are still poorly defined.

Among unconventional T cells, invariant natural killer
T cells (NKT cells) represent a peculiar subset exhibiting
several unusual properties. First, they express an invariant
TCR a chain composed of a rearrangement of Varl4-Ja18,
with a conserved CDR 3w region generated by the rearrange-
ment (Bendelac et al., 2007). Second, whereas conventional T
cells recognize peptide fragments, iINKT cells recognize self-
antigens and microbial lipid-containing antigens presented by
CD1d, a nonpolymorphic MHC class I-like antigen-present-
ing molecule (Bendelac et al., 2007). Third, iNKT cells very
rapidly produce several effector cytokines and, like innate im-
mune cells, they lack a clear memory response.

Abbreviations used: ALK, anaplastic lymphoma kinase; aGalCer, a-galactosylceramide;
CsA, cyclosporine A; GEP, gene expression profile; GO, gene ontology; GSEA, gene set
enrichment analysis; H&E, hematoxylin and eosin; HSTL, hepatosplenic T cell lym-
phoma; iNKT, invariant NKT; MAIT, mucosal invariant T; MFI, mean fluorescence inten-
sity; M-FISH, multicolor fluorescence in situ hybridization; PCA, principal component
analysis; PLZF, promyelocytic leukemia zinc finger; PTCL, peripheral T cell lymphoma;
PTCL-NOS, PCTL-not otherwise specified; Spn, Streptococcus pneumonia, TdT, terminal
deoxynucleotidyl transferase; TL, thymic lymphoma; T-LGL, T cell large granular lym-
phocyte leukemia; T-PLL, T cell prolymphocytic leukemia.
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Figure 1. p53~/~ mice develop PTCL. (a) Survival and tumor develop-
ment spectrum in p53"‘ mice. Of note, the number of tumors (n = 34)
exceeded the total number of mice (n = 33) due to one animal bearing two
tumors (i.e., a solid tumor and a lymphoma). (b) Macroscopic and pheno-
typic characteristics of the three different types of lymphoma encountered
in p53‘/‘ mice (thymus, blue arrow; spleen, yellow arrow; liver, red arrow).
Contour plots were gated on abnormal FSC""/SSC"" tumor cells recov-
ered from the thymus for TLs and the liver for PTCLs. Data are representa-
tive of at least five different TLs and PTCLs.

CD19 >

Until recently, with the notable exception of anaplastic
lymphoma kinase (ALK) rearrangement in ALK-positive ana-
plastic large cell lymphoma, genetic alterations in most PTCL
entities were limited to the description of recurrent chromo-
somal gains and losses without established clinical and bio-
logical relevance (Gaulard and de Leval, 2014). However, the
advances in deep sequencing technologies have allowed the
discovery of recurrent alterations in several PTCLs. These in-
clude the recently described RHOA G17V hotspot mutation
found in up to 70% of angioimmunoblastic T cell lymphomas
(Palomero et al., 2014; Sakata-Yanagimoto et al., 2014;Yoo et
al., 2014), sometimes in association with FYN, TET2, IDH2,
or DNMT3A mutations (Quivoron et al., 2011; Cairns et al.,
2012; Couronné et al., 2012). Other genomic abnormalities
have also been identified, including rearrangements of the
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6p25.3 locus, involving DUSP22 in ALK-positive anaplastic
large cell lymphoma (Feldman et al., 2009); ITK-SYK re-
arrangements in some nodal PTCL-not otherwise specified
(NOS; Streubel et al., 2006); and STAT5B mutations in hep-
atosplenic T cell lymphomas (HSTLs; Nicolae et al., 2014).
Whole-exome sequencing of cutaneous T cell lymphomas
and Sézary syndrome have shown that the most prevalent
genetic abnormalities include frequent deletions and muta-
tions in chromatin-modifying genes (TET2, DNMT3A, and
ARID1A) and in multiple components of the TCR signaling
pathway (PTEN, PLCG1, PRKCQ, CD28, and TNFAIP3),
as well as TP53 (p53) mutations or copy number alterations
(Cristofoletti et al., 2013;Vaqué et al., 2014; Choi et al., 2015;
da Silva Almeida et al., 2015). Inactivating point mutations of
TP53 are particularly rare in other PTCL, but genome-wide
analyses have identified structural rearrangements of at least
1 of 5 TP53-related genes in 67% of PTCLs (Vasmatzis et
al., 2012). Moreover, the cytoplasmic p53 protein is overex-
pressed in many digestive, cutaneous, and nodal PTCLs (Mur-
ray et al., 1995; Lamprecht et al., 2012;Vasmatzis et al., 2012),
evocative of a dysfunctional p53 signaling pathway. However,
although 70% of p53™'~ mice spontaneously develop imma-
ture thymic lymphomas (TLs; Donehower et al., 1992; Jacks
et al., 1994), little is known about the role of p53 in mature
T cell lymphomagenesis in mice. Although p53™'~ mice have
been used as a model for immature T cell lymphoma for years,
we demonstrate that they are also a suitable model for PTCL

JEM Vol. 213, No. 5
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PTCL

Figure 2. Histology and clonality of PTCLs.
(a) H&E staining of spleen and liver from nor-
mal and PTCL-bearing mice. Bar, 750 um. Ex-
periments were conducted with five different
PTCLs with similar results. (b) H&E staining
of spleen and liver appositions from PTCL-
bearing mice. Bar, 50 um. Experiments were
conducted with three different PTCLs with sim-
ilar results. (c) H&E staining of lung and kidney
from mice that developed PTCLs. Bars: 500 pm
(left); 100 pm (right). Experiments were con-
ducted with five different PTCLs with similar
results. (d) TdT staining of formalin-fixed and
paraffin-embedded sections from thymi and
spleens of representative localized TL, gen-
eralized TLs, and PTCLs. Bars, 200 pm. Exper-
iments were conducted with three different
PTCLs with similar results. (e) Clonality assess-
ment of the TRBV locus (TCRV) of spleen cells
from one WT mouse and two representative
PTCLs mice (out of seven analyzed specimens)
by genomic multiplex PCR.

PTCL

TRBV29 (VB7)

TRBV13-1 (VB8.3)

development, and uncover a new cellular origin for PTCLs
with potential therapeutic application.

RESULTS

p53~~ mice develop PTCL

We studied peripheral lymphoma development in p53~~
mice. As expected, all p53™~ mice were dead after 278 d
(median survival = 166 d) and approximately two-thirds of
the mice developed T cell lymphoma (Fig. 1 a). As previously
demonstrated (Donehower et al., 1992; Jacks et al., 1994),
most of the mice developed well-known TL (44% of mice)
that could be further subdivided into localized TL, where only
thymus was macroscopically involved, and generalized TL,
where lymphoma cells had spread to liver and spleen (Fig. 1,
a and b). However, 21% of mice had massive hepatomegaly
and splenomegaly without thymic involvement reminiscent
of PTCL (Fig. 1, a and b). In PTCLs, all organs examined
(liver, spleen, lung, lymph nodes, bone marrow, and kidney)
were characterized by a polymorphic infiltrate of predomi-
nantly large cells (Fig. 2, a—c). The architecture of spleen and
liver from PTCL mice was nodular and diffuse, with massive
cell infiltration leading to the effacement of the normal struc-
ture (Fig. 2 a). Negative terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) staining was observed across all samples analyzed, re-
gardless of the organ (thymus, spleen, liver, lymph node, lung,
and kidney), as opposed to a strong positive staining in all TLs
examined (Fig. 2 d), confirming the post-thymic or mature
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Figure 3. PTCLs in p53~/~ mice exhibit features of activated memo-
ry-phenotype T cells. (a) Co-receptor expression in PTCLs compared with
TLs, normal CD4*, and CD8" splenic T cells. (b) Surface staining of PTCLs
compared with normal splenic T cells (dark gray shaded histograms indi-
cate PTCLs; light gray shaded histograms indicate normal splenic T cells
and dotted lines indicate isotype controls). This staining is representative of
all seven PTCLs tested. (c) Expression of activation surface markers in PTCLs
compared with TLs and normal splenic T cells. P-values were determined by
Mann-Whitney U tests. **, P < 0.01. (d) Representative M-FISH images of
TLs (n = 2) and PTCLs (n = 3).

origin of these PTCLs. We also demonstrated clonality of the
PTCLs using assessment of the variable region of the TCR 3
chain (TRBV) locus by genomic multiplex PCR (Fig. 2 e).

PTCLs exhibit features of activated memory T cells

Compared with TL and normal CD8* or CD4" T cells, all
PTCLs had decreased expression of the CD4 and CD8 co-re-
ceptor molecules, with most of them being double negative
(Fig. 3 a). PTCLs were also CD44"CD25"CD62L", which
suggests an effector-memory T cell phenotype (Fig. 3 b).
These staining patterns were consistent across the different
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organs involved, including spleen, liver, blood, lymph node,
and bone marrow (unpublished data). Activation markers,
such as CD69, CD54, and B220 (Renno et al., 1998), were
significantly up-regulated in PTCLs (Fig. 3 ¢) compared
with TLs and normal T cells. Finally, cytogenetic alterations
of PTCLs were examined using multicolor fluorescence in
situ hybridization (M-FISH). In sharp contrast to the well-
documented aneuploidy observed in TLs (Liu et al., 2004)
and to the two TLs that served as positive controls in our
study, no clonal translocation or chromosomes number alter-
ations were observed in PTCLs (Fig. 3 d), giving strong sup-
port to a distinct pathophysiological transformation process
leading to this type of tumor.

PTCLs originate from invariant NKT (iNKT) cells

Clonality studies of PTCLs revealed a striking VP repertoire
usage bias with five PTCLs expressing the VB7 chain and
two the VB8 chain (Fig. 2 e and Table 1). Given the strong
VB8, VP7, and VP2 repertoire bias that characterizes mouse
iNKT cells (Lantz and Bendelac, 1994; Godfrey et al., 2004),
we hypothesized that PTCLs might derive from the trans-
formation of these cells. Indeed, a positive staining with
CD1d-a-galactosylceramide (aGalCer) tetramer, a specific
marker for iNKT cell detection, confirmed this hypothesis
(Fig. 4 a). In addition, the transcription factor promyelocytic
leukemia zinc finger (PLZF or ZBTB16), which directs the
effector program of the iNKT cell lineage, was significantly
expressed in these PTCLs (Fig. 4 b). The iNKT cellular ori-
gin of PTCLs was further validated by the expression of the
invariant Va14-Ja18 rearrangement of the TCR Va chain
repertoire (Fig. S1). Functionally, iNKT cells are known to
rapidly produce high levels of Th1, Th2, or Th17 cytokines
upon activation (Kronenberg, 2005; Coquet et al., 2008). All
PTCLs expressed IFN-y and IL-17, either spontaneously or
upon activation, but failed to produce IL-4, thereby display-
ing a Th1 and Th17 cytokine profile (Fig. 4 c). Similar to
their normal iNKT cell counterparts (Matsuda et al., 2002),
PTCLs expressed CD122 and CD127 and were highly de-
pendent on IL-15 and -7 for their survival in vitro (Fig. 4 d).
Finally, PTCLs were characterized by up-regulation of PD-1
and loss of NK1.1 expression, which are all features of ac-
tivated or anergic iNKT cells (Fig. 4 ¢; Wilson et al., 2003;
Chang et al., 2008). Consistent with the state of anergy, no
proliferation, either by [*’H]-thymidine incorporation or Cell
Trace Violet dilution, could be observed after ex vivo stim-
ulation of PTCLs with anti-CD3/anti-CD28—coated beads
or by PMA plus ionomycin in the presence of IL-7 (unpub-
lished data). All these data demonstrate that iNKT cells are
the cell-of-origin of these PTCLs, and support a transforma-
tion from an activated cell.

Chronic TCR stimulation drives iNKT cell lymphomagenesis
Because PTCLs expressed features of activated iNKT cells,

we explored whether deliberate activation of iNKT cells with
repeated injections of heat-killed Streptococcus pneumonia
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Table 1. Characteristics of PTCL in p53-deficient mice injected with PBS or bacteria
No. Injections p53 genotype TCR Va/V8 chain® VB/Vy chain® Co-receptor CD1d-tetramer PLZF®
binding®

1 PBS -/~ op Va4 Vps.2 DN + +
2 PBS —/- op V14 Vp7 DN + +
3 PBS —/- af Va14 Vp7 DN n.d. n.d.
4 PBS -/- op V14 Vp7 DN + +
5 PBS -~ op iVa14 Vp7 cps®© n.d. nd.
6 Spn -/ op iVa14 Vp8.2 cbg® + +
7 Spn /- ap Va4 Vp8.3 DN + +
8 Spn —/- ap iVa14 Vp7 DN n.d. n.d.
9 Spn /- op Va4 V8.2 cDg"° n.d. n.d.
10 Spn -/ op iVa14 Vp8.2 cps®© n.d. n.d.
1 Spn —/- of iVa14 Vp8.2 cDg® + +
12 Spn -~ op V14 Vps CD4 + +
13 Spn +/— af Va4 Vp8.3 DN + +
14 Spn -/ v V56.3 vyl DN - +
15 Spn /- 8 V&6.3 Vy1.1 DN - +
16 Spn +- 8 V86.3 Vy1.1 DN n.d. n.d.
17 E. coli —[/- off Va4 n.d. DN + n.d.
18 E. coli —/- ofp V14 nd. cpg°© + n.d.
19 E. coli —/- ap Va14 n.d. cDg"° + n.d.
20 E. coli /- ap Va4 n.d. DN + n.d.
21 E. coli —/- af iVa14 n.d. DN + n.d.
22 E. coli —/- af Va4 n.d. DN + n.d.
23 E. coli —/- af iVa14 n.d. CD4 + n.d.
24 E. coli —[- af Va4 n.d. DN + n.d.
25 E. coli —/- ap Va4 n.d. CD8lo + n.d.
26 E. coli —/- af Va14 n.d. n.d. + n.d.
27 E. coli —/- ap Va4 n.d. n.d. + n.d.
28 E. coli —/- 5 V56.3 Vy1.1 DN - n.d.

Nao/Vy and VB/VS chains were determined using either antibody staining and flow cytometry analysis or RT-PCR and nucleotide sequencing of CDR3; iV 14 corresponds to the invariant

Vau14 described in iNKT cells.

*Assessed by flow cytometry analysis, after fixation and permeabilization for PLZF intracellular staining.

(Spn), a bacteria known to express glycolipid antigens that
activate iNKT cells through TCR stimulation (Kinjo et al.,
2011), could increase the incidence of PTCLs in p53™'~ mice.
As controls, we chronically injected p53™'~ mice with either
PBS or heat-killed Escherichia coli that do not express iNKT
cell antigens. In p53™"~ mice, no difference, both in terms of
survival or incidence of solid versus hematopoietic tumors, was
observed between the PBS-injected group and the E. coli- or
Spn-injected experimental groups (Fig. 5 a). Repeated Spn
injections shortened survival of p53™~ mice (P = 0.0045)
by accelerating the development of solid tumors (P = 0.007;
Fig. 5 a). Importantly in p53™~ mice, PTCLs, unlike other
lymphoma subtypes, were overrepresented in the Spn-injected
group compared with the PBS- and E. coli-injected groups
(P < 0.05; Fig. 5 b). Moreover, although PBS-injected p53™~
mice did not develop PTCLs, chronic injection of heat-killed
Spn significantly promoted PTCL development in these mice
as well (P = 0.01; Fig. 5 b). The iNKT cellular origin of these
PTCLs was confirmed by CD1d-aGalCer tetramer staining,
PLZF expression, and invariant Va14-Jal8 TCR rearrange-
ments (Table 1). PTCLs expressing Vy1.1 and V86.3 TCR, a
previously reported population of Y& NKT cells (Lees et al.,
2001), also arose in Spn-injected mice (Table 1).

