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Liste des abréviations

ABC : activated B-cell

Ac : anticorps

Ag : antigene

ASC : antibody-secreting cells, cellules sécrétrices d’anticorps
BCR : B-cell receptor

BL : Burkitt lymphoma

CG : centre germinatif

ChIP : chromatin immunoprecipitation

CLL : chronic lymphocytic leukemia, leucémie lymphoide chronique
CLP : common lymphoid progenitor
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CSH : cellules souches hématopoiétiques
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DC : dendritic cells, cellules dendritiques

DLBCL : diffuse large B-cell ymphoma, lymphome B diffus & grandes cellules
FDC : follicular dendritic cells, cellules dendritiques folliculaires
FT : facteur de transcription

GMSI : gammapathie monoclonale de signification indéterminée
GMP : granulocyte-macrophage progenitor

HL : Hodgkin lymphoma

HLH : helix-loop-helix, hélice-boucle-hélice

Ig : immunoglobuline

LB : lymphocytes B
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LT : lymphocyte T
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MBC : memory B-cells, lymphocytes B mémoire
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MPP : multipotent progenitor
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MO : moelle osseuse

MW : maladie de Waldenstrom

NF-kB : nuclear factor-kappa B

NGS : next generation sequencing

PEG : profil d’expression génique

PI3K : phosphatidylinositol-3 kinase

SHM : somatic hypermutation, hypermutation somatique
SLPC : syndrome lymphoprolifératif chronique
TCR : T-cell receptor

TSS : transcription starting site

UTR : untranslated region

WT : wild type
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INTRODUCTION

1. Hématopoiese

L’hématopoiese est définie comme un processus continu a travers lequel les cellules souches
hématopoiétiques (CSH) se développent et se différencient en cellules matures du sang périphérique (1).
Chez 'homme, 'hématopoiése siége dans le sac vitellin, puis dans le foie et la rate avant de gagner
progressivement la moelle osseuse (MO). Chez l'adulte, la MO est le site principal de 'hématopoiése,
permettant le développement de la lignée myéloide et lymphoide. De nombreux modéles de différenciation
hématopoiétiques ont été proposés, basés initialement sur des expériences de transplantation chez la souris
puis bénéficiant plus récemment de la caractérisation des différentes populations hématopoiétiques a
I'échelle unicellaire chez ’'homme ainsi que des techniques de reprogrammation cellulaire (1, 2). Les CSH
peuvent s'auto-renouveler ou se différencier de fagon contr6lée par des signaux extrinseques, provenant de
leur environnement, qui comprend molécules de la matrice extracellulaire, molécules d'adhérence, facteurs
de croissance et cytokines et qui module des voies de signalisation intracellulaire et I'activité de facteurs de
transcription instruisant la différenciation (3). Le modéle proposé de I’ « arbre de différenciation » des CSH
vers les lignées myéloides et lymphoides, construit sur les expériences de transplantation et ayant prévalu
dans les années 2000, repose sur I'existence de trois sous-groupes de CSH : (a) les CSH dites « long
terme » (long-term hematopoietic stem cell, LT-HSC) qui peuvent rester quiescentes ou s’auto-renouveler et
qui possedent un potentiel de différenciation large (c.-a-d. pouvant donner naissance a tous les lignages
hématopoiétiques), (b) les CSH dites « court terme » (short-term hematopoietic stem cell, ST-HSC) qui
dérivent des CSH «long terme » et conservent un potentiel de différenciation multiple mais dont les
capacités d’auto-renouvelement sont diminuées, (c) les progéniteurs multipotents (multipotent progenitors,
MPP) qui conservent leur capacité de différenciation en n’importe quelle cellule sanguine mais qui ont perdu
leur capacité d’auto-renouvélement (4). A partir des MPP, il existe deux voies de développement, soit en
précurseur myéloide commun (common myeloid progenitor, CMP) soit en précurseur lymphoide commun
(common lymphoid progenitor, CLP). Chaque CMP se différencie en progéniteurs encore plus spécialisés :
le GMP (granulocyte-macrophage progenitor), qui pourra a son tour se différencier en granulocytes et
monocytes, et le MEP (megakaryocyte—erythroid progenitor) qui pourra donner naissance aux
mégacaryocytes et érythrocytes. Le CLP a perdu son potentiel myéloide mais il est capable de se
différencier en lymphocytes B, T, NK et cellules dendritiques (dendritic cells, DC). D’autres théories
définissent un progéniteur différent, le LMPP (lymphoid primed multipotent progenitor), qui présente
Université Paris-Saclay
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un potentiel érythro-mégacaryocytaire trés réduit mais conserve une capacité a se différencier en cellules
lymphoides et myéloides (5). Des modéles de différenciation différents ont émergé plus récemment avec
l'identification de nouvelles populations souches et progénitrices lymphoides et myéloides, remettant en
guestion leurs contributions respectives dans la différenciation hématopoiétique (1, 6). Avec I'avenement
des techniques d’études a I'échelle unicellulaire, le modéle s’est encore complexifié avec la subdivision du
compartiment progéniteur multipotent en sous-populations distinctes et la caractérisation de I'’hétérogénéité
fonctionnelle et moléculaire du pool de CSH (1). La vision classique de la hiérarchie hématopoiétique
comme structure trés compartimentée et stable est remise en question et remplacée par celle d'un ensemble
de populations hétérogenes organisées hiérarchiquement, avec une progression graduelle d'une population

a l'autre, et s’adaptant aux besoins induits par diverses situations de stress (Figure 1).

[ ]
If_gﬁ @

s Megakaryocytes

Megakaryocytes T Megakaryocytes

Figure 1. Chronologie des différents modéles d’hématopoiése (1).

a) Modele basé sur des travaux de recherche effectués dans les années 2000 : les CSH sont représentées comme une
population homogeéne, en aval de laquelle une premiere bifurcation sépare les lignées myéloide et lymphoide par les
populations de progéniteurs myéloides (CMP) et lymphoides (CLP) communs. b) Au cours des années 2005-2015, ce
modele integre de nouvelles découvertes, le pool de CSH est considéré comme plus hétérogéne tant en matiere d'auto-
renouvelement (axe vertical) que de différenciation (axe horizontal). c) A partir de 2016, les analyses transcriptomiques a
I’échelle unicellulaire indiquent un continuum de différenciation. Chaque point rouge représente une seule cellule et sa

localisation le long d'une trajectoire de différenciation.

2. Lymphopoiese B normale
a. Introduction
Les lymphocytes peuvent étre définis comme une population cellulaire participant aux mécanismes de

limmunité, c’est-a-dire aux mécanismes de défense d'un organisme vivant contre des agents

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



11

étrangers, notamment infectieux, ou contre des agressions internes, notamment la transformation tumorale.
Les lymphocytes T (provenant du thymus) et B (provenant de la moelle osseuse) participent plus
spécifiquement a la réponse immunitaire adaptative, c'est-a-dire spécifique d’'un antigéne (Ag). La
lymphopoiése B englobe un continuum d’étapes dont I'objectif est de générer un répertoire diversifié de
lymphocytes B (LB) périphériques, qui donnent naissance a des cellules productrices d'anticorps (Ac) (ASC,
antibody-secreting cells) assurant la protection contre des agents pathogénes, tout en demeurant tolérantes
aux propres tissus de l'organisme (7). Ce processus se caractérise par le réarrangement séquentiel et
productif de I'ADN du locus de la chaine lourde des immunoglobulines (Ig) (Igu) et des loci de la chaine
Iégére des Ig (Igk suivi de IgA), puis par leur expression et assemblage en une structure appelée BCR (B-cell
receptor). Les LB peuvent étre définis comme une population clonalement diverse de cellules qui expriment
a leurs surfaces des BCR reconnaissant des Ag (ou plus précisément leurs épitopes) spécifiques.

Les différentes populations de LB ont été identifiées et définies sur la base de leurs phénotypes, de leur
localisation anatomique et de leurs différences fonctionnelles. La majorité des études qui ont caractérisé le
développement et la fonction des LB ont été réalisées sur les souris, mais de nombreuses données montrent
qu’il existe des différences significatives entre le développement des LB murins et humains, notamment
concernant les populations de LB transitionnels et mémoires (8, 9). Chez 'homme et la souris, les différentes
étapes de la lymphopoiése B ont lieu initialement dans la MO, du stade de CSH a celui de LB immatures,
puis en périphérie, des LB transitionnels aux LB matures (10). Ce processus de développement suit a la fois
un programme intrinséque a la cellule mais la survie et la différenciation correcte des LB dépendent
également de contacts étroits entre les précurseurs des LB et les cellules stromales médullaires, qui leur
apportent facteurs de croissance et cytokines. Les cellules stromales, comprenant notamment les cellules
mésenchymateuses, les ostéoblastes et les cellules endothéliales, forment des niches particulieres ou
résident les CSH et les précurseurs des LB (11). Les molécules d'adhésion et les intégrines intensifient les
interactions entre les cellules stromales, les CSH et les précurseurs des LB, permettant auto-renouvélement
et différenciation.

On peut séparer I'ontogenése des lymphocytes B en deux phases principales, dépendantes ou non de la
présence d'Ag. Un Ag est une molécule de toute nature (organique ou non) dont une petite région, appelée
épitope, peut étre reconnue par un récepteur de I'immunité adaptative (BCR ou TCR, T-cell receptor). Les

Ag peuvent également étre produits par l'individu lui-méme, on parle alors d'auto-Ag ou Ag du soi.
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La premiéere phase de différenciation et de maturation des lymphocytes B est principalement indépendante
de I'Ag. Elle se déroule dans la MO et aboutit a la génération de LB immatures exprimant une Ig de surface
capable de reconnaitre un Ag. La seconde phase, d’activation et de différentiation finale, est dépendante
des Ag du soi d’'abord puis du non-soi, au niveau des organes lymphoides secondaires. Elle aboutit a la

formation de plasmocytes et de LB mémoires spécifiques d’un Ag.

b. Phase antigéne-indépendante
Le LB se différencie dans la MO a partir du CLP dans un microenvironnement spécialisé. Les premiéeres
étapes de ce processus sont dépendantes du contact entre les précurseurs des LB et les cellules stromales
de la MO, mais ne dépendent pas de I'Ag. Les principaux stades du développement lymphocytaire B
précoce (cellules pro-B, pré-B et LB immatures) sont définis et caractérisés par I'expression de marqueurs
de surface spécifiques et par une succession de réarrangements impliquant différents segments des génes
des chaines lourdes (IGH ; H, heavy) et légéres (IGL; L, light) d’'lg. Ces étapes de développement qui
s'articulent autour de la réorganisation fonctionnelle du récepteur des LB (B-cell receptor, BCR), sont
régulées par des étapes de sélection positive et négative et donnent naissance aux LB immatures (12). Les
facteurs de transcriptions (FTs) IKZF1 et SPI1/PU.1 vont conditionner la différenciation des CSH en CLP, en
régulant I'expression du récepteur a I'lL-7 (IL-7Ra) qui est essentiel a l'initiation de la lymphopoiése précoce
(13, 14). L'expression des facteurs EBF (Early B-cell factor) et LRF (liver regeneration factor) permet la
différenciation du CLP en cellule pré-pro-B (15, 16). Cette cellule perd alors toute capacité de différentiation
en cellules T ou NK. Les FTs PAX5 (paired box protein 5) et STAT5 (signal transducer and activator of
transcription 5) sont nécessaires a la maturation en cellule pro-B (17, 18). Au cours du stade pro-B se
mettent en place les réarrangements IGH, d'abord DH-JH puis VH-DHJH (10). L’apparition a la membrane
du pré-BCR définit le stade pré-B. Le pré-BCR comprend les deux chaines lourdes réarrangées identiques
et deux pseudo-chaines légeres formées de l'association d'un domaine A5 (CD179A) et d'un domaine VpréB
(CD179B) (19). Cette Ig membranaire s’associe a deux hétérodiméres CD79A/CD79B (Iga/lgB) impliqués
dans la transduction du signal. L'expression d’'un pré-BCR initie la progression vers les stades ultérieurs de
différenciation et induit un réarrangement des chaines légeéres. Les chaines Iégéres vont étre réarrangées
(VL-JL) et le lymphocyte pré-B perd I'expression du CD34 et exprime le CD20. Ces évenements aboutissent
au stade de LB immature qui exprime un BCR sous forme d'une Ig de type M (IgM) membranaire compléte,

formée par I'association de deux chaines lourdes identiques et de deux chaines légéres (kappa ou
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lambda) identiques, associées de maniére non covalente, aux CD79A/CD79B. Suite a la recombinaison
somatique intra-chromosomique aléatoire des genes codant le domaine variable (VH et VL), 75% des LB
immatures expriment un BCR qui reconnaitra un auto-Ag (20). Ces cellules seront éliminées par apoptose
(BCR auto-réactif de forte affinité) (21) ou deviendront non réactives par un processus d’anergie (BCR auto-
réactif de faible affinité) (22). Un autre phénoméne d’échappement a I'apoptose est lié a la ré-édition du BCR
(ou BCR-editing), du réarrangement de la chaine L (VL) du BCR initialement auto-réactif (23). Les LB
immatures de la MO commencent a exprimer des IgD de surface, qui favorisent leurs survies et atténuent les

réponses anergiques des LB en réponse a un auto-Ag (24).

Les LB immatures quittent ensuite la MO et émigrent vers les organes lymphoides périphériques
secondaires pour poursuivre leur maturation en LB naifs. Les LB entre les stades immature et naif sont
appelées LB transitionnels. Les LB transitionnels émigrent vers les organes lymphoides secondaires [rate,
ganglion et tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT)] via le sang, ou ils représentent 5 a 10% de
tous les LB (25). Une fois dans le tissu lymphoide périphérique, ils peuvent se différencier soit en LB
folliculaires soit en LB de la zone marginale (MZB) (26). La différenciation en LB folliculaires ou MZB dépend
de plusieurs voies de signalisation, incluant celles du BCR, de NOTCH2, du récepteur BAFF (B-cell
activating factor) et de la voie canonique de NF-kB, ainsi que de signaux impliqués dans la migration et la

domiciliation des MZB.

La majorité des LB immatures deviendra des LB folliculaires IgM+ IgD+. Ces derniers recirculent entre le
sang (ou ils représentent environ 65% de tous les LB) et les tissus lymphoides jusqu’a ce qu’ils rencontrent
leur Ag spécifique. Ces cellules sont classiquement impliquées dans les réponses a I'Ag T-dépendantes via
la formation du centre germinatif (CG) aboutissant a leur différenciation en LB mémoires (memory B-cells,
MBC) ou en plasmablastes/plasmocytes (cellules sécrétrices d’anticorps, ASC). Les autres LB deviennent
des MZB, localisés principalement dans le sinus marginal de la rate mais aussi dans les tissus MALT, et
porteurs de BCR qui se lient préférentiellement aux Ag véhiculés par le sang, comme les composants de la
paroi cellulaire des bactéries. Lorsqu’ils sont ré-exposés a I'Ag, les MZB peuvent se différencier rapidement
en plasmocytes sécrétant des IgM et forment ainsi une premiéere ligne de défense contre les pathogenes.
Méme si ils suivent le méme processus de développement que les autres LB naifs, les MZB ont un
phénotype pré-activé et une capacité d’auto-renouveélement, qui les rapprochent des MBC (26). En plus
d’étre impliqués dans les réponses a I'Ag T-indépendantes, ils participent aux réponses T-
dépendantes. Les MZB peuvent ainsi présenter 'Ag et délivrer des signaux de co-stimulation aux
Université Paris-Saclay
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lymphocytes T. lls sont également capables chez 'lhomme de circuler entre les organes lymphoides et
présentent des mutations somatiques IGHV (27). Raisons pour lesquelles les MZB sont considérées chez

’'hnomme comme proches des MBC (28, 29).

c. Phase antigéne-dépendante

Aprés un épisode infectieux, se développent a la fois des plasmocytes a longue durée de vie et des MBC,
exprimant des anticorps (Ac) spécifiques d’'un Ag et de haute affinité. lls peuvent persister pendant des
décennies et conférent ainsi une protection contre I'éventuelle récurrence d’agents pathogénes. Ces deux
types cellulaires sont formés dans les centres germinatifs (CG) des organes lymphoides secondaires au
cours de réponses immunitaires T-dépendantes. L’architecture des organes lymphoides secondaires,
notamment celle des ganglions, est caractérisée par des follicules, composés en majorité de LB naifs
IgM+IgD+, séparés par une région interfolliculaire. Des zones riches en lymphocytes T (LT) bordent ces
follicules (30, 31).

Les CG sont principalement composés de LB en division, de LT folliculaires auxiliaires (T follicular helper,
TFH), de cellules dendritiques (dendritic cells, DC) folliculaires (follicular DC, FDC) et de cellules stromales

(32).

La premiére étape de linitiation du CG est I'activation des LB naifs par un Ag au sein du follicule (33). La
rencontre avec un Ag spécifique est la premiére étape d’une future interaction entre les LB et les LT afin
d'induire une réponse immunitaire optimale. La signalisation du BCR apres liaison a I'Ag, induit I'expression
de CCRY7 sur les LB folliculaires, ce qui permet & ces derniers de répondre a la chimiokine CCL21 produite
par les cellules réticulaires fibroblastiques et les cellules endothéliales des veinules de la zone T (Figure 2).
lIs vont ainsi migrer vers la frontiere de cette zone ou ils interagiront avec leurs LT auxiliaires
correspondants, nommeés LT auxiliaires pré-folliculaires (pré-TFH). La rencontre de I'Ag avec les LB fournit
les signaux nécessaires pour que les LB régulent positivement leurs propres capacités de présentation d’Ag
et de co-stimulation. Ainsi, les LB présentent des complexes peptide-CMH de classe Il comme molécules de
co-stimulation aux LT, ce qui facilite leur survie et leur production de cytokines. En retour les LT aident les
LB via l'interaction CD40-CDA40 ligand (CD40L) et par la production de cytokines. Au niveau de la frontiére B-
T se trouvent également des DC exprimant fortement le CD11c qui contribuent a la survie des LB en
présentant I'Ag et en produisant BAFF (B-cell activating factor) et APRIL (a proliferation-inducing
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ligand). L'interaction initiale avec les cellules pré-TFH, va conditionner trois destins pour le LB, qui va se
différencier soit en plasmocytes extrafolliculaires de courte durée de vie, soit en LB du CG, soit en LB
mémoires précoces (34, 35). Les cellules destinées a devenir des LB du CG réintegrent le follicule pour
participer a la réaction du CG. Les plasmocytes extrafolliculaires sont de courte durée de vie (3-5 jours) et
constituent, au début de la réponse immunitaire, une source importante de production d’Ac de type IgM ou
IgG spécifiques de I'Ag et de relative haute affinité (36). L’affinitt du BCR pour I'Ag et I'expression
différentielle des récepteurs de chimiokines sont les facteurs déterminants du devenir des LB. En effet, les
cellules ayant des BCR fortement activés par I'Ag, deviendront des plasmocytes extrafolliculaires, tandis que
ceux qui sont moins fortement activés intégreront la réaction du CG (34). L'expression différentielle de
récepteurs de cytokines/chimiokines (EBI2, CXCR4, CXCR5) et de FTs spécifiques (BLIMP1, IRF4, BCL6)
régie le devenir des LB. Ainsi, une expression élevée de BLIMP1 et d’'IRF4 est nécessaire pour le
développement des plasmocytes, tandis qu’une forte expression de BCL6 est nécessaire pour la formation

du CG, BLIMP1 et BCL6 se réprimant mutuellement (37).

Dey 0 Dey 1 Dey 2 Day 3

Dey 4 Dey 5 Deay 6
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Figure 2. Initiation de la réaction et de la formation du CG (30). Au jour O, les LB et LT sont activés par
reconnaissance de leur Ag spécifique dans le follicule primaire et la zone des LT, respectivement. Au jour 1, les LB et LT
activés migrent vers la région interfolliculaire et commencent a interagir. Au jour 2, les LB et LT forment des interactions
a longue durée de vie, ce qui entraine l'activation complete des LB. Les LT acquiérent le phénotype caractéristique des
LT folliculaires auxiliaires (TFH). Au jour 3, les TFH migrent de la région interfolliculaire vers le follicule. Certains LB
activés par I'Ag se différencient en cellules sécrétant des anticorps ou en plasmablastes précoces qui se déplacent vers
une région adjacente au sinus sous-capsulaire (SCS). Au jour 4, les LB migrent de la région interfolliculaire vers le
centre du follicule - qui est caractérisé par un réseau de cellules dendritiques folliculaires (FDC)- commencent a
proliférer et, par conséquent, repoussent les LB folliculaires résidants pour former le CG précoce. Cette structure est
également appelée follicule secondaire, ce qui la distingue du follicule primaire "sans CG". Aux jours 5 et 6, le CG se
développe rapidement en raison de la prolifération rapide des LB activés. Au jour 7, les zones sombres et claires se
forment, ce qui entraine la mise en place du CG mature. La zone sombre se compose principalement des LB activés,

alors que la zone claire contient TFH et FDC. CD40L, ligand de CD40 ; DC, cellules dendritiques ; TCR, T-cell receptor.

Seuls les LB présentant une affinité significative pour I'Ag ont acces a la réaction du CG. Cette entrée dans
la réaction du CG est dépendante d’'une compétition interclonale entre les LB, controlée par les LT (38).
L'oligoclonalité caractéristique du CG est ainsi déterminée quelques jours avant que le CG ne commence a
se former. La différenciation des LB du CG et des TFH commence a l'extérieur des follicules. Deux études
ont établi qu'un jour aprés limmunisation par un Ag, les LB et LT spécifiques de I'Ag se sont déplacées et
ont commencé a interagir dans la région interfolliculaire du ganglion (39, 40). Les LT pré-TFH, suite a leur
interaction avec les DC 20, régulent a la hausse leur expression de BCL6 (B-cell ymphoma 6). En revanche,
I'expression de BCL6 dans les LB est détectable a de faibles niveaux seulement 2 jours aprés
l'immunisation. Au jour 2, la majorité des LT ont acquis un phénotype TFH (exprimant CXCR5, PD1 et GL7),
et au jour 3, ils ont migré de la région interfolliculaire vers le follicule. Les LB précurseurs du CG se
déplacent vers le centre du follicule pour former un CG précoce 1 jour plus tard, au jour 4 (Figure 2).

Des CG précoces peuvent étre identifiés histologiquement dans les follicules au quatriéeme jour post-
immunisation. A ce moment-la, les LB se développent et deviennent des LB qui se divisent rapidement
(centroblastes) et commencent a peupler le réseau de FDC au centre du follicule. Au cours de ce processus,
les LB déplacent les cellules IgM+IgD+, entrainant la formation de la zone du manteau autour du CG.5a 6
jours aprés I'immunisation, la taille du CG augmente en raison de la prolifération rapide des centroblastes,
qui se poursuit jusqu'au 7e jour, ou la réaction du CG est entierement établie et le CG polarisé en

deux microenvironnements distincts connus sous le nom de zone sombre et zone claire (30).
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Au sein de la zone sombre (dark zone), qui se situe a proximité de la zone riche en LT, les LB activés
(centroblastes) proliferent et modifient I'affinité de leurs régions variables par hypermutation somatique
(somatic hypermutation, SHM) et leurs régions constantes par commutation isotypique (class switch
recombination, CSR). Au sein de la zone claire (light zone), en aval de la zone T, les LB ne proliférent plus
(centrocytes), sont sélectionnés sur la base de I'affinité antigénique de leurs Ig et sont mélangés avec FDC,
TFH et macrophages (30). Les LB des zones sombre et claire peuvent étre distingués selon I'expression de
différents marqueurs comme CXCR4, CD83 et CD86 (41-43) : phénotype CXCR4 high (hi), CD83 low CD86
low pour les LB de la zone sombre et CXCR4 low CD83 hi CD86 hi pour ceux de la zone claire (42, 43).
Classiquement, la réaction du CG se déroule d’une fagon cyclique au cours de laquelle les centroblastes,
dans la zone sombre, diminuent I'expression du BCR de surface, subissent les SHM et proliférent. Ensuite,
ils ré-expriment le BCR muté, et migrent vers la zone claire en tant que centrocytes. A ce stade, les LB avec
des BCR mutés de haute affinité ont un avantage concurrentiel en présence de I'Ag. lls sont sélectionnés
positivement par les interactions avec les FDC et les TFH. Les LB positivement sélectionnées quittent le CG
pour devenir des LB mémoires, des plasmocytes, ou réintégrer le cycle cellulaire et migrer vers la zone
sombre pour un nouveau cycle de prolifération, de SHM et de sélection (44). La majorité des centrocytes qui
ont été sélectionnés subissent une CSR qui conduit a la production d’Ac de classe IgG, IgA ou IgE [58]. La
CSR est le processus changeant, dans un LB exprimant un Ac spécifique, la composition de la chaine
lourde du géne des Ig. Ce processus joue un réle essentiel dans la spécificité et I'affinité globale des Ac qui
en résultent. La CSR peut se produire d'une maniére T-dépendante via les interactions CD40-CD40L ou
d'une maniére T-indépendante via BAFF et APRIL. Les processus de SHM des régions IGV ainsi que de
CSR sont catalysés par la désaminase AID (activation-induced deaminase) exprimée suite a l'activation du
BCR dans les centroblastes de la zone sombre (45).

Les LB mémoires quittant le CG recirculent a travers les organes lymphoides secondaires ou, aprés
réexposition a I'Ag, ils pourront se différencier rapidement en plasmocytes produisant des Ac de haute
affinité (46). En revanche, les plasmocytes sortant du CG migrent vers la MO ou la rate, ou ils sécréteront de

facon continue pendant des décennies des Ac de haute affinité dans la circulation systémique (31).

d. Réaction post-centro-germinative
Les Ac sont produits par des populations rares de LB trés différenciés, appelés plasmablastes et

plasmocytes, ou encore cellules sécrétant des Ac (antibody-secreting cells, ASC). Des
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modifications importantes de la morphologie, du profil d'expression génique (PEG) et de la durée de vie
cellulaire sont associées a la formation des ASC en comparaison a leurs précurseurs dans la différenciation
lymphoide B (47, 48).

La production des ASC en réponse a I'Ag dépendant des LT est un processus en deux étapes, qui
fournissent respectivement une protection humorale immédiate et prolongée. Durant la premiére étape,
connue sous le nom de "réponse extrafolliculaire" (c’est-a-dire en dehors d’une réaction du CG), les LB
recoivent un signal dépendant du récepteur de I'Ag, ce qui conduit au développement de LB activés
(« lymphoblastes B ») qui se divisent (et peuvent subir une CSR) et se différencient en plasmablastes a
courte durée de vie qui sécréetent des Ac (49). La réponse extrafolliculaire n'engendre que peu de SHM et,
par conséquent, l'affinité des Ac pour I'Ag tend a étre modérée. Néanmoins, cette réponse est la source de
la majorité des Ac protecteurs précoces.

Durant la deuxiéme étape, certains des LB activés pénétrent a nouveau dans le follicule et, sous l'influence
des TFH, proliférent vigoureusement pour former un CG (50, 51). Le CG produit des plasmocytes a haute
affinité et a longue durée de vie qui sont capables de maintenir un niveau élevé de sécrétion d'Ac (52). Le
CG produit également des LB mémoires qui ont un phénotype lymphocytaire B, mais qui semblent
programmeées épigénétiguement pour se différencier rapidement en plasmocyte aprés une réexposition a
I'Ag (53). Cette deuxieme phase fournit une protection efficace contre une infection ultérieure, méme si elle
se produit en paralléle de la phase extrafolliculaire qui offre une protection rapide.

De nombreux aspects de la différenciation en ASC peuvent étre reproduits in vitro, car les LB naifs subissent
a la fois la CSR et la différenciation terminale en réponse a des stimuli dérivés ou non des LT - par exemple,
en réponse a la liaison du CDA40 et a certaines cytokines (comme l'interleukine-4 (IL-4), IL-5 ou IL-21)- ou a
des signaux comme le lipopolysaccharide (LPS) et 'ADN CpG non méthylé.

L'engagement dans la lignée des ASC est amorcé dans les LB du CG et médié par I'expression d’ensembles
de FTs aux actions antagonistes (31). Au niveau transcriptionnel, la transition d’'un LB activé en ASC
ressemble fortement & un changement de lignée, car elle nécessite la régulation coordonnée de I'expression
de centaines de génes ainsi qu'un remodelage majeur de la chromatine. Ces changements correspondent a
la fois a I'extinction d'un groupe de FTs clés qui contrdlent I'identité des LB et a I'expression de régulateurs
spécifiques des ASC. Les FTs qui définissent l'identité des LB et des ASC régulent des programmes
d'expression génigue mutuellement antagonistes, aboutissant a ces deux états cellulaires - les LB et les

ASC - qui sont stables dans le temps (54). L'échec de la transition d’'un LB vers une ASC, soit par le
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maintien des FTs de l'identité des LB, soit par la perte des facteurs cruciaux de différenciation en ASC, est

une cause majeure des lymphomes post-CG.

e. Lymphomagénése B
Afin de permettre leur croissance et leur survie, les cellules tumorales des hémopathies lymphoides B
détournent fréquemment les mécanismes qui régissent I'activation et la différenciation des LB. Les LB sont
particulierement sujets aux événements transformants car la machinerie qu’ils utilisent pour la diversification
des Ac peut favoriser I'apparition de translocations chromosomiques ou de mutations impliquant des
oncogénes. Les hémopathies lymphoides B utilisent ou modifient ainsi les voies de signalisation que les LB
normaux utilisent pour détecter les Ag, leurs systéemes de régulation transcriptionnelle ou encore les

régulateurs épigénétiques contrblant la structure de la chromatine et I'expression des génes.