JEM Vol. 213, No. 5

We next compared the gene expression profile (GEP)
of freshly isolated and sorted TLs and PTCLs with nor-
mal T and iNKT cells purified from p53™'~ mice (either
resting or ex vivo activated). Using unsupervised hierar-
chical clustering, we confirmed that PTCLs were distinct
from TLs (Fig. 5 ¢). Two different clusters were observed
that discriminated normal resting T cells, activated T cells,
and resting iNKT cells (cluster 1) from tumor cells (cluster
2), with the exception of normal activated iNKT cells that
clustered very close to PTCL samples (Fig. 5 ¢). Thus based
on their GEP, PTCLs shared strong similarities with normal
activated iNKT cells. To look in more detail at what genes
might distinguish PTCLs from normal resting iNKT cells,
we performed gene set enrichment analyses (GSEA; Sub-
ramanian et al., 2005) using annotated gene sets from the
Molecular Signatures Database (Liberzon et al., 2011). No-
tably, there was a significant down-regulation of genes in the
TCR signaling pathway (FDR g-value, 0.011), a phenom-
enon previously reported in chronically TCR-stimulated
T cells (Fig. 5 d). In particular, CD247 (CD3(), LCK, and
LAT, genes known to be down-regulated upon repeated
stimulations arising in a context of chronic infection, auto-
immunity and inflammation (Baniyash, 2004), were found
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Figure 4. PTCLs are derived from iNKT cells. (a) A representative flow
cytometry histogram of PTCLs stained with CD1d-aGalCer tetramers is de-
picted on the left (shaded histogram indicates CD1d-aGalCer tetramer and
dashed line represents CD1d-empty tetramer). Sequential gating on ab-
normal FSC""/SSC"" and CD3*Thy1.2* tumor T cells was performed. MFI
of CD1d-aGalCer tetramer stainings for different PTCLs are represented on
the right. Dotted line represents the highest MFI of CD1d-empty tetramer
staining. (b) A representative flow cytometry histogram of intracellular PLZF
staining of PTCLs is depicted on the left (shaded histogram indicates PLZF
and dashed line isotype control). MFI of PLZF staining for different PTCLs
is represented on the right. Dotted line represents the highest MFI of iso-
type control staining. (c) Cytokines secretion of different PTCLs cultured in
the presence or absence of anti-CD3e- and anti-CD28-coated beads for
24 h. Each color corresponds to one PTCL for IL-4, IL-17, and IFN-y secre-
tion. P-values were determined by Wilcoxon matched-pairs signed rank test.
* P <0.05 and ns, nonsignificant. (d) Mortality measured by Annexin V stain-
ing after culture for 24 h of INKT lymphoma cells in the absence or presence
of IL-7 (10 ng/ml) or IL-15 (10 ng/ml). Data are shown as mean + SD of one
PTCL in quadruplicate and are representative of four experiments performed
with different PTCLs (**, P < 0.001). (e) Surface expression of PD-1and NK1.1
in different PTCLs compared with normal iNKT cells. P-values were deter-
mined by Mann-Whitney U tests. *, P < 0.01.

underexpressed compared with normal resting iNKT cells
(Fig. 5 e). Furthermore, genes up-regulated by c-Myc were
significantly overexpressed (FDR g-value, 0.036) in PTCLs
as compared with normal resting iNKT cells (Fig. 6, a and
b). MYC expression was also significantly up-regulated in
PTCLs compared with NKT cells, but more importantly,
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compared with TLs (Fig. 6 ¢; P < 0.05, Mann-Whitney).
Expression of MYC is known to be up-regulated after li-
gation of TCR-CD3, as well as after stimulation with PMA
and ionomycin (Lindsten et al., 1988), and is required for
TCR-induced proliferation (Guy et al., 2013; Wang et al.,
2013). MYC signature was the second most significantly
enriched signature when the whole oncogenic (i.e., C6
Molecular Signatures Database) database from the Broad
Institute was queried (unpublished data). Together with
the down-regulation of genes in the TCR pathway upon
chronic stimulation, MYC overexpression supports the hy-
pothesis that cell proliferation is mediated by the activation
of TCR pathway in PTCLs.

PTCLs survival depends on TCR-CD1d interactions

A key property of memory T cells generated after acute in-
fection is their ability to persist without antigen encounter
(Kaech et al., 2002; Wherry and Ahmed, 2004). Similarly,
normal iNKT cells persist in vivo in the absence of TCR~—
CD1d interactions (Matsuda et al., 2002; Vahl et al., 2013).
Conversely, during chronic infections, such as human immu-
nodeficiency virus or hepatitis C virus infections, the survival
of antigen-specific memory T cells relies on the persistence
of cognate antigens through repeated TCR engagements
(Shin et al., 2007). Whether this also applies to chronically
activated iNKT cell survival is unknown. To investigate the
role of TCR signaling in PTCL survival, we first used cyclo-
sporine A (CsA), a calcineurin inhibitor known to strongly
suppress TCR signaling. The viability of PTCL was reduced
in a dose-dependent manner in vitro (Fig. 7 a). Furthermore,
the in vivo administration of CsA significantly increased the
survival of wild type (WT) recipient mice transferred with
PTCLs (Fig. 7 b), suggesting that PTCL survival partly relies
on TCR signaling pathway. To examine the importance of
CD1d-mediated TCR engagement, we transferred PTCLs
into Cdld™"" recipient mice. All Cd1d™~ mice transferred
with PTCL survived whereas WT mice did not (Fig. 7 ¢),
suggesting that TCR engagement by CD1d-glycolipid com-
plexes is also a requisite for PTCL survival. On the contrary,
CD1d-unrestricted TL did not require TCR—-CD1d interac-
tion for survival (Fig. 7 d), thus demonstrating that PTCLs
is truly CD1d dependent.

Having established that interrupting the CD1d-TCR
interaction is detrimental for PTCL survival, we next evalu-
ated the therapeutic potential of in vivo administration of a
blocking CD1d mAb. PTCL cells were transferred into WT
C57BL/6 syngeneic recipient mice, followed by blocking
CD1d mAD injections twice a week from day 1 (i.e., at the
day of PTCL transfer) or day 21 (i.e., at the appearance of
the first clinical signs of lymphoma engraftment) until ani-
mals had to be sacrificed. Treatment of PTCL-bearing mice
with the blocking CD1d mAb, but not with its IgG1 iso-
type control, delayed PTCL development and significantly
increased mouse survival, regardless of the start of the in-
jection (Fig. 7, ¢ and f).
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Gene expression patterns of murine PTCLs resemble those of
specific human T cell malignancies

To find the human counterpart to CD1d-restricted mu-
rine PTCL (hereafter referred to as mPTCL), we com-
pared GEP of mPTCLs to those of human PTCLs. GEP
data of >400 human PTCL samples from previously pub-
lished datasets were analyzed (Travert et al., 2012; Igbal et al.,
2014) and compared with the orthologue-based profiles of
mPTCLs. Unsupervised hierarchical clustering between mu-
rine and human data showed that the closest human entities
to mPTCLs were HSTL and T cell prolymphocytic leukemia
(T-PLL; unpublished data). Similarly, principal component
analysis (PCA) revealed that mPTCLs are closer to human

JEM Vol. 213, No. 5

HSTL and T-PLL compared with other human mature T cell
malignancies (Fig. 8 a). Genes expressed in NK cells, such as
NCAM1 (CD56) and KLRD1 (CD9%4), were found to drive
mPTCL and HSTL clustering, as well as chimerin2 (CHN2),
a gene overexpressed in HSTLs (Finalet Ferreiro et al., 2014)
and known to regulate TCR signaling (Siliceo and Mérida,
2009; Fig. 8 b). Among other genes, BCL7A, a subunit of
the mammalian SWI-SNF complex (Kadoch et al., 2013),
and LEF1, a transcription factor promoting iNKT cell expan-
sion and differentiation (Carr et al., 2015), drove clustering of
mPTCLs with T-PLL (Fig. 8 b). Significantly shared gene ex-
pression clusters between human and murine subtypes were
illustrated by a heat map based on 82 orthologues among the

847

109



JEM

Enrichment plot: b

YU_MYC_TARGETS_UP
NES=1.59 PTCL NKT
BIRC5

FDR g-value=0.036
NUDCD2

STRAP
TSPAN4
PLK1
CCNB2
BUB1
RACGAP1
ANLN
TOP2A
HMGN2
AURKA
DTL
TXN1
HNRPLL
CDC2A
GMNN
UBE2S
2810417H13RIK
NUP54
ASPM
KIF20A
UCHLS5
RRM1
CKS1B
ECT2
BRCA2
CSDA
CCNB1
PCNA
E2F8

So0o00000

Enrichment Score (ES) m
O2NWhON©

AN -

2 5[ PICU posiively correlated
,

0,0
=25

50 ‘Resting' (negatively correlated)
i

0 2500 7500 12,500 17,500 22,500
Rank in Ordered Dataset
~ Enrichment profile — Hits — Ranking metric scores

Zero cross at 8792

Ranked list metric
(Signal2Noise)

*%
I ey 1
12- : '

11%}%%

Resting Activated TL PTCL
NKT NKT

P=0.0001

c-Myc expression €
(log2)
o

| BT I cuica

100 genes that best discriminated the human PTCL types
from one another (based on an F test; Fig. 8 ¢ and Table S1).
Finally, analysis of Gene Ontology (GO) biological processes
significantly overexpressed in mPTCL, human HSTL and
T-PLL compared with other human entities identified mainly
chromosome organization, DNA repair, and epigenetic mod-
ifications (Fig. 8 d and Table S1). Conversely, a pronounced
down-regulation of immune, cytokine, and inflammatory re-
sponses was found. This is consistent with a negative feed-
back mechanism seen in the context of the chronic antigenic
stimulation process suggested in HSTL development (Belhadj
et al, 2003). Importantly, removing the murine samples
from the analysis led to similar results for HSTL and T-PLL
compared with other human lymphomas, implying that the
negative feedback loop observed in mPTCLs overdrove GO
analysis (unpublished data).

Figure 6. GEP analysis displays features of c-Myc ac-
tivation in PTCL. (a) GSEA analysis of genes up-regulated
by c-Myc. Upward deflection of the green line indicates that
PTCLs are enriched for genes that are up-regulated by c-Myc,
compared with resting iNKT cells; (FDR = 0.036). NES, nor-
malized enrichment score; FDR, false discovery rate. (b) Heat
map showing the differential expression of all the genes that
constitute the c-Myc signature between PTCLs and resting
iNKT cells. (c) MYC mRNA up-regulation in PTCLs based on
GEP data compared with normal resting and activated iNKT
cells, as well as TLs. P-value was determined by Kruskall-
Wallis test. P-values between PTCLs and TLs, resting NKT, or
activated NKT were determined by Mann-Whitney U tests.
* P <0.05* P<00l.

aGalCer or the self-lipid sulfatide presented by the CD1d
molecule (Bai et al., 2012; Luoma et al., 2013; Uldrich et
al.,2013). We therefore studied whether HSTLs were CD1d-
restricted T cell malignancies using human CD1d-loaded
tetramers. All V&1-expressing lymphoma cells from primary
HSTL samples bound human CD1d tetramers loaded with
sulfatide but not with aGalCer (Fig. 9 a). Based on the GEP
data results, we also tested whether human CD1d tetramers
would bind to T-PLL that express aff TCR. All four T-PLL
tested were negative for CD1d tetramer staining, regardless of
the glycolipid (Fig. 9 b). This demonstrates that despite their
clustering with mPTCLs in terms of GEP, T-PLL is not CD1d
restricted. To determine whether the CD1d restriction was
dictated by the type of PTCLs or by the nature of the TCR
expressed, we examined the binding of human CD1d tetram-
ers to PTCL-NOS and T cell large granular lymphocyte leu-

kemia (T-LGL) expressingV91,V62, or aff TCR. No binding

V81 TCR-expressing human PTCLs are CD1d restricted

HSTLs mostly derive from Y8 T cell subsets and exhibit a sub-
stantial Vo1 TCR bias (Belhadj et al., 2003). Several lines of
evidence indicate that the surveillance of lipid antigens is not
solely restricted to iNKT cells and can be substantially com-
plemented by YO T cells (Bendelac et al., 2007). Their role may
even be more prominent in humans, where iNKT cells are
>10-fold less abundant than in mice (Bendelac et al., 2007).
Recent reports have demonstrated that, like iNKT cells, a
minor population of V81 TCR-expressing T cells recognizes
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was observed for V82- and TCRap-expressing PTCL-NOS
and T-LGL. However, both PTCL-NOS and T-LGL bear-
ing the V&1 TCR stained positive for sulfatide-loaded CD1d
tetramers, thus confirming a broad CD1d restriction for all
tested VO1-expressing mature T cell malignancies beyond the
GEP similarities (Fig. 9, ¢ and d).

DISCUSSION
Mice deficient in p53 are predisposed to develop cancer,
such as TL and sarcoma, with 100% cancer-related mortal-
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ity by ~300 d (Donehower et al., 1992; Jacks et al., 1994).
However, little is known about the role of p53 in mature
T cell lymphomagenesis, although structural rearrangements
of at least 1 of 5 p53-related genes have been described in
67% of PTCLs (Vasmatzis et al., 2012). In this study, using
p537" mice, we identified a new entity of PTCL that does
not originate from conventional T cells but from CD1d-
restricted T cells. Most PTCLs arising in p53™~ mice
were derived from iNKT cells, the most abundant CD1d-
restricted T cell subset in mice. The iNKT origin of these
PTCLs was demonstrated by CD1d-aGalCer tetramer
staining, expression of the transcription factor PLZF or
ZBTB16, invariant Val4-Ja18 rearrangement of the TCR
Vo chain, and rapid secretion of Th1l and Th17 cytokines
upon activation. Although these lymphomas have never
been characterized in previous studies, they were proba-
bly described as splenic marginal zone B cell lymphomas
because they were defined in p53™~ mice as B220- and
CD5-positive, two markers expressed by mPTCLs (Ward
et al., 1999). Furthermore, whereas many B cell lympho-
mas were encountered in p53™/~ mice, we never identified
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were considered moribund and euthanized. Transfer experi-
ments conducted with three different PTCLs provided similar
results. (f) Survival curves of WT mice transferred with 10°
TCRap-expressing PTCL cells and injected twice a week by i.p.
route with 15 mg/kg of either [gG1 control isotype (n = 8 mice)
or blocking CD1d mAb from day 21 (n = 8 mice; i.e., when ab-
domen enlargement was clinically detectable) and until mice
were considered moribund and euthanized. Transfer experi-
ments conducted with three different PTCLs provided similar
results. P-values in b-f were determined by log-rank test.

CD19" or Ig" B cell lymphomas in p53~'~ mice, whatever
the condition (injection with HK Spn or controls).

Unlike the well described CD4'CD8" double positive
TLs that develop in p53™'~ mice, PTCLs exhibited a normal-
or minute-sized thymus with a widespread involvement of
all analyzed peripheral organs, including bone marrow, lung,
kidney, spleen, and liver, and a lack of immaturity markers,
such as TdT. Altogether, these findings led us to consider these
lymphomas as postthymic. The liver was predominantly in-
volved in all the diseased mice, consistent with the known
preferential localization of normal iNKT cells to the sinusoids
of the liver (Bendelac et al., 2007).

Several lines of evidence suggested a contribution of
chronic TCR engagement to the development of these
PTCLs: (1) the cells showed typical features of activated
iNKT cells, such as PD-1 up-regulation and loss of NK1.1
expression; (2) chronic injection of Spn, a bacteria known to
express glycolipid antigens that activate iNKT cells through
TCR stimulation (Kinjo et al., 2011), significantly increased
the incidence of PTCLs; (3) GSEA indicated a significant
down-regulation of genes in the TCR signaling pathway,
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Figure 8. Gene expression patterns of murine PTCLs resemble those of human HSTL and T-PLL. (a) Unsupervised PCA showing similarities between
murine PTCLs, and human HSTL, and T-PLL compared with other human mature T cell lymphoid malignancies (n = 420 samples). Axes are scaled according
to mean-centering and component score distribution. (b) Correlation circle from the unsupervised PCA. Genes highlighted in blue and purple are genes
with known function contributing positively to the clustering of murine PTCLs and human HSTLs, and murine PTCLs and human T-PLL, respectively. (c) Heat
map of supervised clustering based on GEP analysis from nine murine PTCLs samples and human tumor samples. 82 genes, with orthologues in mouse and
human among the 100 genes that best discriminated the human PTCL types from one another (based on an F test), are depicted. The bar above the heat
map is color-coded according to the sample type. For better readability, a maximum of only 20 randomly selected human samples per lymphoma subtype
are represented (among >400 human samples analyzed). Black boxes indicate clusters of genes overexpressed (red color-coded) or underexpressed (blue
color-coded) in mPTCLs and HSTLs or T-PLL clusters compared with other entities. Selected human gene names are shown in capital letters and murine
orthologues are shown in lowercase on the left side of the heat map. (d) Representation of the 10 most highly significant subsets among GO biological
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previously reported for chronically TCR-stimulated T cells
(Baniyash, 2004); (4) CsA, a TCR signaling inhibitor, de-
creased tumor cell survival in vitro, and prolonged mouse
survival after transfer of PTCL cells into recipient mice;
(5) engraftments of PTCLs into mice treated with blocking
CD1d mAbD or into Cd1d™~ mice were partially or com-
pletely inhibited, respectively, compared with engraftments
conducted into WT mice. It could be hypothesized that
PTCL cells displayed a poor engraftment in these condi-
tions because they rely on specific CD1d/TCR interactions
to survive and/or to proliferate. Indeed, although survival of
WT iNKT cells does not require TCR signaling (Vahl et al.,
2013) or CD1d expression (Matsuda et al., 2002), it is pos-
sible that iNKT cells that have been repeatedly stimulated
could become addicted to their cognate antigen and use
TCR signaling for long-term maintenance, like exhausted
memory CD8" T cells in chronic infections (Wherry, 2011).

However, if iNKT cell lymphomagenesis is driven by
chronic TCR stimulation, spontaneous emergence of PTCLs
in p537/~ mice raises the question of whether lymphoma-
genesis could have been driven by environmental factors or
self-antigens. Indeed, iNKT cells recognize both self- and
microbial lipid-based antigens bound to CD1d. These an-
tigens are widespread in the environment (Wingender et
al.,, 2011) and are also abundant in commensal organisms
of the microbiota (Wieland Brown et al., 2013). All PTCLs
displayed the same typical features of activated iNKT cells,
such as PD-1 up-regulation and loss of NK1.1 expression,
lending support to a similar mechanism of transformation in
the different groups of mice (spontaneous emergence, PBS-,
E. coli-, or Spn-injected mice). Whether the increased inci-
dence of PTCLs, in the context of chronic pneumococcal
stimulation, is only a result of TCR activation triggered by
microbial lipid antigen presented by CD1d (Kinjo et al.,
2011) or also caused in part by activation by self-antigens
presented by CD1d and inflammatory signals from the bac-
teria remains to be seen. However, no increased incidence
of PTCLs in p53™'~ mice chronically injected with E. coli,
known to activate iNKT cells through innate cytokine pro-
duction (Brigl et al., 2011), was observed. This argues that
microbial lipid antigens presented by CD1d play a direct
role in iNKT cell lymphomagenesis.

Repeated engagements of self- and nonself-antigens,
as well as constitutive signaling downstream of the BCR,
now emerge as mechanisms by which human B cell type
lymphomas might develop and expand (Kippers, 2005;
Shaffer et al., 2012). An analogous role of chronic antigenic
stimulation via TCR signaling in mature T cell malignancies
development is far less documented. However, recent data
from mouse models indicated that constitutive TCR signal-

ing by the fusion kinase ITK-SYK drives transformation of
mature T cells (Pechloff et al., 2010). In addition, SNF5~'~
mice develop TCR-dependent PTCLs arising from a pecu-
liar CD8"CD122"° and IL-15-independent memory T cell
population (Wang et al., 2011). In humans, a link between
chronic stimulation by pathogens or self-antigens and lym-
phomagenesis has been speculated for T-LGL (Rodriguez-
Caballero et al., 2008) and HSTL (Belhadj et al., 2003). GEP
analysis showed that murine PTCLs displayed similarities
with human HSTL and T-PLL compared with other entities.
However, CD1d restriction in human T cell malignancies
extended far beyond all V61 TCR-expressing lymphoma
cells, identifying for the first time lymphomas deriving from
human CD1d-restricted T cells. Interestingly, a recent re-
port described a NKp46* NKT-like population both in
the IL-15 transgenic mouse model of T-LGL and in human
T-LGL (Yu et al., 2011). However, this population was not
CD1d-restricted like bona fide mouse iNKT cell lympho-
mas or CD1d-restricted human PTCLs described here.

Aside from CD1d-restricted cells, other unconven-
tional T lymphocytes also recognize nonclassical MHC
molecules, such as some of the CD8axa TCRaf intraepi-
thelial lymphocytes, MR 1-specific mucosal invariant T
(MAIT) cells (Le Bourhis et al., 2010), and CD1b-restricted
human T cells (Van Rhijn et al., 2013). It is tempting to
speculate that a previously unsuspected number of human
PTCLs could also derive from the transformation of these
unconventional T cells. In agreement with this hypothesis,
PLZF expression in at least 20% of lymphoma cells has been
described in 2 of 26 PTCL-NOS, which were thereafter
found to originate from MAIT cells as demonstrated by the
TRAV1-2-TRAJ33 TCR«a rearrangement (Val-2-Ja33;
McGregor et al., 2014).

In conclusion, our work describes a previously unrec-
ognized lymphoma entity emerging from CD1d-restricted
T cells in mice and humans. Our data highlight the major
role of TCR in CD1d-restricted T cell lymphomagenesis
and the potential contribution of chronic antigenic stimu-
lation in PTCL etiology, extending to PTCLs the concepts
of antigen receptor signaling dependence and chronic stim-
ulation broadly accepted in B cell lymphomagenesis (Suarez
et al., 2006). Our present findings, that blocking anti-CD1d
mAb delays CD1d-restricted T cell lymphoma engraft-
ment and prolongs the survival of mice, pave the way for
the development of a new therapeutic approach for patients
with CD1d-restricted PTCLs. In summary, the identifica-
tion of CD1d-restricted PTCLs in mice and humans alters
current classifications of the disease, provides a previously
unrecognized animal model, and might lead to promis-
ing therapy for patients.

processes when comparing mPTCLs, HSTLs, and T-PLL to other human entities. Processes encompassing up-regulated genes are color-coded in red and
processes encompassing down-regulated genes are color-coded in blue. The 300 most differentially up-requlated and down-regulated genes were taken

into account for analysis.
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MATERIALS AND METHODS

Mice

p5377 mice (B6.129S2-Trp53™!™/]) were purchased from
The Jackson Laboratory. p53"~ mice were generated by cross-
ing p53~~ mice with C57BL/6] WT mice purchased from
Charles River Laboratories. CD3g™’~ mice were obtained from
M. Malissen (Centre d’Immunologie Marseille-Luminy, Mar-
seille, France). Cd1d™"~ (Cd1™ ™) mice were provided by L.
Van Kaer (Howard Hughes Medical Institute, Nashville, TN). All
mice were on the C57BL/6] background and were maintained
in specific pathogen—free conditions at the Plateau de Biolo-
gie Expérimentale de la Souris (Ecole Normale Supérieure de
Lyon, Lyon, France). All studies and procedures were performed
in accordance with European Union guidelines and approved
by the local Animal Ethics Evaluation Committee (CECCAPP).
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Human lymphoma/leukemia cells

Frozen cells were obtained from blood or lymph nodes of
lymphoma patients, with informed consent from the patients
and review board number 008—09 from the Comité de Pro-
tection des Personnes - Ile-de-France IX.

Flow cytometry analysis

Single-cell suspension prepared from spleen, mesenteric,
or mediastinal lymph nodes, liver, and bone marrow were
stained with a panel of fluorescently labeled antibodies. Be-
fore staining, Fc receptors were blocked for 15 min at 4°C
with 24G2 hybridoma supernatant. Data were collected
using LSRII and LSR Fortessa flow cytometers (BD) and
analyzed with FlowJo software (Tree Star). The follow-
ing membrane mAbs reactive with murine cells were pur-
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chased from BD: CD3e (145-2C11), CD4 (GK1.5), CD8a
(53-6.7),B220 (RA3-6B2), CD69 (H1.2F3), CD62L (MEL-
14), CD54 (3E2), CD44 (IM7), CD25 (PC61), TCRp (H57-
597), TCRYyd (GL3), CD5 (53-7.3), CD19 (1D3), CD127
(A7R34), CD122 (TM-f1), NK1.1 (PK136), Vp5.1+5.2
(MR9-34),Vp8.1+8.2 (MR5-2),Vf8.3 (1B3.3) and V56.3/2
(8F4H7B7). Antibodies were conjugated to FITC, PE, PerCP,
PerCP-Cy5.5,APC, PE-Cy7,APC-Cy7, or Alexa Fluor 647.
PerCP-conjugated anti-Thy1.2 (30-H12) mAb, and PE-
conjugated anti-Vy1.1 (4B2.9) mAb reactive with mu-
rine cells was purchased from BioLegend. PE-conjugated
anti-PD-1 (J43), PE-conjugated anti-PLZF (Mags.21F7;
anti-mouse and —human), and FITC-conjugated anti—
human TCRafp (IP26) were purchased from eBioscience.
FITC-conjugated anti-humanV31 (TS8.2) and anti-human
V&2 (15D) were purchased from Thermo Fisher Scientific.
For all antibodies, corresponding isotype controls were pur-
chased from the same suppliers. Results expressed in AMFI
(mean fluorescence intensity) were obtained after subtraction
of isotype control MFI from specific marker MFI. PE- and
APC-conjugated mouse CD1d-aGalCer tetramers (PBS57)
were obtained from the National Institutes of Health Te-
tramer Core Facility. PE- and APC-conjugated unloaded
mouse CD1d tetramers from the same supplier were used
as control. Human CD1d tetramers were produced as previ-
ously described (Sidobre and Kronenberg, 2002) using aGal-
Cer (Kirin) and sulfatide (Avanti).

Clonality assessment

PTCL cells from involved spleen orliver were sorted on a FACS
Aria sorter (BD). Murine T-lymphocyte repertoire diversity
was measured using Immun’Ig tests (ImmunID Technology).
Genomic DNA was extracted using standard techniques, and
Multi-N-plex PCR reactions were performed using an up-
stream primer specific to all functional members of a given
TRBV family and a downstream primer specific to a given
TRBJ segment (international InMunoGeneTics information
system). This assay allows the simultaneous and exhaustive de-
tection of VP—JP rearrangements in the same reaction. Each
Vx—J1,J2,]3,J4, and Jn product was separated as a function of
its size, and the Constel'ID software (ImmunlID Technologies)
was used for further analytical studies, including generation of
three-dimensional repertoire illustrations.

Bacterial culture and injections

The encapsulated serotype 3 WU2 strain of S. pneumonia,
obtained from A. Fleer (University Medical Center, Utrecht,
The Netherlands), was grown in Todd-Hewitt broth supple-
mented with 0.5% yeast extract to mid-log phase, and then
enumerated by plating the suspension on blood agar plates.
The E. coli strain 25922 from ATCC was grown in LB me-
dium to mid-log phase, and then enumerated by plating the
suspension on TBX agar plates. Bacteria were washed twice
in PBS and heat-inactivated by a 1-h incubation at 60°C.
Aliquots of this suspension were stored at —80°C until use.

JEM Vol. 213, No. 5

At the time of injection, 5 X 10° bacteria were diluted in
200 pl of sterile PBS for intraperitoneal injection, as previ-
ously described (Kuranaga et al., 2006). Animal experiments
were performed in a biosafety level 2 animal care facility.

CDR3 sequences of the TCRa and TCRp chains of PTCL
RNA extracted from cell preparations was converted into
cDNA. Samples of ¢cDNA were amplified by PCR for
B chain with VP- and Cp-specific primers and for a chain
withVal4 and Ca primers and IQ SuperMix reagents (Bio-
Rad Laboratories). PCR were run on a Gene AMP PCR
System2700 (Applied Biosystems) with the following con-
ditions: a first cycle at 94°C for 10 min, 35 cycles of 94°C
for 3 s, 60°C for 3 s, 72°C for 3 s, and a last cycle at 72°C
for 10 min. PCR products were precipitated with ethanol
and sequenced using C- and V-specific primers by Cogen-
ics. Primers for constant regions were reverse to transcription
orientation: CPf, 5-CAGCTCAGCTCCACGTGGTCA
GG-3'; Ca, 5-CTGGGGTAGGTGGCGTT-3". Primers
for the variable regions were specific and in the transcrip-
tion orientation: VB8, 5-GGCATGGGCTGAGGCTGA
TCC-3'; VB2, 5-TCACTGATACGGAGCTGAGGC-3';
V7, 5'-TACAGGGTCTCACGGAAGAAGC-3';Val4, 5'-
CTAAGCACAGCACGCTGCACA-3'".

Tumor transplantation and therapeutic in vivo experiments
For transfer experiments, 10° thawed PTCL cells isolated
from liver and cryopreserved in 10% DMSO in liquid ni-
trogen were injected. PTCLs were injected i.v. into synge-
neic Cd1d™"~ and WT mice. For therapeutic trials, 20 mg/kg
of CsA (Novartis Pharma) or 15 mg/kg of blocking CD1d
mAbs (clone HB323; BioXcell) diluted in 200 pl of PBS were
injected daily or twice a week, respectively, from day 1 after
transfer of PTCLs or when tumors became clinically apparent
in the transplant-recipient mice (i.e., at day 21). All groups of
mice were age and sex matched.

Immunostaining

For immunohistochemistry, thymus, spleen, liver, kidney,
lung, and mesenteric or mediastinal lymph nodes were fixed
in 10% formaldehyde and paraffin embedded. 4-pm-thick
sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) or
immunostained with anti-TdT (A3524; Dako). For cytology,
fresh tissue appositions were obtained by touch imprints of
spleen and liver. Sections and appositions were viewed using
a Leica DMR microscope and images were captured with a
digital camera (DXM 1200C; Nikon).

Microarray analysis

Cell sorting. Thymic and PCTL tumoral cells from thymus or
liver, respectively, were sorted on a FACSAria sorter (BD).
Purity was consistently >98%. Sorted normal iNKT cells
from liver and normal T lymphocytes pooled from spleen and
mesenteric lymph nodes from age-matched WT animals were
used as controls. For normal iNKT cell and T cell activation,
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anti-CD3/anti-CD28—coated beads (Invitrogen) were used at
a 1:1 bead-to-cell ratio in 3-d cultures.

Target labeling. Total RNA was extracted using TRIzol-
Reagent (Invitrogen) and was amplified by two rounds of in
vitro transcription (IVT) using an ExpressArt C&E mRINA
amplification nano kit (AmpTec GmbH). During the second
IVT amplification, RNA was biotin-labeled using BioArray
HighYield RNA Transcript Labeling kit (Enzo Life Sciences).
Before amplification, spikes of synthetic mRNA (GeneChip
Eukaryotic Poly-A RNA Controls; Affymetrix) at different
concentrations were added to all samples; these positive con-
trols were used to ascertain the quality of the process. Bioti-
nylated antisense cRINA quantification was performed with
Nanodrop 1000 (Nanodrop) and quality checked with Agi-
lent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).

Array hybridizations, scanning, and normalization. Hybrid-
ization was performed following the Affymetrix protocol. In
brief, 15 pg of labeled cRINA was fragmented and denatured
in hybridization buffer, and then 10 pg was hybridized on
GeneChip Mouse Genome 430 2.0 array (Affymetrix) for
16 h at 45°C with constant mixing by rotation at 60 rpm in
the Hybridization Oven 640 (Affymetrix). After hybridiza-
tion, arrays were washed and stained with streptavidin-
phycoerythrin (GeneChip Hybridization Wash and Stain kit)
in the Fluidics Station 450 (Affymetrix) according to the
manufacturer’s instruction. The arrays were read with a con-
focal laser (GeneChip Scanner 3000 7G; Affymetrix). The
CEL files were generated using the Affymetrix GeneChip
Command Console software 3.0. The obtained data were
normalized with Affymetrix Expression Console software
using MASS statistical algorithm.

GSEA was performed using the publicly available desk-
top application from the Broad Institute after normalization
with Affymetrix Expression Console software using MAS5
statistical algorithm. Affymetrix CEL files from mouse sam-
ples were also analyzed in R using the Bioconductor. Raw
probe signals were background-corrected using the maxi-
mum likelihood estimation of the normal-exponential mix-
ture model, and normalized using the variance-stabilization
transformation, followed by a quantile normalization. Sum-
marization was performed using the median-polish version
17.1 of the Entrez Gene-based reannotated chip description
file. Murine microarray data have been deposited into the
Gene Expression omnibus (GEO) database under accession
no. GSE63264. GEP from human samples for hierarchi-
cal clustering, PCA, and GO analyses were collected from
ArrayExpress accession nos. E-TABM-702, E-TABM-783,
and E-TABM-638, and GEO accession nos. GSE19067,
GSE58445, GSE19069, and GSE6338. The various human
GEP datasets were normalized in BRB-ArrayTools v4.5.0
Beta 2 using default settings, exported, combined, and
batch corrected via Combat. The batch corrected datasets

854

were reimported into BRB-ArrayTools, but not renormal-
ized. The mouse expression matrix was combined with the
human expression matrix, pairing orthologue genes based
on the information in version 68 of HomoloGene. In the
PCA analysis, distance between individual samples was de-
picted according to the first two principal components. First
and second principal components accounted for >40% of
the total variance. For analysis of GO biological processes,
the 300 most differentially up-regulated or down-regulated
genes between groups of entities were considered.

IL-7, IL-15m, and CsA in vitro experiments

PTCL viability was assessed after 24 h of culture in medium
alone or in medium supplemented with 10 ng/ml of IL-7 (R&D
Systems) or IL-15 (R&D Systems), or with increasing concen-
trations of CsA (Sigma-Aldrich).Viability was assessed by PTCL
staining with FITC-conjugated AnnexinV at the indicated time.

M-FISH

M-FISH was performed on chromosome spreads obtained
from fixed-cell material and prepared using standard cytoge-
netic protocols. A mix of 21 labeled painting probes specific
to the different mouse chromosomes was used (MetaSys-
tems). Experiments were performed according to the manu-
facturer’s protocols. Metaphase spreads were analyzed using a
fluorescence microscope (Axioplan II; ZEISS) equipped with
appropriate filters (DAPI, FITC, Spectrum Orange, TRITC,
Cy5, and DEAC). Images were captured and processed using
the ISIS/mFISH imaging system (Metasystems).

Statistical analyses

All analyses were performed using Prism (GraphPad Soft-
ware) version 6.0. In all figures, histograms represent mean
and error bars represent SD. Comparisons were made with
the y? test or the Fisher’s exact test for categorical variables,
and with Mann-Whitney nonparametric test for continuous
parameters. Survival curves were constructed with the Ka-
plan-Meier method and survival distributions were compared
by the log-rank test. All tests were two-sided and p-values of
<0.05 were considered statistically significant.