Les différents sous-types d’hémopathies lymphoides B matures sont distingués le plus souvent selon des
caractéristiques cliniques, biologiques et anatomopathologiques traditionnelles (55). Les caractéristiques
moléculaires et de profil d’expression génique (PEG) ont aussi montré leurs importances permettant de
différencier des tumeurs histologiquement similaires (56). Les différents sous-types de lymphomes sont
caractérisés par des anomalies génétiques récurrentes et une dépendance a certaines voies de signalisation
(Tableau 1). Chaque sous-type de lymphome présente une ressemblance phénotypique avec des LB a un
stade particulier de différenciation, comme en témoignent les analyses de PEG et de la présence ou non de
mutations des IGHV. Ainsi, le LB mature pré-CG semble étre la contrepartie lymphocytaire B normale de la
plupart des cas de lymphomes a cellules du manteau (mantle-cell lymphoma, MCL), qui ont des régions
IGHV non mutées. Le sous-type IGHV non muté de leucémie lymphoide chronique (U-CLL, unmutated
chronic lymphocytic leukemia) et de son pendant ganglionnaire, le lymphome lymphocytique (SLL, small
lymphocytic lymphoma), sont aussi considérées d’origine pré-CG, bien que leurs PEG suggerent tout de
méme une rencontre avec I'Ag (57). L'autre sous-type de LLC, au profil IGHV muté (M-CLL, mutated CLL),
pourrait donc provenir d'un LB post-CG (58). Le LB du CG est la contrepartie normale du lymphome
folliculaire, du lymphome de Burkitt (Burkitt lymphoma, BL) et du sous-type CG (centro-germinatif ou
germinal center, GC) des DLBCL (59, 60). Le sous-type ABC des DLBCL se rapproche de plasmablastes
post-CG (56, 59). Les lymphomes des tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT) sont d'origine
extra-ganglionnaire et phénotypiquement reliés aux LB de la zone marginale post-CG (61). La leucémie a
tricholeucocytes a un profil IGHV muté et ayant subi une CSR, ainsi qu'un PEG proche de LB
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mémoires post-CG (62). La macroglobulinémie de Waldenstrém (MW) a également un profil IGHV muté,
suggérant une origine post-CG, mais n’ayant en revanche pas subi de CSR (cf. paragraphe 4). Deux sous-
types de lymphomes - le lymphome B primitif du médiastin (PMBCL, primary mediastinal B-cell lymphoma)
et le lymphome de Hodgkin classique de sous-type scléro-nodulaire (HL, Hodgkin lymphoma) - pourraient

provenir d'une sous-population rare de LB résidant dans le thymus (63) (Figure 3).

La lymphomagénéese est un processus multi-étapes impliquant I'accumulation de Iésions génétiques qui
modifient la structure et/ou I'expression d’'oncogénes et de génes suppresseurs de tumeurs. Comme pour la
plupart des tumeurs humaines, plusieurs mécanismes génétiques contribuent a la transformation tumorale,
notamment des mutations ponctuelles acquises associées a des gains ou pertes de fonction et des

anomalies du nombre de copies des génes.

Les hémopathies lymphoides B ont en plus deux autres types d'altérations génétiques : i) les translocations
chromosomiques, dues a des erreurs lors des recombinaisons V(D)J, de la SHM et du CSR et ii) les
hypermutations somatiques (SHM) aberrantes (ASHM), événement satellite de I'activité enzymatique d’AlD,
utilisée physiologiquement pour la SHM et la CSR. L'importance de ces mécanismes a été démontrée
expérimentalement dans des modéles de souris sujettes au développement de lymphomes, pour lesquelles

la délétion du géne Aicda prévenait I'apparition de translocations MYC-IGH et de lymphomes (64, 65).

Nous développerons ci-dessous quelques-uns des événements oncogéniques impliqués dans la
lymphomagénése B, en paralléle des mécanismes physiologiques d’activation, de différenciation et survie
des LB. Le tableau 1 récapitule les événements génétiques principaux a lorigine des différentes

hémopathies lymphoides B.
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Tableau 1. Anomalies génétiques principales dans les hémopathies lymphoides B

Anomalies génétiques Type d'anomalies Phénotype Hémopathies lymphoides B

Signalisation BCR

CD79A/B M S DLBCL-ABC (20), MW (5-10), FL (2), SMZL (1)
CARD11 M S DLBCL-GC (10), FL (5-10)
BCL10 M, Tx S MALT (5-10), FL (2)
MALT1 Tx S MALT (5-40)
TNFAIP3/A20 M, T, P S HL et PMBCL (30-40), DLBCL-ABC (30), MW (5-30), FL (10), SMZL (7)
TCF3 M S BL (30), DLBCL-GC (3)
D3 M, T, P S BL (60)
Signalisation TLR
MY D88 M S MW (95), DLBCL-ABC (30), SMZL (5-10), BL (5), CLL (3-5)
Signalisation NF-KB
BIRC3 M, T S, P SMZL (10), CLL (5-10), MCL (5)
NFKBIE M, T S PMBCL et HL (20-25), CLL (5-10)
TNFAIP3/A20 M, T, P S HL et PMBCL (30-40) , DLBCL-ABC (30), MW (5-30), FL (10), SMZL (7)
TRAF3 M, T S, P SMZL (5), MM (4-5), CLL (1-2)
Signalisation NOTCH
NOTCH1 M, T S, P CLL (10-15), MCL (5-10), SMZL (5)
NOTCH2 M, T, P S, P, Diff SMZL (20), DLBCL (8)
SPEN M S, P DLBCL (10), SMZL (5), CLL (1)
FBXW7 M S, P CLL (2)
Epigénétique
CREBBP M, T P, DNA, Diff FL (60), DLBCL (25)
EP300 M, T P, DNA, Diff FL (10-20), DLBCL (5)
MLL2 M, T P, DNA, Diff FL (80), DLBCL (20-25), MCL (10-15), MW (5-20), CLL (1-3)
EZH2 M P, DNA, Diff FL (20-30), DLBCL-GC (20), CLL
TET2 M, T DNA, Diff DLBCL (5-8), CLL (1)
ARID1A/B M, T, P DNA, Diff DLBCL (8-16), MW (5-10), CLL (1-2)
Facteurs de transcription
MEF2B M, T S, P, DNA, Diff DLBCL (15), FL (8-15)
BCL6 M, Tx S, P, DNA, Diff DLBCL (35)
MYC M, Tx, G P BL (100), DLBCL-GC (20), MM (10-20)
PAX5 M, Tx, G P, Diff DLBCL (5), CLL (2-3)*, MM (2-3)*
SPIB X, G S, Diff DLBCL-ABC (20)
IRF4 M, G S, Diff DLBCL (6), CLL (2-3), MM (2-3)
PRDM1 M, P Diff DLBCL-ABC (30), MM (1-2)
XBP1 Diff MM (1-2)
Régulateurs du cycle cellulaire
CCND1 M, Tx P MCL (90), MM (15-20)
CCDN3 M, Tx P MM (1-2)
CDKN2A/B M, P P, DNA MCL (20-25), DLBCL (5-10)
Intégrité du génome
TP53 M, T, P DNA DLBCL (5-10), MCL (5-10), CLL (5-10), MM (3-12), MW (7-10)
ATM M, T, P DNA MCL (20-25), CLL (15-25), DLBCL (8)
Régulateurs de I'apoptose
BCL2 M, Tx S FL (90), DLBCL-GC (30-35)
Autres voies de signalisation
CXCR4 M P, Diff MW (25-45), SMZL (2-4)
BRAF M P HCL (98), MM (6-12), CLL (2-5)
NRAS M P MM (20), CLL (1-3)
KRAS M P MM (20), CLL (1-3)
PTEN M, P S, P DLBCL (4-10)

Rouge, anomalies gain-de-fonction ; bleu, anomalies perte-de-fonction

M, missense mutation ; T, truncating mutation (frameshift, nonsense) ; Tx, translocation chromosomique ; P, perte du nombre de copies ;
G, gain du nombre de copies

S, sunve ; P, prolifération ; DNA, dommages ADN ; Diff, blocage de différenciation

* mutations dans une région enhancer de PAX5

BL, Burkitt lymphoma ; CLL, chronic lymphocytic lymphoma ; DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma ; FL, follicular lymphoma ; HCL, hairy-cell leukemia ; HL, Hodgkin
lymphoma ; MCL, mantle-cell lymphoma ; MM, multiple myeloma ; MW, maladie de Waldenstrom ; PMBCL, primary mediastinal B-cell lymphoma ; SMZL, splenic
marginal zone lymphoma
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Figure 3. Représentation schématique des lymphomes B et de leur contrepartie physiologique (66). CLL, chronic

lymphocytic leukemia; DLBCL, diffuse large B-cell ymphoma; GC, germinal center; MALT, mucosal associated lymphoid
tissue.

f. Voies moléculaires d’activation lymphocytaire B

La régulation de l'activation, de la différenciation, de la survie et de la mort cellulaire programmée des LB

impliguent un certain nombre de molécules de surface, de facteurs cytokiniques et de voies de signalisation
intracellulaires d’aval.

Les cellules B tumorales utilisent les voies de signalisation des LB normaux afin d’assurer leur croissance et
leur survie. Ceci est accompli soit par des mutations gain de fonction activant des effecteurs de signalisation
soit par des mutations perte de fonction inactivant des régulateurs négatifs de signalisation, ou encore par
l'activation de récepteurs autocrines. De nombreux événements oncogéniques dans les lymphomes

convergent vers la voie NF-kB, mais les voies de la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) et de la Janus
kinase (JAK) sont aussi essentielles a la survie de ces cellules
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i. Signalisation BCR
Le BCR est constituée de chaines d’lg lourdes (IgH) et légéres (IgL), de liaison a I'Ag, qui sont couplées de
facon non covalente aux sous-unités CD79A (Iga) et CD79B (IgB), régulant l'expression de surface,
l'internalisation et le recyclage du BCR (67). Lors de la rencontre Ag-BCR, CD79A et CD79B transmettent
des signaux a une variété de voies de signalisation en aval. Chacune de ces sous-unités posséde un motif
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) composé de deux tyrosines au sein d’'une séquence
conservée d'acides aminés. L'agrégation du BCR favorise la phosphorylation des tyrosines de ces motifs
ITAM par les kinases de la famille Src, principalement LYN, FYN et BLK. Les motifs ITAM doublement
phosphorylés recrutent SYK par le biais d'interactions avec ses domaines SH2 (Src Homology 2) en tandem.
L'activation de SYK déclenche une cascade de signalisation qui activent les voies de signalisation NF-kB,

PI3K, NFAT, MAPK et RAS, conduisant a la survie et a la prolifération des LB (68).

La cascade de signalisation aboutissant a 'activation de NF-kB implique la tyrosine kinase de Bruton (BTK,
Bruton tyrosine kinase). BTK forme un complexe avec l'adaptateur BLNK (B-cell linker) et la phospholipase
C vy (PLCy). PLCy produit ensuite le second messager DAG (diacylglycérol), qui active la protéine kinase Cf
(PKCB), conduisant a la phosphorylation de CARD11, a l'activation du complexe CBM (CARD11-BCL10-

MALT1) et a la signalisation NF-«kB (69).

La signalisation BCR est étroitement et spécifiquement contrélée par des régulateurs négatifs. En plus de
participer a l'activation initiale de la signalisation BCR, la kinase LYN initie également une boucle de
rétrocontrble négatif (70). En effet, LYN phosphoryle CD22 et le récepteur Fcy, permettant le recrutement de
la phosphatase SHP1 (SH2 domain-containing phosphatase 1), qui agit par déphosphorylation diverses

molécules contenant des motifs ITAM, dont CD79A et CD79B.

Malgré l'accumulation de mutations et de translocations intéressant le locus du gene des lg, les LB tumoraux
maintiennent généralement I'expression du BCR a leur surface. Ceci suggére qu'ils sont capables d’utiliser
les propriétés du BCR a activer en aval les voies de prolifération et de survie (66). Le BCR est un acteur
majeur de la biologie des LB, jouant un réle primordial dans la différenciation lymphoide B, la sélection

clonale Ag-dépendante et I'immunité humorale.

Les études de séquencage a haut-débit (NGS, next generation sequencing) dans le DLBCL et le BL ont
révélé des mutations récurrentes de génes appartenant a la voie du BCR, aboutissant a deux types

de signalisation différents: « chronic active » et « tonic » (71, 72). Les mutations affectant la voie du
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BCR sont particulierement enrichies dans le sous-type ABC des DLBCL (71, 73). Les DLBCL-ABC ont un
PEG qui rappelle celui des LB qui ont été stimulés par le BCR (74). Des études de génomique fonctionnelle
ont montré que la délétion des sous-unités du BCR ou de ses composants de signalisation d’aval est Iétale
pour les lignées de DLBCL-ABC, suggérant que la survie des DLBCL-ABC dépend des signaux constitutifs
induits par le BCR (71, 75). Cette forme constitutive de signalisation a été qualifiée de « chronic active » en
raison d'un certain nombre d'éléments fonctionnels qui la distinguent d’une signalisation « tonic » (71, 76).
D’abord, la signalisation « chronic active » rappelle celles des LB stimulés par I'Ag, tandis que la
signalisation « tonic » est typique d’un LB au repos, est dépendante du BCR mais ne nécessite pas la liaison
de I'Ag (77, 78). De plus, la signalisation « chronic active » est dépendante de CARD11, contrairement a la
« tonic ». Enfin, la signalisation « chronic active » agit via NF-kB, qui est le pilier de la survie des DLBCL-

ABC, alors que la signalisation « tonic » favorise la survie principalement par la voie PI3K (71, 76).

Les mécanismes génétiques contribuant & la signalisation BCR « chronic active » dans les DLBCL-ABC ont
été en partie révélés par des analyses de NGS. Dans 21% des cas, il s'agit de mutations gain de fonction
dans les motifs ITAM de CD79B (ou, plus rarement CD79A) (71), qui maintiennent la signalisation BCR en
atténuant le rétrocontréle négatif impliquant I'activation par phosphorylation de la kinase LYN. Dans 10% des
cas, les mutations impliquent le gene codant pour CARD11 (75), un composant du complexe CBM
(CARD11-BCL10-MALT1), appelé également "signalosome", qui doit étre assemblé pour la bonne
transduction de la signalisation BCR (79). Ces deux types d’anomalies génétiques augmentent I'amplitude
de la signalisation par le BCR, mais n'initient pas cette cascade ; ils ne peuvent donc pas expliquer seuls la
dépendance des DLBCL-ABC a la signalisation BCR « chronic active ». En effet, des analyses récentes ont
révélé le réle des auto-Ag dans la survie des cellules de DLBCL-ABC, en accord avec l'expression d'un
répertoire restreint des régions variables des génes d’lg et la démonstration que la survie des lignées
cellulaires DLBCL-ABC dépend de la capacité de leur BCR a interagir avec ces auto-Ag (80). La
dépendance des cellules de DLBCL-ABC a la voie de signalisation du BCR est soulignée par des études
cliniques récentes rapportant des résultats positifs (30% de réponses) avec l'utilisation d'agents inhibiteurs
de BTK, sélectivement chez les patients présentant ce sous-type moléculaire (81). Il est a noter que le BCR

a de multiples effecteurs d’aval en plus de NF-kB, notamment PI3K, MAPK/ERK et NFAT, qui peuvent tous

jouer un réle réle important dans la transformation des cellules de DLBCL-ABC.

La signalisation « tonic » a partir du BCR est essentielle a la survie des LB au repos (76). Ce mode
de signalisation est apparemment indépendant de I'Ag et favorise la survie en activant la voie PI3K.
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Dans les LB, le maintien d'une signalisation « tonic » nécessite le FT TCF3, qui lie le motif ADN consensus
E2-box (GCAGGGTGGG) et fonctionne soit comme activateur, soit comme répresseur transcriptionnel (82).
En effet, d'une part, TCF3 régule positivement I'expression des IgH et IgL, composants principaux du BCR,
mais d'autre part, réprime le géne PTPNG6, codant pour l'inhibiteur SHP1 (82). Les études NGS combinant
les séquencages du génome entier, de I'exome entier et du transcriptome ont révélé I'importance de cette
voie de signalisation dans la pathogenese du BL (72, 81, 83). La plupart des BL (70%) arborent des
mutations gain de fonction touchant le géne TCF3 ou des mutations inactivatrices d'ID3, régulateur négatif
de TCF3. Ces mutations sont rares dans les autres hémopathies lymphoides B. TCF3 est la cible de
substitutions faux-sens dans le domaine d'hétérodimérisation HLH (helix-loop-helix) de la protéine. Les
mutations d’ID3 sont soit des mutations frameshift, soit des mutations non-sens, soit des substitutions faux-
sens ciblant le domaine HLH, qui est nécessaire pour l'interaction avec TCF3 et I'activité inhibitrice d’ID3.
L'activité accrue de TCF3 résultant de ces mutations aboutit a 'augmentation d'expression des génes du
BCR et a une baisse dexpression de linhibiteur SHP1. Ces modifications se traduisent par une

augmentation de l'activité PI3K (72).

ii. CD40
L’activation T-dépendante des LB est contrdlée par l'interaction CD40-CD40L. CD40 est un membre de la
famille du TNF (TNFRSF5) constitutivement exprimé sur les LB. L'engagement de CD40 par CD40L,
exprimé sur les LT auxiliaires activés, favorise le recrutement des molécules TRAF (TNF receptor—
associated factor), conduisant a I'activation de plusieurs voies de signalisation, telles que les voies NF-kB
(classique et alternative), MAPK, PI3K, et PLCy (34). La voie CD40 induit notamment AID, enzyme clé pour
les mécanismes de SHM et CSR. La délétion des genes codant pour CD40 ou CD40L chez la souris
provoque des défauts profonds de CSR et dans la production d'Ac. Chez 'homme, la mutation du gene
codant pour CD40L est responsable du syndrome d'hyper-IgM. Dans les LB, la signalisation via CD40
favorise également la formation du CG et la différenciation des LB mémoire et des plasmocytes de longue

durée de vie (34).

iii. BAFF et APRIL
BAFF (également connu sous BLyS et TNFSF13B) et APRIL (également connu sous le nom TNFSF13)
jouent un rdle central dans la fonction des LB. Les études sur les souris déficientes indiquent que BAFF est
un facteur essentiel pour la maturation et la survie des LB et qu’APRIL est un facteur important pour
la CSR en IgA (84). BAFF et APRIL partagent deux récepteurs: TACI (transmembrane activator and
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CAML interactor) et BCMA (B-cell maturation antigen). TACI lie BAFF et APRIL avec une affinité modérée,
alors que BCMA a une forte affinité pour APRIL et une faible affinité pour BAFF. BAFF se lie également avec
une haute affinité a son récepteur BAFF-R. BAFF-R est un puissant régulateur de la survie des LB matures
et contréle également la production d'lg au cours des réponses T-indépendantes. Les mutations délétéres
de BAFF-R empéchent le développement correct des LB, de la réponse T-indépendante et de la production
d'lg (85). La liaison de BAFF a son récepteur active deux voies de signalisation favorisant la survie des LB,
les voies NF-kB et PI3K/AKT (86). TACI interagit également avec MYD88 (myeloid differentiation primary
response gene—88), conduisant a l'activation de la voie NF-kB classique, ainsi qu'a la CSR et a la
différenciation en plasmocytes (87). Des mutations de TACI sont ont été identifiées dans les déficits
immunitaires communs variables. La signalisation via BCMA active fortement la voie NF-kB classique et
favorise la différenciation lymphoide B terminale ainsi que la survie des ASC.

Dans les lymphomes B non hodgkiniens, les niveaux sériqgues de BAFF sont élevés et corrélent avec
'agressivité et le pronostic de la maladie (88) ; les mutations des récepteurs de BAFF et APRIL y sont en

revanche rares (89).

iv. Signalisation TLR
Dans les LB, les TLR sont au cceur de la réponse a I'Ag, indépendante du BCR, en détectant une variété de
motifs moléculaires associés a des pathogénes (90). Dix TLR humains ont été identifiées a ce jour.
TLR1/2/6/7/9 et 10 sont exprimés sur les LB, TLR1 et 9 sur les plasmocytes (91). Au moment de la fixation
du ligand, les TLR de surface s'agrégent et initient la signalisation intracellulaire en activant divers
adaptateurs intracytoplasmiques, y compris MYD88. Aprés stimulation des TLR, MYD88 est recruté comme
homodimére et forme un complexe avec IRAK4, conduisant a l'activation d'IRAK1 et IRAK2. TRAF6 est
ensuite activé par IRAK1, et catalyse la polyubiquitination de la kinase MAP3K7, qui a son tour phosphoryle
IKKB et déclenche l'activation de NF-kB (90). Les composants de parois bactériennes se fixant
principalement aux TLR de surface n’activent pas fortement les LB au contraire des TLR endosomaux

comme le TLR7 et 9 (91).

Les études de séquencage haut-débit ont identifié des mutations de MYD88 dans un grand nombre
d’hémopathies lymphoides B (92-95). MYD88 est une protéine adaptatrice qui couple les récepteurs a
domaines TIR, comme les TLR (particulierement le TLR9) ou le récepteur a I'lL-1 (IL-1R), & diverses voies
de signalisation dont celles de NF-kB, MAPK, interferon type | ou encore JAK/STAT3 (96). MYD88
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se compose d'un domaine N-terminal (death domain, permettant la liaison aux protéines IRAK), d'une région
de liaison et d'un domaine C-terminal (domaine TIR, servant de médiateur avec les domaines TIR des
récepteurs lors de l'activation du signal) (97). Presque toutes les mutations de MYD88 affectent le domaine
TIR. Bien qu'il existe de nombreuses mutations différentes, la plus répandue est la substitution d’une leucine
pour une proline en position 265 (L265P). Elle se produit dans environ 95% des MW, 50% des GMSI IgM,
30% des DLBCL-ABC, 10% des SMZL et 3% des LLC. La mutation L265P, ainsi que d'autres mutations de
MYD88 (par exemple M232T), se situe sur un feuillet B d’'une boucle B-f du domaine TIR. Ces mutations
vont modifier la structure tertiaire de MYD88 et ainsi permettre une interaction spontanée (indépendante de
I'activation par les récepteurs TIR) avec IRAK4 et IRAK1. Cela conduit notamment a I'activation de la voie

NF-kB et favorise la survie cellulaire (92, 94).

v. Voies de signalisation NF-kB
NF-kB a d'abord été défini dans les LB comme un FT régulant I'expression de la chaine légére kappa (98).
On sait maintenant que cette voie est utilisée par de nombreuses cellules normales et cancéreuses pour
favoriser leurs survies. L’activation constitutive de la voie NF-kB est ainsi le mécanisme le plus couramment

utilisé par les hémopathies lymphoides B pour éviter la mort cellulaire (99).

Dans les LB, l'activation NF-kB se produit de fagon transitoire en aval de nombreux récepteurs, tels que le
BCR, le CD40, le récepteur BAFF et divers TLR. NF-kB fait référence a une famille de FTs qui sont formés
par homo- et hétéro-dimérisation des sous-unités p65 (codé par RELA), RelB, c-Rel, p50 (codé par NFKB1),
et p52 (codé par NFKB2). Ces facteurs se déplacent entre le cytoplasme et le noyau, déplacements régulés
par divers événements de signalisation intracellulaire. La voie "classique" de l'activation de NF-kB utilise un
complexe IkB kinase (IKK) composé de sous-unités a, B et y (NEMO). L'activation de ce complexe IKK par
des signaux en amont est complexe, nécessitant la phosphorylation d'IKK@ et I'ubiquitination d’IKKy. Une
fois actif, IKKB phosphoryle IkBa, un inhibiteur qui a la fois séquestre les hétéro-dimeres p50/p65 et p50/c-
Rel dans le cytoplasme mais retire aussi ces activateurs transcriptionnels de la chromatine. IkBa
phosphorylé est ubiquitiné par l'ubiquitine ligase FBXW1A (F-box/WD repeat-containing protein 1A ; connu
aussi sous le nom de BTrCP) puis dégradé par le protéasome, permettant aux diméres NF-kB de
s‘accumuler dans le noyau ou ils activent la transcription de génes cibles. La voie « alternative » de NF-kB
est initi€e par les récepteurs CD40 et BAFF. Lors de la liaison au récepteur, le complexe régulateur négatif
TRAF3/MAP3K14-TRAF2/BIRC3 est désolidarisé, ce qui permet la libération cytoplasmique et la
stabilisation de MAP3K14, kinase centrale de I'activation de cette signalisation alternative. Cette
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voie dépend d'un complexe IKK composé de deux sous-unités IKKa. Cette forme d’'IKK est classiquement
activée par la kinase MAP3K14 (Mitogen-Activated Protein Kinase 14 ; aussi connu sous le nom de NIK)
(100). Ce complexe IKKa phosphoryle p100, produit de traduction de NFKB2, conduisant a sa protéolyse et
transformation en sous-unité p52, qui se couple avec RelB et se déplace vers le noyau. Les voies classique
et alternative de NF-kB activent la transcription d'un module anti-apoptotique, comprenant les membres de la
famille BCL2, comme BCL2L1 (BCL2 like 1; connu aussi sous le nom de BCL-XL) et BCL2A1 (BCL2
Related Protein Al) ainsi que CFLAR (CASP8 and FADD like apoptosis regulator ; connu aussi sous le nom
de c-FLIP), BIRC2 (baculoviral IAP repeat containing 2 ; connu aussi sous le nom de c-IAP1), BIRC3 (ou c-

IAP2) et d'autres protéines (101, 102).

NF-kB a un role essentiel dans la génération, le maintien et la fonction des LB aux différentes étapes de
leur différenciation (103). Au sein du CG, la signature transcriptionnelle de NF-kB est absente des LB de la
zone sombre mais présente dans une sous-population de LB de la zone claire (104). Différentes sous-unités
de NF-kB, participant a des complexes protéiques distincts, sont nécessaires a différentes étapes de la
maturation lymphoide B : REL est ainsi requis pour le maintien du CG alors que l'activation de RELA est
indispensable a la différenciation en plasmocytes (105). Dans les LB de la zone claire, NF-kB transactive
IRF4, qui régule a la baisse I'expression de BCL6 et favorise ainsi la différenciation post-CG (106).
L'importance de I'axe NF-kB-IRF4 dans la physiologie du CG a été bien documentée par les modéles murins
ou I'activation constitutive de NF-kB conduisait a 'accumulation de plasmocytes alors que la délétion d’IRF4

diminuait leur formation (107-109).

Les hémopathies lymphoides B associées a une activation de NF-kB comprennent les DLBCL-ABC, le HL,
le PMBCL, le lymphome gastrigue MALT et le myélome multiple. Un mécanisme récurrent de
lymphomagéneése est l'inactivation de genes codant pour des régulateurs négatifs des voies NF-kB. Ainsi,
des mutations et des délétions d'IKBKA, aboutissant a des formes tronquées de la sous-unité IkBa, se
produisent dans environ un quart des cas d’HL. Ces anomalies entrainent la migration constitutive des
diméres NF-kB vers le noyau (110). TNFAIP3, qui code pour linhibiteur A20, est inactivé par mutation,
délétion ou par un mécanisme d’extinction épigénétique dans de nombreux sous-types de lymphomes, y
compris les HL, PMBL, DLBCL-ABC et MALT (111-113), ainsi que le myélome (114). A20 est une enzyme
désubiquitinante, qui inactive IKKB en supprimant les chaines d’ubiquitine liées a la lysine K63 d’IKKy.
TNFAIP3 est un géne cible de NF-kB et fonctionne donc comme un rétrocontrble négatif de
l'activation de NF-kB. La réexpression d’'une protéine A20 fonctionnelle dans des lignées cellulaires
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de DLBCL conduit a la relocalisation cytoplasmique de NF-kB et a I'apoptose de ces cellules (73). Il faut
noter que l'inactivation d’A20 coexiste souvent avec d'autres lésions génétiques qui activent NF-kB via la

signalisation du BCR ou de MYD88 (92).

Des délétions récurrentes de 4 paires de bases du géne NFKBIE, codant pour IkBg, un régulateur négatif de
NF-kB dans les LB normaux, ont été décrites dans 5-10% des LLC (115, 116) et 23% des PMBL (117) et

associées a un pronostic péjoratif.