Online supplemental material

Fig. S1 shows CDR3 nucleotide and amino acid sequences
of the TCR Vu rearrangements of PTCL. Table S1 shows
gene ontology terms most strongly up-regulated and down-
regulated in mPTCL, human HSTL, and T-PLL compared
with other human PTCL entities. Online supplemental
material is available at http://www.jem.org/cgi/content
/full/jem.20150794/DCI1.
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Abstract

Borrelia Burgdoferi (Bb), transmitted to human by Ixodes ticks bite, is the causative agent of
Lyme disease, an emerging zoonose reported as the most important vector-borne diseases of
the northern hemisphere. Despite accumulating data suggesting that chronic bacterial
infections by Bb can promote B- and T-cell cutaneous lymphomas, no formal evidence was
able to establish a direct link between Bb and lymphomagenesis. Here, we observed that p53-
deficient mice infected with live Bb showed a significant increase incidence of peripheral T-
cell lymphoma (PTCL) originating from CDld-restricted natural killer T (NKT) cells.
Chronicity of Bb infection is mandatory for PTCL-NKT development. According to this
result, PTCL-NKT exhibited a phenotype of chronically TCR-activated NKT cells,
characterized by upregulation of PD-1, loss of NKI1.1 and a dependence on TCR/CDId
interaction for survival. Based on surface markers, transcription factors and cytokine
production analyses, PTCL-NKT shared strong similarities with NKT2 subset, despite partial
phenotypic deregulation. Whole-exome sequencing on 6 PTCL-NKT revealed recurrent large
losses in chromosome 13 with a minimal deletion region including the epigenetic modifier
gene Jarid2, confirmed in 92% (22/24) of PTCL-NKT. Jarid2 expression as well as its
function was profoundly impaired in PTCL-NKT. Our work thus represents the first
demonstration of a direct role of Bb in T-cell lymphomagenesis and describes Jarid2

inactivation as PTCL-NKT molecular hallmark.
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Introduction

Borrelia Burgdoferi (Bb), the causative agent of Lyme disease, is transmitted to human by
Ixodes ticks bite. Lyme borreliosis is an emerging zoonose and the most important vector-
borne diseases of the northern hemisphere with 30,000 cases per year in United States' and
65.000 cases per year in Europe®. After inoculation to its human host, a short clinically silent
phase allows Bb to multiply locally, leading to a characteristic local cutaneous inflammation
called erythema migrans. If left untreated by antibiotics, Bb can disseminate and induce
systemic manifestations such as articular, neurological, cardiac or cutaneous symptoms’.
Among the 20 species currently belonging to the Bb senso lato group, six have been
recognized as pathogenic for humans. In the USA, Bb sensu stricto (ss) is the only species
known as responsible for human disease. Conversely, five pathogenic Bb species have been
identified in Europe: B. afzelii, B. garinii and Bbss, are the three most frequently identified
pathogenic agents. B.garinii most often induces neurologic manifestations, while B.afzelii is
mainly responsible for skin disorders*” and Bbss the main cause of Lyme arthritis®. The
association between chronic bacterial infections and lymphomas as been now suggested for a
long time, but except for few pathologies (ie gastic B-cell lymphomas and Helicobacter pylori
infection’), clinical and experimental data are lacking to affirm causative links. Different
Borrelia strains have been variably associated with primary cutaneous lymphomas. This
association has been suggested by the correlation occurring between cutaneous T- and B-cell
lymphomas and acrodermatitis chronica atrophicans, a cutaneous manifestation of Lyme
disease often marked by T-cell infiltration®. These results are almost exclusively reported
under the form of case studies or small retrospective series of cutaneous lymphomas’"’. Bb
DNA has been detected in 10%— 42% of patients with cutaneous mucosa-associated lymphoid
tissue (MALT) B-cell lymphomas, in 15%-26% of cases of cutaneous follicular and diffuse

10,11,13

large B-cell lymphomas , and in 18% of mycosis fungoides diagnosed in some European
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1617 "and Asian'® studies

countries'>'*. In contrast to these results, other American', European
did not confirm these observations. Taken together, this incomplete evidence presently
impairs our ability to show a definitive association between Bb and cutaneous lymphomas.
Therefore, the development of animal models allowing to decipher the potential link between
Borrelia-driven infection and lymphomagenesis is warranted.

Interestingly, Bb belongs to the few bacteria known to express glycolipids activating natural-
killer T (NKT)-cells"”. NKT cells are unconventional T cells, expressing a semi-invariant
TCR chain composed of a rearrangement of Val4-Ja18 chain, with restricted set of V{3
chains (VB2, VB7 and VP8) in mice®. Whereas conventional T cells recognize peptide
fragments, iNKT cells recognize self- and microbial lipid-containing antigens presented by
CD1d, a non-polymorphic MHC class Ib molecule®. We and others recently described T-cell
lymphomas originating from NKT-cells in different mouse models®*. Our data using p53™
mice strongly suggested that these NKT-cell lymphomas are driven by chronic TCR
activation’'. We therefore wondered whether chronic Borrelia infection could drive NKT
lymphomagenesis in p53” mice.

Here we bring the first direct evidence that Bb can favor the development of PTCL originating
from NKT cells (PTCL-NKT). Chronic TCR stimulation of NKT cells by live spirochetes was
required for Bb to increase PTCL-NKT rate since heat-inactivation of the bacteria or
treatment of infected mice with antibiotics curtailed PTCL-NKT incidence. We also identified
Jarid2, a epigenetic modifier gene, as the main hallmark of PTCL-NKT and proposed that its

inactivation might contribute to the development of innate-like T-cell lymphomas in humans.
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Methods

Mice

p53" mice (B6.129S2-Trp53"™'™/J) were purchased from The Jackson Laboratory. Mice
were generated by crossing p53” mice with p53*" and genotyping of offspings by PCR. Cdld
" mice (Cd1tm1Gru) were provided by L. Van Kaer (Howard Hughes Medical Institute,
Nashville,TN). C57BL/6J WT mice were purchased from Charles River Laboratories. All
mice were on the C57BL/6J background and were maintained in specific pathogen—free
conditions at the Plateau de Biologie Expérimentale de la Souris (Ecole Normale Supérieure
de Lyon, Lyon, France). All studies and procedures were performed in accordance with

European Union guidelines and approved by the local Animal Ethics Evaluation Committee

(CECCAPP).

Borrelia burgdorferi infection models

Borrelia burgdorferi (Bb) afzelii 1BS39 is an isolate from a patient with cutaneous
lymphocytoma. Spirochetes were cultivated in Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) medium
(Sigma) supplemented with 7% gelatine at 33°C under anaerobic conditions. Spirochetes
count was performed by dark field microscopy using Petroff-Hausser counting slide before
injection. Four to six-week-old WT or p53" mice were infected with 5.10" live spirochetes by
intradermal injection of 100uL in the shaved back. Control mice were injected with the same
volume of sterile BSK medium. Infection status was controlled by serological evidence of
anti-Bb IgG at day 15 and 30 post-infection using ELISA tests. Animals negative for anti-Bb
IgG antibodies were removed from the experiment. ELISAs were performed using spirochete
lysate-coated plates blocked in PBS-milk. Diluted sera from infected mice were incubated,
and anti-Bb 1gG were then revealed using HRP-conjugated anti-IgG secondary Ab (Southern

Biotech) and HRP substrate (Sigma-Aldrich).
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Eradication of Bb with antibiotherapy was performed at 10 days post-infection by treating the
mice with intraperitoneal injection of ceftriaxone (Sigma-Aldrich) at 25mg/kg in 500uL,
twice a day during 5 days.

Inactivation of Bb was performed by heating live Bb 45min at 56°C. Inactivation and integrity
of heat-killed (HK) Bb was checked by dark field microscopy observation. HK-Bb were

injected as previously described for live Bb.

Leucocytes isolation and lymphoma cells purification

Mice were sacrificed and liver and spleen harvested. Livers were manually chopped and
digested at 37°C in RPMI supplemented with 1mg/mL of collagenase 4 (Worthington) and
0,lmg/mL of DNasel (Roche). Digested livers were mashed through cell strainer and
leucocytes were purified by Percoll gradient. Spleens were mashed through cell strainer. Red
blood cell lysis was performed using ACK (Ammonium-Chloride-Potassium) lysis buffer.
Cell suspensions from lymphomatous liver or spleen were stained with aGalCer-CD1d-
tetramers, then FACS-sorted after gating on tetramer-positive cells. Highly enriched (>95%)
lymphoma cells where used for several DNA and RNA purification and Western Blot

analysis.

Histology
Harvested liver and spleen biopsies were fixed in 4% formol then paraffin embedded. 4um-

thick sections were stained by HPS (hematoxylin phloxine saffron).

Flow cytometry
Single-cell suspensions prepared from spleen or liver were stained with a panel of

fluorescently labeled antibodies. Data were collected using LSRII flow cytometers (BD) and
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analyzed with FlowJo software (Tree Star). The following monoclonal Abs reactive with
murine markers were purchased from BD: B220 (RA3-6B2), CCR6 (140706), CD3¢ (145-
2C11), CD4 (GK1.5), CD8a (53-6.7), CD19 (1D3), CD44 (IM7), CD49a (Ha31/8), ICOS
(C3984A),NK1.1 (PK136), RORYT (Q31-378) and TCRYd (GL3). T-bet (4B10) and Thy-1.2
(53-2.1) mAb were purchased from BioLegend. PD-1 (J43) and PLZF (Mags.21F7) were
purchased from eBioscience. Anti-Histone H3 mono- (ab9045), di-(ab1220) and tri-(ab8898)
methyl K9, and secondary Ab (ab150113) were purchased from Abcam. Antibodies were
conjugated to FITC, AlexaFluor488, PE, PE-CF594, PE-Cy7, PerCP-Cy5.5, APC,
AlexaFluor647, APC-Cy7, BV421, BV605, BV796 or BUV395. For all antibodies,
corresponding isotype controls were purchased from the same suppliers. Intranuclear stainings
were performed using the FoxP3/Transcription factor staining buffer set from eBioscience.
Results expressed in AMFI (mean fluorescence intensity) were obtained after subtraction of
isotype control MFI from specific marker MFI. PE-, APC- and BV421 -conjugated mouse
aGalCer loaded CDI1d-tetramers (PBS57) were obtained from the National Institutes of
Health Tetramer Core Facility. Corresponding unloaded mouse CDIld-tetramers from the

same supplier were used as control.

In vitro cytokine production assays

Lymphoma cells cryopreserved in FBS supplemented with 10% DMSO were thawed and
cultured in 96 wells plates at 10° cells/mL (37°C with 5% CO,) in RPMI (Gibco)
supplemented with 10% FBS (Eurobio), 20mM HEPES, Penicilline/Streptomycine, 20uM -
mercoptoethanol, and 10ng/mL of murine IL-7 (Peprotech). Cells were activated with anti-
murine CD3/CD28 Dynabeads (Gibco) using 1:1 beads-to-cells ratio. After 24h activation,

culture supernatants were harvested for cytokine production measurement (IFN-vy, IL-4, IL-

128



17) using ELISA assays (ELISA MAX Deluxe, Biolegend) following manufacturer’s

instructions.

Lymphomas clonality assessment

DNA from lymphomatous livers or spleen were purified using NucleoSpin Tissue kit
(Macherey-Nagel). Lymphoma clonality was determined using mTCRf kit (ImmunoSEQ)
following manufacturer’s instructions. Resulting barcoded PCR products were sequenced by
NGS using NextSeq 500/550 Mid Output kit (Illumina) and analyzed on ImmunoSEQ

Analyzer 3.0 online platform.

Whole exome sequencing of murine NKTL

Whole exome sequencing (WES) analysis was performed on 6 lymphomas (highly infiltrated
livers) and 6 non-tumoral tissues (ears) from corresponding mice. DNA were purified using
NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel). Library preparation, exome capture, sequencing
and data analyses have been done by IntegraGen SA (Evry, France). Genomic DNA was
captured using Agilent in-solution enrichment methodology (SureSelect XT Mouse All Exon
Kits, Agilent) with biotinylated oligonucleotides probes library (SureSelect XT Mouse All
Exon Kits - 49.6 Mb, Agilent), followed by paired-end 75 bases massively parallel
sequencing on [llumina HiSeq4000. Sequence capture, enrichment and elution were
performed according to manufacturer’s instruction and protocols (SureSelect, Agilent)
without modification except for library preparation performed with NEBNext Ultra kit (New
England Biolabs). For library preparation 600ng of each genomic DNA were fragmented by
sonication and purified to yield fragments of 150-200bp. Paired-end adaptor oligonucleotides
from the NEB kit were ligated on repaired, and tailed fragments were then purified and

enriched by 8 PCR cycles. 1200ng of these purified Libraries were then hybridized to the
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SureSelect oligo probe capture library for 72 hr. After hybridization, washing, and elution, the
eluted fraction was PCR-amplified with 9 cycles, purified and quantified by qPCR to obtain
sufficient DNA template for downstream applications. Each eluted-enriched DNA sample
were then sequenced on an Illumina HiSeq4000 as paired-end 75b reads. Image analysis and
base calling were performed using Illumina Real Time Analysis (2.7.6) with default

parameters.

WES analysis

Sequencing results were analyzed by IntegraGen SA (Evry, France). Base calling was
performed using the Real-Time Analysis software sequence pipeline (2.7.6) with default
parameters. Sequence reads were mapped to the mouse genome build (mm10/GRCh38) using
Elandv2e (Illumina, CASAVAI1.8.2) allowing multiseed and gapped alignments. The
duplicated reads (e.g. paired-end reads in which the insert DNA molecule showed identical
start and end locations in the mouse genome) were removed. CASAVA1.8.2 was used to call
single-nucleotide variants (SNVs) and short insertions/deletions (max. size is 300nt), taking
into account all reads per position. Indels with Q(Indel) <20, or regions with low mappability
(QVCutoff <90 ) were filtered out. The frequency with which single base differences are
expected between two unrelated haplotype (Theta parameter) is 0.001. An in-house algorithm
compared normal and tumor genotypes from exome sequencing data to determine the somatic
nature of the variation. A somatic score was calculated for each variant ranging from 1 to 30,
a score of 30 translating the highest confidence index. This score takes into account the
frequencies and counts of mutated allele in both samples to minimize false positive variations.
Finally, variants displaying mutated reads in the constitutional sample above 5 percent were
considered as germline or false positive and eliminated to the somatic tab. The somatic variant

caller handles indels similarly, analyzing the number of alignments covering a given position

130



that included a particular indel (the variant count) versus the overall coverage at that position.
Variants annotation takes into account data available in dbSNP (dbSNP144). Functional
consequences of variants on genes, transcripts, and protein sequence, as well as regulatory
regions, were predicted by Variant Effect Predictor (VEP release 83) (stop, splicing,
missense, synonymous...), as well as by location of the variants (e.g. upstream of a transcript,
in coding sequence, in non-coding RNA, in regulatory regions). Regarding missense changes,
one bioinformatics predictions for pathogenicity was available PolyPhen (2.2.2). Other
information like quality score, homozygote/heterozygote status, count of variant allele reads,
mutation type (somatic or germline) and somatics score, the presence of the variant in the
COSMIC database (version71) were reported.

To investigate genomic copy number aberrations (CNA) (e.g. copy number gains and copy
number losses), the Bioconductor DNACopy package (DNAcopy 1.32.0) was used by
comparing tumor from each sample to the normal DNA exome data. It implements the

circular binary segmentation (CBS) algorithm to segment DNA copy number data.

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) analysis of CNV

DNA from lymphomas and matched non-tumoral tissues were purified using NucleoSpin
Tissue kit (Macherey-Nagel). Based on WES CNV results, MLPA probes were designed for
Jarid2 and 4 more genes covering the chromosome 13 (Exoc2, 1700029N11Rik, Dtnbpl and
Kif27) plus 4 invariant control genes (Tmem200a, Zeb2, Abat, Ginl) using MLPA Designer
software (Premier Biosoft) and following MRC-Holland recommendations. Probes sequences
are summarized in supplementary methods. MLPA was performed following manufacturer’s
instruction and products (MRC-Holland). Briefly, 50ng of genomic DNA were denatured then
hybridized overnight with MLPA probes-mix. Hybridized probes were ligated and amplified

using the universal PCR primers pair (supplementary methods). PCR products were separated
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and visualized by capillary electrophoresis on a 3500DX Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Peaks height were measured using Gene Mapper software. The mean value of
peak heights of invariant genes was used for intersample normalization. Then, the log2 value
of normalized pic height was used to take into account the exponential PCR amplification.
Finally, a Z-score was used to determine the probability of the observed value to come from
the distribution of normal samples. Z score was calculated as following: Z = (V-Vyonrtum) /
SDyonrum)- V is the log2 of normalized peak height, Vontum the mean of V in non-tumoral
samples and SDyon.tum the standard deviation among non-tumoral samples. A Z-score = 2 was

considered as a copy loss or gain.

Sanger sequencing of Jarid2

Purified genomic DNAs from enriched lymphoma cells (>90%) were amplified by PCR
reactions targeting each 18 exons and untranslated regions of Jarid2, using Expand Long
Template polymerase (Roche). PCR products were Sanger-sequenced and mutations detected

using SnapGene software. PCR primers are summarized in supplementary methods.

Western Blot

Whole cell extracts were prepared from highly enriched lymphoma cells (>90%) using
EDTA-free cOmplete lysis protease inhibitor cocktail (Roche). 40pug of lysates were
denatured 10min at 95°C in NuPAGE buffer (Invitrogen) and run on a 4-12% gradient SDS-
PAGE. Proteins were dry-transferred on nitrocellulose membrane using iBlot2 (Life).
Membranes were blocked in milk. The primary Ab used were anti-Jarid2 (NB100-2214,
Novus Biologicals) and anti-GAPDH (Cell Signaling). Proteins of interest were revealed
using HRP-conjugated secondary antibody (GE Healthcare) and HRP substrate Luminata

Forte (Millipore). Membranes were read on a C300 imaging system (Azure Biosystems).
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Reverse Transcritpion-quantitative PCR

Freshly highly enriched or FACS sorted lymphoma cells were frozen in trizol (Life) and
stored at -80°C until extraction. RNAs were extracted by trizol/chloroform protocol. cDNAs
were synthetized by reverse transcription using M-MLV RT (Invitrogen) and oligo dT15
(Roche). qPCR was performed using designed primers from QuantiTect kits (Qiagen). qPCR
were run on AriaMx RT-PCR system (Agilent Technologies). Expression was normalized on

one housekeeping gene (HPRT).

Statistical analyses

All analyses were performed using Prism 6.0 (GraphPad Software). In all figures, histograms
represent mean and error bars represent SD. Comparisons of lymphoma spectrum were made
with the y%* test for categorical variables, and with Mann-Whitney nonparametric test for
continuous parameters. Survival curves were constructed with the Kaplan-Meier method. All

tests were two-sided and p values of <0.05 were considered statistically significant.
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Results

Bb infection increases NKT-cell lymphomas development in p53” mice.