Le géne BIRC3 est fréquemment altéré par des mutations, des délétions ou une combinaison des deux dans
environ 10% des lymphomes spléniques de la zone marginale (SMZL) (118) et 5% des LLC (119). Les
mutations inactivactrices de BIRC3 sont principalement des mutations décalant le cadre de lecture
(frameshift) ou aboutissant & un codon stop (non-sens), responsables de la perte du domaine C-terminal
RING, dont l'activité d'E3 ubiquitine ligase est nécessaire pour diriger MAP3K14 vers le protéasome. Outre
BIRC3, TRAF3, un autre composant du complexe régulateur négatif TRAF3/MAP3K14-TRAF2/BIRC3, est
muté dans environ 5% des SMZL et des 2-3% des LLC (118, 120). Ce sont aussi des mutations
inactivatrices entrainant la perte du domaine C-terminal MATH de la protéine qui fournit le site d'ancrage
pour MAP3K14 et est nécessaire pour le recrutement puis la dégradation de MAP3K14 par BIRC3. Une des
conséquences fonctionnelles des mutations de BIRC3 et TRAF3 est la stabilisation de MAP3K14 dans le
cytoplasme et l'activation constitutive de la voie alternative de NF-kB. A noter que le méme type de
mécanisme oncogénique est retrouvé dans le cas des t(11;18), observé dans 25% des lymphomes MALT
gastrigues et aboutissant a la fusion du domaine N-terminal de BIRC3 et la partie C-terminale de MALT1

(121). Le domaine RING de BIRC3 est donc manquant dans ce géne de fusion.

g. Maintien de I'identité B
Les FTs, exprimés dans les LB matures, favorisent des programmes d'expression de génes participant a la
réponse a I'Ag et aux LT et empéchent la différenciation prématurée en ASC (Figure 4). Les facteurs les
mieux caractérisés et leurs implications éventuelles dans les mécanismes de transformation sont discutés ci-

dessous.
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i. MEF2B
Le FT MEF2B (myocyte-specific enhancor factor 2B) est exprimé dans les LB du CG et a un stade précoce
de la formation du CG (122). Son implication dans la physiologie du CG avait été suggérée jusqu’ici par le
fait qu’il est directement transactivé par BCL6 (B-cell lymphoma 6) (122) et par l'identification dans les
lymphomes de mutations dérégulant son activité (122, 123). Ces mutations augmentent ['activité
transcriptionnelle de MEF2B (et notamment I'expression de BCL6) soit en empéchant I'interaction physique
avec le co-répresseur CABIN1 (mutations faux-sens dans le domaine N-terminal MEF/MAD) soit par la perte
de ses motifs régulateurs négatifs sujets a la phosphorylation et sumoylation dans le domaine C-terminal de
la protéine (mutations tronquantes) (122). Son role a été confirmé tout récemment (124) dans des modéles
murins : la délétion de Mef2b réduisait la formation du CG alors que I'expression du mutant D83V de Mef2B

entrainait une hypertrophie du CG et le développement d'un lymphome.

ii. MYC
MYC a été le premier géne a étre impliqué dans la lymphomagenese de tumeurs dérivant du CG (125, 126)
mais son réle dans la physiologie du CG n'a commencé a étre compris que récemment. MYC a un profil
d’expression bimodal dans le CG : son expression est induite précocement lors de l'initiation du CG puis elle
est éteinte dans les LB de la zone sombre, par 'action du répresseur transcriptionnel BCL6 (127, 128), et est
enfin ré-induite de facon transitoire dans une sous-population de LB de la zone claire qui sont destinés a
entrer a nouveau dans la zone sombre (104, 127-129). Bien que I'importance biologique de I'extinction de
'expression de MYC dans les LB de la zone sombre reste inconnue, I'induction initiale de son expression
implique des programmes transcriptionnels qui sont associés a ces nombreuses fonctions, comme la
réplication de I'ADN, I'entrée dans le cycle cellulaire et la maintenance des téloméres (130, 131).
La dérégulation de MYC est impliquée dans la pathogenése d'un certain nombre de lymphomes. Elle peut
étre un événement primaire comme dans le BL ou secondaire comme dans d’autres lymphomes agressifs
(DLBCL, lymphome plasmablastique, lymphome a cellules du manteau). Les principaux mécanismes a
lorigine de la dérégulation de l'expression de MYC sont les translocations chromosomiques et les
amplifications géniques. Les translocations chromosomiques associées aux hémopathies lymphoides B ne
générent généralement pas de protéine de fusion. lls juxtaposent plutdt des séquences régulatrices
hétérologues (promoteurs ou enhancers), dérivées de chromosomes partenaires, impliquant souvent les loci
des Ig, & proximité de proto-oncogénes, conduisant a I'expression dérégulée de leurs protéines normales
(132). Les translocations impliquant MYC peuvent étre divisées en deux types distincts relatifs a
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leurs mécanismes de génération : i) celles médiées par des erreurs dans le processus de CSR dépendant
d’AID (translocations IGH-MYC du BL sporadique) ; et ii) celles satellites du mécanisme d’hypermutation
somatique (SHM) médié par AID, qui génerent également des cassures d'’ADN (translocations IGH-MYC du
BL endémique). Ces translocations sont a l'origine d'une "dérégulation hétérotopique”, c’est-a-dire
aboutissant a Il'expression d'une protéine normalement non exprimée (128, 133). Des marques
d’hypermutation somatique aberrante (ASHM), mécanisme de dommages a 'ADN menant a I'accumulation
de multiples mutations autour des régions 5’ UTR de génes qui ne sont normalement pas mutées dans les
LB normaux du CG, ont été observées dans le géne MYC (134) et pourraient aussi participer a sa
dérégulation. Plus récemment, des variations du nombre de copies d’éléments régulateurs en cis de MYC,

modifiant son expression, ont été décrites dans le myélome (135).

iii. PAX5

Trés peu d'aspects du programme transcriptionnel des LB peuvent fonctionner indépendamment de PAX5
(également connu sous le nom de BSAP, B-cell specific activator protein). PAX5, exprimé tout au long de la
lymphopoiése B, est primordial a l'identité lymphoide B. En effet, l'inactivation de PAX5 dans les LB matures
entraine la perte de lidentité lymphoide B et le retour a un stade progéniteur (136). Chez les souris
déficientes pour Pax5 (Pax5-/-), le développement des progéniteurs lymphoides est bloqué au stade pro-B
(137). Ces souris sont dépourvues de lymphocytes B, bien que leurs précurseurs conservent un potentiel de
développement et soient capables de se différencier vers 'ensemble des autres lignées hématopoiétiques
(138). Ce n’est que lorsque PAXS5 est exprimé que I'on observe une restriction forte vers la lignée B.
Différentes études montrent que pour établir et maintenir I'identité des LB, PAX5 active non seulement des
génes importants pour leurs fonctions mais surtout, réprime des génes nécessaires au développement des
autres lignées, comme Notchl pour la différenciation T (138, 139). PAX5 se lie a plusieurs milliers de sites
ADN dans les LB folliculaires (140). PAX5 régule ainsi 'expression de composants du BCR (tels que I'lgH et
CD79A), d'autres récepteurs (tels que CD19 et CD21), ainsi que des FTs comme IRF4 (interferon-regulatory
factor 4), IRF8, BACH2 (BTB et homologue CNC 2), Aiolos (également connu sous le nom d’IKZF3) et SPIB
(141, 142). 1l a été démontré que I'inhibition de PAX5 est 'une des premiéeres étapes de la différenciation
plasmocytaire, aboutissant a la formation des pré-plasmablastes (143). PAX5 réprime I'expression de la
chaine J (144), de XBP1 (145) et de PRDM1 (BLIMP1), génes clés du développement plasmocytaire (146,
147). PAX5 réprime également I'expression d'un ensemble de génes qui ne sont normalement pas
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exprimés par les LB, comprenant FMS-related tyrosine kinase 3 (FLT3), CC-chemokine receptor 2 (CCR2)
et CD28. Ces génes sont a nouveau exprimés suite a la régulation négative de PAX5 dans les ASC (143,
147).

Bien que I'on suppose que I'expression de PAX5 doive étre éteinte pour permettre la différenciation en ASC,
cela n'a pas été formellement démontré. L'expression forcée de PAX5 dans des LB inhibe partiellement la
différenciation en ASC (148, 149). Il a été suggéré que PAX5 favoriserait la lymphomagénése B par une
activation de la signalisation BCR (150). L'expression de PAX5 peut étre maintenue dans certains
lymphomes suite notamment a des translocations impliquant son locus génique et celui des IGH (151). Bien
gue des modeles murins intégrant ces translocations aient été décrits, leur implications directe dans les
anomalies de différenciation en ASC n’est pas encore complétement établie (152). Une autre possibilité est
que ce soit la fonction de PAX5, et non son expression, qui soit modifiée afin d’initier la différenciation en
ASC. En effet, il a été démontré que la réexpression des génes réprimés par PAX5 est un événement tres
précoce dans la différenciation en ASC (143). Cette réexpression se produit en présence d'une
concentration normale de la protéine PAX5, ce qui suggére qu'il existe une altération de la fonction de PAXS5,
potentiellement par une modification post-traductionnelle ou un changement dans les interactions avec ses
co-facteurs.

Récemment, des mutations dans des régions enhancers de PAXS5, réduisant son expression, ont été
décrites dans la LLC (153) et le myélome (135). Des mutations ponctuelles et des amplifications de PAX5
ont également été identifiés dans 5% des DLBCL (154). Le lien avec les mécanismes de transformation

tumorale sont en revanche non connus.

iv. E2A/TCF3

Le géne TCF3 code pour deux isoformes protéiques d’E2A, E12 et E47, appartenant a la famille des FTs
HLH. Dans les tissus non lymphoides, E2A est majoritairement exprimé sous la forme d’un hétérodimére
E47/E12, alors que dans les LB il s’agit essentiellement d’'un homodimére E47/E47. Son expression est
indispensable a la survie des cellules aux stades précoces du développement lymphoide B (82) et est
essentielle & la régulation de la transcription et a I'expression d’EBF1 (early B-cell factor 1).

Les souris dans lesquelles le géne Tcf3 a été invalidé (souris Tcf3 -/-) se caractérisent par un arrét du
développement lymphoide B a son stade le plus précoce, par 'absence totale de réarrangements des IGH et
par un défaut d’expression de CD19, RAG1, CD79a, A5 et PAX5 (155).
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Dans les LB matures, E2A/TCF3 est préférentiellement exprimé dans les LB de la zone sombre (41), dans
lesquels il favorise la progression du cycle cellulaire en induisant la transcription de CCND3 (qui code pour
la cycline D3) et E2F2, et en inhibant RB1 (72). E2A/TCF3 régule également I'expression des composants
du BCR en transactivant les génes IGH et IGL et en réprimant PTPN6 (tyrosine protein phosphatase non-
receptor 6), qui code pour SHP1, un régulateur négatif de la signalisation en aval du BCR. L'activité
d'E2A/TCF3 est modulée négativement par hétéro-dimérisation avec ID3 (inhibitor of DNA binding 3) (82).
L'axe E2A-ID3 semble étre important dans les LB du CG car E2A est nécessaire a la formation du CG (156)
et car il existe des anomalies génétiques inactivatrices fréquentes ciblant les génes TCF3 et ID3 dans le

lymphome de Burkitt, un sous-type de lymphome dérivant du CG (cf. paragraphe 2.f.i) (72, 83).

v. BACH2

BACH2 (BTB (broad complex, tramtrak et bric-a-brac) et CNC homology 2) appartient a la famille des FTs de
type leucine zipper. Il fonctionne comme un répresseur transcriptionnel par hétérodimérisation avec les
petites protéines Maf (MafK, MafG et MafF) puis en se liant a MARE (Maf recognition elements) (157, 158).
BACH2 est exprimé tout au long de la différenciation lymphoide B mais, conformément a sa régulation
positive par PAX5 (129), n’est pas exprimé dans les plasmocytes. Les souris déficientes en Bach2 n’ont pas
de CG et n’expriment pas Aid (activation-induced cytidine deaminase, enzyme clé des mécanismes de SHM
et CSR) (159). Une cible majeure de BACH2 dans les LB est PRDM1 (160, 161). En l'absence de BACH2, la
formation de LB matures est relativement normale, mais si ces LB sont activés, BLIMP1 s'exprime
prématurément, ce qui entraine une répression d’AID et une exacerbation de la différenciation plasmocytaire
(162). La répression de BACH2 a également été décrite comme un élément clé de la capacité accrue des LB
mémoires a engendrer une différenciation plasmocytaire aprés une réexposition a I'Ag (53). Les données sur
la liaison & I'ADN de BACH2 dans les LB sont rares. Une étude récente de ChlIP-seq (chromatin
immunoprecipitation sequencing) réalisée dans des LB spléniques murins (163) a révélé que BACH2 est
principalement lié¢ a TADN avec son hétérodimére partenaire MAFK. Le complexe BACH2-MAFK se lie a des
ensembles de genes connus pour étre impliqués dans la réponse du CG, dont 60% sont également des
cibles de BCL6. Environ 30% des pics de BACH2 chevauchent ceux de BCL6, comprenant notamment des
séquences régulatrices en cis du gene PRDM1. BCL6 module également la stabilité de la protéine BACH2

et leurs niveaux d’expression protéique sont positivement corrélés dans les LB du CG.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



34

Plusieurs études suggéerent que BACH2 puissent fonctionner comme un gene suppresseur de tumeur. Une
perte d'hétérozygotie de BACH2 a été décrite a une fréquence de 20% dans les lymphomes B (164).
L'expression ectopique de BACH2 dans des lignées cellulaires de BL réduit la prolifération cellulaire et
augmente les effets cytotoxiques des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) produites par les

chimiothérapies (165). Les patients atteints de DLBCL et MW présentant une expression de BACH2 élevée

ont un meilleur pronostic (166, 167).

vi. BCL6

BCL6 (B-cell CLL/lymphoma 6) est un répresseur transcriptionnel appartenant a la famille des FTs a doigt de
zinc (Kruppel-type zinc finger). Il est indispensable a la formation du CG (168). Il est exprimé par les LB du
CG, essentiellement par les centroblastes et par la majorité des centrocytes (169). Il possede la particularité
de subir des mutations somatiques au cours de la maturation lymphoide B (170). BCL6 favorise la
prolifération des LB du CG et, par l'inhibition de la réponse aux dommages de I'ADN, participe a leurs
tolérances de taux élevés de SHM. BCL6 se lie aux régions régulatrices de plusieurs milliers de génes dans
les LB du CG, y compris ceux qui contrélent I'expression de régulateurs du cycle cellulaire comme p21 et
p53, ainsi que des oncogénes, notamment MYC et BCL2 (163, 171, 172). L’activité de répresseur
transcriptionnnel de BCL6 dépend de sa capacité a se lier a des motifs ADN spécifiques et a recruter des
complexes d'histone déacétylases de classe | et Il, directement ou par interaction (via son domaine BTB)
avec de multiples co-répresseurs (comme NCOR1 (nuclear receptor co-repressor 1) et NCOR2 (également
connu sous le nom de SMRT)) (171, 173-175).

BCL6 assure l'inhibition de la différenciation en plasmocytes des LB du CG en réprimant I'expression de
BLIMP1, permettant ainsi a la réaction du CG de se poursuivre pendant une durée suffisante avant que la
différenciation en plasmocytes ne se produise (47). Les souris transgeniques exprimant de maniére
constitutive BCL6 ne générent pas de plasmocytes (176). Dans une réponse immunitaire T-dépendante, les
souris Bcl6 -/- produisent plus de plasmocytes que les souris témoins. De plus, les LB isolés de souris Bcl6 -
/- traitée par LPS sécrétent des Ig a un taux plus élevé que les cellules contrbles (177). L'IL21 (178, 179)
ainsi que les FTs IRF8 et MEF2B (180, 181) induisent I'expression de BCL6, tandis qu’'IRF4 et BLIMP1 la
répriment (106, 182). Aprés son induction, le niveau d'expression de BCL6 est finement réglé par un

mécanisme autorégulateur au cours duquel BCL6 se lie a son propre promoteur afin de diminuer sa propre
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transcription (183). L'importance de ce mécanisme est souligné par la présence de lésions génétiques
abolissant ce circuit autorégulateur dans les DLBCL de type CG.

Un partenaire majeur de BCL6 dans la réaction du CG et dans les mécanismes de lymphomagénése B est
I'histone methyltransférase EZH2 (enhancer of zeste homologue 2). EZH2 est un composant du complexe
PRC2 (polycomb repressive complex 2) et catalyse la méthylation du résidu lysine 27 de I'histone 3 (H3K27)
(184-186), marque de répression transcriptionnelle. L'expression d'EZH2 dans les LB matures est limitée au
CG (187, 188) et est nécessaire a son développement complet (189, 190). L’activité épigénétique d’EZH2
favorise la prolifération des LB du CG et inhibe la différenciation plasmocytaire (191). Une proportion de
promoteurs ciblés par EZH2 est également modulée par BCL6, ce qui suggére que ces deux facteurs
peuvent coopérer dans la répression transcriptionnelle d'un sous-ensemble de génes cibles (191). Il a été
confirmé plus récemment que la fonction d’EZH2 dans la formation du CG et la lymphomagénése B
nécessitait la liaison de BCL6 a certains sites ADN spécifiques et la présence d’'un complexe PRC1-BCOR-
CBX8 (192).

La dérégulation de BCL6 joue un rdle crucial dans la lymphomagénése en renfor¢ant la prolifération des LB
du CG, en supprimant les réponses aux dommages a I'ADN et en bloquant la différenciation lymphoide B
terminale (193). Une variété de mécanismes concoure a la dérégulation de I'expression et de l'activité de
BCL6 dans les lymphomes. Le locus BCL6 est ciblé par des translocations chromosomiques qui placent la
séquence codante, compléte et non mutée, de la protéine BCL6 en aval de régions régulatrices
hétérologues de chromosomes partenaires (194). Ces régions comprennent principalement les loci IGH et
IGL, mais aussi les promoteurs d'une variété de génes qui se caractérisent par une large gamme
d'expression tout au long de la différenciation lymphoide B, y compris dans les stades post-CG (194, 195).
Ces mécanismes de substitution de promoteurs empéchent notamment la diminution d’expression de BCL6
normalement associée a la différenciation post-CG. lIs induisent ainsi I'expression constitutive de BCL6 et le
maintien pathologique du phénotype CG, y compris la tolérance aux dommages a I'ADN et le blocage de la
différenciation terminale. De plus, la liaison de BCL6 lui-méme ou d’IRF4 au promoteur de BCL6 peut étre
altérée par des mutations qui contribuent a la dérégulation de I'expression de BCL6 en interférant avec son
circuit autorégulateur (183), ou avec la répression de I'expression de BCL6 induite par le CD40 et IRF4
(106). La dérégulation de I'expression et/ou de l'activité de BCL6 peut également étre engendrée par une
variété de mécanismes indirects : i) des mutations gain de fonction de son régulateur positif MEF2B (122), ii)

l'inactivation de FBX0O11, qui est un adaptateur spécifique pour l'ubiquitination et la dégradation de
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BCL6 (196), et iii) des anomalies perte de fonction des acétyltransférases CREBBP et EP300, qui sont

impliquées dans l'inactivation de BCL6 par acétylation (197, 198).

Les anomalies génétiques impliqguant une dérégulation de BCL6 sont des événements fréquents dans les
DLBCL et les FL, survenant dans environ 30 et 15% des cas respectivement. Les propriétés oncogéniques
de ces dérégulations de BCL6 ont été confirmées dans des modeles murins (176). De plus, des

translocations IGH-BCL6 ont également été identifiées dans des DLBCL de type CG (193).
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Figure 4. Réseaux transcriptionnels a l'origine de la réaction du CG (199). De multiples FTs interviennent dans la
régulation de l'initiation, de I'expansion et de la sortie du CG. PAX5 est exprimé tout au long de la vie des LB matures - a
I'exception des plasmocytes - alors que l'expression de BCL6 et de MEF2B s’arréte a la sortie du CG. MYC est
nécessaire lors de l'initiation du CG et de la ré-entrée dans la zone sombre a partir de la zone claire. NF-kB et IRF4 sont
exprimés lors de l'initiation du CG, sont absents dans les LB de la zone sombre et réapparaissent ensuite dans les LB de
la zone claire. PRDM1 et XBP1 sont induits dans les cellules qui sont engagées dans la différenciation des plasmocytes.
Ces FTs sont souvent impliqués dans la modulation transcriptionnelle des uns et des autres. NF-kB active IRF4, qui
contribue a l'induction de BCL6 pendant l'initiation du CG, mais favorise la régulation a la baisse de BCL6 et I'expression

de PRDML1 a la sortie du CG. BCL6 régule négativement I'expression de MYC et PRDML1.
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vii. OBF1 et OCT2

OCT2 (octamer-binding factor 2) (codé par le géne POU2F2) et son co-activateur OBF1 (codé par
POU2AF1) ont été découverts du fait de leurs activités de liaison au niveau des promoteurs des genes des
Ig ; cependant, I'expression des IGH et IGL est normale en leur absence (200). En revanche, ces FTs sont
nécessaires au développement des MZB (201-203). Les LB déficients en OBF1 ne peuvent pas former de
CG et, lorsqu'ils sont exposés a des stimuli T-dépendants, initient mais ne peuvent pas accomplir
complétement leur différenciation plasmocytaire (204, 205). Cela reflete en partie une réponse défectueuse
a I'lL4. OCT2 participe a la différenciation plasmocytaire par le contrdle direct de I'expression de la chaine
alpha du récepteur a I'lL5 (206). Enfin, OCT2 et OBF1 permettent aux LB activés de sécréter des niveaux
optimaux d'IL6, inducteur de la différenciation des cellules TFH (207). OCT2 et OBF1 sont exprimés dans un
certain nombre de lymphomes mais leur éventuelle implication dans la transformation tumorale n’est pas

connue.

viii. PU.1, SPIB, ETS1

Les FTs de la famille ETS, PU.1 (également connu sous le nom de SPI1) et SPIB, peuvent se fixer sur '’ADN
en formant des complexes avec IRF4 et IRF8 (208). PU.1 (209) et IRF8 (210) sont exprimés de maniere
constitutive tout au long de la différenciation lymphoide B, alors que I'expression de SPIB est hétérogene au
cours de la différenciation, maximale dans les LB du CG (211), ou elle est régulée par OBF1 (212).
L'expression des trois facteurs, PU.1, IRF8 et SPIB, est ensuite régulée a la baisse dans les plasmocytes, la
répression de SPIB étant médiée par BLIMP1 (213).

L'inactivation spécifique de PU.1 (214, 215) ou d’'IRF8 (216) dans les LB n'entraine que des altérations
minimes du développement et de la fonction des LB, alors que la perte de SPIB empéche le maintien du CG
(217). Ces phénotypes relativement bénins sont surprenants car PU.1 et IRF8 lient les régions régulatrices
de milliers de génes dans les LB (218, 219). Des données récentes suggérent que ces FTs jouent un rble
important dans la différenciation tardive des LB, réle qui est dose-dépendant et qui peut étre masqué par
des mécanismes de redondance. Les LB dépourvus de PU.1 et IRF8 montrent une hyperréactivité marquée
aux stimuli T-dépendants et indépendants et générent un grand nombre de plasmocytes et de cellules qui

ont subi une CSR, en particulier des cellules sécrétrices d'IgE (181). Au niveau cellulaire, le complexe PU.1-
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IRF8 contrble la probabilité de différenciation en plasmocytes en agissant notamment sur la division
cellulaire des LB activés (220). Ce complexe maintient aussi I'expression de BCL6, PAX5 et MEF2C
(myocyte-specific enhancer factor 2), tout en réprimant simultanément BLIMP1 (181).

PU.1 fonctionne de maniére dose-dépendante pendant I'hématopoiése précoce et l'expression forcée de
PU.1 ou SPIB a des stades tardifs perturbe la CSR et la différenciation plasmocytaire (181, 221, 222). Il a
été montré que la concentration de PU.1 est notamment contrlée par le microARN miR-155, qui se lie a la
région 3' UTR de PU.1 (223). Ce controle semble étre physiologiquement important puisque la délétion
spécifique de la séquence 3’'UTR de SPI1 reconnue par miR-155 multiplie par deux la concentration de
PU.1. Il en résulte une augmentation de I'expression de PAX5 et une diminution des réponses immunitaires
T-dépendantes in vivo, ainsi qu'une altération de la différenciation plasmocytaire in vitro (223).

Plus récemment, il a été montré que les souris KO pour PU.1 et SpiB dans les LB matures ne générent pas
de CG et d'anticorps a haute affinité aprés immunisation (224). Ces LB double KO présentent un défaut de
survie aprés engagement des récepteurs CD40 ou TLR (toll-like receptor), malgré une différenciation
plasmocytaire paradoxalement augmentée. Dans ce modéle, PU.1 et SpiB régulent I'expression de
nombreux composants de la voie de signalisation du BCR et les récepteurs des ligands CD40L, BAFF et
TLR. Ces résultats suggérent que PU.1 et SpiB sont primordiaux pour permettre aux LB de répondre de
maniére appropriée aux signaux environnementaux.

Un troisiétme membre de la famille ETS, ETS1, joue également un rdle important dans la différenciation
terminale des LB. Les LB déficients en ETS1 ont une capacité considérablement accrue a se différencier en
plasmocytes en présence de CpG (225), qui n'est normalement pas un inducteur efficace de la
différenciation plasmocytaire. Comme pour PU.1, ETS1 a pour fonction de promouvoir I'expression de PAX5
et d'inhiber simultanément BLIMP1, bien qu'il soit proposé dans ce cas que linhibition soit post-
traductionnelle (226). Différents membres des familles ETS et IRF sont cruciaux pour la production normale
des plasmocytes.

Le role des facteurs ETS dans la transformation tumorale est discuté dans la section 5.

h. Acteurs de la différenciation plasmocytaire

La formation de plasmocytes nécessite que le programme transcriptionnel des LB soit complétement éteint,
permettant l'induction d'un transcriptome de type plasmocytaire. Ce dernier est orienté a la fois vers la
production d'une grande quantité d'lg ainsi que vers le homing de ces cellules vers la MO et leur
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survie dans leur niche médullaire (31). Cette transition est réalisée par I'action de trois FTs principaux - IRF4,

BLIMP1 et XBP1 (X-box-binding protein 1) (Figure 5)- dont les fonctions sont décrites ci-dessous.

i. IRF4

IRF4 est essentiel a la fois au stade de LB matures, pour la formation du CG et la CSR, mais aussi pour la
différenciation en ASC (108, 109, 227, 228). IRF4 a des niveaux d’expression différents au cours du
développement lymphocytaire B, avec un pic d’expression dans les plasmocytes. Il a un profil d’expression
bimodal dans le CG ; son expression est induite dans les cellules initiatrices du CG, dans lesquelles il
contribue a I'expression de BCL6, puis elle est réprimée dans la zone sombre et ensuite ré-induite dans une
proportion de cellules de la zone claire destinées a se différencier en ASC (228, 229). IRF4 se lie faiblement
a I'ADN lorsqu’il est seul, mais sa liaison est plus forte en présence de SPI1/PU.1. Ses autres partenaires
sont BATF (basic leucine zipper transcriptional factor ATF-like), composant du complexe AP-1 (activator
protein 1) (230-232) et NFAT (nuclear factor of activated T cells) (233). Le complexe IRF4-BATF joue
probablement un réle important dans les LB activés car les souris dépourvues de I'un ou l'autre facteur
présentent des défauts similaires en matiére de formation du CG et de CSR (108, 109, 234). Les complexes
IRF4-ETS sont impliqués dans la régulation des loci IGH et IGL (235), et se lient également a I'enhancer de
PAX5 (236). IRF4 fonctionne de maniére dose-dépendante ; de faibles niveaux d’expression d'IRF4
favorisant la formation du CG et la CSR, par l'activation de Aicda, Pou2afl et Bcl6 (109, 227), alors que des
guantités élevées d'IRF4 répriment Bcl6 et activent a la fois Blimpl et Zbtb20 (BCL-6-related transcription

factor zinc finger and BTB domain-containing protein 20) (109), facilitant la différenciation en ASC.

ii. BLIMP1

BLIMP1 (B lymphocyte induced maturation protein 1) est un répresseur transcriptionnel codé par le gene
PRDM1 (PR domain containing 1, with ZNF domain) et membre de la famille des FTs Krippel-type zinc
finger. Il a été cloné et initialement décrit comme une protéine induite au cours de la différenciation des
plasmocytes, capable d’induire, dans des cellules de la lignée de lymphome BCL1-3B3, un phénotype
plasmocytaire caractérisé par I'expression de la chaine J et de CD138, par la synthese d’'immunoglobulines
IgM et par la régulation positive des génes impliqués dans la sécrétion des Ig (237). Dans la lymphopoiéese
B, BLIMP1 est exclusivement exprimé dans les ASC (plasmablastes et plasmocytes) ; les
plasmablastes se distinguant des plasmocytes a longue durée de vie par leur expression inférieure
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de BLIMP1, chez la souris et chez 'homme (238-240). Bien que l'expression de BLIMP1 soit connue pour
nécessiter 'action d'IRF4 et de FOS, facteur du complexe AP-1 (109, 241, 242), les facteurs qui contrdlent le
niveau des concentrations de BLIMP1 dans les ASC restent mal connus.

BLIMP1 a de nombreuses fonctions dans les ASC. Il réprime les principaux régulateurs du programme
transcriptionnel des LB, notamment les génes qui codent pour SPIB, BCL6, ID3, MYC et PAX5 (213, 243).
Bien qu'il soit essentiel a la formation des ASC (244), BLIMP1 n'est pas indispensable a l'initiation de leur
programme transcriptionnel, une population de pré-plasmablastes pouvant se développer en son absence
(143). En I'absence de BLIMP1 fonctionnel, I'expression de cibles telles que PAX5 et BCL6 sont régulées a
la baisse. Il n'existe également qu'une compréhension limitée de la fonction physiologique de BLIMP1 dans
les plasmocytes matures. Des études suggerent qu'il joue un role dans la présentation de I'Ag, dans les
réponses au stress cellulaire et la production d’anticorps (245-247).

BLIMP1 est exprimé dans toutes les tumeurs plasmocytaires, notamment le myélome multiple, et il semble
jouer un réle essentiel dans la progression de la maladie dans des modeéles murins (248). Cependant, des
mutations récurrentes de PRDM1, principalement inactivatrices, sont décrites dans les DLBCL de type ABC
(activated B-cell) (249) et dans le myélome (250), suggérant que ce FT puisse avoir aussi une fonction
suppressive de tumeur. En faveur de cette hypothése, la délétion conditionnelle de Prdml1 chez la souris,
spécifiquement au stade de CG, conduit au développement de DLBCL de type ABC. Cette activité opérerait
en synergie avec l'activation constitutive de la voie canonique NF-kB pour accélérer la lymphomagenése

(251, 252).

iii. XBP1

XBP1 (X-box-binding protein-1) appartient a la famille des FTs de type leucine zipper CREB/ATF.

Dans les LB, PAX5 réprime XBP1, la régulation a la baisse de I'expression de PAX5 pendant la
différenciation plasmocytaire contribuant a l'activation de XBP1 (145). Des études récentes utilisant
I'inactivation spécifique de Xbpl dans des LB murins ont toutefois montré que les cellules plasmocytaires se
forment relativement normalement en l'absence de Xbpl (253, 254). Au lieu de cela, XBP1 fonctionne
principalement en promouvant la traduction de 'ARNmM des génes IGH, la sécrétion d'lg et le remodelage
associé au réticulum endoplasmique (RE) qui est caractéristique des plasmocytes (253, 254). Le FT XBP1

est induit par le stress du RE dans de nombreux types cellulaires, y compris les plasmocytes, et est un
acteur de la réponse UPR (unfolded protein response) (255). La réponse UPR est induite suite a un
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stress du RE résultant de I'accumulation de protéines mal formées. En raison de leurs taux majeurs de

synthése et de sécrétion d'lg, les ASC sont particulierement sensibles au stress du RE.

i. IRF4, BLIMP1, XBP1 et transformation tumorale

Deux mécanismes mutuellement exclusifs, convergeant vers la régulation négative de PRDM1, ont été
décrits dans les DLBCL-ABC, pouvant expliquer I'incapacité des LB tumoraux a se différencier en ASC (249,
251, 256). D’'une part, une inactivation bi-allélique de PRDM1 est observée dans environ 30% des cas de
DLBCL-ABC. D’autre part, la dérégulation de BCL6 par translocations chromosomiques, plus fréquentes
dans les DLBCL-ABC que -CG (257), conduit également a une répression constitutive de PRDM1 (177).
Compte tenu de la variété des lésions génétiques pouvant modifier I'expression et l'activité de BCL6 (cf.
paragraphe 2.g.vi), la répression de PRDM1 pourrait étre encore plus fréquente. Enfin, environ 25% des cas
de DLBCL-ABC ont des anomalies gain de fonction, principalement sous la forme de translocations, de SPIB
(258, 259), qui est un FT de la famille ETS qui peut former un complexe avec IRF4 et contribue a
l'inactivation de PRDM1 en réprimant directement sa transcription (221, 260, 261). Les souris inactivées
pour Prdmldans les LB du CG développent des DLBCL-ABC caractérisés par une activation constitutive de
NF-kB, suggérant que ces deux événements sont nécessaires pour la transformation tumorale de ce type de

lymphome (262).

Les études de NGS (250, 263) ont révélé que XBP1, IRF4 et BLIMP1 étaient tous mutés dans le myélome,
ce qui est relativement surprenant puisque ces trois FTs sont considérés comme indispensables & la survie
des cellules myélomateuses. Bien que la nature des mutations d’IRF4 ne soient pas clairement établies, il a
été démontré qu’lIRF4 était essentiel a la survie des cellules myélomateuses par un mécanisme appelé
« non-oncogene addiction » (264). Les mutations de BLIMP1 et XBP1 sont elles clairement délétéres,

suggérant que ces FTs ne sont pas absolument nécessaires a la survie des cellules myélomateuses.

i. Transition plasmablaste-plasmocyte

Beaucoup de recherches se sont concentrées sur la description des facteurs qui contrélent 'engagement
initial vers la différenciation terminale ; cependant, moins de données sont disponibles concernant la

transition plasmablaste (cellule en division et a courte durée de vie)-plasmocyte (cellule ne cyclant
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plus et a longue durée de vie). Chez la souris et ’homme, les plasmablastes et les plasmocytes peuvent étre
distingués sur la base de I'expression de BLIMP1, les plasmablastes présentant un niveau d'expression de
BLIMP1 nettement inférieur a celui des plasmocytes (238, 240). Les plasmocytes éteignent ainsi I'expression
de MYC, qui est une cible de la répression transcriptionnelle médiée par BLIMP1, et une partie du

programme transcriptionnel induisant le cycle cellulaire (243, 265).

j. Homing et survie des plasmocytes

Méme si les plasmocytes existent dans de multiples organes lymphoides de I'organisme et peuvent étre
observés dans des organes non lymphoides au cours de situations pathologiques, la majorité de ces cellules
se situe dans la MO chez les sujets sains. Leur propriété de longévité ne semble pas étre purement
intrinséque puisque le transfert de ces cellules en dehors de leur microenvironnement médullaire entrainent
une mort rapide (266).

i. Homing

Le processus d’adressage et de rétention des ASC dans la MO reste mal compris. L'activation de S1PR1
(sphingosine-1-phosphate receptor 1) est nécessaire pour la circulation des ASC des organes lymphoides
secondaires vers le sang périphérique, puis CXCL12 (chemokine CXC-chemokine ligand 12) et son
récepteur CXCR4 (CXC-chemokine receptor 4) sont importants pour le recrutement des ASC dans la MO et
leur maintien sur ce site (267, 268). Les chimiokines inflammatoires, telles que CXCL9, CXCL10 et CXCL11
— dont le récepteur est CXCR3 - favorisent 'adressage des plasmablastes vers les sites inflammatoires, y
compris d’organes non lymphoides (269). Enfin, le maintien des ASC dans la MO et la maturation en
plasmocytes implique la présence de VLA4 (very late antigen 4), CD44, CD28 et CD93 sur les plasmocytes,
ainsi que I'expression des FTs KLF2 (Kruppel-like factor), ZBTB20 et IKZF3 (270-272).

ii. Niches

Des études longitudinales ont démontré que le nombre de "niches" médullaires n’est pas infini (52, 273). Ces
niches se composent au moins d'une cellule stromale CXCL12+VCAM1+ et d'une cellule hématopoiétique
qui sécréte un facteur de survie des LB, APRIL (a proliferation-inducing ligand). Des données récentes
suggerent que la cellule éosinophile puisse étre cette cellule hématopoiétique, bien qu'il soit possible que
d’autres types cellulaires puissent remplir ce réle (274, 275). Les arguments pour un role des éosinophiles
sont d’une part I'observation, chez les souris dépourvues d'éosinophiles, d’anomalies de maturation
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des plasmocytes médullaires et d’'une diminution de leur nombre; et d’autre part, la sécrétion par les
eosinophiles d’APRIL et d’IL-6 (274).

iii. Survie

Plusieurs facteurs ont été décrits comme garant de la survie des plasmocytes dans la MO, notamment I'IL6,
le TNF (tumor necrosis factor) et APRIL (276-278). APRIL et son récepteur, BCMA (B-cell maturation
antigen ; également connu sous le nom de TNFRSF17), sont les composants de la niche les plus importants
sur le plan fonctionnel (279, 280). La facon dont I'expression de BCMA est régulée dans les plasmocytes
n'est pas claire, bien que le processus soit connu pour étre indépendant de BLIMP1 (280). Une
conséquence clé de la signalisation par I'axe APRIL-BCMA est l'expression de la protéine anti-apoptotique
MCL1 (myeloid cell leukaemia 1), qui est essentielle a la survie de tous les ASC (280). La tres courte demi-
vie de MCL1 suggére un modéle dans lequel I'exposition continue a des signaux provenant de la niche, y
compris APRIL, est nécessaire pour maintenir les niveaux d’expression de MCL1, rendant ainsi la survie du
plasmocyte trés dépendante de sa localisation. Il est intéressant de noter que le rdle anti-apoptotique
d'APRIL et de I'lL6 nécessite I'activité de I'oxyde nitrique synthase inductible, ce qui suggeéere que le NO est
un intermédiaire de signalisation dans la survie de I'ASC (281). Les plasmocytes expriment également le
récepteur inhibiteur FcyRlIlb, qui induit I'apoptose des plasmocytes, soulevant I'hypothése d’une boucle de

régulation négative dans laquelle les Ac sériques affectent 'homéostasie des plasmocytes (282).
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Figure 5. Différents stades de la différenciation lymphoide B tardive (54). La majorité des LB matures se trouvent

dans les follicules des organes lymphoides et sont appelées LB folliculaires. Il existe d'autres populations spécialisées

de LB : les cellules de la zone marginale, qui se trouvent dans la région située entre la pulpe rouge et la pulpe blanche

de la rate, et les cellules B1, décrites chez la souris, qui se trouvent dans les cavités péritonéale et pleurale. Toutes les

populations de LB matures expriment les FTs PAX5, PU.1, IRF8 et BACH2, tandis que de faibles (low) niveaux d'IRF4

sont induits par la signalisation BCR. Les LB activés par I'Ag sont capables d'une prolifération rapide, de CSR et d'une

différenciation en plasmablastes de courte durée de vie, exprimant des taux élevés (high, hi) de XBP1, IRF4 et

intermédiaires (mid) de BLIMP1, et en ASC. Les LB folliculaires peuvent également réguler a la hausse BCL6 et réprimer

I'expression d'IRF4 pendant la réaction du CG. Les LB dotés de BCR a haute affinité quittent le CG et se différencient

soit en LB mémaoires, soit en plasmocytes a longue durée de vie, qui expriment des niveaux élevés de BLIMP1, IRF4 et

XBP1, et produisent des quantités importantes d'Ac.

3. Macroglobulinémie de Waldenstrém

a.

Introduction

La macroglobulinémie de Waldenstréom (MW) est un syndrome lymphoprolifératif B chronique (SLPC) rare,

représentant 1 a 2% de toutes les hémopathies malignes. La MW fut décrite en 1944 par Jan Gosta

Waldenstrém, qui

fibrinopénie et hypergammaglobulinémie. La MW est définie comme un sous-type de lymphome
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lymphoplasmocytaire (LLP), infiltrant la MO et associé a la sécrétion d’'une Ilg monoclonale de classe M (IgM)
détectable dans le sérum (55). Les LLP sont des hémopathies lymphoides B matures indolentes, ne
répondant pas aux critéres des autres néoplasies lymphoides B a petites cellules. lls sont caractérisés par la
présence d’'un mélange de cellules allant du LB au plasmocyte, en passant par une importante fraction de
cellules intermédiaires n’ayant pas achevé leur différenciation terminale, dénommées lymphoplasmocytes.
L’association avec une IgM sérique monoclonale définissant la MW est retrouvée dans environ 90% des cas,
mais il existe d’autres types de LLP produisant une Ig monoclonale d’'une autre classe (le plus souvent A ou
G), voire non sécrétants. De méme, la présence d’'une IgM monoclonale, quelle que soit sa concentration,
ne peut pas étre considérée comme un critére diagnostique suffisant pour une MW, car elle peut étre
observée dans d’autres situations comme les gammapathies monoclonales de signification indéterminée
(GMSI) IgM ou d’autres SLPC B (lymphome de la zone marginale (LZM), LLC, exceptionnellement myélome

a IlgM).

La médiane d'age est de 72 ans. Une estimation exacte de la prévalence de la MW est difficile, car les
criteres diagnostiques sont longtemps restés mal définis, et également en raison de I'existence de formes
asymptomatiques. La présentation clinique est protéiforme en raison des propriétés physicochimiques ou de
l'activité anticorps de I''gM monoclonale. Cette hémopathie est actuellement incurable en dehors d’une
stratégie d’allogreffe de moelle et le but du traitement est d'améliorer la durée et la qualité de vie. La
médiane de survie est de 5 a 8 ans selon les études, mais 20% des patients survivent plus de dix ans, et 10

a 20% meurent d'une autre cause.

b. Epidémiologie

La MW est une hémopathie maligne rare, ne représentant que 1 a 2% de toutes les hémopathies, avec une
incidence de 3 a 4 cas par million de personnes et par an (283). En raison de sa rareté, l'acquisition de
données épidémiologiques fut et reste difficile. Une grande partie des informations disponibles provenait
initialement de petites séries cliniques, mais ces données ont été récemment remplacées par des études de
population a large échelle, notamment aux Etats-Unis. La MW est une maladie du sujet agé, avec moins de
1% des patients diagnostiqués avant I'age de 40 ans (284). L'age médian au diagnostic est d'environ 72 ans.
L'incidence augmente fortement avec I'age jusqu'a 60-69 ans puis plus lentement au-dela de 70 ans (285).
Les sujets noirs ont I'age médian le plus jeune au moment du diagnostic (63 ans) alors que celui des sujets
blancs est le plus élevé (73 ans) (286). La MW est jusqu'a deux fois plus fréquente chez les
hommes. La prédominance masculine est constante dans toutes les catégories d'age (285).
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L'incidence est trés variable d'un continent a l'autre, la MW étant jusqu'a 10 fois moins fréquente dans
certains pays d'Asie (287). Cependant, cette incidence est plus faible que celle des immigrants asiatiques
aux Etats-Unis (288), confirmant l'importance des facteurs liés a I'environnement et au mode de vie dans la

pathogenése de la MW.

c. Facteurs derisque et prédisposition
L'étiologie de la MW est en grande partie inconnue. De nombreuses études ont évalué le rdle des facteurs
environnementaux et biologiques sur le risque de développement de la MW. Le facteur de risque le plus
connu est la présence d'une GMSI IgM, des antécédents personnels de GMSI IgM étant associés a un
risque accru (46 fois supérieure) de développer une MW (289). D'aprés les données de suivi a long terme de
la Mayo Clinic (Rochester, E-U), un antécédent personnel de GMSI IgM est associé & un risque annuel de 1
a 1,5% de développer une MW et a un risque supplémentaire important de développer une LLC ou un autre
SLPC B associé a une IgM (290). Les GMSI IgM peuvent ainsi étre considérées comme un état précoce de
la MW, plutét que comme une cause de la maladie, comme cela est observé pour les GMSI IgG et IgA dans

le myélome multiple (MM) (291).

La stimulation antigénique chronique est susceptible de jouer un rdle dans le développement de la MW. Les
cellules B tumorales de MW portent des mutations somatiques IGHV, suggérant que ces cellules
proviennent de LB qui ont expérimenté une stimulation antigénique répétée et une sélection dans les CG
des follicules lymphoides (292-294). Un certain nombre d'études épidémiologiques (295-298) ont ainsi
évalué le role de divers types de conditions de stimulation antigénique chronique par rapport au risque de
développer une MW. Un risque accru de MW était associé a des antécédents personnels de maladies auto-
immunes (sclérodermie, lupus érythémateux, syndrome de Sjogren, anémie hémolytique auto-immune,
polyarthrite rhumatoide et maladie de Horton) et infectieuses (infection par le VHC, pneumonie, septicémie,
pyélonéphrite, sinusite, herpés zona et grippe). Le lien observé entre la MW et les infections/maladies auto-
immunes suggére l'implication éventuelle d’une perturbation du systéme immunitaire comme événement
initial du développement de la MW [46]. La stimulation chronique des LB dans ce contexte pourrait favoriser
la survenue d’événements mutationnels a l'origine de la transformation tumorale, conduisant au

développement de la MW.

Enfin, I'existence de formes familiales est connue de longue date : il existe pour 20% des patients d'autres
cas de MW ou de SLPC B dans la famille. De plus, la prévalence d'une IgM monoclonale est plus
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élevée dans les familles de patients ayant une MW : elle est estimée a 0,25-0,64% dans la population
générale et a 3,2-6,3% dans les familles de patients ayant une MW (299). Dans une vaste étude cas-témoin
portant sur 2144 patients ayant un LLP/WM (1539 WM [72 %] et 605 LLP [28%]) et plus de 8000 parents au
premier degré et plus de 30 000 témoins (299), les parents au premier degré des patients atteints de
LLP/MW présentaient un risque 20 fois plus élevé de développer une LLP/MW et, en outre, un risque accru

de développer un autre SLPC B, une LLC ou une GMSI.

Les études de liens génétiques dans les cas de MW familiales sont rares. Des liens forts impliquant les
chromosomes 1q, 3q et 4q ont été identifiés en compilant des cas familiaux de MW et de GMSI IgM (300).
Une analyse de séquencgage de 'exome entier a également été réalisée sur 4 membres d’'une famille atteints

c403t et

de MW et 246 cas contrbles sporadiques ou familiaux. Deux variants constitutionnels LAPTM5
HCLS19°% ont été identifiés comme présents de facon récurrente dans les cas familiaux (301). Une seule
étude toute récente d’association pangénomique (GWAS, genome-wide association sequencing) a été

entreprise a ce jour dans la MW sur 530 cas et 4360 contrbles. Elle a identifié deux polymorphismes de

haut-risque en 6p25.3 (prés d’EXOC2 et IRF4) et 14932.13 (prés de TCL1) (302)

Une autre approche de la prédisposition a la MW et aux autres hémopathies lymphoides B a été I'étude des
cibles protéiques des Ig monoclonales (dénommées « paratargs »), secrétées par le clone tumoral. Il a ainsi
été démontré que 11% des IgM monoclonales de cas de MW/GMSI IgM réagissaient spécifiguement contre
la forme phosphorylée de la paratarg-7 (pP-7) (303). Les analyses familiales de parents de patients atteints
de MW/GMSI IgM réagissant contre la pP-7 ont montré que I'état hyperphosphorylé de la P-7 est hérité de
facon autosomale dominante. Seulement 2% des sérums de sujets sains réagissent contre la pP-7. Les

porteurs de pP-7 ont un risque 6 fois plus élevé de développer une MW/GMSI IgM.

d. Aspects cliniques

Les manifestations cliniques sont liées soit a l'infiltration tumorale par les cellules lymphoplasmocytaires, soit

aux propriétés physicochimiques et antigéniques de I'lgM (304, 305). Elles sont résumées dans le tableau 2.
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Tableau 2. Manifestations clinico-biologiques dans la MW

. o Sueurs, fiévre, arthralgies
Signes généraux o ] o
Altération de I'état général

Syndrome d’hyperviscosité
Troubles de 'hémostase (Willebrand acquis)
Neuropathie périphérique
Manifestations liées a I'lgM P . p .p a
Cryoglobulinémie
Maladie des agglutinines froides

Amylose AL

Adénopathies périphériques, hépato-splénomégalie
Manifestations liées a I'infiltration tumorale .
Cytopénies

e. Critéres diagnostiques

La MW est caractérisée par une infiltration faite de cellules lymphoplasmocytaires et la production d'une IgM
monoclonale. Les critéres diagnostiques sont les suivants : i) IgM monoclonale sérique, quelle que soit sa
concentration ; ii) infiltration médullaire par des petits lymphocytes avec différenciation plasmocytaire ; iii)
infiltration histologique médullaire souvent diffuse ; iv) phénotype des cellules tumorales : IgM+, CD5-/+,

CD10-, CD19+, CD20+, CD22+, CD23-, CD25+, CD27+, FMC7+, CD103-.

Le diagnostic est effectué sur l'analyse médullaire, habituellement sur la biopsie ostéo-médullaire. Un
immunophénotypage lymphocytaire permet de caractériser cette population lymphoplasmocytaire et permet
d’éliminer d’autres hémopathies lymphoides B associées a une IgM monoclonale. Une analyse
cytogénétique est également effectuée, retrouvant une anomalie dans 45 & 50% des cas (cf. paragraphe
4.b). L’analyse moléculaire comprend la recherche de la mutation du géne MYDS88. En effet, celle-ci est

présente dans 90 a 95% des patients ayant une MW (94, 306).

i. Caractéristiques morphologiques
La MW est caractérisée par une infiltration médullaire faite de cellules lymphoides et lymphoplasmocytaires
et de plasmocytes. L'atteinte médullaire est caractérisée par un infiltrat nodulaire, diffus et/ou interstitiel,
constitué de petits lymphocytes prédominants, mélés en proportions variables a des lymphoplasmocytes et

plasmocytes. L'infiltration médullaire est variable et représente 20 & 100% des cellules médullaires,
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au sein desquelles il est fréquent d'observer la présence de mastocytes, en proportion augmentée chez
environ un quart des patients (307). Dans la plupart des cas, les ganglions ont partiellement conservé une
architecture normale, avec des sinus dilatés contenant du matériel PAS+ (periodic acid Schiff positif) et
parfois quelques petits centres germinatifs résiduels. On trouve une population lymphoide relativement
monotone de petits lymphocytes, lymphoplasmocytes et plasmocytes et trés peu de grandes cellules. Dans
d'autres cas, l'architecture ganglionnaire est totalement détruite, avec souvent une plus grande proportion de
cellules plasmocytaires et/ou de grandes cellules. Dans la rate, on peut observer un infiltrat

lymphoplasmocytaire formant des nodules dans la pulpe rouge ou se développant de facon plus diffuse.

ii. Caractéristiques immunophénotypiques
Des études immunophénotypiques sont nécessaires pour un diagnostic précis de la MW, et ceci peut étre
réalisé soit par une analyse en cytométrie de flux, soit par une analyse immunohistochimique, bien que la
premiére méthode permette une évaluation plus approfondie des déterminants antigéniques (55). Dans la
MW, il est généralement possible de démontrer le caractére monotypique a la fois des LB et des
plasmocytes, mais un phénotypage étendu n'est habituellement effectué que sur la composante

lymphocytaire B.

Les LB clonaux de la MW sont généralement caractérisés par I'expression constante de marqueurs pan-
cellulaires B (CD19, CD20, CD22) ainsi que par I'expression monotypique d'IgM de surface (slg), restreinte a
la chaine Iégére kK ou A. La prédominance de la chaine légére k sur A est plus élevée dans la MW (k:A, ratio
de 5:1) comparée aux autres SLPC B (308). Par rapport aux LB normaux matures, I'expression du CD22
dans la MW est constamment plus faible, tandis que celle du CD20 et du slg est habituellement équivalente.
Les LB clonaux sont positifs pour FMC7 et CD25 dans 70% et 66% des cas, respectivement. FMC7 est
généralement hétérogene, tandis que le CD25, lorsqu'il est présent, est exprimé de fagcon homogéne par
pratiquement tous les LB tumoraux. Bien qu'il ne soit pas entierement spécifique (p. ex., LZM ou LLC), le
profil d'expression phénotypique aberrant CD22 faible CD25+ est évocateur de la MW. L’expression du
CD103 et du CD10, informatifs respectivement pour le diagnostic différentiel avec la leucémie a
tricholeucocytes et le lymphome folliculaire, est constamment négative dans la MW. CD11b est absent et
CD11c est rarement positif et, s’il est exprimé, c’est a une faible intensité (308, 309). Le CD5 et le CD23,
deux antigénes classiquement exprimés dans les cas de LLC, ne sont présents que chez moins d'un
cinquiéeme des patients MW et lorsqu'ils sont présents, ils sont d'expression hétérogene. Le CD38

est présent dans la moitié des cas de MW et son expression est plus faible que celles observées
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sur les progéniteurs lymphoides B et les plasmocytes. Les LB de la MW sont aussi typiquement positifs pour
CD24, HLA-DR et BCL2, alors que l'antigene CD27 associé a un phénotype mémoire est exprimé de
maniére hétérogéne (de négatif a positif) chez plus de la moitié des patients (308, 309). BCL2 et PAX5
présentent généralement une immunoréactivité nucléaire, ce qui nécessite de les évaluer par
immunohistochimie sur des coupes tissulaires (310). Le CD79b et le CD81 sont constamment positifs bien
qgue des niveaux d'expression plus faibles puissent étre observés dans certains cas ; le CD200 est positif
chez 60 % des patients, et le CD305 (LAIR1) est généralement négatif (311). Ce dernier marqueur est
important, car les LB normaux sont généralement positifs pour le CD305. En conséquence, le profil
d'expression immunophénotypique le plus courant du clone de la MW pourrait étre résumé comme suit :
CD5-, CD10-, CD11c-, CD19+, CD20+, CD22 faible, CD23-, CD25+, CD27 hétérogéne (het), CD38het,
CD79b+, CD81+, CD79b-, CD103-, CD200het, CD305-. La nature monotypique des LB doit étre démontrée
par I'expression restreinte de la chaine légére intracytoplasmique ou de surface (k ou A). Environ 90% des
cas expriment CD22 faiblement, CD25, CD27 et I'lgM au contraire du CD5, CD10, CD11¢, CD23 et CD103
qui sont négatifs. Ces éléments fournissent des critéres diagnostiques solides et permettent en particulier de

faire la distinction avec un LZM, dont I'immunophénotype est le plus souvent CD22+CD25-CD103+.

f. Critéres pronostiques
Le score IPSS (International Prognostic Staging System) a été proposé par Morel et al. (312) pour les
patients avec une MW symptomatique. L’analyse de 587 cas de MW a permis d’identifier cinq facteurs ayant
un impact sur la survie des patients : &ge > 65 ans, hémoglobine < 115 g/L, plaquettes < 100 G/L, béta-2-
microglobuline > 3 mg/L, IgM monoclonale > 70 g/L. Ces facteurs permettent de déterminer 3 groupes
pronostiques différents en matiére de médiane de survie globale. Récemment, le génotype MYD88 non
muté / CXCR4 non muté a été associé a une survie globale inférieure et & une résistance a certaines

thérapeutiques (313-315).

g. Thérapeutiques
i. Indication
Un traitement est initi€ uniqguement chez les patients présentant une maladie symptomatique, que les
symptdmes soient liés aux propriétés antigéniques ou physico-chimiques de I'lgM ou au syndrome tumoral.
En effet, il n’a jamais été démontré de bénéfice au traitement d’'une MW asymptomatique. Celle-ci peut

rester stable de nombreuses années. La surveillance est donc préconisée chez ces patients. Au

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



o1

diagnostic, 30 a 50% des patients sont asymptomatiques et ne nécessitent pas de traitement. Le risque de
progression a 5 ans est de 59%. La présence d'une anémie est lindication de traitement la plus

fréguemment retrouvée.

ii. Choix du traitement
La difficulté dans le choix entre les différentes options thérapeutiques réside dans le manque d’essais
prospectifs randomisés. Les traitements ont longtemps reposé sur l'utilisation des agents alkylants
(chloraminophéne, cyclophosphamide) et des analogues des purines (fludarabine). Bien que ces agents
soient toujours utilisés, d’importants progrés ont été réalisés avec l'introduction des anticorps monoclonaux
anti-CD20 (rituximab), I'utilisation de la bendamustine ou des inhibiteurs du protéasome (bortezomib) et, plus

récemment, I'apparition d’inhibiteurs du BCR (ibrutinib, idelalisib).

Parmi toutes les options thérapeutiques, le choix se fait principalement en fonction de la nécessité ou non
d’obtenir une réponse rapide et en fonction du profil de toxicité des différents agents thérapeutiques. Malgré
ces importants progrés, peu de patients atteignent une rémission compléte. Au-dela de 'augmentation de la

survie, 'amélioration de la qualité de vie est donc un objectif principal.

iii. Options thérapeutiques
Les cellules de MW exprimant l'antigéne de surface CD20, le rituximab est un élément clé du traitement. Son
utilisation est recommandée dans le cadre d'un traitement y associant d’autres drogues, car les taux de
réponse en monothérapie sont modestes [taux de réponse globale autour de 50% et de réponse majeure
autour de 25%] (316, 317). Cependant, le rituximab en monothérapie peut étre utilisé chez les patients
fragiles présentant des comorbidités élevées ou lorsque la symptomatologie est due a l'activité auto-immune
de I'lgM (neuropathie, cryoglobulinémie) (318).
L’association rituximab, cyclophosphamide et dexaméthasone (RCD) est actuellement considérée comme le
traitement standard de premiére ligne (319). C’est un traitement bien toléré, avec un taux de réponse
majeure (incluant réponses partielle et compléte) de 74% et de réponse globale de 83% (incluant réponses
mineure et majeure). Les médianes de délai avant le traitement suivant, de survie sans progression (SSP) et
de survie globale (SG) étaient respectivement de 51, 35 et 95 mois (320).
L’association bendamustine et rituximab (BR) semble également étre une option thérapeutique intéressante,
surtout pour les patients avec une forte masse tumorale ou une amylose associée. Dans une analyse de
sous-groupe de patients MW d'une étude randomisée comparant BR et une polychimiothérapie de
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type R-CHOP (rituximab, cyclophosphamide, adriamycine, vincristine, prednisone), I'association BR
permettait d’obtenir une SSP plus longue et avait un meilleur profil de tolérance. La SSP médiane n’était pas

atteinte avec BR alors qu’elle était de 40 mois pour le R-CHOP (321).

L'association bortézomib (inhibiteur réversible du protéasome), dexaméthasone et rituximab (BDR) a été
évalué dans une étude récente de phase 2 incluant des patients nouvellement diagnostiqués avec des
facteurs pronostiques défavorables. Le taux de réponse majeure était de 68 % et la SSP médiane de 43
mois. Le délai avant le traitement suivant était de 73 mois (322). Une étude de phase 3 est actuellement en

cours, comparant le RCD avec ou sans bortézomib (NCT01788020).

Les analogues nucléosidiques des bases puriques, comme la fludarabine et la cladribine, peuvent aussi étre
utilisés de facon efficace dans le cadre de combinaisons. L’association fludarabine et rituximab a montré un
taux de réponse globale de 95% et permettait un contrble rapide de la maladie (323). Le chlorambucil en
monothérapie peut étre une option pour les patients trés fragiles, pour lesquels un traitement d'association
est considéré comme potentiellement trop toxique (taux de réponse globale de 38 %, SSP de 27 mois)
(324). C’est un traitement bien toléré mais associé a un risque de développement de tumeurs secondaires,
en particulier de leucémie et de syndrome myélodysplasique. La fludarabine en monothérapie s'est révélée

plus efficace et plus sOre que le chlorambucil (324).

L’ibrutinib, inhibiteur de la tyrosine kinase de Bruton (BTK), a été évalué en monothérapie a la posologie de
420 mgl/j, par voie orale. Les taux de réponse globale dépassent les 90% (315). Les meilleurs taux de
réponse sont observés chez les patients présentant la mutation L265P du gene MYD88 en I'absence de
mutation du géne CXCR4. L’ibrutinib dispose actuellement d’'une Autorisation de Mise sur le Marché, en
premiere ligne de traitement, aux Etats-Unis et en Europe, chez des patients ne pouvant recevoir de

chimiothérapie ou en situation de rechute.

L’'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques est une option thérapeutique envisageable chez des
patients jeunes, en situation de rechute précoce, avec des facteurs pronostiques défavorables. Compte-tenu
d’'une morbi-mortalité non négligeable, la place de l'allogreffe ne fait pas I'objet d’'un consensus a I'’heure

actuelle.

D’autres agents sont en cours d’essai ou de développement, comme le venetoclax, un inhibiteur de BCL2,

ainsi que des thérapies ciblant CXCR4 ou MYD88.
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4. Physiopathogénie de la macroglobulinémie de Waldenstrém
a. Contrepartie physiologique
L’identification de la cellule d’origine (cellule dans laquelle va survenir le premier événement oncogénique) et
de la contrepartie physiologique (compartiment cellulaire dans lequel va survenir la transformation) des
cellules tumorales est importante afin de déterminer les mécanismes physiopathologiques aboutissant au
développement de I'hémopathie et afin d’envisager d’éventuelles thérapeutiques ciblées. L’étude des
caractéristiques morphologiques, immunophénotypiques, du statut mutationnel IGHV, des PEG et

épigénétiques peuvent aider a appréhender cette question.

Dans le schéma de classification de l'origine des différentes hémopathies lymphoides B, proposé par
Kippers et al. (325), les lymphomes/SLPC B sont divisés en trois groupes principaux selon leur contrepartie
physilogique : (1) ceux d’origine pré-CG, dérivant de LB n’ayant pas établi de contact avec I'Ag et, par
conséquent, sans SHM des genes des Ig et sans CSR ; (2) ceux dorigine CG, dérivant de LB ayant
rencontré un Ag présenté par les cellules dendritiques et ayant expérimenté un processus de SHM des
génes IGV ; cette étape étant suivie d'une CSR et, parfois, d'une recombinaison secondaire des génes VH
(les cellules de ces hémopathies du CG n'ont pas complétement terminé la réaction du CG et sont
caractérisées par la persistance du processus mutationnel (« ongoing mutation »)) ; et enfin (3) ceux
d’'origine post-CG, dérivant de LB ayant subi toute la réaction du CG, se traduisant par un taux élevé de

SHM (sans « ongoing mutation ») et une CSR.