To explore the role of Bb in T-cell lymphomagenesis, we infected p53” mice with a Bb IBS39
strain isolated from a patient whose infection induced lymphocytosis (n=34) or with the Bb
culture medium (BSK medium) (uninfected group) (n=39). Injections of live spirochetes
(5.10* / mouse) or medium alone were carried out intradermally in order to mimic the tick
bites and consequently the natural infection. In order to verify the mice infection, blood was
collected at day 15 and day 30 after injection and ELISAs were performed to demonstrate the
presence of anti-Borrelia 1gG. Of 34 mice injected with Bb, 29 were positive for the presence
of anti-Borrelia 1gG at the two time points, confirming the infection. The survival curve of
these mice indicates a median survival of 158 days (Figure 1A), which is not significantly
different from uninfected p53” mice (median survival = 168 days). Among the tumors
developed in Borrelia-infected mice, almost 50% developed PTCLs, compared with only
32% in the uninfected group (Figure 1A). Macroscopically, these PTCLs were characterized
by hepatomegaly and splenomegaly with an increased number of lymphocytes per liver and
spleen of 58 fold and 4 fold respectively, compared with healthy mice (Figure 1B). The
architecture of spleen and liver from PTCLs mice was nodular and diffuse, with massive cell
infiltration leading to the effacement of the normal structure (Fig. 1C). The infiltrate in the
liver was massively perivascular but also intrasinusoidal, the preferential localization of
normal NKT cells in the liver. To determine the NKT-cell origin of these PTCLs, we studied
the binding of CDIld-tetramer loaded with aGalCer on PTCL cell suspensions. A set of
PTCLs was characterized by positive CD1d-tetramer staining, revealing their NKT-cell origin
(PTCL-NKT), whereas another set of PTCLs was negative defining conventional PTCL
(PTCL-T) (Figure 1D and Table 1). As shown in Figure 1E, Bb infection significantly

increased the percentage of PTCL-NKT (94% in Bb-infected group vs 61% in uninfected
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group among all PTCLs), whereas PTCL-T were decreased, compared with uninfected group.
The NKT-cell origin of these PTCLs was further validated by the expression of the invariant
Val4-Jal8 rearrangement of the TCRa chain and by the clonal rearrangement of TCRf

chain with only VP37, VB8.2 and V{38.3 rearrangements (Table 1).

Chronic infection is mandatory for NKT-cell ymphomagenesis driven by Bb.

To decipher the role of chronic infection by Bb in the PTCL-NKT development, we studied
PTCL-NKT incidence in different experimental conditions, as well as the persistence of anti-
Borrelia 1gG, since these Abs play an important role in controlling spirochetes®. p53” mice
infected with live Bb produced high and long-term persistent anti-Borrelia 1gG levels (>120
days) (Figure 2A) and developed significantly more PTCL-NKT, compared with uninfected
mice (p=0.023) (Figure 2B). Conversely, mice injected with heat-killed (HK) Bb or infected
with Bb and then treated with antibiotics (ceftriaxone for 5 days) in order to eradicate
bacteria®, did not produce long-term persisting anti-Borrelia IgG (Figure 2A) and showed no
increased incidence of PTCL-NKT (Figure 2B). These results demonstrated the importance of
the persistence of Bb infection and therefore chronicity of the infection in the PTCL-NKT
development. PTCL-NKT showed downregulated NK1.1 and increased PD-1 expression, two

characteristic of chronically activated NKT lymphocytes*?’

, reinforcing the role of chronic
infection by Bb in NKT lymphomagenesis in this model (Figure 2C). To further study the role
of chronic TCR stimulation in NKT lymphomagenesis, we chronically injected p53” mice
with aGalCer, a prototypic Ag that triggers TCR-dependent activation of NKT cells. In this
condition, aGalCer injections significantly increased the incidence of PTCL-NKT (Figure
2D), showing that NKT lymphomagenesis is driven through chronic TCR activation by

glycolipids.

Normal iNKT cells persist in vivo in the absence of TCR/CD1d interactions®?. Conversely,
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during chronic infections, such as human immunodeficiency virus or hepatitis C virus
infections, the survival of antigen-specific memory T cells relies on the persistence of cognate
antigens through repeated TCR engagements™. Whether this also applies to chronically
activated iINKT cell survival is unknown. To investigate the importance of CD1d-mediated
TCR engagement in PTCL-NKT survival, we transferred NKT lymphoma cells into CDId"
recipient mice. All WT recipients developed enlarged liver and spleen and succumbed to
lymphoma by day 63, whereas all CDId" remained healthy (Figure 2E). Liver cellularity
increased significantly in WT recipient mice with NKT lymphoma cells representing 92 to
95% of total liver cells whereas they were undetectable in CDId" recipient mice (Figure 2F).
This addiction to CD1d/TCR interaction strongly suggests that PTCL-NKT has been driven

by chronic TCR stimulation.

PTCL-NKT exhibited a dysregulated profile of NKT subset.

As conventional T lymphocytes, NKT cells differentiate into NKT1, NKT2 and NKT17.
These different subsets can be first defined by their cytokine secretion profile: IFNvy, IL-4 and
IL-17, respectively. After activation with anti-CD3/CD28-coated beads, some PTCL-NKT
expressed a NKT1 (number 8), NKT2 (numbers 3 and 13), or NKT17 (numbers 16, 19 and
28) cytokine profile, but we also identified PTCL-NKT with mixed subtype profiles,
producing IL-4 and IL-17 (number 15), IL-4 and IFNy (number 1), IFNy and IL-17 (number
20) or all three cytokines (numbers 17, 23, 26 and 27). Expression of surface markers such as
CD49a, ICOS and CCR6'* and transcription factors such as T-bet, PLZF and RORYyt" have
also been described to discriminate these three NKT subsets. Although the expression of these
markers and transcription factors have been preferentially used in the thymus, they were
found to be very useful to delineate normal NKT1, NKT2 and NKT17 in the periphery

(Figure 3B). PTCL-NKT showed low expression of CD49a, a marker defining NKT1 subset,
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and no expression of CCR6, a marker defining NKT17. However, PTCL-NKT showed a very
high expression of ICOS, also preferentialy defining NKT2 and NKT17 (Figure 3B). The
level of ICOS expression is 5 to 10 fold higher in PTCL-NKT compared to normal NKT17,
which could be explained by dysregulation of ICOS expression during NKT-cell
lymphomagenesis. This also suggests an important role of this co-stimulatory pathway in
PTCL-NKT biology, in particular NKT-cell survival, as previously reported for normal
NKT?*. Expression of the transcription factors defining NKT subsets in PTCL-NKT was also
surprising since some of them expressed high level of T-bet and/or RORYt, whereas all highly
expressed PLZF (Figure 3C and Supplementary Figure 1A). Such PLZF overexpression might
explain the high ICOS level observed, since PLZF is known as an inducer of ICOS
expression”®. To better understand these results, we sought to analyse the correlation
between transcription factors expression and associated cytokine production (IFNvy/T-bet for
NKTI, IL-4/PLZF for NKT2 and RORYT/IL-17 for NKT17). Weak correlation for NKT1 or
no correlation for NKT2 and NKT17 were found, indicating a dysregulated phenotype in
PTCL-NKT (Supplementary Figure 1B). We finally tried to classify these PTCL-NKT using
unsupervised hierarchical clustering based on surface markers and transcription factors
expression. All PTCL-NKT, except two, clustered with normal NKT2 cells (Figure 3D),
suggesting that based on these criteria PTCL-NKT shared strong similarities with NKT2
subset. Altogether, these results suggested that PTCL-NKT showed a dysregulated profile of

NKT subset with a NKT?2 bias.

Deletions and mutations of Jarid2 are the most frequent genomic alterations in PTCL-
NKT.
To characterize the genomic landscape of PTCL-NKT, we performed whole-exome

sequencing on 6 tumors along with paired normal samples. Mean exome sequencing depth
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was greater than 85x, with around 92% of the target sequence covered by at least 25 reads.
Copy number analysis derived from WES data identified multiple regions of frequent
monoallelic gains and losses. In particular, we observed a trisomy of chromosome 9 on all
PTCL-NKT, gains in chromosome 17 (5 out of 6) and 11 (4/6), and a recurrent loss of
chromosome 13. Three minimal deletions of regions 13qA4-AS, 13gB3-C1 and 13qC1-C3,
representing 124, 11, and 11 genes respectively, have been identified (Figure 4A,
supplementary table 1). Among all these deleted genes, Jarid2 was of particular interest since
it plays a central role in NKT cell biology’’. Copy number analysis of the chromosome 13
using MLPA confirmed Jarid2 loss in 92% of a larger cohort of PTCL-NKT (n=24), whereas
the 4 other genes Dinbpl and Rik (first 5’ and 3’ genes surrounding Jarid2, respectively) and
ExoC2 and Kif27 (both not present in the 13q minimal deleted region) were deleted in 67%,
63%,42% and 38%, respectively, demonstrating that Jarid2 was the most deleted tested gene
in PTCL-NKT (Figure 4B, right panel).

SNV and Indels analysis of WES identified a mean of 67 (range 60-77) somatic non-
synonymous mutations per lymphoma. Since we performed only 6 WES, only few reccurent
mutations were identified, but significantly enriched gene clusters were recognized among
cation channels, epigenetic modifiers and DNA/RNA helicases pathways (Figure 4C). A non
sense mutation in the start codon of Jarid2 on the remaining allele of one PTCL-NKT was
also identified (Figure 4C). We therefore performed Sanger sequencing of the 18 Jarid2
exons in all PTCL-NKT. We confirmed the nonsense mutation in the start codon of PTCL-

NKT#12 identified by WES but did not find mutation in the 25 other PTCL-NKT tested.

Loss of function of Jarid2 in PTCL-NKT
Jarid2 is a direct binding partner of SETDBI1, an histone lysine methyltransferase that allows

gene repression by the di- and trimethylation of lysine 9 of histone H3 (H3K9)®. Jarid2
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represses the Zbtbl6 gene promoter, therefore Jarid2 deficient mice in the T-cell
compartment showed high expression of PLZF in NKT cells and an expansion of peripheral
NKT cells’’. We first investigated whether deletions and/or mutations of Jarid2 impacted the
expression of Jarid2 mRNA and protein in PTCL-NKT. As shown in Figure 5A, 24 out of 26
PTCL-NKT tested have significantly downregulated Jarid2 mRNA level compared with both
resting and activated normal NKT cells. This result was confirmed at the protein level since 4
out of 9 PTCL-NKT tested showed absence of Jarid2 protein expression, compared with
normal T lymphocytes (Figure 5B). Funtional inactivation of Jarid2 was first suggested by the
very high expression of PLZF in most PTCL-NKT (Figure 3B). To further study the
functional consequences of Jarid2 alterations, we measured by flow cytometry the level of
total H3K9me3 versus H3K9mel using specific antibodies for these different methylated
H3K9 forms. The H3K9me3/mel ratio was significantly reduced in PTCL-NKT compared
with normal NKT cells (Figure 5C), supporting a direct correlation between Jarid2 genetic

alterations, protein downregulation and loss of function in PTCL-NKT.
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Discussion

Peripheral T-cell lymphoma (PTCL) are diverse, comprising more than 25 post-thymic (ie
mature) T or NK-cell-derived entities according to the current 2016 WHO classification of
lymphomas™. They represent around 15% of all NHL in Western countries. Cutaneous
mycosis fungoides (MF) and Sézary syndrome (SS) neoplasms are the most prevalent PTCL
and are associated with Bb infection, since Bb DNA has been detected in up to 18% of cases
in some European countries'>'*. In this report, we described that Bb infection increased the
incidence of PTCL originating from unconventional CDld-restricted NKT cells. Several
evidences led us to speculate that at least some PTCL, and in particular SS and/or MF, may
originate from unconventional T cells such as NKT or MAIT cells. First, recent data indicated
that the transcription factor PLFZ, the master gene of unconventional T cell differentiation,
could be overexpressed in human T-cell lymphomas/leukemias such as MF and SS*. These
preliminary data have been challenged by Jeon et al.*' based on the expression of PLZF
determined by immunohistochemistry in PTCL-NOS or cutaneous T-cell lymphoma (CTCL).
In a series of 588 hematological malignancies, they have found an expression of PLZF in
27/54 cases of lymphoblastic T-cell leukemia/lymphoma, 1/51 cases of PTCL-NOS and 1/13
cases of CTCL (including 9 cases expressing a TCR[ chain). To identify NKT population,
Va24 PCR were performed in the case of PTCL-NOS and the case of CTCL (MF) positive
for PLZF by immunohistochemistry and all were negative. A similar approach was used to
identify 2/26 lymphomas originating from MAIT cells in PLZF-expressing PTCL-NOS®.
Second, CD1d expression level in non-tumoral peripheral blood mononuclear cells was
described as one of the top 5 genes permitting the most accurate diagnosis of SS*. 107:3189).
Finally, Jarid2 deletions have been identified in 20% of SS* and mice deficient for Jarid2 in

the T-cell compartment showed an increased proportion of NKT cells in the periphery. Since

VB and, to a lesser extent, V a repertoire in T-cell malignancies have been investigated and
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no semi-invariant chain usage has been observed in a specific entity, it is unlikely that human
PTCL and SS in particular could derive from invariant NKT cells. Rather, they could derive
from type II NKT cells, known to express a diverse Vaand VB TCR repertoire”*. Such a
difference between the p53-deficient mouse model and humans might be explained by the
higher prevalence of type I NKT in humans*’*.

Our data strongly support the role of chronic TCR stimulation in NKT-cell lymphomagenesis
triggered by Bb. Indeed, we demonstrated that: 1) live spirochetes were required for NKT
lymphomagenesis since inactivation of the bacteria or treatment of infected mice with
antibiotics, eliminating Bb, prevented the increased incidence of PTCL-NKT; ii) lymphoma
cells showed downregulated NK1.1 and increased PD-1 expression, two characteristic of
chronically TCR-activated NKT cells; ii1) chronic injection of aGalCer, a prototypic Ag that
triggers TCR-dependent activation of NKT cells, increased significantly the incidence of
PTCL-NKT; iv) engraftments of PTCL-NKT into CdId” mice completely inhibited
lymphoma development. The importance of the chronic TCR stimulation in human T-cell
lymphomagenesis has been highlighted in several reports, such as entheropathy associated T-
cell lymphoma (EATL), T-cell large granular lymphocytic leukemia (T-LGL), hepatosplenic
T-cell lymphoma (HSTL) and MF/SS"*”'. In addition, recent data from mouse models
indicated that constitutive TCR signaling by the fusion kinase ITK-SYK drives
transformation of mature T cells>>. SNF5” mice also develop TCR-dependent PTCL arising
from a peculiar CD8*CD122"° memory T cell population™.

Lyme disease can be successfully treated with Borrelia eradication with specific antibiotics,
which is particularly evident for Borrelial lymphocytoma, a cutaneous manifestation of Lyme

55,56

disease™"” that is suggested to be associated with cutaneous lymphomas. The present results

suggested that Bb infection should be investigated and, if present, eradicated in patients with
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cutaneous lymphomas. If fact, this strategy has already been apply for cutaneous MALT
lymphoma with few cases responding to antibiotics'"”"’.

Our study also provides a comprehensive genomic characterization of PTCL-NKT with the
identification of recurrent alterations of the Jarid2 gene by mutations and/or deletion of the
corresponding locus in chromosome 13 in >90% (22/24 cases), bringing to the light a
previously unexplored genetic player in the pathogenesis of PTCL. Only 1/26 PTCL-NKT
showed biallelic inactivation of Jarid2 with monoallelic deletion of Jarid2 locus and mutation
in the remaining allele, suggesting that haploinsufficiency of Jarid2 would be enough for
NKT-cell lymphomagenesis.

Jarid2 encodes a member of the Jumonji family that negatively regulates targeted gene
transcription by associating with histone methyltransferase complexes such as PRC2 or
SETDB1?*®' Zbtb16 promoter constitutes a target regulated by the SETDB1/Jarid2
complex, leading to repression of PLZF expression at the transition from immature to mature
stages of NKT cell development’’. PTCL-NKT display a NKT2-like phenotype as described
in NKT cells from mice lacking Jarid2 in T cells (CD44*, NK1.1" and PLZF high)”’. Two
main hypotheses may explain the NKT2-like phenotype of PTCL-NKT. First this phenotype
is the result of PLZF expression persistence, caused by loss of Jarid2 repressing activity on
Zbtb16 promoter in immature NKT cells, driving strong developmental bias towards NKT?2.
Second, Jarid2 deletion may occur in any mature NKT subsets (NKT1, NKT2 or NKT17),
explaining the NKT2-like profile mixed with other subset features observed in a large set of
PTCL-NKT. This NKT2 phenotype would favor NKT-cell lymphomagenesis by increasing
expression of genes involved in cell-cycle-control, mitosis, signaling via the tumor suppressor
p53 and DNA replication, indicating that NKT?2 cells are actively dividing cells®.

JARID?2 gene is altered in several human hematological malignancies such as leukemic

transformation of chronic myeloid malignancies, adult T-cell acute leukemia and SS where it
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has been found deleted and/or mutated in >20%**%2%,

In conclusion, our study brings the first direct evidence that Bb can trigger PTCL in an animal
model. The main features of these PTCL were their CDId-restriction and Val4-Jal8

rearrangement of the TCRa chain, defining an NKT cell origin. Chronic TCR stimulation of
NKT cells by live spirochetes was required for NKT lymphomagenesis and TCR/CDI1d
interactions were instrumental for PTCL-NKT survival. The present results suggested that Bb
infection should be investigated and, if present, eradicated in patients with cutaneous
lymphomas. Our study also uncovers a unique genetic profile of PTCL-NKT characterized by
highly recurrent Jarid2 alterations, demonstrating the plausible oncogenic role of epigenetic
deregulation in this neoplasia and opening new avenues for the development of targeted

therapies representing a highly unmet medical need for PTCL patients.
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Figures Legends

Figure 1: Borrelia infection increases the frequency of PTCL arising from NKT cells.