L'immunophénotype des différentes populations de la lymphopoiése B du stade le plus précoce au plus
mature a été déterminé chez > 600 sujets sains et les résultats ont été comparés a ceux de > 250 individus
présentant une GMSI IgM et/ou un SLPC B (308, 309, 311, 326-328). L’absence d’expression ou la faible
expression par les cellules de MW du CD10, CD22 ou CXCR4 n’étaient pas en faveur d’'une origine CG.
Leur phénotype et leur statut IGHV muté évoquent plutdt qu’elles sont issues d’un LB post-CG, soit d’'un LB
en voie de différenciation vers le plasmocyte soit d’'un LB un peu plus immature. Les cellules tumorales de
MW ont une différenciation intraclonale avec des petits lymphocytes exprimant des Ig de surface, des
lymphoplasmocytes et des plasmocytes avec des Ig intracytoplasmiques. Deux études rapportent la
séquence complete du géne IGH réarrangé de 22 cas de MW (329, 330). Comme dans la plupart des
hémopathies lymphoides B, il existe un biais d'utilisation du répertoire des IGH, avec ici une
surreprésentation de la famille IGHV3 et du géne IGHJ4. Dans 91% des cas, le géne est muté,
présentant moins de 98% d'’homologie (médiane 93%, 88-97) avec la séquence germinale
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correspondante. Une étude menée sur 31 cas a confirmé ces données et montré I'existence d'une utilisation
préférentielle du géne IGHV3-23 (35%) (331). Les mutations IGHV ont une distribution et des
caractéristiques qui ne témoigneraient pas toujours d'un contact antigénique. Il est intéressant de constater
gu'a lissue de leur différenciation, vraisemblablement dans les CG ou elles ont subi le processus de SHM,
les cellules tumorales restent bloquées avant la commutation isotypique. En effet, a la différence des cas de
myélome a IgM, on ne retrouve pas d'événement transcriptionnel de CSR (présence de transcrits mu ou mu
+ delta et absence de transcrits alpha, gamma ou epsilon). De plus, I'étude du transcriptome des cellules
tumorales montre que ces cellules ont un transcriptome plus proche des LB matures que des plasmocytes

(cf. paragraphe 4.c.vii).

Ces différents éléments ajoutés a I'expression du CD27 (308, 309) par les cellules tumorales, I'absence de
CSR et la monotypie des compartiments lymphoides et plasmocytaires (332), impliquant un certain degré de
capacité de différenciation, ont fait soulever I'hypothése que la contrepartie physiologique des cellules MW
soit un LB mémoire. Bien que la plupart des LB mémoires soient générés dans le CG, une fraction mineure
peut étre produite par une stimulation antigénique T-indépendante a l'extérieur du CG. L'absence de
marqueurs univoques capables d'identifier les LB ayant circulé dans le CG et le fait que la nature et l'origine
de la population CD27+IgM+IgD+ ne soient pas encore claires laisse la question de la contrepartie

physiologique du MW encore ouverte.

b. Anomalies cytogénétiques

Les technigques de cytogénétique conventionnelle et d'hybridation in situ fluorescente (fluorescent in situ
hybridization [FISH]) ont permis d’identifier un certain nombre d'anomalies chromosomiques récurrentes
dans la MW. Ces deux techniques objectivent au moins une anomalie chez 50% des patients (333).
L'utilisation de puces génomiques a haute résolution de type single nucleotide polymorphism (SNP)-array ou
comparative genomic hybridization [CGH]-array permet de détecter des anomalies génomiques chez 61 a
83% des patients MW, avec une médiane de 2-3 anomalies par patient selon les séries (334, 335). Chez les
patients avec une MW symptomatique, le nombre médian d’anomalies chromosomiques est supérieure a 3

(335).

La délétion d'une partie du bras long du chromosome 6 (6q) est I'anomalie la plus fréequemment retrouvée :
elle est présente dans 22 a 54% des cas selon les catégories de patients étudiés (MW indolents ou

symptomatiques, au diagnostic ou a la rechute) et les techniques utilisées (333-336). Quatre
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régions minimales de délétion distinctes ont été identifiées en 6q, deux d'entre elles incluant des géenes
suppresseurs de tumeurs, PRDM1 (BLIMP1) en 6921 et TNFAIP3 en 6g23, mais leur role direct dans la
pathogenése de la MW n’est pas encore établi. Bien que la délétion 6q soit associée a des caractéristiques
de pronostic défavorable (anémie, hypoalbuminémie, taux élevé de béta-2-microglobuline), cette anomalie

ne semble pas avoir d'impact négatif sur les devenir des patients (333, 337, 338).

La trisomie 4 est décrite dans 8 a 20% des cas de MW, correspondant soit a un gain complet soit partiel du
chromosome 4 (333, 339). Aucun géne candidat n'a été identifié a ce jour sur ce chromosome (339). La
trisomie 18 est également fréquente (15%), et il a été montré que trisomies 4 et 18 étaient significativement
associees dans la MW (333). D'autres anomalies récurrentes sont décrites, telles que la délétion 13g14, la
délétion 17p13 (impliquant le geéne TP53), la délétion 11922 (impliquant le géne ATM) et la trisomie 12, qui
sont observées dans moins de 15% des cas de WM. Les translocations impliquant les genes IGH en 14g32
sont trés rares (2%) (333). Certaines études ont décrit un gain sur le bras court du chromosome 6 (6p),
toujours secondaire a une délétion de 6q, chez 16% des patients MW (334). Le travail de Nguyen-Khac et
al.(333), réalisé sur une grande série de patients non préalablement traités, a montré qu’aucune anomalie
chromosomique n'influencait la survie globale. En revanche, les patients avec une délétion de TP53 avaient
une survie sans progression et sans maladie significativement plus courte. La trisomie 12, bien que rare,

était aussi associée a une survie sans progression plus courte.

Il nexiste a ce jour pas d’anomalie chromosomique spécifique de la MW mais la fréquence de ces
anomalies est différente entre la MW et les autres SLPC B (LZM, LLC, MM), pouvant donc étre une aide au
diagnostic. La délétion 6g et la trisomie 4 sont ainsi plus fréquentes dans la MW, la délétion 13q plus

fréquente dans les LLC et le MM, et les translocations impliquant le locus IGH plus fréquentes dans le MM.

c. Anomalies moléculaires
L’avenement des techniques de séquengage haut débit (next generation sequencing, NGS) a permis
'analyse du génome tumoral de la MW a grande échelle et l'identification d’anomalies moléculaires ayant
des implications pour le diagnostic et le traitement de cette maladie. Jusqu’a présent, 30 échantillons de MW
ont été analysés par WGS (94), 4 par WES (Jimenez et al., IWWM9 2016) et 305 par NGS ciblé avec des

panels comprenant entre 5 et 12 genes (340, 341) (Jimenez et al., IWWM9 2016).
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i. Mutations du géne MYD88
Le séquencage du génome entier (whole genome sequencing, WGS) de cellules CD19+ de la MO de 30
patients atteints de MW a conduit a la découverte d'une mutation somatique hétérozygote (c.978T>C) du
géne MYD88 (Myeloid Differentiation Primary Response 88), géne situé sur bras court du chromosome 3 (en
3p22). Cette mutation, présente chez plus de 90% des patients MW (94, 306), aboutit au remplacement

d’une leucine par une proline en position 265, p.Leu265Pro (L265P).

MYD88 agit comme une protéine adaptatrice en aval des récepteurs de la famille des TLR et de I'lL1R, en
se liant directement au récepteur ou, comme pour TLR4, par lintermédiaire de la molécule adaptatrice
TIRAP (TIR Domain Containing Adaptor Protein). Suite a la liaison d’un ligand a ces récepteurs, MYD88
subit un changement conformationnel favorisant son homodimérisation puis le recrutement de protéines de
signalisation comme IRAK4 et IRAK1 (342, 343), concourant a la formation d’'un complexe multi-protéique
appelé Myddosome, qui déclenche une signalisation d’aval aboutissant a I'activation de NF-kB (344). La
mutation L265P se produit au niveau d'un résidu hautement conservé d’un feuillet § du noyau hydrophobe
du domaine TIR de la protéine. Des analyses biochimiques prédisent que cette mutation altérerait la
structure tertiaire du domaine TIR. D’autres mutations de MYD88, beaucoup moins fréquentes, identiques a
celles observées dans les DLBCL, ont été décrites dans la MW. Elles se situent également pour la trés
grande majorité sur les séquences codant pour le domaine TIR de la protéine. Les mutations somatiques de
MYD88 induisent de fagon constitutive son homodimérisation et sa signalisation d’aval, indépendamment de
l'activation des récepteurs (92, 94, 345). Cela conduit au recrutement et a l'activation d’IRAK1/4 puis de
TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6) et enfin a l'activation de NF-kB (Figure 6) (345, 346). La
protéine mutante MYD88 L265P peut également déclencher une signalisation NF-kB, indépendante des
protéines IRAK, par interaction directe avec BTK (345). L'importance de la signalisation NF-kB dans la
croissance et la survie des cellules de MW a été bien documentée in vitro, l'inhibition de la dimérisation de
MYD88 empéchant la localisation nucléaire de NF-kB et favorisant 'apoptose (94, 347). Les protéines
IRAK4, IRAK1 et BTK sont toutes directement associées au sein du Myddosome et leurs niveaux de
phosphorylation peuvent étre réduits par l'inhibition de MYD88. L'inhibition de la kinase BTK par interférence

ou knockdown est suffisante pour réduire la signalisation NF-kB et favoriser I'apoptose.

La mutation de MYD88 peut aussi favoriser la transcription de la kinase HCK, un membre de la famille des
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kinases SRC, qui peut aussi étre activée par I'lL6, dont la transcription peut elle-méme étre activée par
MYD88 muté (348). HCK contribue a la croissance et a la survie des cellules de MW via BTK et I'activation

des voies de signalisation PI3K/AKT et MAPK/ERK (348).

La présence de la mutation MYD88 L265P chez plus de 90% des patients MW a été confirmée par plusieurs
groupes ayant utilisé différentes techniques (séquencage Sanger, PCR alléle-spécifique (AS-PCR), NGS)
(94, 95, 349-351). Les mutations de MYD88 sont typiquement hétérozygotes bien que des amplifications du
nombre de copies et I'acquisition d’événements de disomies uniparentales (acquired uniparental disomies,
aUPD) affectant le locus de MYD88 aient été décrites (306, 351). Les mutations activatrices de MYD88 ne
sont pas spécifiques de la MW et ont d'abord été décrites dans les DLBCL-ABC ou elles ont été observées
chez 29% des patients (92). D’autre part, elles sont absentes ou exprimées a faible fréquence dans d'autres
SLPC B qui partagent des caractéristiques morphologiques et clinicopathologiques similaires a la MW,
notamment le myélome IgM (0%), le LZM (6 a 10%) et la LLC (3 & 8%) (95). Les mutations décrites ne se
limitent pas a la mutation L265P. Dans la MW, les autres mutations de MYD88 comprennent p.Ser219Cys,
p.Met232Thr, et p.Ser243Asn, également observées dans les DLBCL. La prévalence de la mutation L265P

est en revanche plus importante, supérieure a 95%, dans la MW comparée aux autres hémopathies.

Les mutations MYD88 L265P sont le plus souvent clonales et peuvent étre détectées dans environ 50 a 80%
des cas de GMSI IgM en utilisant une technique d’AS-PCR (95, 349, 350). Ceci suggére que la mutation de
MYD88 L265P joue un rble précoce dans l'oncogenése de la MW. Il a ainsi été montré dans des modeéles
murins que I'expression spécifique de la forme mutante de MYD88 au cours de la lymphopoiése B pouvait
entrainer avec une longue latence la survenue de lymphoproliférations B et plus rarement de DLBCL-ABC

(352).

La présence ou l'absence de mutations de MYD88 semble également distinguer deux populations de
patients MW. Les patients pour lesquels aucune mutation de MYD88 n’est identifiée (MYD88 sauvage ou
wild-type (WT)) présentent une maladie avec des caractéristiques histologiques similaires a celle des
patients présentant des mutations de MYD88, mais une infiltration médullaire plus faible et des taux d'IlgM
sériqgues moins élevés (313). Méme si cela nécessite confirmation sur de plus grandes séries de patients, la

survie globale des patients MYD88 WT semble plus courte que celle des patients MYD88 mutés (313).
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ii. Mutations du géne CXCR4
Les mutations du géne CXCR4 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 4), situé sur bras long du chromosome 2
(en 2g21), sont dans la MW les deuxiemes en termes de fréquence apres celles de MYD88. Elles sont

identifiées chez 30 a 40% des patients selon les techniques utilisées (Sanger, NGS ou AS-PCR) (306, 313).

La protéine CXCRA4 est un récepteur couplé a la protéine G (GPCR) dont le ligand est le facteur-1 dérivé des
cellules stromales (SDF-1a ou CXCL12). Ses rbles physiologiques sont multiples : permettre la rétention des
cellules souches hématopoiétiques CD34+ au sein de leurs niches dans la MO, stimuler la lymphopoiése,
réguler la circulation des lymphocytes dans le sang périphérique ou encore favoriser la survie cellulaire.
CXCR4 se compose de sept hélices transmembranaires et d’'une région carboxy-terminale (C-terminale)
intra-cellulaire (queue, tail). Les boucles des hélices forment a la fois une poche de liaison extracellulaire
pour le ligand CXCL12 mais aussi un domaine de signalisation intracellulaire qui agit par l'intermédiaire des
protéines G hétérotrimériques (Figure 6). La région C-terminale intracellulaire est importante pour la
régulation et l'internalisation du récepteur mais ne participe pas a la signalisation via la protéine G (353). La
liaison de CXCL12 a CXCR4 entraine l'activation de la sous-unité ai de la protéine G (Gai) en catalysant
I'échange d’'un GDP pour un GTP, ce qui libére I'hétérotrimére de CXCR4 et dissocie I'hétérodimeére GRGy
de Gai (354). Les sous-unités GBGy activent les voies de signalisation de la phospholipase C (PLC) et de la
PI3K, jusqu'a ce qu'elles soient inhibées par une sous-unité Gai lié a un GDP. La sous-unité Gai de son coté
active la signalisation par PI3K, jusqu'a ce que le GTP soit hydrolysé en GDP par un régulateur de la famille
des membres de la signalisation de la protéine G. Cette signalisation basée sur la protéine G s’achéve
lorsque la région C-terminale de CXCR4 est phosphorylée et que le récepteur est internalisé. Une fois le
récepteur activé, plusieurs kinases, dont la kinase du récepteur de la protéine G (GRK) et les membres de la
famille de la protéine kinase C (PKC) phosphorylent les sérines de la région C-terminale. Cela provoque le
recrutement de la B-arrestin, inhibant alors toute signalisation supplémentaire, et entrainant l'internalisation

de CXCR4.

Les mutations de CXCR4 sont des mutations engendrant soit un codon stop (mutation non-sens) soit un
décalage du cadre de lecture (mutation frameshift) et se situent exclusivement dans le domaine C-terminal
(306, 313, 355) (Figure 7). Plus de 30 mutations différentes ont été décrites a ce jour. Elles sont le plus
souvent hétérozygotes et se produisent presque exclusivement chez les patients porteurs de mutations de
MYD88. Contrairement aux mutations de MYD88, celles de CXCR4 sont fréquemment sous-
clonales (356). Différentes mutations de CXCR4 peuvent aussi survenir chez le méme patient,
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éventuellement dans des clones différents (357). La nature sous-clonale des mutations de CXCR4 suggeére
gue ces mutations sont acquises apres celles de MYD88. Les mutations de CXCR4 sont quasiment
spécifiques de la MW, car, a I'exception de quelques cas de LZM, elles n'ont pas été jusqu’a présent décrites

dans d'autres hémopathies (356).

Les patients porteurs de mutations de CXCR4 présentent moins fréquemment un syndrome tumoral
ganglionnaire et ceux avec des mutations non-sens ont une infiltration médullaire plus importante, des taux
d'IgM sériques plus élevés et/ou un risque d'hyperviscosité symptomatique supérieur (313, 355, 358). Malgré
ces différences de présentation clinique, les mutations de CXCR4 ne semblent pas avoir d’'impact négatif sur
la survie globale des patients (313, 355). Une étude récente suggére qu’elles pourraient avoir un impact

négatif sur la réponse a I'ibrutinib (315).

Ces mutations sont identiques aux variations germinales observées dans le syndrome WHIM, déficit
immunitaire dont I'acronyme signifie "verrues-hypogammaglobulinémie-infections-myélokathexis" (359).
Dans les deux maladies, ces mutations se produisent aprés la derniére des sept hélices transmembranaires,
aboutissant & la perte de la région C-terminale mais laissant intactes les régions responsables de la liaison
du SDF-1a et de la signalisation d’aval via les protéines G (360). La perte des sérines régulatrices de la
région C-terminale limite l'internalisation du récepteur (353, 361, 362) mais le reste du récepteur restant
intact, I'activation des voies de signalisation PISK/AKT et MAPK/ERK est conservée et prolongée. Aprés
stimulation avec du SDF-1aq, les lignées cellulaires issues de patients WM, transduites afin d’exprimer des
mutants de CXCR4, présentaient une diminution de l'internalisation du récepteur et une augmentation de la
signalisation des voies AKT et MAPK, comparativement aux lignées transduites avec un vecteur vide ou
exprimant une forme sauvage de CXCR4 (357, 363). Les cellules WM transduites avec un mutant de
CXCR4 montraient également une résistance accrue a de multiples thérapeutiques, y compris la
bendamustine, la fludarabine, le bortézomib, l'idélalisib et librutinib, en présence de CXCL12 (357, 363).

Cette résistance pouvait étre levée par I'utilisation d’'un agent bloquant la liaison de CXCL12 a CXCRA4.

La compréhension actuelle du réle de Cxcll2 et Cxcr4 dans la biologie des lymphocytes provient
principalement d’études effectuées sur des souris déficientes, de fagcon constitutive ou conditionnelle, pour
Cxcr4 (364-367). Le couple Cxcl12/Cxcr4 régule le trafic des LT et orchestre le homing, la maturation et la
différenciation des LB dans les organes lymphoides secondaires ainsi que ceux des plasmocytes vers des
niches spécifiques dans les organes lymphoides secondaires et la MO (42, 364, 366).
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Des modeles de souris knockin (KI) portant une mutation hétérozygote de Cxcr4 (368) ont également été
développés. La désensibilisation anormale de Cxcr4 aboutissait a des anomalies du trafic des LB matures
entre la circulation sanguine et les organes lymphoides secondaires. En effet, les souris Kl présentaient une
hypoplasie folliculaire splénique sans altération de la compartimentation lymphocytaire, alors que leur
architecture ganglionnaire était perturbée avec un déploiement de la zone des LT au sein des follicules
primaires des LB. Malgré cela, les taux sériques d’IgM et d'lgG étaient augmentés chez les souris mutantes
par rapport aux WT, suggérant des anomalies dans la qualité et le contrdle de la réponse immunitaire
humorale dans ce modéle. De fagon contre-intuitive, le gain de fonction de Cxcr4 inhibait le maintien des
titres d'Ac aprés immunisation dans ce modeéle Kl (369). Alors que la forme mutée de Cxcr4 favorisait
intrinséquement la réponse du CG et la différenciation plasmocytaire, les plasmocytes spécifiques d’un Ag
n'étaient que tres rarement détectés dans la MO, un défaut reflété par I'accumulation précoce de
plasmablastes immatures occupant potentiellement les niches de survie des plasmocytes a longue durée de
vie. Un réglage fin de la désensibilisation de Cxcr4 semble indispensable pour une différenciation et un
maintien efficaces des plasmocytes, et I'absence d'un tel processus de régulation pourrait expliquer

I'immunité humorale défectueuse observée chez les patients atteints de WHIM (369).
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Figure 6. Représentation schématique des signalisations d’aval de MYD88 (partie gauche du schéma) et

CXCR4 (partie droite) (370)
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Nudieotide change Amino acid change
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Extracellular domain
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1 €945_946ins C H315fs

1 €952_953ins A T318fs*

1 €.953_954delC T318fs

1 €.963-_964insC Ra22As

1 €977_978ins C L326fs

1 €.979_985delAGATCCT K327fs

1 €.982_983.del AT 1328fs

1 €.1000C<T R334x*

1 €1006G<T G336X 338
3 ¢1013C<A S338x* 339
s €1013CG S338x*

1 ¢. 1012_1013delT $338fs 341
1 €.1012_1015delTCAT $338fs

2 €1012_1013insT S338fs* 344
1 ¢ 1017_1018dd T S339fs

1 €. 1022_1023ins T S341fs COOH
1 ¢ 1031_1033deiCT s3aax*

Figure 7. Représentation schématique des mutations identifiées dans le domaine C-terminal de CXCR4 chez les
patients atteints de MW (355). Les mutations décrites dans (306) sont suivies d’un astérisque, les autres proviennent
de (355). Les mutations frameshift et non-sens sont respectivement représentées en bleu et gris. L’acide aminé S338,

siege de mutations hotspot, est représenté en noir.

iii. Mutations du géne ARID1A
Des mutations somatiques du géne ARID1A (AT-rich interactive domain 1A) ont été identifiées chez 10 a
17% des patients atteints de MW (94, 340). Elles comprennent principalement des mutations frameshift et
aboutissent a une protéine tronquée. Les patients avec une mutation d’ARID1A présentaient,
comparativement aux patients qui n'en avaient pas, une infiltration médullaire plus importante ainsi qu’un
taux d'hémoglobine et de plaquettes plus faible. ARID1A et son homologue ARID1B, dont les délétions sont
fréquentes dans la MW (306), font partie de la famille de protéines SWI/SNF. Les membres de la famille
SWI/SNF participent au remodelage de la chromatine et donc a la régulation de I'expression des génes.
Bien que les mécanismes soient encore mal compris dans le contexte des hémopathies malignes, ARID1A

peut moduler I'expression de TP53 et agir comme un suppresseur de tumeur dans diverses tumeurs solides
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(371), dans lesquels les mutations d’ARID1A ont fait I'objet d’études fonctionnelles plus approfondies (372-

374).

iv. Mutations des génes CD79A et CD79B
Les protéines CD79A et CD79B font partie du complexe BCR. Elles forment un hétérodimére qui s’associe a
la chaine lourde de 'immunoglobuline, élément requis pour I'expression du BCR a la surface du LB et sa
signalisation. Des mutations activatrices dans les séquences codant pour le motif ITAM de CD79A et CD79B
ont été identifiées dans les DLBCL-ABC. Elles activent la signalisation du BCR, induisant la survie et la
prolifération cellulaire, par une cascade qui inclut SYK, PLCg2 et BTK (92). Le méme type de mutations de
CD79A/B a été observé dans la MW chez 8 a 12% des patients (340, 341). Dans une étude, les mutations
de CD79A/B étaient observées de fagon presque mutuellement exclusive aux mutations de CXCR4,
suggérant éventuellement deux voies de transformation tumorale aprés un premier événement qui serait
constitué par les mutations de MYD88 (355). Dans une petite série de patients atteints de MW, la présence
de mutations de CD79B était associée a un risque plus important de transformation en DLBCL (Jimenez et

al., IWWM9 2016).

v. Autres mutations
D’autres mutations récurrentes ont été identifiées chez les patients MW, intéressant des génes connus le
plus souvent pour étre mutés dans d’autres hémopathies malignes, comme MYBBP1A, TP53, KMT2D
(anciennement MLL2), HIST1H1E, TRAF3 ou encore NOTCH2 (94, 340). Une étude récente de séquencage
ciblé, réalisée chez plus de 100 patients MW, a ainsi observé jusqu’a 24% de mutations de KTM2D (340).
Ces mutations étaient le plus souvent sous-clonales. Elles n’étaient pas associées a un pronostic particulier.
KMT2D est une histone methyltransférase qui méthyle notamment la lysine 4 de I'histone 3 (H3K4me). Des
mutations de KMT2D sont décrites dans le lymphome folliculaire (89%) et les DLBCL (32%). Dans cette
méme étude, des mutations de PRDM1 ont également décrites, sans qu'il soit précisé s'il s'agissait de

mutations inactivatrices.

vi. Anomalies du nombre de copies
Les anomalies du nombre de copies sont fréquentes chez les patients atteints de MW, peuvent intéresser
diverses régions chromosomiques dont la région 6q (cf. paragraphe 4.b) et impliquent des genes ayant
d'importantes fonctions de régulation au sein du LB (306, 335). Dans la région 6q, on observe la perte de
génes modulant l'activité NF-kB (TNFAIP3, HIVEP2, IBTK), la famille des protéines BCL2
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(BCLAF1), I'apoptose (FOXO03), BTK (IBTK), la différenciation plasmocytaire (PRDM1) mais aussi ARID1B.
Les génes fréqguemment délétés et qui ne sont pas situés dans la région 6q comprennent ETV6, un
répresseur transcriptionnel ; BTG1, dont la délétion est fréquente dans les DLBCL et qui est associée a une
cortico-résistance dans la leucémie aigué lymphoblastique; et LYN, une kinase qui régule la signalisation du
BCR. Les délétions de PRDM2 et TOP1, qui participent a la signalisation liée a P53, sont également

fréquentes chez les patients MW (306).

vii. Profil d’expression génique
Les études de profil d’expression génique (PEG) sont peu nombreuses dans la MW. Les deux premiéeres
études les plus significatives, utilisant une approche de PEG par puces ARN, ont comparé les PEG de
cellules de MW, de LLC, de MM, de LB et plasmocytes normaux (375, 376). L’analyse non supervisée
montrait notamment que le PEG des MW était plus proche de la LLC que du MM, mais également plus
proche de celui des LB que des plasmocytes (376). L'un des résultats les plus significatifs de ces travaux
était le niveau d'expression élevé de 'lL6 dans la MW par rapport au MM, la LLC et les LB normaux. L'IL6
est une cytokine majeure de l'inflammation. Elle stimule notamment 'activité lymphocytaire B et la production
d'Ac, en activant la voie MAPK. Les analyses du transcriptome (RNA-seq) de LB médullaires de patients
atteints de MW, comparé a celui de LB de donneurs sains, ont montré une dérégulation de génes reliés a
des voies de signalisation primordiales pour la survie et la prolifération cellulaire : IL6 (ABCB1, GRB2), NF-
kB (TRAF3, IGF1R, MOPR2, TBK1), JAK/STAT (GRB2, PTPN1), PI3K/AKT (GAB2, GRB2, CDKN1B, IL4R,
ITPR2, ITPR1) (377). Il existait également une expression accrue des génes de recombinaison VDJ comme
DNTT, RAG1 et RAG2, ainsi que des génes de la voie CXCR4 comme CXCL12, VCAM1 et CXCR4 lui-
méme (377), suggérant dans ce dernier cas un rbéle de la signalisation CXCR4 dans la MW
indépendamment du statut mutationnel de CXCR4. Une dérégulation des membres de la famille BCL2,
notamment une augmentation d’expression de BCL2 et BCL2L1, a également été observée. Parmi les
patients MW, trois groupes pouvaient étre distingués selon le statut mutationnel de MYD88 et CXCR4
(MYD88 WT/ CXCR4 WT, MYD88 muté/ CXCR4 WT, MYD88 et CXCR4 mutés). Parmi les patients MYD88
muté, on notait chez les patients CXCR4 muté, comparativement aux patients CXCR4 WT, une diminution
d’expression de génes suppresseurs de tumeurs comme WNK2, CDKN1C, PRDM5 et CABLES1. Ces
résultats nécessiteraient d’étre confirmés sur une plus grande série de patients et intégrés a une analyse

plus large comprenant notamment I'étude de populations lymphocytaires B a différents stades de maturation
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ainsi que différents SLPC B afin de mieux appréhender les éventuelles spécificités transcriptomiques de la

MW et le r6le du profil des mutations les plus récurrentes.

5. Famille des protéines ETS
a. Généralités
Les protéines a domaine ETS sont un groupe de FTs qui dirigent I'expression de genes impliqués dans
divers mécanismes cellulaires normaux et pathologiques, en se liant a des promoteurs et activateurs
spécifiques et en facilitant I'assemblage d'autres composants de la machinerie transcriptionnelle. Le
domaine ETS, trés bien conservé et liant I'ADN, définit la famille et est responsable de la reconnaissance

spécifique d'une séquence au motif commun, 5-GGA(A/T)-3'.

Le 1° membre de cette famille, ETS1, a été identifié chez le poulet comme l'une des deux séquences
nucléotidiques (ets-1 et myb) transduite par le virus de I'érythroblastose aviaire E26 (378, 379). Ces 2
séquences étaient fusionnées aux séquences rétrovirales gag, formant 'oncogéne E26. La séquence ETS
(E twenty six, E26) était indispensable a la transformation tumorale chez les poulets infectés. Sur la base de
leur homologie de séquence avec le domaine de liaison a I'ADN d’ETS1, de nombreuses autres protéines a
domaine ETS ont été identifiées dans divers organismes (28 chez 'homme, 27 chez la souris), méme si
elles semblent restreintes aux métazoaires (380). Les membres de la famille ETS sont regroupés en
différentes sous-classes sur la base de leurs similarités de séquence du domaine ETS et de la présence
d'autres domaines conservés (Figure 8) (381). Parmi ces régions conservées, le domaine PNT (pointed
domain), initialement identifié chez la Drosophila melanogaster (382), est présent chez 11 membres de la
famille ETS. Il participe a I'homo-oligomérisation (383, 384), I'nétérodimérisation (385) et la répression
transcriptionnelle (386). Le domaine B-box, présent chez les trois membres de la sous-classe TCF (ternary
complex factor), forme un élément structurel inductible qui interagit sur TADN avec le facteur SRF (serum
response factor) (387). Le domaine OST (On-SighT), uniqguement présent au sein de la protéine GABPA,

participe au recrutement de co-facteurs.

Les différentes sous-familles de protéines ETS possédent de nombreuses similitudes : elles ont des
séquences bien conservées, des fonctions moléculaires et biologiques le plus souvent relativement
similaires, elles peuvent agir comme des cibles nucléaires de voies de transduction du signal et fonctionnent
généralement en collaboration avec d'autres FTs (381). Cependant, bien qu'il y ait des similitudes générales,
les mécanismes de signalisation, les partenaires protéiques et les modes d'expression spatiale et
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temporelle peuvent différer pour chaque membre expliquant en partie une spécificité d'action. Divers
mécanismes régulent l'activité des facteurs ETS : contrle transcriptionnel étroit, microARNSs et protéines co-
régulatrices. La liaison a I'ADN, l'interaction protéine-protéine, l'activation et la répression transcriptionnelles
ainsi que la localisation cellulaire des divers facteurs ETS sont eux aussi étroitement contrdlés par diverses
modifications  post-traductionnelles  (phosphorylation, acétylation, sumoylation, ubiquitylation et
glycosylation), permettant un contréle précis du programme transcriptionnel spécifique des ETS (380, 381).
L’expression transcriptionnelle des divers ETS a été étudiée dans plus de 20 tissus et lignées cellulaires
(388). La moitié des membres de la famille ETS est ainsi exprimée dans tous les types de cellules testés.
L’expression de chaque membre de la famille ETS n’est donc pas limitée a un type tissulaire ou cellulaire
pour une activité spécifique. Dans certains cas, cependant, une forte expression est confinée a un seul type
cellulaire (p. ex. SPDEF dans la prostate). Physiologiquement, les facteurs ETS régissent de multiples
processus, comprenant notamment le contréle du cycle cellulaire, la différenciation, la prolifération,

I'apoptose, le remodelage tissulaire et I'angiogenése (381).
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Figure 8. Domaines structurels et fonctionnels de la famille des FT ETS (380). Les rectangles de couleurs identifient
le domaine ETS de liaison a I'ADN (rouge), le domaine PNT (vert), le domaine OST (bleu) et la B-box (magenta). Le P
encerclé symbolise une région phosphorylée. Ne sont pas identifiées les autres régions impliqguées dans
I'activation/répression transcriptionnelle, les modifications post-traductionnelles (amarrage des kinases, sumoylation),

transport nucléaire, etc.

b. Domaine ETS

L’élément commun a toute cette famille de FTs est la présence d’'un domaine de liaison a I'ADN, le domaine
ETS. Ce domaine conservé de 85 acides aminés est un variant du motif de liaison a 'ADN prototypique
« hélice-boucle-hélice » (HLH, helix-loop-helix) et se compose de trois hélices a reposant sur quatre feuillets
B antiparalleles (381). Cette structure lie 'ADN sur une région couvrant 12 a 15 paires de bases (bp), mais il
affiche une préférence de séquence pour 9 bp seulement, dont 3 sont en amont et 2 en aval d'un

noyau central qui ne varie pas, 5-GGA(A/T)-3". L'interface protéine-ADN est caractérisée a la fois
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par une lecture directe, qui impliqgue un contact par des chaines latérales du domaine ETS, et par une
lecture indirecte, qui utilise le positionnement du squelette phosphodiester. Les interactions directes les plus
importantes dans la poche principale impliquent une liaison hydrogéne entre les deux arginines invariantes
de I'nélice de reconnaissance H3 et les deux guanines du noyau GGA(A/T). D'autres interactions directes et
médiées par un groupement H20, hydrophobes et électrostatiques sont assurées principalement par des
résidus dans la boucle entre les hélices H2 et H3, I"aile" entre les brins S3 et S4, et I'extrémité N terminale
de I'hélice H1. Il n'y a aucun contact direct avec une bp en dehors du motif central GGA(A/T), ce qui implique
qu’il existe une grande importance des régions latérales pour la spécificité de liaison de chaque protéine
(389). Des études thermodynamiques ont ainsi révélé une variation de I'affinité de SPI1 pour 'ADN d’'une

amplitude de 400, selon les séquences entourant le noyau GGA (390).

c. Spécificité de liaison a des séquences ADN préférentielles
Plusieurs études in vitro ont pu déterminer la sélectivité de certains membres de la famille ETS et leurs
préférences de liaison pour une séquence d'ADN particuliére (389, 391-397). L’ensemble des protéines ETS
murines et humaines a ainsi été soumis a des études de spécificité de liaison protéique a 'ADN en
micropuits et par microarrays afin d’en déterminer les préférences de séquence de liaison (398). La
séquence consensus a affinité la plus élevée comporte 9 bp, ACCGGAAGT, comprenant un noyau GGA

invariant (Figure 9).

Les préférences de séquence observées dans l'analyse systématique de I'ensemble de la famille suggérent
qu'il existe quatre classes de protéines ETS (398). La classe |, qui contient plus de la moitié des membres
de la famille ETS (ETS1, ETS2, ETV1, ETV2, ETV3, ETV4, ETV5, ELK1, ELK3, ELK4, ERF, ERG, FEV,
FLI1, GABPA ; sous-familles PEA3, TCF, ETS, ERF et ERG), présente une séquence consensus identique a
la séquence in vitro la plus courante (ACCGGAAGT). La classe Il comprend huit membres (classe lla : EHF,
ELF1, ELF2, ELF3, ELF4, ELF5; classe llb: ETV6, ETV7 ; sous-familles TEL, ESE et ELF) et a une
séquence consensus qui differe principalement au niveau du premier nucléotide (CCCGGAAGT). La classe
[ll est composée uniqguement de la sous-famille SPI (SPI1/PU.1, SPIB, SPIC), dont les membres se lient
préférentiellement a une séquence riche en adénine en 5’ du noyau GGA (393). La classe IV ne comprend
gue SPDEF, qui a une préférence unique pour une séquence de noyau GGAT au lieu de GGAA (399). Les
études quantitatives de liaison a I'ADN indiquent que l'affinité des différentes protéines ETS pour une
séquence consensus définie varie seulement d’un facteur 10 environ, alors que I'affinité de la méme

protéine pour les différentes séquences consensus differe de 5 a 80 fois (400). Les mécanismes
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expliquant les spécificités de liaison des différentes classes de protéines ETS et leurs influences sur I'activité

transcriptionnelle de ces FTs restent encore incomplétement élucidés.
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Figure 9. Spécificités de liaison a ’ADN des FT ETS chez ’lhomme (398). Les profils de liaison a 'ADN (colonnes de

droite) des différentes protéines ETS (colonnes de gauche), déterminés a l'aide d'essais réalisés en micropuits, sont

indiqués. Les logos sont dessinés a l'aide d'enoLOGOS et la hauteur d'une lettre & une position particuliére est

directement proportionnelle a I'effet de ce nucléotide sur l'affinité de liaison de la protéine.

d. Mécanismes de régulation de la liaison a ’ADN

Un certain nombre d'autres facteurs influencent la liaison des protéines ETS a I'ADN, notamment l'interaction

avec dautres FTs (400), la liaison de séquences palindromiques sous forme de dimeres (401), et la

présence de régions auto-inhibitrices autour du domaine ETS (402, 403). L’activité de liaison a I'ADN est

généralement inhibée jusqu'a ce qu'un déclencheur précis soit en place. Les deux types principaux de

déclencheurs activant la liaison a 'ADN sont la phosphorylation et les interactions avec un FT co-régulateur.
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i. Auto-inhibition

Plusieurs protéines ETS possédent des mécanismes intrinseéques qui inhibent leur liaison a I'ADN. Ce
phénomeéne a pu étre identifié suite a I'observation d’'une affinité pour 'ADN plus importante de certaines
formes tronquées comparée a celle de la protéine entiére. L'exemple le mieux caractérisé de ce phénomeéne
d’auto-inhibition est celui d'ETS1. Il a été découvert par des analyses de délétion (392, 404, 405) et sa
pertinence biologique confirmée par I'existence de deux variants naturels. L'oncoprotéine p135 du rétrovirus
E26, ayant permis la découverte d’ETS1, ne comprend ainsi pas de séquences inhibitrices C-terminales
(406). Un variant d’épissage d’ETS1, ne possédant pas les séquences inhibitrices N-terminales codées par
I'exon 7, se lie a 'ADN avec une affinité plus élevée et une spécificité plus large que les autres isoformes
(407). Le mécanisme autorégulateur d’'ETS1 a fait I'objet de nhombreuses études. Les régions situées a la
fois aux extrémités N- et C-terminales du domaine ETS forment un module inhibiteur qui bloque la liaison
d’ETS1 a I'ADN (408, 409). Cette auto-inhibition peut étre levée suite & un changement conformationnel et
au déroulement de l'une de ces hélices a. La liaison du FT RUNX1 a ETS1 peut lever I'auto-inhibition en
perturbant I'action de ce module inhibiteur (410, 411). De méme, les interactions avec le domaine de liaison
a I'ADN (paired domin) du FT Pax5 sont connues pour favoriser la liaison a 'ADN d’Ets1 et d’un sous-
ensemble d'autres protéines ETS & un site de liaison Ets dit 'faible’ au sein du promoteur mb-1 (412). Des
études structurelles montrent que les interactions entre le paired domain de Pax5 et I'hélice de liaison a
I'ADN d’Ets1 entrainent des changements dans les interactions protéine-ADN d’Ets1 et favorisent ainsi sa
capacité a reconnaitre un site ADN considéré comme sous-optimal. Inversement, la phosphorylation d’Ets1

par CAMKII renforce I'auto-inhibition d’Ets1 par la stabilisation de la conformation inhibitrice (413).

D’autres membres de la famille ETS, notamment ceux de la sous-famille TCF, sont également sujets a
l'auto-inhibition. Cette inhibition est médiée par les interactions entre le domaine ETS en N-terminal et la
partie C-terminale de la molécule. La phosphorylation du domaine C-terminal par les MAPK entraine une
perte de I'auto-inhibition et, par conséquent, une meilleure liaison a I'ADN. Cette meilleure liaison a I'ADN
s'accompagne d'un changement de conformation complexe transmis a travers toute la protéine (414).
L'interaction avec un second FT lié au promoteur peut favoriser, comme c’est le cas avec SRF (415, 416) et
Pax5 (412, 417), ou dissocier, comme c’est le cas avec les protéines HLH, la liaison a I'ADN des protéines

TCF.
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ii. Partenaires protéiques de co-régulation
L'interaction avec des partenaires de co-régulation est partagée par la majorité des FTs ETS (418). Elle
permet un contrdle combiné de I'expression des génes et améliore la spécificité d'action des protéines ETS.
L'importance de ces complexes dans l'induction de réponses génétiques spécifiques a été notamment mise
en évidence par des études sur Spil/Pu.l et son partenaire co-régulateur dans la lignée lymphoide, Pip/Irf4.
Il a été démontré que les génes dont I'expression est régulée par le complexe Pu.1-Pip étaient différents de

ceux régulés par Pu.1 seul (419).

Trois types d'interaction existent : i) celle avec d'autres FTs liés a I'ADN, ii) celle avec des FTs non liés a
I'ADN et iii) celle avec des complexes co-activateurs-co-répresseurs. La formation de complexes avec des
FTs liés a I'ADN implique le plus souvent des interactions entre le domaine ETS et le domaine de liaison a
I'ADN réciproque sur le FT partenaire, permettant la juxtaposition de leurs sites de liaison a I'ADN. Un
modele pour ce type d'interaction est celui entre Etsl et Runx1, dans lequel les interactions réciproques
entre leurs domaines respectifs de liaison a I'ADN favorisent la formation d'un complexe tertiaire (410, 411).
Cependant, il existe d’autres types d’interactions aboutissant a la formation de complexes protéiques
notamment pour ceux impliquant la sous-famille TCF avec SRF, ou les interactions entre les domaines de
liaison a 'ADN sont minimes, et l'interaction principale se situe entre une courte région des TCF (la B-box) et
le domaine de liaison a I'ADN de SRF (387). Comme la séquence B-box est unique aux membres de la
sous-famille TCF, cela garantit que ces protéines sont spécifiquement recrutées sur les sites de liaison
composites SRF-ETS. Enfin, la formation d'un complexe se fait également avec des protéines co-
régulatrices qui n'établissent que peu ou pas de contact avec I'ADN. La encore, ces interactions concernent
souvent le domaine ETS mais d'autres régions peuvent étre impliquées comme les régions répétées riches

en ankyrine de GABPB qui se lient au domaine ETS et & une hélice a C-terminale de GABPA (420).

En plus des partenaires de co-régulation spécifiques, des complexes plus généraux de co-répresseurs et de
co-activateurs peuvent étre recrutés par les protéines ETS. On peut citer par exemple CREB-binding protein
(CBP), qui a été proposé comme co-activateur de plusieurs protéines ETS, telles que ETS1, ETV1, la sous-

famille des TCF et SPI1 (381, 421).

iii. Liens avec les voies de signalisation
De nombreux FTs ETS sont des cibles nucléaires de voies de signalisation, en particulier celles des MAPK.
ELK1 a été la premiére cible directe décrite d’'ERK (422). La phosphorylation d'ELK1 par ERK
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favorise une meilleure liaison a I'ADN et stimule sa capacité d'activation transcriptionnelle. Par la suite, il a
été démontré que tous les membres de la sous-famille TCF sont des cibles de cette voie, et qu'ils répondent
de facon différente aux kinases JNK et MAPK (423, 424). Les membres de la sous-famille TCF contiennent
des domaines d’amarrage pour les MAPK (380). Ces séquences peptidiques linéaires, appelées motifs D et
FxFP, entourent les domaines de transactivation contenant des sites accepteurs de groupement phosphore
des protéines TCF. Ces motifs augmentent I'efficacité de phosphorylation en attirant les MAPK prés des
sites accepteurs, et la phosphorylation qui en résulte régule la liaison a I'ADN, le recrutement de co-

activateurs ou de co-répresseurs et la localisation cellulaire des protéines TCF (380, 425).

Ceci n’est pas spécifique a la sous-famille TCF puisque le méme type de mécanisme a été identifié pour
ETS1 et ETS2, ou les domaines PNT pourraient faciliter I'activité ou servir de sites d’amarrage aux MAPK.
Bien que l'accent ait été mis sur les voies MAPK, d'autres voies de signalisation régulent également les
protéines ETS. Par exemple, la phosphorylation de SPI1/PU.1 par la caséine kinase Il favorise les
interactions avec son partenaire co-régulateur Pip et les kinases calcium-dépendantes comme CAMKII

inhibent la liaison a I'ADN d’ETS1 (413, 426).

e. Localisation des liaisons a ’ADN a I’échelle du génome

Les techniques de ChlP-array et ChlP-seq ont permis I'analyse a I'échelle du génome de la localisation des
sites de liaison des facteurs ETS (427-429). Plusieurs protéines ETS et protéines de fusion ont été
analysées (ETS1, GABPA, ELF1, ERG, FLI1, ELK1, EWS-ERG, EWS-FLI1, SPI1, SPDEF, ETV1). Les
résultats de ces études montrent que les cibles génomiques des protéines ETS peuvent étre
schématiquement divisées en deux classes (400, 428). Il y a d'abord les sites de liaison dits « redondants »
qgue l'on trouve dans les promoteurs proximaux des genes de « ménage », c’est-a-dire exprimés dans la
plupart des types cellulaires (400). En effet, les régions ADN liées de fagcon redondante se trouvent le plus
souvent a une courte distance (environ 40 pb) en amont des sites d’initiation de la transcription (TSS,
transcription starting site) et présentent des caractéristiques de promoteurs actifs, comme en témoignent la
sensibilité a la DNase | et la présence d'une triméthylation de I'histone H3K4. Les sites de liaison de cette
classe sont caractérisés par une séquence consensuelle ETS (CCGGAAGT), suggérant que la plupart,
sinon la totalité, des protéines ETS ont la capacité de les lier avec une affinité relativement élevée. La
fréquence de cette séquence (chez environ 25% des promoteurs humains), l'association avec des génes
couramment exprimés et sa présence prés des TSS suggerent un réle commun des facteurs ETS

pour différentes étapes de la transcription ou le maintien d’'une chromatine en configuration active. Il
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y a d’'autre part des sites de liaison dits "spécifiques" que I'on trouve le plus souvent dans les régions
enhancers associées a des genes pouvant avoir des fonctions biologiques spécifiques d'un membre de la
famille ETS (400). Ces sites spécifiques sont caractérisés par une séquence ETS a faible affinité de liaison,
souvent AGGAA, parfois entourée de sites de liaison pour d'autres FTs. Ces sites de faible affinité liés par
les ETS serviraient de médiateurs pour des fonctions spécifiques des protéines ETS, nécessitant des

interactions avec leurs FTs partenaires.

f. Meécanismes de tumorogénese impliquant les protéines ETS
Les mécanismes de tumorogénése impliquant les protéines ETS sont principalement des mécanismes gain
de fonction. L’activation aberrante des protéines ETS est considérée comme un mécanisme clé dans la
survenue de nombreux types de tumeurs solides (sarcome d’Ewing ; cancers du sein, de la prostate, de
lestomac ou encore de la thyroide) et d’hémopathies malignes (430, 431). Les translocations
chromosomiques et amplifications géniques sont les principales causes d’expression aberrante de facteurs

ETS.

i. Translocations chromosomiques et amplification génique
1. Tumeurs solides

Les premiéeres translocations chromosomiques décrites, a I'origine de protéines de fusion oncogéniques,
sont EWS-FLI1 (EWS RNA-binding protein 1-friend leukaemia integration 1 transcription factor) (432) et
EWS-ERG (433) - qui ont été découvertes dans le sarcome d'Ewing pédiatrique au début des années 1980 -
ainsi que ETV6-NTRKS (ets variant 6-neurotrophic tyrosine kinase receptor type 3), qui a été identifié dans
un sous type rare secrétant de cancer du sein (434). Les translocations chromosomiques actuellement les
plus étudiés sont celles identifiées dans le cancer prostatique. L'analyse du génome tumoral du cancer
prostatique a révélé que les membres de la famille ETS, ERG et ETV1, étaient fréquemment réarrangés,
entrainant des fusions avec la région 5" UTR du géne TMPRSS2 (transmembrane protease serine 2)
aboutissant aux génes de fusion TMPRSS2-ERG et TMPRSS2-ETV1 (435). Ces réarrangements
suppriment les exons 1 a 4 codant pour l'extrémité N-terminale des facteurs ETS et placent les exons
restants sous le controle d’éléments de réponse de récepteurs aux androgénes de TMPRSS2 (436). Dans le
cas des réarrangements TMPRSS2-ERG, I'expression basale d’ERG est augmentée d'environ 2 000 fois et
d'environ 6 000 fois apres stimulation par les androgénes (435). Par la suite, des réarrangements similaires
impliquant ETV4 et ETV5 ont été détectés a des fréquences inférieures (437, 438). Au total, environ

50% des tumeurs prostatiques localisées et 40% des tumeurs métastatiques contiennent des
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fusions TMPRSS2-ETS. Des études fonctionnelles utilisant des modeles murins ont démontré que la
surexpression d’'Erg ou Etvl au sein de I'épithélium prostatique pouvaient entrainer des néoplasies
intraépithéliales prostatiques et, en combinaison avec la perte du suppresseur de tumeur PTEN, des

adénocarcinomes (439-442).

Des gains du nombre de copies et des amplifications des génes ETS conduisant a leurs surexpressions ont
également décrits dans les tumeurs solides. Le nombre de copies d'ETV1 est augmenté (> 6 copies) dans
environ 13% des mélanomes localisés et 18% des mélanomes métastatiques, et I'expression combinée
d'ETV1 et du mutant NRAS G12D conduit a 'immortalisation et la transformation des mélanocytes (443,
444). Les cancers du sein ont des gains du nombre de copies des régions 1g21-23 et 1932, qui sont

associés a I'amplification et & la surexpression d'ETV3 et ELF3, respectivement (445).

2. Hémopathies
Les génes de fusion comportant des ETS sont fréquemment identifiés dans les leucémies aigués et
néoplasies myéoprolifératives humaines. TEL/ETV6 est ainsi impliqué dans plus de 40 translocations
différentes ou le domaine PNT, le domaine ETS, ou les deux domaines, sont fusionnés en phase avec des
FTs partenaires tels que AML1 (446, 447) et EVI1 (448), ou des tyrosines kinases, comme PDGFBR (449),
TRKc (450), ABL (451) et JAK2 (383). Dans la plupart des cas des fusions impliquant des tyrosine kinases,
le domaine PNT de TEL s’oligomérise et participe a l'activation constitutive de la protéine tyrosine kinase et
a la transformation tumorale. Les protéines de fusion TEL-PDGFBR, TEL-TRKc, TEL-ABL et TEL-JAK2 sont
chacune capables de provoquer une néoplasie myéloproliférative dans des modéles murins de greffe de MO
et d'activer des cibles en aval, comme STAT5, qui peut ensuite transactiver un certain nombre de génes,
dont ceux codant pour I'oncostatine M, BCL-XL, la cycline D1 et PIM1, qui régulent tous la prolifération et la
survie cellulaire (452). D’autres fusions impliquant TEL et divers partenaires (MN1, ARNT, TTL, BAZ2A,
MDS2) contribuent a la transformation tumorale par une perte de l'activité transcriptionnelle de TEL et/ou de
ses partenaires (430). Plus récemment, deux géenes de fusions impliguant SPI1 (STMN1-SPI1 et TCF7-
SPI1) ont été identifiés dans les LAL-T pédiatriques de haut risque (453). Les cas de LAL-T arborant ces
fusions avaient un immunophénotype et un PEG particuliers ainsi qu’un pronostic trés défavorable. Ces
protéines de fusion conservaient la capacité de lier TADN et une activité transcriptionnelle. Leurs
expressions dans des progéniteurs murins augmentaient la prolifération cellulaire et provoquaient un

blocage de la maturation T (453).
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Au sein des hémopathies lymphoides B, ce type d’événement est plus rare méme si des translocations
impliquant les génes des Ig (IGH ou IGL) et SPIB ainsi que des gains de la région 1124, comprenant ETS1
et FLI1, ont été décrits dans les DLBCL (258, 454, 455). La diminution de I'expression d’ETS1 et FLI1 dans
des lignées cellulaires de DLBCL entrainait une perte de la viabilité cellulaire et perturbait 'expression de
génes clés de la réaction du CG et de la différenciation plasmocytaire (XBP1, PRDM1) (454). Plus
récemment, des mutations somatiques faux-sens d’ETS1 et ETV6 ont été identifiées chez environ 5% des

patients atteints de DLBCL (154, 456)

ii. Autres mécanismes de gain de fonction
L’activité transcriptionnelle des facteurs ETS peut étre augmentée suite a la survenue de mutations de
régions régulatrices de genes agissant en cis. Ces mutations génerent de nouveaux sites de liaison GGAA
pour les facteurs ETS. Ce type d’événements a été décrit de fagon trés fréquente dans les tumeurs solides
(431). Des mutations dans les régions promotrices de TERT (telomerase reverse transcriptase), conduisant

a une surexpression de TERT, ont ainsi été identifiées dans prés de 70% des mélanomes (457, 458).

Un mécanisme d'action en trans nouvellement décrit et conduisant a l'activation de facteurs ETS implique les
mutations faux-sens du géne TP53. Une partie de ces mutations abroge la fonction suppressive de tumeur
de p53 tout en engendrant un gain de fonction oncogénique pour la protéine (459). Ces mutations gain de
fonction (GOF, gain of function) permettent a p53 de se lier a de nouveaux partenaires protéiques,
notamment des FTs, ce qui entraine une dérégulation de nouveaux genes cibles. Des expériences de ChIP-
seq réalisées dans des cellules de syndrome de Li-Fraumeni ont démontré que les motifs consensus ETS
étaient frequemment identifiés dans les promoteurs liés par les mutants GOF de p53 (460). De plus, ETS2
forme des complexes avec les mutants GOF de p53 plus efficacement qu'avec les formes sauvages et
coopére avec les mutants GOF & la modification du programme transcriptionnel, a l'origine de la croissance
tumorale et des mécanismes de métastases et de résistance aux traitements (461). Enfin, les mutants GOF
de p53 protege ETS2 de la destruction médiée par COP1 (E3 ubiquitin-protein ligase constitutive
photomorphogenesis protein 1). Bien que les données actuelles indiquent qU'ETS2 est le principal facteur
ETS impligué dans les interactions avec les mutants GOF de p53, limplication d'autres membres de la

famille ETS ne peut étre exclue.

D’autres mécanismes impliquant une augmentation de l'activité et de la stabilité des facteurs ETS ont été
décrits. Les facteurs ETS sont souvent soumis a une régulation post-traductionnelle. La
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phosphorylation par exemple augmente les interactions des FTs ETS avec leurs co-activateurs ou co-
répresseurs transcriptionnels. Les facteurs ETS peuvent donc étre activés par une signalisation aberrante en
amont survenant dans les cellules cancéreuses (380). Dans les tumeurs stromales gastro-intestinales
(GIST), les mutations activatrices du récepteur tyrosine kinase KIT entrainent une surexpression d'ETV1 en
augmentant la stabilité d'ETV1 via la voie MEK-ERK, initiant ainsi un programme transcriptionnel
oncogénique (462). L'inhibition pharmacologique de KIT ou MEK aboutit a la dégradation de la protéine
ETV1 sans modifier son taux d'ARNm (463). KIT est également une cible transcriptionnelle directe d'ETV1,
et cette relation crée une boucle de signalisation (462). Lorsqu'il est muté et constitutivement actif, KIT agit
en synergie avec la signalisation induite par PDGFRa concourant aussi a la stabilisation de la protéine ETV1

(464).

La régulation de la stabilité des protéines ETS par polyubiquitination et la dégradation via le protéasome qui
s’en suit participe a ’'homéostasie normale de la cellule et au contréle des processus associés au cancer.
ETV1, ETV4, ETV5, ETS1 et ETS2 peuvent tous étre ciblés par COP1 et dégradés par le protéasome
(465). La fusion TMPRSS2-ETV1 entraine frequemment la perte de sites d'interaction avec COP1 situés a
I'extrémité N-terminale d'ETV1, ce qui augmente sa stabilité dans le cancer prostatique (465). La
phosphorylation par SRC de la Tyr283 d'ETS1 empéche la liaison de COP1, aboutissant & une

surexpression d'ETS1 dans le cancer du sein triple négatif (466).

g. SPI1/PU.1
Le géne codant pour le FT SPI1/PU.1 a été caractérisé quasi simultanément par deux approches. Le locus
Spil a été identifié comme étant un site d'insertion récurrent pour le SFFV (spleen focus-forming virus) dans
les érythroleucémies murines de Friend (467, 468) et a été ainsi nommé SFFV provirus integration site-1
(Spil). L'intégration du SFFV en amont des régions 5' de Spil entraine I'expression continue de PU.1 dans
les proérythroblastes, bloquant ainsi toute différenciation. Ces proérythroblastes immortalisés subissent des
anomalies génétiques supplémentaires qui entrainent la prolifération de ces clones tumoraux. Parallélement,
le criblage d'une banque murine d’ADNc de macrophages a permis de cloner un nouveau FT selon sa
capacité a se fixer sur une séquence riche en purines (5'-GGAA-3") contenue dans le promoteur des genes

de classe Il du CMH. Ce facteur était également capable d'induire la transcription de géenes rapporteurs sous
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contr6le de divers promoteurs myéloides. L'analyse de la séquence de ce facteur a montré qu'il était relié a

la famille de protéines ETS (469).

i. Structure
La séquence codante de Spil a un cadre de lecture de 816 bases, codant une protéine de 272 ou 266
acides aminés (aa), selon le codon d'initiation utilisé pour la traduction. L'homologue protéique humain
comporte 264 aa, comprenant cing exons et quatre introns et présentant une homologie de séquence de
85% avec la séquence murine. Il est situé sur le chromosome 11, en 11p11.22 (470). La protéine de 31 kDa
comprend trois domaines fonctionnels distincts, a travers lesquels elle exécute a la fois la liaison a I'ADN et
l'activité de transactivation en interagissant avec divers autres régulateurs transcriptionnels (Figure 10). Le
domaine de liaison de I'ADN, ou domaine ETS, conservé au cours de I'évolution, est confiné a I'extrémité C-
terminale de la protéine et sert de médiateur de sa liaison a I'ADN ainsi que de son interaction avec un
certain nombre d'autres protéines telles que c-Jun, GATA1, GATA2, C/EBPa et B et RUNX1 (471-473).
L'extrémité N-terminale abrite un domaine de transactivation (TAD, transactivation domain) qui contient trois
régions riches en aa acides et une région riche en glutamine. Le TAD permet l'interaction avec divers FTs
tels que TBP (TATA-Box binding protein), RB, GATA1 et GATA2, CBP ou encore HSP90 (474, 475). Enfin,
le domaine PEST, situé entre les deux domaines décrits ci-dessus, est essentiel pour de nombreuses
interactions protéine-protéine et doit son nom a une abondance de résidus proline (P), acide glutamique (E),
sérine (S) et thréonine (T). Ce domaine interagit avec les facteurs de régulation de linterféron (IRF), y

compris IRF4 et IRF8 (426, 476).
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Figure 10. a) Domaines fonctionnels de la protéine SPI1 et interaction avec ses protéines partenaires. ETS, domaine de

liaison a 'ADN ; PEST, proline-, glutamic acid-, serine-, and threonine-rich domain ; TAD, transactivation domain. b)

Structure du domaine ETS. Les hélices (H) et feuillets § (8) du domaine ETS sont représentés en rouge. ¢) Séquence

amino-acidique de la protéine SPI1 humaine (issue de la base de données de séquences de protéines UniProtKB,

Www.uniprot.org).

ii. Expression et fonctions

SPI1 s'exprime exclusivement dans les cellules hématopoiétiques. Ses niveaux d’expression sont élevés

dans les lignées monocytaires, granulocytaires et lymphoides B (467, 469, 477, 478). Des niveaux

d’expression plus faibles sont observés dans les érythrocytes matures, alors gqu'ils ne s'expriment pas dans

les cellules T matures (479, 480). Il réegule un grand nombre de génes des lignées myéloide et lymphoide.

Dans les lignées myéloides, les génes cibles de SPI1 comprennent les récepteurs aux G-CSF, GM-CSF et

M-CSF (481, 482). En outre, SPI1 transactive également d'autres géenes impliqués dans l'acquisition d'un

phénotype de monocyte mature. Cela permet aux monocytes/macrophages de remplir leurs fonctions

immunologiques a la suite d'un signal d'activation. Par exemple, SPI1 contrble I'expression des
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genes codant pour les FcRI et RIIIA (483, 484), récepteurs d'affinité élevée et faible, respectivement, pour la
région constante de I'lgG. Une fois exprimées a la surface de la cellule, ces molécules permettent au
macrophage de reconnaitre et de phagocyter les bactéries opsonisées par I'lgG. SPI1 induit également
I'expression des molécules d'adhésion CD11b, CD18 et CD14 (482, 485, 486) pendant la différenciation
myéloide. CD18 correspond a la chaine d'intégrines B qui, lorsqu'elles sont associées a CD11b, constituent
toutes deux la glycoprotéine membranaire Mac-1, qui assure I'adhésion des monocytes a I'endothélium, ainsi
que la phagocytose des particules opsonisées par le complément. CD14 est une glycoprotéine membranaire
qui se lie spécifiguement au LPS, un composant structurel de la paroi bactérienne. Cette reconnaissance est
une étape cruciale dans le déclenchement de la fonction antibactérienne du macrophage.