A) p53" mice develop PTCLs. Survival curves of p53” mice infected with 5.10* spirochetes
(black box, n=33) or control medium (white box, n=39). Histograms show the tumor
spectrums developed in infected and control p53” mice. Other tumors include solid tumors
and thymic lymphomas.

B) PTCLs are characterized by large hepatosplenomegaly. Macroscopic aspect of organs
(spleen and liver) representative of PTCL-bearing p53” mice compared to organs from
healthy p53” mouse. PTCL show a significant cell expansion in liver and spleen (p<0.0001).
P-values were determined by Mann-Whitney U tests. Data show mean + SD.

C) Histological aspect of PTCL. HPS staining of paraffin-embedded organs sections from
healthy and PTCL-bearing p53” mice. Arrows from middle panel show perivascular
infiltrates of lymphoma cells. Arrow in right panel shows intra-sinusoidal infiltrate of
lymphoma cells.

D) Morphological aspect of PTCL cells. MGG staining of cytospin from PTCL liver cells.

E) p53” mice develop two types of PTCLs. Flow cytometry analysis of PTCL by staining
with aGalCer-loaded CDl1d-tetramers. Left histograms are representative of two different
PTCL types: CD1d-tetramer negative PTCLs in grey (PTCL-T) and CD1d tetramer positive
PTCLs in red (PTCL-NKT). Right histogram shows CDld-tetramer staining of all PTCLs
compared to normal T and NKT cells.

F) Borrelia infection increases PTCL-NKT frequency. PTCL-T and PTCL-NKT frequency
among all PTCLs in control and infected p53” mice, showing a significantly different PTCL

spectrum (p<0.02). P value was determined by y” test.

Figure 2: PTCL-NKT are driven by chronic TCR activation.
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A) Borrelia induces chronic infection in p53” mice. Follow-up of anti-Bb IgG in p53” mice
sera by ELISA test. Mice (n=5) were intradermaly injected with control medium (white line),
heat-killed (HK)-Bb (gray line), or live Bb, treated (blue line) or not (red line) with antibiotics
(ATB) at day 10 post-infection to eradicate the bacteria after short-term infection. P value was
determined by Mann-Whitney U test. Data show mean + SEM.

B) Chronic infection is mandatory for PTCL-NKT induction. Lymphoma spectrum developed
in control medium-, live Bb-, HK-Bb- or live Bb+ATB-injected p53” mice. Only live Bb
injection induces significantly higher PTCL-NKT frequency compared to control mice
(p=0.023). HK-Bb and live Bb+ATB induce significantly lower PTCL-NKT frequencies that
live Bb. Of note, number of tumors exceeded the total number of mice due to animals bearing
several tumors (ie., a solid tumor and a lymphoma). P-values were determined by ¥’ test
(PTCL-NKT vs all other lymphomas). Values in middle represent the effectives. TL
represents thymic lymphomas.

C) PTCL-NKT show features of chronically activated NKT cells. Flow cytometric analyses of
NK1.1 and PD-1 expression on PTCL-NKT, showing a significant loss of NK1.1 (p<0.0001)
and overexpression of PD-1 (p=0.0002). P values were determined by Mann-Whitney U tests.
D) NKT-activating glycolipids drive PTCL-NKT. Lymphoma spectrum developed in PBS- or
aGalCer-injected p53” mice. Mice were intraperitonealy injected every week with PBS or
4ug of aGalCer. aGalCer injection induces significantly higher PTCL-NKT frequency
compared to control mice (p=0.044). P-value was determined by % test.

E) PTCL-NKT depend on TCR-CDId interaction for engraftment and survival in vivo.
Survival curves of WT and CDId" mice (n=5) iv-injected with 10° PTCL-NKT cells,
showing absence of development in CDId” recipient mice. All mice alive at day 100 were
sacrificed. Histogram shows the number of total liver NKT cells at sacrifice. P value was

determined by Mann-Whitney U test.
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Figure 3: PTCL-NKT have a mixed NKT subtype phenotype, closer to NKT2 subset.

A) Phenotypic analysis of PTCL-NKT using classic NKT subsets defining markers. Surface
(top panel) and transcription factors (bottom panel) expression are measured by flow
cytometry. CD49a and T-bet are NKT1 markers, CCR6 and RORYT are NKT17 markers,
PLZF a marker of NKT2, and ICOS a common marker of NKT2 and NKT17.

B) Cytokine production by PTCL-NKT cells. Lymphoma cells were cultivated and activated
with anti-CD3/CD28 beads 24h in vitro. Culture supernatants were tested for cytokine
production by ELISA test. Histogram shows results from 13 PTCL-NKT for all 3 cytokines
tested, IFNy, IL-4 and IL17, representative of a NKT1, NKT2 or NKT17 profile, respectively.
Data represent duplicates with mean + SD.

C) PTCL-NKT have a phenotypic profile close to NKT2. Unsupervised hierarchical
clustering of PTCL-NKT with normal NKT1, NKT2 and NKT17 cells. Clustering is based on

the 6 markers studied in A.

Figure 4: PTCL-NKT present recurrent loss of chromosome 13 region containing
Jarid2.

A) Whole Exome Sequencing reveals frequent partial chromosome 13 monosomy. WES was
performed on 6 PTCL-NKT and matched constitutive genomic DNAs. Analyses reveal
recurrent CNVs, most importantly the loss in the chromosome 13. No CNV are in grey and
copy number losses are represented in yellow. The minimal deletion region indicated by the
green frame contains around 150 genes, among which is Jarid?2.

B) Jarid2 loss is found in most of PTCL-NKT. Jarid2 loss was confirmed in a larger group of
PTCL-NKT (n=24) by Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), mapping

the chromosome 13 with 4 other genes (Exoc2, Rik, Dtnbpl and Kif27) surrounding Jarid?2.
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Their localization on chromosome 13 illustrated on the left. Samples are displayed as columns
and genes as lines. Copy number gains are in red and losses in green. Gene loss is considered
by a z-score <-2. Jarid2 is the most frequently deleted gene tested.

C) Summary of genetic alterations detected in the 6 PTCL-NKT analyzed by WES. Samples
are displayed as columns and mutations as lines, organized by involved pathways. Mutations
are colored by the type of alteration. Double mutations are represented as triangles, single

mutations as full colored squares.

Figure 5: Jarid2 loss in PTCL-NKT is confirmed at a functional level.

A) Jarid2 loss is confirmed at transcript and protein levels. Jarid2 transcript was measured by
RT-qPCR and normalized on HRPT. Jarid2 level is significantly decreased in PTCL-NKT
compared to resting (p=0.0007) and activated (p=0.015) normal NKT cells. P values were
determined by Mann-Whitney U tests. Jarid2 loss is shown at protein level by Western Blot
analysis.

B) PTCL-NKT show global H3K9 hypomethylation. H3K9 methylation was measured by
flow cytometry intranuclear staining using anti-H3K9mel, H3K9me2 and H3K9me3
antibodies. Methylation ratios were calculated. Histogram shows the ratio
H3K9me3/H3K9mel, revealing a significantly decreased H3K9 methylation in PTCL-NKT
compared to normal liver NKT cells (p=0.023). P value was determined by Mann-Whitney U

test.

Supplementary Figure 1: Illustration of the mixed NKT subtype profile of PTCL-NKT.
A) Histogram shows expression in 13 PTCL-NKT of 3 main transcription factors defining
NKT subtypes, measured by flow cytometry (AMFI). Some lymphomas express the 3

markers (ie. #3).
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B) Graphic representation of the correlation between the transcription factors and associated
cytokine production defining NKT subsets (IFNy/T-bet for NKT1, IL-4/PLZF for NKT2 and

RORYT/IL-17 for NKT17).
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Tables

Table 1: Characteristics of PTCL-NKT from Bb-infected and control mice

PTCL- Group aGalCer CD1d- Vald chain  V{ chain
NKT # Tet staining qPCR sequencing

1 Borrelia + nd nd

2 Borrelia + + Vp7

3 Borrelia + nd nd

4 Borrelia + + V(8.2

5 Borrelia + + V8.2

6 Borrelia + + V8.3

7 Borrelia 4+ nd nd

8 Borrelia + -k Vp7

9 Borrelia + + Vp8.3

10 Borrelia + nd nd

11 Borrelia + + V8.2

12 Borrelia + + V8.2

13 Borrelia + + Vp8.3

14 Borrelia + + V8.3

15 Borrelia + + Vp8.2

16 Borrelia + + Vp8.2

17 Borrelia o ax Vp7

18 Control + + Vp7

19 Control dr + V7
20 Control + + VB8.2 + V7>
21 Control + + VB8.2 + Vp2*
22 Control + -k V(8.3
23 Control + + V8.2
24 Control + + V[38.2
25 Control + + VP82 + VB6*
26 Control + + V(8.2
27 Control + + V8.2
28 Control + + V(8.2

*negative JPCR explained by weak tumoral infiltrate
*presence of two clones
*coexistence with PTCL-T
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Supplementary table 1: List of genes identified within 3 minimal deletion regions of

chromosome 13.

13qAd-A5 13¢qB3-C1[13¢qC1-C3
Arll0 Famli20a Mirlet7d Ror2 Adamtsl6  |AK136039
Aspn Fami120aos |Mirlet7f-1 |Sipr3 Adcy?2 Adgrvl
Atxnl Faml193b Msx2 Secisbp2 Clptmll Arrdc3
Auh Fam8al Mxd3 Secisbp2 Fastkd3 Cetn3
B4galt7 FbxI21 Mpylip Secisbp2 Icel Lysmd3
Barxl Fbxwli7 Neurogl Semadd Lpcatl Mblac?2
BB123696 |Fgd3 Nfil3 Sfxnl Mrpl36 Mectpl
Bicd? Fgfr4 Nhlrcl She3 Mtrr Mef2c
Caml Gadd45g Ninjl Simcl Ndufs6 Mir3961
Cap2 Gmpr Nol8 Slc34al Slc6a3 Mir9-2
Cardl9 Gprinl Nopl6 Smad5 Tert Polr3g
Catsper3 Grk6 Nsdl Sncb

Cdhr2 H2afy Nupl53 Spockl

Cenpp Higd2a Nutm?2 Sptlcl

Cenpp Hk3 Ogn Stmndl

Cks2 Hrh2 Omd Susd3

Cltb lars Pcbd? Syk

Cplx2 1d4 Pdlim7 Tgfbi

Cxcll4 119 Pfn3 Thoc3

Dbnl Ippk Phactrl Tifab

Ddx41 Jarid2 Phf2 Tmed9

Ddx46 Kdmlib Pitx] Tpmt

Dek Kifl3a Prelidl Tpmt

Diras?2 Lect2 Prr7 Trpc7

Dok3 Lman?2 Ptpdcl Tspanl7

Drdl Mir683-2 Rab24 Txndcl5

Dtnbpl Mir683-2 Rbm24 Uimcl

Ecm2 Mir6943 Rgsi4 Uncsa

Eif4elb Mir6944 Rnf144b Wnk2

Fi2 Mir6945 Rnf144b Zfp169

Faf2 Mirlet7a-1 |Rnf44 Zfp346
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Supplementary figure 1
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Supplementary methods

MLPA hybridation probes

Gene G.e ne. PI:Obe Probes sequences Size prI(;ldgl?ct:oinlze

localization side (bp) (bp)

Jarid? Chri3 LPO CACGGTCGTTCTAGGTTAGATCTCTGGCAGGAGCAGATCATCAGTTTGGTCAACCAGA 58 12
RPO TATGTGGCAAAGTGTCTGGCAAACACGGTGGCATCTCCAACCCTTAGGGAACCC 54

1700029N11Rik Chrl3 LPO CACGGTCGTTCTAGGTTAGATCTCCTTTGGCCTCTGCTGAGACTGTTGAAGTTCCAAGAC 60 16
RPO CAGTGTGAGTCAGCATTTGCTTCCTGGCATGGAACTATCCAACCCTTAGGGAACCC 56

Exoc2? Chri3 LPO CACGGTCGTTCTAGGTTAGATCTGGAGTTATCAGGTTAGACAGCAGAAGAACTGGCGAGAGT 62 120
RPO GGCCATCAGACAGGAGTAGTGCAGAAGTTTAGCGATTTGTCCAACCCTTAGGGAACCC 58

Dinbpl Chrl3 LPO CACGGTCGTTCTAGGTTAGATCTCAGGTGTCAGTGATGACAGTGACCAGTGTGACTCAACTCAG 64 124
RPO GACATTTAAGTGACTTGTCAGCTGTGCGCAGAATCCTCCTGTCCAACCCTTAGGGAACCC 60

Kif27 Chrl3 LPO CACGGTCGTTCTAGGTTAGATCTGTATCAGCCAAGCTAGCCAGGCATCTTCAGAGAATGTTCCTGA 66 128
RPO CCAGAATCGAATCCATTCTCTGGAGGAACAGGTAGCTCAGCTCTCCAACCCTTAGGGAACCC 62
LPO CACGGTCGTTCTAGGTTAGATCTTCCATCTGGCTTTTTCCTCATTCTGGGAGTGC 55

Tmem200a Chrl0 103
RPO TGGTGTCCATCATAGGAATCGCCATGGCATCCAACCCTTAGGGAACCC 48

Abat Chrl6 LPO CACGGTCGTTCTAGGTTAGATCTTACTAGTCAAGACTAGACATCTCATCTCACTGCAGCAGAGCAGAACACA 72 140
RPO GCAAACATGGTGGCTGCCTTCACAGAGCTCATATGTGCAAGTAGTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC 68

Tebt? Chr2 LPO CACGGTCGTTCTAGGTTAGATCTTACTACTACGGTTCACGTTTGCTTACTCTGATTGGATGCCTAAAGAGGAGTGG 76 148
RPO GTGCACTTAATTATCTGAGGCATCTCCTCGGTACTTAGCAGAGCTACTACTACTCCAACCCTTAGGGAACCC 72

Ginl Chrl LPO CACGGTCGTTCTAGGTTAGATCTTACGCAGTGATGCTCCTATTTTCACCTGGCATGGAGTGAGAAAGAGC 70 136
RPO ACGTGAGCATGTGAGCCAGGAGTTAGCACAGAGGAAAATACTCTTACTCCAACCCTTAGGGAACCC 66

Red : PCR primer binding sequences
Blue : Target gene hybridizing sequences

Green : Spacers

MLPA PCR primers

[Forward — [CACGGTCGTTCTAGGTTAGATCT |

[Reverse  [GGGTTCCCTAAGGGTTGGA |

Sanger sequencing PCR primers
Target Sens Primer sequence
' Forward [GACACGTCCAAGCGTTTGTT
S'UTR + Exon 1 Reverse |GAGCTTTATCGGACGCTGTTT
Exon 2 Forward |GCACCCAGTAGGAATTTTACAGT
Reverse |CTTGTGCCCAGGTCAGAACA
Exon 3 Forward |GGGCACAGGGTAGAAGGAAAA
Reverse |CCATGTGGCAAGCATTAGCA
Exon 4 Forward |CTGCTGCATGAGGTCCTGTATT
Reverse |GCCCTATATAGTGGGGCACTT
Exon 5 Forward |AGGGTCCTACCTTTATAAGCCTC
Reverse |TCTGGCTGAAACGCTTCAAATG
Exon 6 Forward |GCTGGCCATTTATTTCCCTGG
Reverse |GCTCTACTTTTCCAGCTCGGT
Exon 7 Forward |AACTCGTCATTCAGCTAGCAC
Reverse |GAGAGGTTCTACAAGAGCAGGG
Exon 8 Forward |CTGGCTGCTGGCTGCTTTAG
Reverse |AGICTCCTCTGTGATATTTGGTCAC
Exon 9 Forward |GGGTGTTGTCACCTATTGAGC
Reverse |CGGAACAACCTCTGCCTTTG
Exon 10 Forward |GTTGCCTTACGTTCTGAGGG
Reverse | TGGGAGGACAGTGAGGTTCC
Exon 11 Forward |GGTTCCCGGTGGGAAAATCA
Reverse |GGGGGTCCACAGTTTTCAGA
Exon 12 Forward | TATGTAGCAAGTGGGGAGGG
Reverse |ACCTACAGAGTCAGGCCCTATT
Exon 13 Forward |GAAGCAGCCAACAGCAACAG
Reverse |CCTCCTTAGGCCCAAAAGACC
Exon 14 Forward [CCCCATAACCTGGATGGTGTCC
Reverse |CTCCAGCACCGAATGACAGC
Exon 15 Forward |AATGGCCACTTTAGAAACTCACAC
Reverse |AGTCCTTAATGAGCTGCAGGTGG
Exon 16 Forward |TCCTTTTTAGTGGGAGCAGGTA
Reverse |ACCATAGTGAGAGGAGGCTGG
Exon 17 Forward [GTTGCAGGGTTTCTTACCCC
Reverse |AATGGACAGCATCCACTTAGAG
\ Forward |AAGCCTGCTAATGTCCAGTGA
Exon 18 + 3UTR Reverse |ATGCCTCTGTAGCTCCGCTC
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DISCUSSION
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Les travaux menés dans notre équipe sur le modele murin p53” ont permis de mettre en
évidence en 2012 une nouvelle entité de lymphome T périphérique, ayant pour origine des
cellules NKT. Le but de ce travail de theése flt principalement de caractériser cette entité
particuliere de lymphome T « non conventionnel », et plus particulierement d’étudier le rdle
des stimulations antigéniques chroniques sur la lymphomagenese NKT. Notre article paru en
2016 dans J Exp Med, décrivant pour la premiere fois ces lymphomes, nous a permis
d’affirmer que la stimulation antigénique chronique des NKT est 1’élément responsable de la
lymphomagenese. Nous avons en effet montré que ces lymphomes présentent de nombreuses
caractéristiques de lymphocytes NKT activés chroniquement : perte d’expression de NK1.1,
expression élevée de PD-1, down-régulation de la voie du TCR au niveau transcriptomique et
dépendance vis-a-vis de I'interaction TCR/CD1d. Nous avons €galement identifié un certain
nombre d’entités de PTCL humains CD1d-restreints, plus particulierement des lymphomes Y0
exprimant la chaine V91 tels que les T-LGL v90 et les HSTL que nous avons développé plus
amplement dans le chapitre C de la partie introductive, notamment sur son lien avec des

mutations du régulateur épigénétique SETD2.