Une caractéristique commune a tous ces géenes est lI'absence de TATA box dans leurs promoteurs ; ils ont
un site de liaison SPI1 situé en amont du TSS a une position correspondant classiquement a celle d'une
TATA box, accompagné d'un groupe de sites de liaison spécifiques pour d'autres régulateurs ubiquitaires
tels que SP1, RUNX1, C/EBP et les membres de la famille CBF (474). Par l'intermédiaire de son TAD, SPI1
peut se lier in vitro a TBP et a un ensemble de facteurs associés aux TATA (TAFs). Il peut ainsi activer
presque tous les promoteurs myéloides en recrutant des TBP et ensuite d'autres composants de la

machinerie transcriptionnelle.

iii. Réle et régulation de I’expression de SPI1 dans I’lhématopoiése précoce
L'expression du géne SPI1 est étroitement régulée dans le systeme hématopoiétique, de sorte que son
niveau d'expression détermine si les cellules se différencient en monocytes/macrophages, granulocytes ou
lymphocytes. Lorsque les CSH et progéniteurs multipotents se différencient, I'expression de SPI1 est
maintenue ou régulée a la hausse dans certaines lignées ou bien a la baisse dans d'autres. L'expression de
SPI1 dans les CSH est importante pour leur auto-renouvellement et pour leur développement en CMP et
CLP (487). Ces deux groupes de progéniteurs se différencient ensuite pour former des cellules sanguines
matures, notamment des mégacaryocytes, des globules rouges, des neutrophiles et des macrophages (tous
dérivés du CMP) ainsi que des LB et LT (dérivés du CLP). lwasaki et al. ont montré, dans un modéle murin
de foie feetal KO pour SPI1, que la suppression de I'expression de SPI1 entraine une diminution du nombre
de CSH et une disparition des CMP, CLP et GMP (487). Ces défauts hématopoiétiques sont autonomes sur
le plan cellulaire car les CSH KO pour SPI1 ne générent pas de colonies myéloides lorsqu'elles sont

cultivées in vitro (487, 488). De méme, dans des études de greffes compétitives, les CSH, issues de
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foie feetal et injectées dans des souris irradiées de fagon |étale, étaient a peine détectables dans le sang
périphérique, et leurs faibles nombres dans la MO ne permettaient pas le développement de monocytes, de

LB et LT (487, 489, 490).

Des études réalisées a l'aide de systémes rapporteurs dans lesquels une protéine fluorescente verte (GFP)
a été introduite dans le locus de SPI1 ont permis de suivre son modéle d'expression dans toute la
différenciation hématopoiétique (209, 487, 491, 492). Bien qu'un faible niveau de SPI1 soit détecté dans les
LT-HSC (Lin-Scal+kit+CD34-), son expression augmente a mesure que les cellules deviennent des MPP
(Lin- Scal+ kit+ CD34+) et se développent ensuite en CMP et CLP (487, 492, 493). A ce stade, le niveau
d'expression de SPI1 est décisif pour permettre la progression vers la lignée myéloide ou lymphoide (494,
495). La culture de cellules progénitrices de foie foetal (Lin-) avec des cytokines favorisant la lymphopoiése
génére principalement des cellules pro-B, tandis que la surexpression de SPI1 dans ces cellules biaise
considérablement I'engagement vers la lignée myéloide et entraine une augmentation marquée de la
production des macrophages (496). Ainsi, on estime que les concentrations de SPI1 sont environ huit fois

plus élevées dans les macrophages que dans les LB (209, 496).

SPI1 influence non seulement I'engagement des MPP vers la lignée myéloide ou lymphoide, mais régule
aussi vers quelles voies de différenciation potentielles vont s’engager les CMP et CLP. Le réglage précis des
niveaux d’expression de SPI1 dans les CMP est important pour orienter la différenciation vers les MEP ou
GMP. SPI1 est exprimé a des niveaux élevés dans les GMP et oriente I'engagement vers les lignées
neutrophile et monocytaire. En revanche, son expression est régulée a la baisse dans les MEP, ce qui est
essentiel pour le développement des mégacaryocytes et des globules rouges (12, 209, 492, 493). Des
souris "knockdown", chez lesquelles I'expression de SPI1 a été réduite de 20%, développent toutes un
blocage du développement des macrophages et des LB, une instabilité génomique et une leucémie aigué
myéloide (LAM) (488). Dans la lignée lymphoide, la différenciation des CLP en LB ou LT s'accompagne
d'une diminution des niveaux d’expression de SPI1, qui s’éteignent progressivement 8 mesure que les LT se
développent. En revanche, I'expression de SPI1 est maintenue a un niveau faible au cours de la
lymphopoiése B (209, 492, 496). Toutes ces études indiquent que le contréle des niveaux d’expression de
SPI1 est essentiel au développement hématopoiétique normal et déterminant pour I'engagement des

progéniteurs vers les lignées myéloide ou lymphoide.
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Des études in vitro de transfection transitoire ont démontré que l'activité de SPI1 dans la lignée myéloide
dépend d’'une séquence promotrice de 334 bp allant d'environ 170 bp en amont des principaux TSS a 180
bp en aval. Les principaux sites de liaison dans cette région sont ceux dOCT1, de SP1, de SPI1 et
également de GATA. Celui de SPI1 joue un rdle crucial dans l'expression du géne SPI1 lui-méme dans les
cellules myéloides (468, 497, 498). Des éléments de régulation distaux sont aussi primordiaux pour
'expression de SPI1, notamment une région en amont de 14 kb du gene. En effet, des souris transgéniques
comprenant seulement la région promotrice de SPI1 n’exprimaient pas SPI1 & des niveaux similaires a
celles comprenant la région promotrice et des séquences de 35 kb en amont et aval du gene (499). Des
tests ultérieurs d'hypersensibilité a la DNase | ont identifié un élément régulateur 14 kb en amont du gene
(URE, upstream regulatory element) conférant une activité plus de 100 fois supérieure a celle observée avec
le promoteur de SPI1 seul (499). Un site de liaison SPI1 a été identifié dans cette région URE et des
expériences de mutagénése de ce site de liaison entrainaient une perte de fonction de 'URE dans les
cellules myéloides. D’autres FTs peuvent lier la région URE notamment ELF1, FLI1, RUNX1 et C/EBPa. Ces
résultats suggérent qu'il pourrait y avoir deux sites autorégulateurs positifs dans le géne SPI1 : un dans

I'URE et un dans la région promotrice.

iv. Partenaires
Malgré I'importance de SPI1, ce n'est pas le seul élément déterminant du développement hématopoiétique.
Diverses protéines ont été identifiées comme partenaires interagissant avec SPI1. Ces protéines partenaires
comprennent d'autres FTs, des cofacteurs non liés a I'ADN, des facteurs de remodelage de la chromatine et
des protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire. L'activation médiée par SPI1 de programmes
transcriptionnels spécifiques de lignées hématopoiétiques est généralement associée a des interactions
synergiques avec d'autres régulateurs transcriptionnels. SPI1 peut interagir physiquement entre autres avec
(i) des facteurs généraux de transcription (TBP), (ii) des FTs de 'hématopoiése précoce (GATA2 et RUNX1),
(iii) de I'érythropoiése (GATA1) et (iv) d’autres lignées (C/EBPa, C/EBPb, IRF4/8 et JUN). Une liste des

protéines interagissant avec SPI1 est présentée dans la Figure 10.

SPI1 peut soit activer soit réprimer la transcription des génes, notion soutenue par une étude in vivo
montrant que suite a la délétion génétique de SPI1 dans les CSH, I'expression de 225 génes était régulée a
la hausse et celle de 97 a la baisse (500). Ce contrble différentiel de I'expression des génes est en partie
médié par la capacité de SPI1 a construire différents complexes avec un certain nombre de
partenaires protéiques, stimulant ou inhibant ainsi la transcription. L'un des premiers partenaires
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identifies de SPI1 a été TBP (474). Grace a TBP, SPI1 est en mesure de recruter la machinerie
transcriptionnelle sur ses sites de liaison au sein des promoteurs et enhancers. En effet, de nombreux genes
cibles de SPI1 n'ont pas de séquences TATA-box et sont donc incapables de se lier directement a TBP.
SPI1 peut former des complexes avec un certain nombre de protéines qui peuvent modifier directement la
chromatine ou I'ADN. Par exemple, SPI1 peut se lier aux histones acétyltransférases CREB (CBP) et p300
afin d’activer la transcription (421, 501). Il peut aussi se lier a un complexe d'histones désacétylases
composé d’'HDAC1 et de Sin3a (mSIN3a), et, avec ce complexe, a MeCP2 qui se lie au CpG methylé pour
réprimer les génes (502-504). Un lien possible entre les séquences d'ADN méthylé et SPI1 a également été
suggéré par l'observation que SPI1 est capable de former un complexe avec les ADN méthyltransférases
DNMT3A/B (503). Plus récemment, il a été montré que TET2 et TET3 pouvaient agir en synergie avec les
FTs E2A et SPI1 afin de promouvoir la déméthylation de I'ADN et 'accessibilité de la chromatine au niveau
de régions enhancers spécifiques des LB (505). SPI1 pourrait agir comme une plateforme recrutant, au
niveau de ses génes cibles, différentes protéines modifiant la chromatine, ayant des fonctions activatrices ou
répressives de la transcription. L’affinité de liaison des facteurs ETS en général semble pouvoir étre modifiée
par I'état de méthylation de I'ADN. Il n’existait ainsi pas de différence d’affinité de liaison a un ADN non
méthylé entre SPI1 et ETS1 alors que de grandes variations étaient en revanche observées sur des ADN

hémi- ou totalement méthylés (506).

Aux premiers stades de la différenciation hématopoiétique (CSH et progéniteurs multipotents), les protéines
de la famille C/EBP et le FT RUNXL1 jouent un rdle important de concert avec SPI1. Plusieurs génes codant
pour des récepteurs a des facteurs de croissance essentiels de la lignée myéloide, tels que M-CSF ou GM-
CSF, sont ainsi régulés par le couple SPI1-C/EBPa (482, 507). RUNX1 est un FT critique pour le
développement du pool définitif de CSH et a également un réle dans la spécification de certaines lignées
hématopoiétiques. De plus, l'expression de SPI1 est elle-méme activée par l'interaction protéique SPI1-

RUNXZ1, via leurs liaisons sur I'élément régulateur en amont de 14 kb du gene SPI1 (508).

La différenciation compléte des progéniteurs myéloides jusqu’aux cellules les plus matures requiert
laugmentation constante de l'expression de SPI1 (509). Des niveaux d'expression élevés de SPI1,
conjointement avec I'action de C/EBPa ou 3, peuvent permettre de transdifférencier certaines lignées en
macrophages (510, 511). Au cours de la myélopoiese, SPI1 semble collaborer dynamiquement avec
différents partenaires afin orchestrer les différentes étapes de différenciation. Ainsi, la collaboration

de SPI1 avec C/EBPa permet I'expression d'un certain nombre de génes importants pour la
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différenciation myéloide précoce, notamment jusqu’aux stades de CMP et GMP, mais n'est plus nécessaire
par la suite (482, 512, 513). Une fois cette étape de différenciation franchie, SPI1 interagirait avec C/EBPS,
facteur primordial pour les étapes ultérieures de différenciation myéloide (514). Un complexe répressif connu
pour étre important dans le développement des neutrophiles et des macrophages est celui entre SPI1 et
GFI1 (515). GFI1 peut réprimer les génes cibles induits par SPI1, spécifiques de la lignée macrophagique
mais n’a que peu d’action sur ceux de la lignée neutrophile ; cet effet distinct étant lié aux concentrations de

SPI1 nécessaires pour activer ces réseaux de genes.

Un autre exemple d'interaction de SPI1 avec un FT spécifique de lignée est son complexe avec GATAL.
GATAL est exprimé au sein des lignées érythroides et mégacaryocytaires (516) et un acteur primordial de la
différenciation érythroide, les souris KO pour Gatal étant dépourvues de progéniteurs érythroblastiques
(517). SPI1 et GATAL se répriment mutuellement (518). Dans les progéniteurs myéloides, SPI1 se lie a
GATAL et bloque physiqguement l'activité de liaison de GATA1l & I'ADN (519). L'expression de SPI1 est
régulée a la baisse au stade érythroblastique (478), et I'échec de sa régulation a la baisse entraine un
blocage de la différenciation érythroide et le développement ultérieur de leucémie aigué érythroblastique.
Une condition préalable importante pour la différenciation érythroide est la capacité de GATA1L a inhiber la

liaison des co-activateurs a SPI1 afin ainsi de bloquer son activité transcriptionnelle.

L'importance dans la lignée lymphoide B de linteraction de SPI1 avec IRF4/8 est décrite dans les

paragraphes 2.g.viii et 2.h.i.

v. Roble dans lalymphopoiése B
1. Précoce

SPI1 est un régulateur clé de I'engagement entre les lignées myéloide et lymphoide (13, 496). La
concentration de SPI1 est la plus élevée dans les cellules myéloides, ou elle joue un réle majeur dans
linduction du programme génétique spécifique de cette lignée (218). L'expression de SPI1 est réduite
d'environ 10 fois au début de la lymphopoiése B, et cette faible expression est maintenue tout au long du
processus de différenciation des LB (209, 492). La régulation appropriée de I'expression de SPI1 est
essentielle au processus d'engagement de la lignée, sa dérégulation entrainant dans certaines lignées un
blocage de différenciation et favorisant l'apparition de leucémie aigué (488, 510, 520, 521). Les
concentrations distinctes de SPI1 dans les progéniteurs myéloides et lymphoides activent différemment un
réseau régulateur de génes impliquant SPI1, IKAROS mais aussi EGR1 et GFI1 (494, 522, 523).
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Dans ce modéle, I'activité d'IKAROS et de GFI1 sont a I'origine d’une faible concentration de SPI1, ce qui
entraine l'activation d'EBF et du programme lymphocytaire B. D'autres FTs dont E2A, MYB et MEF2C
participent aussi a cette régulation (524-526). SPI1 régule également I'expression de FLT3 et IL7R, deux

récepteurs cytokiniques clés pour la différenciation myéloide et lymphoide (13, 527).

Les embryons murins KO pour Spil ou les souris adultes avec un KO conditionnel de Spil au stade de CSH
présentent un défaut de production de LB matures (528). L'inactivation conditionnelle de Spil en aval des
CLP (par une approche de transduction rétrovirale in vitro) (487) ou des pré-B (CD19-Cre) permet le
développement des LB matures (214, 215). Les CLP KO pour Spil générent des LB et expriment des genes
spécifiques de la lignée lymphoide B a des niveaux comparables a ceux de CLP sauvages en culture. In
vivo, la délétion ciblée de Spil aprés le stade pré-B ne perturbe pas l'expression des Ig ni la réponse des
cellules a divers agents mitogénes. De plus, des analyses par ChlP-seq des sites de liaison de SPI1 ont
montré que SPI1 lie plus de sites ADN au stade de CLP que de pro-B (45 000 vs. 17 000) (218). Ces
données suggerent que c’est entre les stades CSH et CLP que I'expression de SPI1 est indispensable pour
linitiation de la lymphopoiése B, ce qui a été confirmé récemment (529). SPI1 n'est ainsi pas essentiel pour
la maturation des LB une fois qu'il a dirigé les progéniteurs vers le stade de CLP. Une explication possible
est que d'autres membres de la famille des FTs ETS peuvent avoir une redondance fonctionnelle avec SPI1
dans les LB (530, 531). C’est le cas par exemple de SPIB, qui lie une séquence nucléotidique similaire a
SPI1. Les souris Spil+/- Spib-/- ont un nombre nettement réduit de LB (532), et l'inactivation de Spil et SpiB
dans les progéniteurs lymphoides B entraine un blocage au stade pré-B et le développement de LAL pré-B
(530). Les mémes conséquences sont observées dans les cellules B dépourvues de SPI1/IRF4 ou

IRF4/IRF8, démontrant qu’'un complexe ETS/IRF contrdle la lymphopoiése B précoce (533, 534).

2. Tardive
Bien que SPI1 continue d'étre exprimé tout au long de la différenciation lymphoide B, il ne semble pas qu'il
soit indispensable au processus de maturation des LB (cf. ci-dessus). Deux des partenaires d'interaction de
SPI1, IRF4 et IRF8, jouent un rble essentiel dans différentes étapes de la différenciation des LB, en
particulier la réponse du CG et la différenciation en plasmocytes, potentiellement par leurs liaisons avec
SPI1/SPIB et aux séquences d'ADN composites ETS-IRF (108, 109, 180, 535). Des éléments composites
ETS-IRF ont été identifies dans plusieurs éléments de régulation importants spécifiques des LB, notamment

les genes IGH et IGL, ainsi qu’'IRF4, MEF2C et PAX5 (181, 236, 426, 526). SPI1 et SPIB régulent
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l'expression de nombreux composants du complexe BCR et sont nécessaires a une signalisation BCR
normale (224, 532). Ces deux FTs ETS sont exprimés de fagon constitutive tout au long du développement
des LB, I'expression de SpiB s'éteignant rapidement lors de la différenciation des plasmocytes, tandis que
Spil reste exprimé a une faible concentration et peut, au moins en culture, encore se lier a plusieurs milliers
de sites ADN dans le génome (536, 537). Les souris double KO pour Spil et Spib dans les LB matures
(CD23-Cre) ne géneérent pas de CG et d'Ac de haute affinité aprés immunisation. Les LB issus de ces souris
présentent un défaut de survie apres stimulation via les récepteurs CD40 ou TLR, malgré une différenciation
plasmocytaire paradoxalement augmentée. Spil et Spib régulent I'expression de nombreux composants de
la voie de signalisation du BCR (Lyn, Syk, Btk, Ptnp6, Card11) et des récepteurs des ligands CD40L, BAFF
et TLR (224). Spil et Spib permettent aux LB de répondre de facon adéquate aux signaux
environnementaux et participent ainsi aux événements cellulaires contrélant la différenciation lymphoide B et

'immunité humorale.

SPI1 a également été impliqué dans la différenciation terminale des LB en ASC. Le développement des ASC
est coordonné par les interactions antagonistes entre d’'un coté PAX5 et BCL6, qui favorisent le programme
lymphoide B, et de l'autre IRF4 et BLIMP1, qui sont nécessaires au développement des ASC (30, 31). SPI1
est exprimé dans les LB activés avant d'étre régulé a la baisse, sans étre complétement éteint dans les
plasmocytes (181). Cette régulation & la baisse de SPI1 semble étre importante sur le plan fonctionnel, car
les souris dépourvues de miR-155, un microARN ciblant directement la région 3UTR de SPI1, ont une
concentration augmentée de SPI1, des anomalies de la production d’Ac et de la différenciation en ASC (222,
223). miR-155 diminue I'expression de SPI1, entrainant une diminution de celle de PAX5 et une
augmentation de celle de BLIMP1, permettant l'initiation du programme des ASC. Dans des modéles murins
de KO conditionnel (CD19-Cre), les LB KO pour Spil n'avaient qu’'une augmentation modeste du nombre
d’ASC alors que la délétion de Spil et d’Irf8 entrainait une augmentation spectaculaire, suggérant
limportance des éléments composites Ets-Irf dans la différenciation tardive des LB en ASC. Irf8/Spil
contr6lait cette transition en simultanément activant les composants du programme lymphoide B, y compris
Bcl6, et en réprimant les facteurs de promotion en ASC tels que Prdml (181). Compte tenu du réle établi
d’Irf4 comme régulateur positif de la différenciation en ASC et de la démonstration qu’lrf8 et Irf4 liaient les
mémes sites dans des genes cibles primordiaux de la différenciation lymphoide B chez la souris, un modeéle

a été proposé dans lequel le niveau de différenciation en ASC serait contrélé par la concentration de ces
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deux facteurs. Ces études (181, 223) confirment que SPI1 fonctionne comme un régulateur négatif de la

différenciation terminale des LB.

vi. Mécanismes de transformation impliquant SPI1
Plusieurs études ont suggéré que des variations dans le niveau d’expression de SPI1 pouvaient contribuer
aux mécanismes de leucémo/lymphomagénése (488, 521). Une modification ciblée de I'URE de Sfpi/Spil,
réduisant significativement son niveau d’expression, entrainait le développement de LAM chez la souris
(488). Des taux élevés de miR-155, dont SPI1 est une cible directe, ont été observés dans certains
syndromes myélo- et lympho-prolifératifs (LLC, DLBCL, HL) (538, 539). SPI1 pourrait également avoir un
réle indirect dans les cas de mutations de géenes codant pour des FTs partenaires avec lesquels il entretient
une interaction dynamique primordiale pour différentes étapes de ’hématopoiése, comme c’est le cas de

GATAL, et participer ainsi aux mécanismes de leucémogénéese (518).

Dans un modéle murin de LAM induites par irradiation, des délétions du chromosome 2 (ou se situe le locus
génique de Sfpi/Spil chez la souris) ainsi que des mutations du domaine Ets de Sfpi sur I'alléle non délété
ont été identifiées dans 86% des cas (540). Alors que leurs présences étaient controversées chez ’homme
(541-543), une étude récente a confirmé I'existence de mutations acquises perte de fonction de SPI1
principalement dans le sous-groupe des LAM avec réarrangement de MLL (544). Ces mutations se situent
dans le domaine de liaison a 'ADN et sont associées a une diminution du niveau d’expression de génes

cibles connus de SPI1 (CSF1R, CSF3R et AlF1).

Plus récemment, deux génes de fusions impliquant SPI1 (STMN1-SPI1 et TCF7-SPI1) ont été identifiés
dans les LAL-T pédiatriques de haut risque (453). Les cas de LAL-T arborant ces fusions avaient un
immunophénotype et un PEG particuliers ainsi qu'un pronostic trés défavorable. Ces protéines de fusion
conservaient la capacité de lier TADN et une activité transcriptionnelle. Leurs expressions dans des
progéniteurs murins augmentaient la prolifération cellulaire et provoquaient un blocage de la maturation T

(453).

En revanche, aucun événement génétique impliquant SPI1 n'a été identifié jusqu'a présent dans les

hémopathies lymphoides B.
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OBJECTIFS de notre travail

Le cancer résulte de l'accumulation progressive d'anomalies génétiques et épigénétiques responsables
d’'une croissance et d’une prolifération anormales. Le traitement approprié des processus cancéreux exigent
une compréhension approfondie de I'histoire naturelle de la maladie, y compris l'identification et l'ordre
d'apparition des mutations, de leurs conséquences fonctionnelles ainsi que des voies de signalisation
dérégulées. L'identification et la caractérisation des conséquences fonctionnelles des mutations acquises
dans le clone tumoral peuvent avoir des implications thérapeutiques importantes, leur ciblage pouvant

conduire dans certaines situations a un meilleur contréle de la maladie.

Au cours des dix derniéres années, I'avénement des techniques de NGS a permis une meilleure
caractérisation et compréhension du paysage mutationnel de nombreux cancers et des mécanismes
concourant a la transformation tumorale. C’est notamment le cas pour les hémopathies lymphoides B. Les
analyses de NGS ont en effet permis d’identifier dans ces maladies des mutations dans des genes impliqués
physiologiguement dans la différenciation lymphocytaire B et la biologie du CG. Ainsi, les voies de
signalisation que les LB utilisent normalement pour répondre a une stimulation antigénique sont
frequemment détournées par les cellules tumorales afin de favoriser leur survie et leur prolifération. Ces
anomalies génétiques peuvent également perturber les programmes transcriptionnels caractéristiques de la
contrepartie lymphoide B physiologique de ces maladies et altérer les régulateurs épigénétiques de la

structure chromatinienne et de I'expression génique de ces cellules.

Méme si il s’agit d’'un cancer rare, la MW a pu également bénéficier de ces avancées technologiques, avec
la description de mutations hautement récurrentes dans les génes MYD88 et CXCR4, chez respectivement
95% et 30-40% des patients atteints de MW. Cependant, le nombre d’échantillons de MW analysés par
WES ou WGS, rapportés dans la littérature, reste faible (< 40) et il est donc possible que d’autres mutations
récurrentes d’intérét existent. D’autre part, le lien entre les anomalies génétiques décrites dans la MW, les
spécificités de la contrepartie lymphoide B physiologique de cette maladie et leur impact sur la

différenciation lymphoide B n’est pas clairement établi.

Nous avons souhaité, par une premiere approche de WES réalisée sur des échantillons tumoraux de
patients atteints de MW, rechercher la présence d’autres mutations récurrentes et caractériser leurs
conséquences fonctionnelles et leur éventuel role dans la différenciation lymphoide B. Nous avons

ainsi identifié une mutation récurrente dans le géne codant pour le facteur de transcription SPI1 de
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la famille ETS, survenant chez 6% des patients MW, et décrit les conséquences fonctionnelles de ce mutant
sur sa capacité a lier a 'ADN et ses motifs de liaison, sur la prolifération cellulaire et la différenciation

lymphocytaire B.

Les résultats de notre travail sont présentés sous la forme d’un article récemment soumis et actuellement en

révision.
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Abstract:

The ETS-domain transcription factors are divided into subfamilies based on protein similarities, DNA binding
sequences and interaction with cofactors. They are regulated by extracellular clues and contribute to a
variety of cellular processes, including proliferation and transformation. ETS genes are targeted by
oncogenic processes through chromosomal translocations and copy number gains. The PU.1/SPI1 gene is
also targeted by inactivating point mutations in human myeloid malignancies. We investigated a recurrent
somatic missense mutation (Q226E) of the PU.1/SPI1 gene in Waldenstréom macroglobulinemia, a human B-
cell lymphoproliferative disorder. The mutation changes DNA binding of the mutant protein from classical
SPI1 to ETS1-like sequences, shifting the balance from binding to promoter regions from enhancers.
Increased binding by mutant SPI1 at promoters activates gene expression of intracellular signaling pathways
typically promoted by other ETS factor family members. The functional consequences are decreased
terminal B-cell differentiation in a model cell line and primary samples. In summary, we describe oncogenic
subversion of transcription factor function through subtle alteration DNA binding specificity leading to

differentiation arrest.

Significance: The demonstration that a somatic point mutation subtly changes the balance of genome
binding provides a mechanistic paradigm for how missense mutations in transcription factor genes may be

oncogenic in human tumors.
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Introduction

B-cell differentiation is a multistep process that starts in the bone marrow and continues in periphery. B cells
activated by antigen contact undergo affinity maturation in the germinal center (GC) allowing generation of
mature plasma cells excreting high affinity immunoglobulins and memory B-cells, keeping the souvenir of
antigen encounter (30, 31). B-cell differentiation and maturation are tightly controlled by precise tuning of
epigenetic, intracellular signaling pathways (especially B-cell receptor (BCR) and toll-like receptor (TLR)),
and activity of transcription factors, including the ETS family (545-547). The ETS family of transcription
factors share a conserved winged helix-turn-helix DNA binding domain (DBD) and bind to a consensus DNA
sequence containing a core 5-GGA(A/T)-3' motif (381). ETS factors regulate gene expression through
binding to ETS motifs or to composite sites through interaction with other transcription factors, including
IRF4, IRF8, CEBPa and b, and c-Jun (380). SPI1 is an ETS-family member that plays a crucial role in
hematopoiesis (487, 488, 528, 540), including different steps of B-cell development, coordinating the
proliferation and differentiation of B-lymphoid progenitors (548), but also acting as an essential repressor of
terminal B-cell differentiation (181, 223, 224). In humans, inactivating SPI1 mutations have been described in
acute myeloid leukemia (AML) (541, 544) including the MLL (KMT2A)-rearranged subgroup and more
recently, gene fusions involving SPI1 have been identified in high-risk pediatric T-cell acute lymphoblastic
leukemia (453).

Biological processes driving GC reaction or generation of antibody-secreting plasma cells can be somatically
altered leading to GC-derived B-cell lymphomas (199) and multiple myeloma (31). Molecular studies have
identified activating mutations that target genes encoding proteins that convey proliferative signals
downstream of antigen exposure and BCR signaling and include the cytosolic signaling adapter protein
MYD88 (71, 92). Activating mutations of MYD88 (the most frequent is L265P, LP) are observed in a wide
range of mature B-cell tumors and lead to constitutive activation of the NF-kB and JAK signaling pathways
(92). Specific expression of the mutant protein in B-cell differentiation triggers with a long latency
lymphoproliferative diseases and occasional clonal B-cell transformation, which displays features of post GC
diffuse large B-cell ymphomas (DLBCL) (352).

Waldenstréom’s macroglobulinemia (WM) is defined as an IgM-secreting and bone marrow-infiltrating
lymphoplasmacytic lymphoma, presumed to be related to memory B-cells. A MYD88 mutation is present in
more than 95% of WM cases (94). Although it is an indolent disease and despite recent advances in
treatment, WM remains incurable with currently available therapies, most patients dying of disease
progression. There is a need to develop more specific targeted therapies, and this relies on better
understanding of the genetic landscape and mechanisms of transformation. Here, we describe the somatic
mutational landscape of WM and identify a novel recurrent activating somatic mutation of the hematopoietic
transcription factor SPI11. The mutation subtly alters DNA binding sequence preference changing the patterns
of genes activated to ones normally activated by SPI1 to those more typically activated by other ETS family
members. Cumulatively, the altered gene expression programs result in oncogenic proliferative signaling and

an associated block in B-cell differentiation.
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Methods
Patients and materials

A total of 85 patients meeting the diagnostic criteria for Waldenstréom’s macroglobulinemia (WM) (549), were
enrolled in this study. Written consent to bone marrow (BM) and biological analyses were obtained in
accordance with the declaration of Helsinki and with ethical approval from the local ethics committee (CPP
lle-De-France 05/21/2014). Characteristics of this cohort are summarized in Supplementary Table S1.

Cytogenetic analyses were performed as described previously (333).
Cell sorting and nucleic acid extraction.

Samples were processed as described (115). Tumoral cells were defined by the positivity of CD19 and
monotypic light chain (LC) while control samples were CD3-positive T lymphocytes. The cellular populations
were sorted using an Influx cell sorter (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The sorted cells were
subjected to an additional round of sorting to provide a cell fraction purity of more than 98% and subjected to
DNA/RNA extraction using the AllPrep DNA/RNA Kit (Qiagen).

Whole-exome sequencing.