De la découverte de ces lymphomes NKT dans le modele p53” ont émergé plusieurs

questionnements :

QUELLE EST LA SOURCE ANTIGENIQUE A L’ORIGINE DES LYMPHOMES
NKT DANS NOS GROUPES « CONTROLES » ?
N’observant pas de différences phénotypiques ou transcriptomiques marquantes entre les
lymphomes NKT développés par 25-30% des souris p53” des groupes « contrdles » et les
lymphomes NKT développés par 70% des souris injectées avec Spn, il semblerait que
I’ensemble de ces lymphomes émergent de mécanismes physiopathologiques similaires, et
donc d’une stimulation antigénique chronique. Deux hypotheses sont possibles quand a la
source antigénique a 1’origine des lymphomes NKT dans nos groupes « controles » :
- Soit il s’agit de glycolipides activateurs endogeénes comme nous en avons décrit dans la
partie introductive de ce manuscrit.
- Soit il s’agit de glycolipides exogenes provenant du microbiote, intestinal notamment.
Connaissant I'importance du lien entre certaines bactéries commensales et
I’éducation/activation des NKT, c’est cette derniere hypothese que nous avons voulu tester en
premier lieu. Nous avons d’abord tenté de traiter des souris p53” par un cocktail

d’antibiotiques administré par voie orale afin de dépléter la flore intestinale, et ainsi voir si
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I’absence de microbiote pouvait réduire, voire éliminer le développement de lymphomes
NKT. Cependant nous avons remarqué que le traitement antibiotique induisait a long terme
une prolifération de germes résistants, se traduisant par une hyperplasie caecale. Pour contrer
ce probléme, nous avons donc voulu générer des souris p53” axéniques. Pour des raisons
techniques, la génération de ces souris s’est révélée tres longue et est toujours en cours.
Lorsque nous aurons généré ces souris, il sera intéressant de savoir si certains commensaux
intestinaux, notamment Bacteroides fragilis, sont capables d’induire des lymphomes NKT
dans ce modele. Si oui par quel mécanisme ? Par translocation d’Ag bactériens activateurs
dans la circulation porte vers le foie ou ils activeraient les NKT résidents ? Nous pourrons
tester cette hypothése en traitant des souris p53” avec des molécules augmentant la
perméabilité intestinale (DSS, alcool...) et observer I’impact sur la génération de lymphomes

NKT.

ROLE DE P53 DANS LA LYMPHOMAGENESE T ASSOCIEE A DES
STIMULATIONS ANTIGENIQUES CHRONIQUES ?

Plusieurs hypotheéses peuvent expliquer le role de p53 dans la lymphomagenese T associée a
des stimulations antigéniques chroniques: 1) p53 joue un role dans le controle de la
prolifération et I’apoptose des lymphocytes T et NKT soumis a une activation répétée du
TCR ; 2) p53 contrdle I’apparition d’évenements oncogéniques de facon indépendante a la
stimulation antigénique. Comme nous 1’avons imaginé pour les CTCL (hémopathie dans
laquelle p53 est retrouvée tres fréquemment altérée) dans la figure 11 de la partie introductive,
la perte de p53 pourrait en effet étre un évenement tres précoce de la lymphomagenese,
installant un contexte permissif a 1’émergence d’un ensemble de mutations apportant un
avantage prolifératif ou de survie (ZEBI, facteurs épigénétiques, JAK/STAT...). La
découverte dans ce travail de these de la perte récurrente de Jarid2, un régulateur
épigénétique important dans la biologie des NKT, nous laisse penser qu’un mécanisme
oncogénique similaire pourrait avoir lieu dans les lymphomes NKT. Nous développerons le
role hypothétique de Jarid2 dans la lymphomagenese dans une partie qui lui sera consacrée.
Au dela du caractére permissif aux événements mutationnels qu’apporterait la perte de p53,
nous avons voulu adresser la question du réle direct de p53 dans le contréle de lymphocytes
NKT activés chroniquement via leur TCR in vitro. En effet, I'importance de p53 dans la

564

régulation des réponses immunitaires est de plus en plus considérée’™. Les études actuelles

montrent que 1’ AICD (Activation Induced Cell Death), observée apres une seconde activation

565

des lymphocytes T, est un mécanisme p53-indépendant™, mais le réle de pS3 n’a jamais été
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étudié dans un contexte de stimulation chronique du TCR. Nos expériences in vitro, basée sur
des activations successives du TCR par des billes anti-CD3/CD28, montrent que 1’activation
répétée de NKT WT induit une apoptose de plus en plus importante au fur et a mesure des
stimulations, ce qui n’est pas le cas des NKT p53” (Figure 12). Ceci est également vrai pour
les lymphocytes T conventionnels. L’activation chronique du TCR semble donc enclencher
des mécanismes d’apoptose pS53-dépendants. Ceci pourrait ainsi contribuer a la
lymphomagenese in vivo, par un manque de contrdle prolifératif des cellules T/NKT dans un
contexte d’infection chronique. Le fait que I’ensemble des tumeurs développées spontanément
dans les souris p53" soient majoritairement d’origine T est pour nous révélateur que p53 est

particulierement important dans la biologie de ces cellules.

En conclusion, il est envisageable que la perte de p53 agisse a 2 niveaux dans la
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Figure 12 : Rdle de p53 sur I’apoptose des NKT activés chroniquement Des NKT isolé de souris WR ou p53_/_
ont été activés chroniquement in vitro avec des billes anti-CD3/CD28. L’apoptose a été mesurée par marquage
Annexine V.
lymphomagenese T et NKT :
- Précocement, permettant 1’apparition (probablement stochastique), la sélection et enfin
I’émergence d’autres mutations driver, telles que la perte de facteurs épigénétiques
- Tardivement, provoquant une perte de contrdle de la prolifération et de I’apoptose des
lymphocytes T et NKT activés chroniquement.

Nous avons évoqué dans I’introduction le potentiel rdle pro-oncogénique indirect de

I’activation lymphocytaire. En effet, en favorisant la prolifération et la survie, c’est
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mécanismes, bien que physiologiques, pourraient favoriser 1’émergence de mutations. En
revanche, nous n’avons pas évoqué 1’hypothese selon laquelle 1’activation lymphocytaire par
le TCR pourrait avoir un potentiel directement transformant. Nous avons émis cette hypothese
par la découverte des travaux menés par Gabriel Ichim et al, parus dans Molecular Cell en
2015, Ces travaux montrent que des conditions d’apoptose sub-optimales (ici de faibles
concentrations d’un inhibiteur de Bcl-2) peuvent enclencher un processus clé de 1’apoptose
appelée MOMP (Mitochondrial outer membrane permeabilization) de maniere incomplete. A
I’origine considéré comme un mécanisme « tout ou rien », leurs travaux effectués sur des
lignées ont démontré que la MOMP peut étre activée dans une faible proportion de
mitochondries dans une méme cellule (ce qu’ils nomment « minority MOMP » ou
« miIMOMP »). Bien que n’induisant pas I’apoptose, ceci enclenche tout de méme certains
processus de 1’apoptose, et plus particuliecrement 1’activation de DNases activées par les
caspases (CAD). Ainsi les cellules cultivées sous de telles conditions survivent, mais
présentent une instabilit€ génomique, favorisant la tumorigenese. Des mécanismes similaires
ont également ét€ étudiés dans un article de 2012°". Cette observation pour le moins originale
montre le potentiel oncogénique d’une apoptose incomplete. De ces travaux, nous nous
sommes demandés si I’activation répétée du TCR pouvait étre elle aussi considérée comme un
signal sub-optimal d’apoptose, induisant par conséquent une miMOMP et donc une instabilité
génomique (Figure 13). En effet, comme nous venons de le discuter, 1’activation chronique
du TCR de lymphocytes T ou de NKT in vitro induit ’apoptose d’une majeure partie des
lymphocytes. Mais qu’en est t’il des cellules « survivantes» ? Accumulent t’elles des
anomalies génétiques ? Un certains nombre d’éléments dans la littérature nous laissent penser
que c’est le cas. En effet plusieurs articles ont reporté 1’activation de caspases CAD suite a
activation du TCR™*®,

Pour répondre a cette question, nous avons entamé une collaboration avec Gabriel Ichim.
Grace a notre modele de stimulation in vitro sur cellules T primaires, nous chercherons
d’abord a mettre en évidence la présence de dommages a ’ADN dans les cellules activée
(marquages YH2AX et 53BP1), pour ensuite tenter de mettre en évidence la miMOMP grace
au modele rapporteur de Gabriel Ichim. Cela serait une preuve remarquable du role

directement pro-oncogénique du TCR.
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Figure 13 : Proposition de modele selon lequel 1’activation du TCR
pourrait induire des dommages a I’ADN.

UN LIEN ENTRE BORRELIA ET PTCL ?

Cette question est a la base du projet principal de ce travail de these, qui fit de démontrer
grice au modele p53” le lien entre Borrelia burgdorferri et le développement de PTCL. Nous
avons porté notre attention sur cette bactérie pour plusieurs raisons: i) Borrelia est
responsable d’une pathologie chronique émergente, la maladie de Lyme, transmise par les
piqures de tiques, ii) Borrelia semble associée a certains CTCL (MF et SS), cependant ces
résultats demeurent controversés et manquent d’arguments cliniques et expérimentaux, et iii)
Borrelia exprime des glycolipides activateurs des NKT.

Notre hypothese était donc que I’infection par Borrelia dans les souris p53” serait capable
d’induire des PTCL d’origine NKT, hypotheése que nous avons confirmé dans ce travail,
renforcant I’idée selon laquelle Borrelia pourrait induire des PTCL. Nous n’avons pour le
moment aucune preuve que certains CTCL chez ’homme puissent étre d’origine NKT, ou du
moins T non conventionnel. Si un lien tel de causalité venait a é&tre montré, notamment par
des études épidémiologiques plus larges, il serait envisageable d’utiliser des traitements

antibiotiques appropriés afin d’éradiquer la bactérie chez les patients, dans 1’espoir d’observer
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une régression de la maladie avant ou en addition des traitements conventionnels, comme
c’est le cas pour les lymphomes du MALT gastrique associ€és a Helicobacter pylori.
L’association lymphome/Borrelia est pour le moment floue pour les PTCL, mais plus claire
pour d’autres lymphomes non-Hodgkiniens, principalement les lymphomes B cutanés™ %%,
Une étude scandinave a rapporté une association avec le lymphome du manteau (OR=3.6)"".

Plusieurs cas de régression de lymphomes B associés a Borrelia et traités par antibiotiques ont

déja été rapportés dans la littérature®*0~>7%%,

ETUDE SEROLOGIQUE DU LIEN ENTRE PTCL ET INFECTIONS

Un aspect de ce travail de thése fut de mettre en évidence certaines associations entre PTCL et
infections bactériennes chez ’homme. Pour cela nous avons mis en place une collaboration
avec James Cerhan (La Mayo Clinic, US) nous donnant acces a une large collection de
sérums de patients PTCL (n=108), représentant différentes entités récapitulées dans le tableau

4, ainsi que des sérums controles appareillés sur I’age, le sexe et la localisation géographique

(n=108).

Tableau 4 : Tableau des différentes entités de PTCL composant la collection de sérums fournis par J.Cerhan
: PTCL n=108 ; contrdles sains n=108.

Extranodal NK/T - nasal 4
Large Granular T-cell 7
Mycosis fungoides 12

Other T-cell - specify 8
Peripheral T unspecified 39
Precursor T lymphoblastic 4
Sézary syndrome 5
Subcutaneous panniculitis T 5
Cut T-cell non-mycosis fungoides 6
Anaplastic large cell cutaneous 3
Anaplastic large cell systemic 20
Angioimmunoblastic T 18
Enteropathy-type T 6

Nous avons donc réalisé une étude sérologique afin d’étudier 1’historique d’infection chez ces

patients, en nous focalisant sur 4 pathogenes, identifi€és comme exprimant des glycolipides
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activateurs des NKT et dont I'implication dans certains lymphomes est connue ou
soupconnée. Pour la recherche d’Ac anti-Helicobacter pylori, Streptococcus pneumoniae et
Borrelia burgdorferi, nous avons fait appel a Biomnis, une entreprise spécialisée dans les
analyses médicales, qui a réalisé I’ensemble des tests sur des automates. Malheureusement,
ces analyses n’ont révélé aucune association entre PTCL et infection, tout du moins lorsque
I’on considere I’ensemble des entités (Tableau 5). En effet, il n’est néanmoins pas exclu que
certaines infections soient associées a des entités pour lesquelles nous n’avions pas assez

d’échantillons pour réaliser une analyse robuste.

De plus, il est possible que seulement certaines especes de Borrelia soient associ€es aux
PTCL. En effet, les principales especes pathogenes pour I’homme (B.burgdorferi sensu
stricto, B.afzelii et B.garini) présentent des répartitions géographiques ainsi que des
manifestations cliniques distinctes. En 1’occurrence, B.afzelii est I’espece principalement
responsable de manifestations cutanées telles que le lymphocytome (stades précoces) et
I’acrodermatite chronique atrophiante (stades tardifs), 2 signes cliniques distincts retrouvés en

527,528

Europe seulement . Ces atteintes cutanées correspondent a des lymphoproliférations

principalement de nature B, mais parfois T>*77*"!

pouvant parfois €tre confondus avec des
CTCL. B.afzelii est 1’espece la plus fréquente en Europe, dont I’Italie’”?, pays dans lequel ont
été menées les 2 études montrant une association en CTCL et Borrelia®'™*. Or notre étude a
été menée sur une cohorte américaine. Peut-&tre n’existe t’il aucun lien entre B.burgdorferi
sensu stricto (I’espece endémique en Amérique du Nord) et CTCL. Etant donné le lien fort
entre B.afzelii et les manifestations cutanées de la maladie de Lyme, il serait intéressant de
réaliser une autre étude sérologique sur une cohorte européenne.

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des résultats de notre étude sérologique sur le lien entre PTCL et
infections. PTCL n=108 ; controles sains n=108.

Logistic Models by Case-control status Adjusted Results

Whole cohort N Adjustment variables OR 95% Cl P-value
Chlamydia spp 191 age, sex 3.55 1.92-6.56 0.0009
Borrelia burgdorferi 210 age, sex 1.33 0.29-6.11 0.715
Helicobacter Pylori 202 age, sex 0.35 0.09-1.36 0.130
Streptococcus pneumoniae 216 age, sex 0.64 0.37-1.13 0.124
Anaplastic large cell (systemic and cutaneous) N Adjustment variables OR 95% Cl P-value
Chlamydia spp 17 age, sex 1.55 0.58-4.17 0.477
Streptococcus pneumoniae 130 age, sex 0.74 0.30-1.86 0.763
Angioimmunoblastic T N Adjustment variables OR 95% Cl P-value
Chlamydia spp 108 age, sex 2.33 0.71-7.65 0.584
Streptococcus pneumoniae 123 age, sex 0.64 0.37-1.13 0.024
Peripheral T unspecified N Adjustment variables OR 95% Cl P-value
Chlamydia spp 120 age, sex 5.81 2.20-15.38 0.005
Streptococcus pneumoniae 136 age, sex 1.50 0.60-3.75 0.388
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En collaboration avec Orbio, nous avons également recherché la présence d’Ac anti-
Chalmydia spp par test ELISA (Vircell). Les analyses ont révélé un taux d’infection 2 fois
supérieur chez les patients PTCL comparés aux patients sains contrles. L’infection par
Chlamydia semble un facteur de risque important de développement de PTCL (OR=3.55 ; P-
value=0.0009) et en particulier de PTCL-NOS (OR=5.81; P-value=0.005) (Tableau 5).
Sachant qu’il existe plusieurs souches de Chlamydia (pneumoniae, trachomatis et psittaci),
nous étudions actuellement la souche responsable de cet effet. Nos résultats préliminaires
montrent une séropositivité majoritairement envers Chlamydia pneumoniae.

L’association entre Chlamydia pneumoniae et lymphomes fut étudiée dans une étude
sérologique menée sur une collection de sérums de 53 patients présentant un lymphome non-
Hodgkinien. Les résultats alors obtenus sont du méme ordre que ceux de notre étude, a savoir
une positivité d’Ac anti-C .pneumoniae de 63% chez les patients NHL contre 22% chez les
controles sains (OR=7.3)’". Cependant cette étude ne décrit pas les types de NHL testés.
C.pneumoniae a également ét€ détectée dans une petite cohorte de lymphomes du MALT

°7* et quelques cas de lymphomes du MALT oculaire’””” ou encore 1 cas d’ALCL

pulmonaire
cutané’”’, mais aucune étude n’a rapporté une association forte, ni un lien de causalité.
L’association avec les CTCL semble en revanche plus plausible. En effet, comme développé
dans l’introduction, C.pneumoniae semble produire un super-Ag appelé Sézary Activating
Factor”?*, et la bactérie étant détectée dans 100% (5/5) des échantillons de CTCL testés, des
résultats cependant non reproduits par une étude ultérieure réalisée sur 24 cas de MF, tous
s’étant révélés négatifs en PCR™. Des résultats d’une étude récente menée sur 57 échantillons
sanguins de patients CTCL reporte néanmoins la présence de la bactérie (détectée par qPCR)
dans 24% des cas, contre 2,5% dans des psoriasis, 13% dans des dermatites atopiques et 0%
dans les patients sains. De plus, la fréquence de C.pneumoniae est plus fréquente a des stades

avancés de la maladie’”®

. Ces résultats suggerent fortement que C.pneumoniae n’est pas un
agent causal des CTCL, mais sa présence plutdt une conséquence des dysfonctions
immunitaires observées dans les CTCL.

Afin d’établir un éventuel lien causal entre cette infection et les PTCL dans notre étude, nous
devons montrer 1’antériorité de la séropositivité par rapport au PTCL. Nous avons pour cela

acces aux sérums des méme patients, prélevés plusieurs années avant le diagnostic, que nous

allons tester selon les mémes conditions que précédemment.
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DES LYMPHOMES NKT CHEZ L’HOMME ?

Il s’agit 1a d’un chainon manquant important pour faire le parallele entre notre modele et la
clinique. Plusieurs évidences nous laissent cependant supposer qu'au moins certains PTCL et
en particulier une partie de SS et / ou MF peuvent provenir de cellules T non conventionnelles
telles que des cellules NKT. Tout d'abord, des données récentes ont indiqué que le facteur de
transcription PLFZ, le «master gene» de la différenciation des cellules T non
conventionnelles, serait surexprimé dans les MF et SS**. Plus récemment, Jeon et al.
évoquent clairement la possibilité que certains PTCL-NOS ou CTCL puissent dériver de
cellules T non-conventionnelles sur la base de l’expression du facteur de transcription
PLZF*®. Sur une série de 588 hémopathies lymphoides, Jeon et al. ont donc retrouvé une
expression de PLZF par immunohistochimie dans 27/54 cas de leucémie/lymphome
lymphoblastique T, 1/51 cas de PTCL-NOS et 1/13 cas de CTCL (dont 9 cas exprimant une
chaine B du TCR). Dans I’ensemble des autres hémopathies (B toutes entités confondues,
AITL (n=46), EATL (n=6), NK/T nasal (n=80), ALCL ALK+ ou ALK- (n=34)) le marquage
était négatif. Afin d’identifier une population iNKT, des PCR V « 24 ont été réalisées dans le
cas du PTCL-NOS du CTCL (MF) PLZF" en immunohistochimie et se sont avérées
négatives. Nous avons retrouvé dans les bases de données publiques Oncomine (Compendia

Bioscience, https://www.oncomine.com) I’expression de PLZF dans 3 lignées de syndrome de

Sézary (SS). En plus des données transcriptomiques publiques de lignées de SS, une analyse
de profils d’expression génique rapportée dans la littérature, comparant les cellules tumorales
circulantes triées d’un patient atteint de SS aux cellules T normales de ce méme patient (sur la
base de la clonalité VB35.1), a montré que le gene le plus significativement surexprimé dans les
cellules de SS était PLZF*. Ces éléments, associés a I’inhibition de la voie p53 dans une
vaste majorité des SS*'°”, aux roles de I'IL-7 et de I’IL-15 dans la survie des cellules de
SS. et a la délétion de Jarid2 dans 20% des SS**, nous ont conduit a considérer le SS et/ou
le mycosis fongoide comme des lymphoproliférations de nature potentiellement NKT, et

suivant des processus de lymphomagenese similaires aux lymphomes NKT.
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En étudiant les données transcriptomiques de la collection Tenomic, nous avons sélectionné
une série de 13 PTCLs (AITL et PTCL-NOS) (Figure 14) présentant des niveaux élevés
d’ARNm de PLZF, et séquencé leur chaine a du TCR. Les analyses n’ont révélé aucun
lymphome exprimant une chaine Va24. Cependant, nous avons identifié 1 PTCL-NOS
exprimant un réarrangement TRAVI-TRAJ12, réarrangement retrouvé dans une faible
proportion de cellules MAIT*? avec une séquence protéique du CDR3 similaire
(CAVRPADSSYKLIF) a celles décrites dans la littérature™. La nature MAIT de ce PTCL
nécessiterait d’étre confirmée par marquage avec des tétrameres MR 1, mais il n’existe pas de

cellules congelées de cet échantillon.

PLZF (ZBTB16) expression
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Figure 14 : Screening de lymphomes PLZF sur la base des données transcriptomiques du projet
Tenomic. Les lymphomes encadrés ont été sélectionnés pour un séquencage des chaines Va et V3 afin
de mettre en évidence I’expression potentielle de chaines invariantes typiques de iNKT et des MAIT

Cependant il nous parait important de relever que PLZF n’est pas restreint aux lymphocytes T
non-conventionnels et est retrouvé dans un grand nombres de cellules souches
(spermatogonies, progéniteurs neuronaux, cellules souches hématopoiétiques...), ainsi que de

maniére aberrante dans un certain nombre de tumeurs solides™'

. Ceci pourrait également étre
le cas dans certains lymphomes, rendant inapproprié la recherche de lymphomes T non
conventionnel sur la base de 1’expression de PLZF.

Chez I’homme, I’existence d’une entité a part entiere dérivant de lymphocytes NKT invariants
est a priori exclue puisque I’analyse du répertoire Vo mais surtout V3 est clairement
documentée dans la plupart des néoplasies lymphoides T et aucune restriction massive en

faveur de Va24 ou de VP11 (chaines semi-invariantes exprimées chez 1’homme) n’a été

décrite. L hypotheése du développement de lymphomes T a partir d’une population NKT de
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type 1I apparait largement plus plausible, d’une part car ils sont non invariants et d’autre part

parce que leur fréquence semble plus importante chez I’homme que celle des NKT de type I"°.

ROLE DE JARID2 DANS LA LYMPHOMAGENESE

L’analyse de nos lymphomes par WES a permis de révéler des altérations génétiques
récurrentes, et plus particulierement une perte totale ou partielle d’une copie du chromosome
13. Parmi les 142 geénes contenus dans les régions minimales de délétion retrouvées dans tous
les lymphomes NKT, un a particulierement attiré notre attention : Jarid2. En effet il s’agit
d’un gene particulierement important dans la biologie des lymphocytes NKT.

Cette découverte est pour le moins surprenante puisque de telles altérations chromosomiques
n’avaient pas été détectées en FISH multi-couleur dans ces mémes lymphomes NKT de notre

premier article*"”

. De plus, aucun lymphome ne semblait produire d’IL-4. Il semblerait donc
qu’il y ait une certaine divergence dans nos résultats, pour des raisons que nous ignorons. Il
parait par exemple assez peu probable que les lymphomes NKT de nos 2 études soient des
entités distinctes, ces 2 €tudes contenant un groupe « contrdle » (PBS, ou milieu de culture),
et qu’aucune distinction phénotypique, transcriptomique ou génotypique n’a été observé entre
les lymphomes NKT des groupes « controles » et ceux des groupes infectés (S.pneumoniae et
B.burgdorferi), suggérant des processus de lymphomagenese semblables.

L’article de I’équipe de Rao (également auteur de I’article sur les souris Tet2/Tet3") publié
dans Nature Communication en 2014** montre une expansion des lymphocytes NKT en
périphérie dans les souris Jarid2” dans le compartiment T. Cet article montre que Jarid2
exerce un role répresseur sur le promoteur de Zbtb16 (gene codant PLZF) via la méthylation
en H3KO9, et que les NKT Jarid2" présentent un profil type NKT2 (NK1.1", CD44*, PLZF"),
tout comme nos lymphomes NKT. La répression de PLZF par Jarid2 semble ainsi cruciale
pour la génération de NKT1, la perte de Jarid2 provoquant sans doute une accumulation de
NKT type NKT2. Nous avions jusqu’ici conclu que 1’absence d’expression de NK1.1 dans les

lymphomes NKT était une marque d’activation™

. Or il n’est pas exclu que les lymphomes
NKT soient en fait des entités au profil NKT2, profil provoqué par la perte de Jarid2 a un
stade immature.
Ainsi, si Jarid2 est effectivement impliqué dans la lymphomagenese NKT, a quel niveau sa
délétion intervient-elle ? Est-ce :

- 1) un événement précoce, ayant potentiellement lieu au niveau thymique dans des NKT

immatures, provoquant une persistance de I’expression de PLZF, responsable alors d’un

fort biais de développement vers la voie NKT2.
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- 1) un événement mutationnel tardif, potentiellement induit par la stimulation

antigénique chronique, imposant un profil NKT2-/ike a des NKT matures en périphérie.
Considérant le role important de Jarid2 dans le développement, et que jusqu’a maintenant son
role n’est pas connu dans les NKT en périphérie, nous aurions tendance a favoriser la
premiere hypothese. De plus, ce type de mécanisme rappelle le modele de lymphomes NKT
dans les souris Id2/Id3”, montrant que la perte de ces facteurs épigénétiques confére aux
cellules NKT néonatales un profil pré-néoplasique, avec un grand nombre de voies dérégulées
(down-régulation de voies pro-apoptotiques et antiprolifératives avec up-régulation de voies
de progression du cycle cellulaire et pro-métastatiques) induisant une instabilité génomique™.
Dans ce modele, la stimulation chronique aurait un role « terminal » dans la lymphomagenese
NKT, peut-€tre favorisant simplement la prolifération des NKT pré-néoplasiques et initiant
potentiellement d’autres mutations passengers. Ce modele tel que nous I’imaginons
actuellement est résumé dans la figure 15.
A D'inverse, la deuxieme hypotheése permettrait d’expliquer le profil « mixte » observé dans
les lymphomes NKT. En effet, un certain nombre des lymphomes NKT analysés expriment
des marqueurs NKT1 et/ou NKT17, en plus d’un profil NKT2-like. Ces profils aberrants
pourraient alors étre des vestiges du sous-type de la cellule NKT d’origine de chaque
lymphome.
De maniere intéressante, les NKT2, comparés aux NKTI1 et 17 possedent un profil
transcriptomique enrichit en expression de genes du cycle cellulaire, reflétant un caractere

prolifératif élevé, potentiellement pro-oncogénique dans notre contexte.

Plusieurs éléments clés restent a montrer sur ce modele, notamment est ce que cette
hypométhylation est retrouvée spécifiquement au niveau du promoteur de PLZF. Nous avons
mis au point des expériences de q-ChiP afin d’étudier la question. Cependant, nous ne
pouvons pas, a I’heure actuelle, éliminer la possibilité que ce profil particulier n’est qu'un
simple effet collatéral de la délétion partielle ou totale du chromosome 13 contenant Jarid2, et
qu’elle n’ait en fait aucun impact sur la lymphomagenese. Evidemment, la preuve formelle du
role de Jarid2 dans la lymphomagenése nous sera apportée par le croisement de souris p53”
avec les souris Jarid2”. Les croisements pour générer ces animaux sont actuellement en cours
au laboratoire. Si Jarid2 est effectivement impliqué dans la lymphomagenese NKT, ces souris
présenteront une lymphomagenese accélérée ainsi que des fréquences de lymphomes NKT
plus élevées que les souris p53”. Il n’est d’ailleurs pas impossible que les souris Jarid2"

développent elles aussi des lymphomes NKT. En effet, les animaux utilisés dans 1’étude de
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Pereira ne sont que des animaux jeunes (8 semaines). Nous pouvons donc imaginer que des

animaux plus agés finiront par développer une hémopathie NKT maligne.

PLZF, que nous retrouvons exprimé de maniere aberrante dans tous les PTCL-NKT, semble
étre une conséquence de la perte de Jarid2. Cependant il convient de relever ici le potentiel
que pourrait avoir une telle surexpression dans la lymphomageneése. En effet, comme
mentionné plus haut, PLZF est un facteur de différenciation mais aussi d’auto-renouvellement
(de stemness) impliqué dans de nombreux types cellulaires, mais aux fonctions bien distinctes

selon les types cellulaires en question, dont la régulation reste pour I’instant mal connue®.

THYMUS

NKT imma :@

ou progénifeur T

0 Perte de p53 (ou fond p53KO)
a Evénement mutationnels stochastiques dus a la perte de p53
a Sélection de NKT prénéoplasiques (perte de Jarid2...)

0 Activation chronique des NKT prénéoplasiques par des glycolipides pathogéniques ou commensaux

e Développement de lymphome NKT

Figure 15 : Proposition de modele de lymphomagenese NKT associée a la perte de Jarid2 et la stimulation
antigénique chroniques dans les souris p537-.

Des résultats contradictoires ont ainsi été observés quand au role de PLZF dans 1’apoptose et
la prolifération. Bien que dans certains types cellulaires la surexpression de PLZF semble
induire de I’apoptose, I’inverse a été observée dans les lymphocytes : des travaux ont en effet
montré in vitro que la surexpression de PLZF dans des Jurkat leur conférait une résistance
accrue a l’apoptose (induite par privation de sérum) via la répression de BID, un pro-

apoptotique de la famille des Bcl-2°%. Une autre étude menée dans différentes lignées
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cellulaires a également montré un rdle pro-oncogénique de PLZF, notamment par des modeles
de xénogreffe, via la répression de p53°'. Ces résultats sont en contradiction avec des travaux
de 2013, que nous estimons plus robuste, et sans doute plus applicable a notre modele de
lymphome NKT, puisque réalisée dans des NKT primaires et non pas des lignées T. Ici, PLZF
confere un profil pro-apoptotique dans les INKT et les MAIT humains (expression et
activation basale de caspases 3 et 7), profil contrebalancé par expression de I’anti-apoptotique
XIAP. L’inhibition de PLZF dans les NKT et les MAIT réduit ce profil pro-apoptotique, alors
que la surexpression de PLZF dans des lymphocytes T conventionnels induit un phénotype
pro-apoptotique. Les auteurs émettent alors 1’hypothese que ce phénomene pourrait étre un
moyen de contrdler ces lymphocytes T non conventionnels qui, de part leur fonction, sont
facilement activables et nécessitent une régulation fine®'. Ces résultats démontrant le role
pro-apoptotique de PLZF paraissent assez peu conciliables avec nos données. Cependant,
cette étude n’a pas adressé le role de pS3 dans 1’apoptose induite par PLZF. S’il s’agissait
d’une apoptose p53-dépendante, alors I’expression de PLZF dans notre modele serait
incapable d’induire la mort des cellules NKT (p537), n’empéchant ainsi pas la progression
des cellules (pré-)néoplasiques.

De maniére intéressante, PLZF a été décrit comme inducteur de I’expression d’ ICOS™*

, que
nous retrouvons tres fortement exprimé dans les lymphomes NKT. Considérant I’importance
d’ICOS dans la biologie des NKT, notamment dans leur survie’*, cette expression élevée
dans les lymphomes pourrait potentiellement participer a leur progression. PLZF induit
également 1’expression d’Id2, un facteur épigénétique qui semble crucial dans la survie des
NKT hépatiques (NKT1 principalement)™. Bien que ces résultats soutiennent un rdle de
PLZF dans la lymphomagenése, ils semblent en contradiction avec le modele murin Id2/1d3™"
développant des lymphomes NKT’**. Cela peut s’expliquer par des fonctions bien distinctes
d’Id2 en fonction du stade de développement, puisque 1d2 est également un répresseur de la

prolifération NKT aux stades immatures (stade 1) ****%

Afin d’étudier plus largement I’effet d’une délétion de Jarid2 sur la biologie NKT, nous
prévoyons également de réaliser des expériences d’ATAC-Seq sur des NKT Jarid2” en
comparaison a des NKT WT. Cela nous permettra d’observer les modifications induites par
cette délétion au niveau chromatinien et d’identifier des voies potentielles pouvant étre
impliqués dans la lymphomagenese associée a Jarid2 par I’acquisition d’un profil pré-

néoplasique.
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Conclusion

L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette these a donc permis de mieux caractériser
une nouvelle entit¢ de PTCL découverte au laboratoire, ayant pour origine les lymphocytes
NKT. Nous avons montré dans un premier temps que c’est I’activation directe du TCR NKT
par des glycolipides microbiens qui est responsable de la lymphomagenése NKT. Nous
n’avons cependant pas pu répondre a la question du role du microbiote. Par la suite, nos
travaux menés sur Borrelia sont venus renforcer le concept selon lequel certaines infections
chroniques peuvent induire des lymphomes, et en particulier I’implication de Borrelia dans la
lymphomagenése T, fait encore controversé. Cette étude a également permis de mettre en
¢vidence certains aspects des lymphomes NKT que nous n’avions pas identifi¢ dans notre
article de 2016, tels qu’un profil plutét NKT2, ainsi que des aberrations chromosomiques
récurrentes, dont des pertes du chromosome 13 contenant Jarid2. Compte tenu de la
considération grandissante de tels facteurs dans la lymphomagenése, nous pensons que la
perte de Jarid2 pourrait étre un élément important de la transformation NKT. D’autre part,
nos données sérologiques obtenues chez ’homme semblent suggérer une forte association

entre Chlamydia pneumoniae et certains sous-types de PTCL.
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