Whole-exome sequencing was conducted on paired-samples from 16 patients as described previously (115).
DNA from sorted CD19+ LC+ tumor cells and CD3+ non-tumor cells were used for exome capture using
SureSelect All Exon V4, V5 or clinical research exome kit (Agilent Technologies). Reads were mapped to the
reference genome hgl9 using the Burrows—Wheeler Aligner (BWA) alignment tool version 0.7.10. PCR
duplicates were removed using Picard tools — MarkDuplicates (version 1.119). Local realignment around
indels and base quality score recalibration were performed using GATK 3.2 (Genome Analysis ToolKit).
Reads with a mapping quality score < 30 were ignored. The detection of candidate somatic mutations was
performed according to previously described algorithms with minor modifications (115). The number of reads
containing single-nucleotide variations (SNV) and indels, in both tumor and reference samples, was
enumerated using Varscan (v2.3.7). The mean coverage in the targeted regions was respectively 100 and
93X for tumoral and control samples (Supplementary Table S2). Candidate non-synonymous exonic
mutations were validated using Sanger sequencing and/or targeted deep resequencing (MiSeq instrument,
lllumina). We designed primers surrounding the candidate somatic variants sites using Primer3 plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). For targeted sequencing fragments were
PCR-amplified from genomic DNA from mononuclear blood cells or from sorted fractions. In total, we
validated 265/299 (89%) somatic mutations (Supplementary Table S3). Coding mutations and the
distribution of nucleotide interchanges are shown in Supplementary Table S2 and Supplementary Figure

Sla-c, respectively. Sequencing data deposition is in progress.
Targeted sequencing.

Twenty genes found recurrently mutated in our WES cohort and/or in the literature (94, 306) were selected
for sequencing an extended series of WM samples. The whole coding regions of these genes were

submitted for lon AmpliSeq Designer (ThermoFisher Scientific). The designed panel included 539
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amplicons covering 91 393 bases. Our sequence data covered 98% of these bases (Supplementary Fig.
S1d and Supplementary Table S4). Ten ng of genomic DNA per primer pool from 72 BM CD19+LC+ tumor
cells and 39 paired BM CD3+ lymphocytes were analyzed, including 3 tumors controls pairs analyzed by
whole-exome sequencing. Libraries were generated with addition of paired-end adaptors (NEXTflex, Bioo
Scientific) before paired-end sequencing (2 x 250 bp reads) using an lllumina MiSeq flow cell and the
onboard cluster method (lllumina, San Diego, CA). Targeted sequencing was analyzed similarly to WES. The

mean read depth within the targeted regions was 1799X.
RNA sequencing.

RNA-seq was performed as described (115, 550). Sequences were aligned to the reference genome with
TopHat2 version 2.0.9 (or 2.0.14 for mice datasets) and Bowtie2 version 2.1.0. The number of reads per
genes (RefSeq database) was counted with HTSeq-count using the "union" mode. The counts were then
normalized with the DESeq2 method, which takes into account the library size of each sample. DESeq2 was
also used to detect differential expression signatures between two conditions. We filtered genes with a fold-
change superior to 1.5 and an adjusted P-value of 0.01. Molecular pathway and gene set enrichment
analyses (GSEA) of differentially expressed genes were performed using GSEA (2.2.3), the Molecular

Signatures Database (6.2, Broad Institute) and the Lymphoid Signature Database (551).
Cell culture and drugs.

All cell lines were maintained in a humidified 5% CO2 incubator at 37°C in standard conditions. OCI-Ly10
cells (a kind gift of K. Leroy (Institut Cochin, Paris, France)) were checked for the presence of reported
MYD88 p.L265P and CD79A p.L191_G208del mutations. Ba/F3 cells (a kind gift of P. Dubreuil (CRCM,
Marseille, France)) were supplemented with 1 ng/ml of rmIL3. The bromodomain and extraterminal domain
(BET) inhibitor JQ1 is a kind gift of J. Bradner, (Boston, USA). Lenalidomide was purchased from
Aldrich Chemistry (reference CDS022536).

Vectors, retroviral and lentiviral production, transduction and transplantation.

SPI1 (NM_003120.2) and MYD88 (NM_002468.4) cDNAs were subcloned into murine stem cell virus
(MSCV)-IRES-GFP and into pcDNA3. Mutations were introduced using the Quick Change Kit, following the
manufacturer’s instructions. Every PCR-amplified or mutagenized fragment was checked by sequencing.
Viral particles and transduction procedures were performed as described previously (552). The lentiviral
pV81 vector with doxycycline inducible expression of WT or mutant SPI1 and GFP (pV81/GFP-SPI1) was
constructed after a series of cloning steps. The pV81 backbone was described elsewhere (553). Lentiviral
particles were produced in HEK293T cells, which were co-transfected with plasmids of interest, along with
packaging and VSV G envelope expression plasmids using jetPRIME (Polyplus transfection, Ozyme).
Supernatants were collected at 48h and concentrated by ultra-centrifugation. Bone marrow transplantation

assays and hematopoietic differentiation analyses were performed as described previously (554).

OCI-Ly10 cells were transduced with WT or mutated pV81/ GFP-SPI1 and flow-sorted twice gating on viable
GFP+ cells 24h after addition of doxycycline (1000 ng/mL) (Sigma, reference D-9891) to reach more

than 90% of GFP+ cells. These flow-sorted cells were used for subsequent analyses. In this model,
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both mutant and WT proteins were expressed at similar levels and the GFP-fusion decreased similarly upon

doxycycline removal (data not shown).
Electrophoretic mobility shift assay (EMSA).

The SPI1-consensus binding site, containing two GGAA motifs (PU.1 box, underlined) (5 GAG GAA CCG
CGG AAT CAG GAA GAA CTG GCC GGC GC 3') has been described elsewhere (393). Biotinylated probes
were incubated in the presence or absence of in vitro translation (IVT) protein extracts from pcDNA3
plasmids encoding wild-type (WT) or mutated (QE) SPI1 and empty pcDNA3 (unprogrammed lysate, up.
lysate), prepared using TNT Quick Coupled Transcription/Translation Systems (Promega). Reactions were
further incubated with or without a 160X excess of a specific or non-specific competitor. Specific competitor
is the non-biotinylated probe and nonspecific competitor is the non-biotinylated sequence mutated in one
GGAA motif (underlined: 5 GAG GAA CCG CGG AAT CAC CAA CTG GCC GGC GC 3’) (393). Samples
were separated by electrophoresis; DNA and protein complexes were transferred to HyBond N+ membranes
(Amersham). UV cross-linked membranes were visualized according with LightShift® Chemiluminescent
EMSA Kit (Thermo-Fisher) and images were captured and quantified using an ImageQuant LAS4000

detector (GE Healthcare Life Sciences). Two independent experiments were performed.
Luciferase assay.

The Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) was used for luciferase assays. HEK293T cells
were transiently transfected with equimolar amounts of empty pcDNA3 vector (control), pcDNAS3 vectors
encoding WT or mutant SPI1, along with a cFes-luc reporter construct (393) and a renilla luciferase control
reporter. Cells were harvested 72h after transfection and the Dual Luciferase Reporter Assay was used for
detecting luciferase activity (Promega). Three independent experiments in optimized conditions were

performed (once in duplicate, twice in triplicate).
Cellular proliferation assays.

For cellular proliferation, doxycycline (1000 ng/mL) was added to exponentially growing OCI-Ly10 cells.
Viable GFP+ cells were flow-sorted after 24h and plated in replicates in 48-well plates, 150,000 cells/well, in
300 pL of media containing doxycycline (1000 ng/mL). The time of flow-sorting was considered to be “hour 0”
(HO). The number of viable cells was determined by counts of Trypan blue—negative cells and the
percentage of viable (Sytox) GFP+ cells were checked by flow-cytometry at H48. Two independent

experiments were performed in triplicate.
Drug sensitivity assays.

OCI-Ly10 cells were seeded at 300,000 cells/well in triplicate in 300 pL of fresh media, in a 48-well plate.
JQ1 and lenalidomide were dissolved in DMSO and equal volumes of diluted drug were added to cells to
reach the indicated final concentrations. OCI-Ly10 cells were treated with doxycycline (1000 ng/mL) and the

indicated concentrations of JQ1 or lenalidomide for respectively 24h and 48h. Doxycycline, JQ1 and
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lenalidomide were added to the media at the same time (HO). Three independent experiments were

performed in triplicate.
Flow cytometry and cell cycle analyses.

Cells analyzed by flow cytometry were stained in PBS 1X supplemented with 2% FBS for 30 minutes at 4°C
with washing prior to FACS analysis. Antibodies were purchased from Becton Dickinson or eBioscience for
human (h) and murine (m) antibodies. Viability of cells was confirmed by using the Sytox Blue (Invitrogen)
viability marker. Whole BM, blood, thymic and spleen cells from mice were harvested, subjected to red blood
cell lysis, and stained for FACS analysis. Cells were analyzed on a FACS Cantoll with FACS Diva software
(BD Biosciences). For cell-cycle analyses, cells were fixed in 70% cold ethanol and stained with propidium
iodide (PI) and 7-AAD. Quantification of different cycle phases was performed using Watson pragmatic
algorithm (FlowJo). Alternatively, cells were labeled by the addition of 10 mM BrdU (5-bromodeoxyuridine) to
the culture medium for 1 h before harvest. BrdU and 7-AAD were detected with the APC BrdU detection kit
(BD Biosciences). Stained cells were analyzed with a FACS Canto 1l (BD Biosciences) and data analyses

were performed with FlowJo 9.5.2 software (TreeStar).
Chromatin immunoprecipitation, sequencing and analysis.

ChIP protocol was adapted from the MagnaChlP kit protocol (Millipore) and (555). Immunoprecipitated and
input DNA fragments were end-repaired, extended, ligated with indexed adaptors (NEXTflex, Bioo Scientific),
size selected, amplified by PCR for 10 cycles and sequenced using Illumina HiSeq 2000 (lllumina, San
Diego, CA). Reads were aligned in toto to human genome hg19 with BWA alignment tool (v0.7.5a) and peak
calling assessed using MACS 2.0 with a p value <10 Annotation and motif analyses were performed with
HOMER (v4.7.2), with a p value <10"*°. Genomic localization of peaks in OCI-Ly10 and GM12878 cell lines

was performed using Refseq database and ChromHMM tool (556).
Murine B-cell transduction and culture.

All experiments were performed on 8-10 weeks old C57BL/6 mice (The Jackson Laboratory) and procedures
conformed to ethical principles and guidelines revised and approved by the animal care committee of
Gustave Roussy. Red cells were lyzed from splenic suspensions for 5 minutes at 4°C. After washing (PBS
1X ; 2% FBS), CD43- cells were separated using AutoMACS Pro Separator instrument (Miltenyi) with anti-
CD43 antibody coated magnetic beads and comprised more than 95% B220+ cells (Supplementary Fig.
S5c¢). CD43- cells were activated by in vitro stimulation with anti-IgM (7 pg/ml) and anti-CD40 (10 pg/ml) for
24h before transduction with the retroviral vectors, and transduced B cells were cultured in media containing
anti-CD40 (10 pg/ml) for 36h after spin-infection. The number of viable cells was determined by counts of
Trypan blue—negative cells and the percentage of GFP+ Sytox- cells was determined by flow cytometry.
Washed, transduced cells were then cultured in 48-well plates at 10° cells/ml in fresh complete RPMI without
any mitogen supplement. The start of the mitogen-free cultures was designated as “HO0”. The number of
GFP+ cells during culture was determined by counting Trypan blue—negative cells and measure the

percentage of GFP+ cells, CD19+ and/or CD138+ GFP+ cells by flow cytometry.
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Western blotting.

Total cell lysates from different cultured cells were prepared by direct lysis into 2X Laemmli Sample Buffer
(Bio-Rad), betamercaptoethanol and sonication. Proteins lysates were separated by a 4-12% NuPAGE
Novex Bis-Tris gradient gel (Invitrogen), transferred to nitrocellulose membranes (GE Healthcare) by semidry
transfer (Bio-Rad) and probed with the following primary antibodies: anti-SPI1 (Santa-Cruz, sc-352), anti-
HA.11 tag (Eurogentec, clone 16B12) and anti-MYD88 (Abcam, ab133739). Antibody to B-actin (A3853,
Sigma-Aldrich) was used as an internal control. HRP-conjugated antibodies [anti-rabbit IgG (NA934V, GE)
and anti-mouse IgG (NA931V, GE)], and ECL Plus Kit (RPN2132, GE) were used for detection.

Immunofluorescence.

Immunofluorescence experiments were performed as previously described (557). Briefly, OCI-Ly10 were
fixed (in suspension) for 15 minutes using a solution of 4% paraformaldehyde in PBS at 37°C, or for 15
minutes using a solution of 10% trichloroacetic acid in water at 4°C. Cells were washed in PBS, incubated in
a solution of 0.05 M NH,CI in PBS for 15 minutes and permeabilised with washing buffer (0.1% Triton X-100,
3% BSA, in PBS) for 10 minutes. Cells were resuspended in 20 pl fluorescence-preserving mounting
medium (Dako North America, Inc., Carpinteria, CA) containing 2.5 pg/ml Hoechst 33342 (Molecular

Probes). Images were processed using ImageJ software.
Statistics.

Data are depicted as mean * s.d. as precised. P-values were calculated with the two-tailed unpaired
Student’s t-test unless otherwise specified. All statistical analyses were performed with Prism software
version 6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). The size of animal cohorts was based on our
previous studies as well as the published literature. Neither randomization nor blinding was used, since all

animal experiments were performed with homogeneous strain, age and similar variance.

Clinical and laboratory variables were compared across patients with or without mutation using the Wilcoxon
rank-sum test (for quantitative variables) or the Fisher exact test (for qualitative variables). Time to treatment
was defined as time between diagnosis and first treatment and compared across groups using log-rank
tests. Overall survival was defined as survival since study enroliment; a Kaplan—Meier estimator was used
and survival curves were compared using the log-rank test. All tests were two-sided, with P value less than
0.05 considered as statistically significant. The SAS 9.3 (SAS, Inc.) and R 3.0.2 software packages were

used.
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Results
Identification of a recurrent SPI1 mutation in WM

To gain insights into WM physio-pathology, we used whole exome sequencing (WES) to compare tumor and
CD3+ germline coding sequences of a discovery cohort of 16 WM patients and identified a total of 265
somatic mutations affecting 230 different genes, corresponding to a median of 16.5 mutations per patient
(Methods and Supplementary Table S1, S2, S3 and Supplementary Fig. Sla-c). In addition, we analyzed
an extended cohort of 69 WM patients, by targeted sequencing of the exonic regions of 20 genes (see
Supplementary Table S4 for genomic coordinates of targeted exonic regions and Supplementary Fig. S1d
for the list of genes). The distribution and frequency of gene alterations in the whole cohort of 85 WM
patients is shown in Figure la. As previously described (94, 306), MYD88 (81/85, 95%), CXCR4 (24/85,
28%) and ARID1A (7/85, 8%) were confirmed to be part of the most frequently mutated genes in WM.
Among the 13 genes found mutated in at least 2 patients, 12 (MYD88, IGLL5, CXCR4, ARID1A, CD79B,
TP53, LTB, HIST1H1E, TRAF2, ROBO2, TRRAP, EZH2) had been previously identified in the context of WM
or other B-lymphoid malignancies (94, 154, 306, 558).

We focused on a novel mutation in the transcription factor gene SPI1 (Fig. 1b), which was observed in five of
85 WM patients (5.8%) and in both the discovery (n = 2/16) and validation (n = 3/69) cohorts. All patients
carried the same single nucleotide change (C for G) leading to a GIn (Q) for Glu (E) amino acid change at
position 226 (Q226E, QE) in the ETS domain of the protein (Fig. 1b, middle). The Q residue at position 226
within the alpha 3 helix of the DBD is a well conserved amino acid specific for the class Ill subgroup of the
ETS family of proteins, while E is present at this position in classes | and lla proteins (Fig. 1b, bottom). The
mutations were observed on both DNA and RNA sequences from flow-sorted WM tumor cells, either at
clonal or subclonal levels, with a variant allele frequency (VAF) ranging from 5 to 70%; Fig. 1b, top and

middle). The transcription levels of SPI1 RNA expression were similar in SPI1 WT and QE samples (Fig. 1c).

This mutation was not reported in the COSMIC databases, suggesting it might be specific to WM. Its
stereotyped and heterozygous nature suggests it may be among the very few SPI1 activating mutations in

humans.
SPI1 mutant maintains DNA binding capacity and enhances transactivation and cellular proliferation

We first used electrophoretic mobility shift assays (EMSA) to investigate in vitro the binding of SPI1 QE
protein to the ETS-DNA motif derived from a known SPIl1-target (Fig. 1d and Supplementary Fig. S2a)
(393). SPI1 QE binds DNA and estimation of the intensity of the shifted complex suggests a stronger binding
of SPI1 QE, with respect to SPI1 WT.

To evaluate the transcriptional potential of the SPI1 mutant protein, we performed luciferase assays with a
reporter gene containing the Fes promoter region (393). Dose-dependent transcriptional activity was
observed for both WT and QE proteins (Fig. 1e and Supplementary Fig. S2b). Up to two fold more

activation was observed for SPI1 QE.
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We next investigated the effect of mutant SPI1 on cellular parameters of a MYD88 LP human B lymphoma
cell line (OCI-Ly10). OCI-Ly10 cells were stably transduced with doxycycline-inducible constructs encoding
GFP (control, Ctl), or GFP-SPI1 fusion proteins (WT or QE) and incubated or not with doxycycline for 48h.
Both proteins were expressed at similar levels, as judge by GFP fluorescence and western-blotting
evaluation (Supplementary Fig. S2c). In those conditions, both SPI1 WT and QE-expressing cells
expanded cell number significantly more than cells harboring the Ctl construct (SPI1 WT cells expanded cell
numbers twice as much and there were 20% more cells containing the SPI1 QE construct than the WT (Fig.
2a)). Cell cycle analyses showed that ectopic SPI1 expression decreased the percentage of cells in G1
phase and proportionately increased cells in G2/M phase (Fig. 2b—e). Similar variations of higher amplitude
were observed in cells expressing SPI1 QE. These data indicate that mutant SPI1 promotes cell expansion

and this is likely via cellular proliferation in manner that is similar to, but greater than SPI11 WT.

To characterize the genome wide effects of the mutant SPI1, we used RNA sequencing (RNA-seq) to
compare OCI-Ly10 cells expressing SPI1 WT or QE proteins. By gene set enrichment analysis (GSEA), we
observed that, as compared to SPI1 WT, expression profiles of mutant SPI1 samples were significantly
enriched for functional annotations related to proliferation, cell cycle but also signal transduction programs
that are central to B-cell physiology and pathology, including MYC, BCR, CD40 receptor (CD40), toll-like
receptor (TLR) and phosphoinositide-3-kinase (PI3K) signaling pathways (Fig. 2f, see Supplementary
Table S14 for the list of enriched signatures). When expression signatures from the Lymphochip database
(551) were used, we noted differences in target genes of transcription factors that are key regulators of B-cell
differentiation, including XBP1, PRDM1 and IRF4 (Fig. 2f). These data suggest that SPI1 QE affects cellular
proliferation to a higher extent than SPI11 WT.

SPI1 mutation changes the DNA binding specificity of the protein

We also assessed the DNA binding profiles of both proteins by ChlP-seq in OCI-Ly10-transduced cells using
anti-GFP and anti-SPI1 antibodies. Results with both antibodies were similar. Anti-GFP results are presented
in Fig. 2g-i, Supplementary Figures S3a-b and Supplementary Tables S6-9 and those with anti-SPI1 are
summarized in Supplementary Figures S3c-d and Supplementary Tables S10-13. SPI1 WT and QE
proteins showed different genome-wide DNA-binding patterns as genomic regions bound by SPI1 QE were
significantly enriched in promoters (defined by RefSeq (Fig. 2g), or in active promoters and strong
enhancers (defined by ChromHMM annotations (556) (Fig. 2h)). DNA motif analyses of SPI1 WT- and QE-
specific peaks identified different preferential motifs. As expected, the classical SPI1 motif was the top of the
motif list bound by SPI1 WT (Fig. 2i) whereas it ranked in 12th position for SPI1 QE (Supplementary
Tables S6-9). The top hit of motifs recognized by SPI1 QE is a common class lI/lla
(ETS1/GABPA/ELF1/ELK1) motif (Fig. 2i). These two motifs differ in a single nucleotide (G or C) at position -
2 of the core GGA(A/T). Classes l/lla motifs were observed in 77 and 95 % (Chi2 P = 2.2 x 10™*°) and class
Il motifs in 85 and 57% (Chi2 P = 8.0 x 10%°) of SPI1 WT and QE peaks, respectively (Supplementary
Tables S6-9). These data are in line with the in vitro analyses of ETS family DNA binding properties, which
pointed at Q226 of SPI1 (class Ill) and E226 of ELF1 (class Ila) for recognizing G or C at position -2 (398).
Our data are also consistent with frequent binding of classes I/lla proteins at promoters, in contrast

with what is observed for SPI1, in an EBV-transformed B-cell line (Supplementary Fig. S3e-f).
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Collectively, these data show that the SPI1 QE mutation modifies the genome-wide DNA binding specificity

of the protein in terms of both motif and localization resulting in a specific transcriptional response/program.
SPI1 mutation cooperates with MYD88 L265P and interferes with terminal B-cell maturation

We next investigated the effects of mutant SPI1 on hematopoietic and B-cell development in primary cells.
To determine the effect of mutant SPI1 on hematopoietic development, mouse progenitor cells were
transduced to express either SPI1 WT or QE and transplanted into lethally irradiated mice. SPI1 expression
promoted accumulation of GFP+ cells in bone marrow and myeloid differentiation at the expense of B-
lymphoid differentiation (Supplementary Fig. S4a-c). Mature B-cells were significantly fewer and
differentiation of B-lymphoid progenitors was abnormal with more cells accumulating at an earlier stage in
SPI1 QE condition compared to SPI1 WT (Hardy’s fraction A vs. B and C; Supplementary Fig. S4d). These
data are consistent with previous reports describing SPI1 as a determinant of lymphoid and myeloid fate
choices; high SPI1 levels favoring the development of myeloid cells while B-cell development require its

down-regulation (559). We however did not observe lymphoid transformation within an 18-month follow-up.

Because SPI1 QE mutations are detected in association with MYD88 LP mutations, we constructed retroviral
vectors driving expression of MYD88 and SPI1 (WT or mutant) either alone or in combination (Fig. 3a) to
investigate potential oncogenic cooperation. All constructs expressed at comparable levels of proteins when
tested in murine cells (Supplementary Fig. S5a&b). Naive B-lymphocytes were purified from WT mice,
stimulated in vitro and transduced by retroviral constructs (Figure 3b) and the proportion of fluorescent cells
was monitored in the culture, as described in (560). Ectopic expression of MYD88 WT, SPI1 WT or the
empty backbone vector did not confer growth capacities to the transduced cells, whereas expression of
mutant SPI1 expanded cell survival (Figure 3c). As already reported (560), expression of mutant MYD88
conferred a growth advantage over B-cells expressing WT constructs. This advantage was statistically
increased when SPI1 QE, but not WT, was co-expressed with MYD88 LP, indicating cooperation between
those two mutants. We also investigated the consequences on lymphoid maturation toward
plasmablastic/plasmacytic cells by examining the proportion of GFP+ B-cells (CD19) expressing CD138, a
marker of terminal B-cell differentiation. Expression of MYD88 did not markedly affect the proportion of
CD138+ B-cells, whereas expression of SPI1, WT or QE, alone or in combination with MYD88 LP,
decreased the proportion of this cell population (Fig. 3d-e). The drop in the ratio of CD138+ B-cells was
more important when SPI1 was expressed alone. Conversely to cellular growth, WT or mutant SPI1 did not

significantly affect the ratio of differentiation in these conditions.

To extend our investigation, we compared RNA-seq data from MYD88 LP, MYD88 LP-SPI1 WT (LP/WT) and
MYD88 LP-SPI1 QE (LP/QE)-expressing cells. In keeping with increased proliferation, MYC, E2F and JAK-
STAT signatures were enriched in SPI1 QE-expressing cells, with respect to SPI1 WT (Supplementary Fig.
S5d-f).

To confirm our observations that SPI1 QE interferes with B-cell differentiation and their potential relevance in

primary WM samples, we performed GSEA analyses of RNA-seq data specifically for immunologic
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signatures comparing SPI1 WT (n = 29) and QE (n = 3) WM samples with available RNA (Supplementary
Table S15). The top hit was a gene set comparing naive B cells to plasma cells (Fig. 3f). The prevalence of
this signature was further exemplified by 7 of the top 20 most enriched gene sets (out of more than 4000
total gene sets) that represent a comparison of plasma cells with either naive B-cells, GC or memory B-cells.
We then compared transcription profiles between these WM samples and normal B-cells representing
various steps of differentiation. Using principal component analyses (PCA), normal B-cells samples
appeared to spread according to differentiation along the first principal component (PC1), with immature B
cells on the left and mature, differentiated plasma cells on the right hand side (Fig. 3g). Most of the WM
samples were located between those two groups in keeping with the blocked plasmablast differentiation step
of these tumor cells. Four WM samples and the three SPI1 QE samples located on the left side of the
memory B-cells, suggesting an earlier arrest of differentiation. Specific examination of cell surface markers
and key genes controlling germinal center reaction or plasma cell development also indicated that the SPI1
QE samples were markedly less differentiated than the other WM samples (Fig. 3h). We observed similar
results when we compared SPI1 QE samples along with the four WM samples, which segregated with them

in PCA, to the rest of the cohort (Supplementary Fig. S6a).
Proliferation of SPI1 QE-expressing cells requires MYC and IRF4 pathways

To support our findings on the functional consequences of SPI1 mutation, we extended GSEA analyses
using other MSigDB and Lymphochip signatures and compared model cell lines and primary samples data.
We confirmed in both settings significant enrichment in classes l/lla ETS motifs and signaling pathways
related to proliferation and BCR and other intracellular signaling (MYC, JAK/STAT, PI3K/AKT, TLR, CD40)
(Fig. 4a). Most of these enrichments were also confirmed when we performed GSEA analyses only
considering genes bound by SPI1 in OCI-Lyl0 active promoters' regions (Supplementary Fig. S7a-c).
Notably, signatures of MYC targets were among the most enriched signatures in SPI1 QE-expressing OCI-
Ly10 cells and SPI1 QE WM samples. We thus interrogated if SPI1 QE-expressing OCI-Ly10 cells were
more sensitive to MYC inhibition, using a BET inhibitor (JQ1) treatment. As previously described (561), JQ1
treatment induced significant cell death in OCI-Ly10 cells from 48h of exposition (data not shown). While
increasing concentrations of JQ1 did not affect viability of control cells at 24h, the proportion of viable SPI1
WT and QE-expressing OCI-Ly10 cells decreased with a significantly more pronounced effect in SPI1 QE
condition (Fig. 4b). We confirmed that JQ1 treatment lowered MYC expression in this context (data not
shown). These results indicate that MYC pathway is of key importance in SPI1 QE cell proliferation, which
can be abrogated by the use of BET inhibitor. A similar validation approach was performed to probe the
activation of the IRF4 pathway (Fig. 4a). Because of its promising clinical effects and its targeting of IRF4
(261), we evaluated the impact of lenalidomide (Len) effect on cell growth. Len treatment of cell lines

revealed a higher sensitivity of SPI1 QE-, with respect to SPI1 WT-expressing cells (Fig. 4c).
Clinical outcomes of SPI1 mutated patients

Finally, we evaluated the association of SPI1 mutations with the clinical outcome of WM patients (Fig. 4d).
When compared to SPI1 WT cases, SPI1 mutated cases exhibited significantly shorter overall survival (OS),

with median survival times that were respectively not reached and of 20.7 months (hazard ratio (HR)
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= 7.39, 95% confidence interval (95% CI) = 1.5-89, log-rank P = 0.0004). SPI1 mutated patients showed a
trend to shorter time to relapse and to next treatment (TNT) compared to SPI1 WT cases although it was not
significant (log-rank P = 0.13 and 0.36). OS of SPI1 mutated patients were also shorter than that of CXCR4
mutated patients, a previously described aggressive subgroup of WM patients (Supplementary Fig. S8)
(log-rank P = 0.0003).

Discussion

We defined the somatic mutation landscape of WM, a rare mature B-cell lymphoproliferative disorder. In
addition to confirming recurrent mutations in MYD88, CXCR4, ARID1A and CD79B, we identified a novel
recurrent somatic mutation (c.676C>G, p.Q226E) in the DNA binding domain of SPI1, a transcription factor
of the class Ill subgroup of the ETS family. ETS proteins bind to a core GGA(A/T) motif. Q226 is present in
class lll proteins and responsible for the binding of a G at position -2 of the core, whereas the E, present at
this position in classes | and lla proteins, binds to C at position -2 to the core (398). Of note, mutagenesis of
the Q226 into E facilitated the crystallization of the ETS domain of SPI1, suggesting that this specific amino-
acid change improves DNA binding of SPI1 (562). In keeping with that, we showed that the mutant Q226E
protein retained DNA binding capacity, exhibited a 20% stronger transcriptional activity as compared to the
SPI1 WT form, and increased the proliferation rate in different cellular contexts. The mutation modifies the
DNA binding specificity of the protein in terms of sequence, reminiscent of specificities harbored by others
classes (I and lla) of ETS proteins. As a result, the mutant SPI1 switches from a WT pattern of chromatin
binding (sites preferentially located in enhancers and only 5-15% in promoters) to class I/lla type-profile, with

binding sites more frequently located in promoters (40-60%) with active promoters (531, 563).

An important difference between SPI1 and classes I/lla ETS factors is that DNA binding and transcription
activities of the latter are tightly regulated by intracellular signaling pathways, such as calcium and MAPK
activity (413, 564) whereas the activity of SPI1 is not, suggesting that promoters bound by the SPI1 QE may
escape normal regulation. Mutant SPI1 expression was associated with enrichment in transcription
signatures related to cell cycle, proliferation, intra-cellular signaling pathways and also MYC and IRF4-
related transcriptional programs. Moreover, as SPI1 interacts with epigenetic regulators, such as CBP (565)
and TET2 (505, 566), SPI1 QE may also recruit these epigenetic regulators to promoter regions from

enhancers and in this way consolidate altered gene expression through epigenetic changes.

Missense mutations in transcription factor genes in hematopoietic malignancies, such as ELF4, EGR2,
MEF2C or IRF4 in mature B-cell disorders (115, 123, 567), may affect the DNA binding of the protein.
Together with the recent description of missense mutations modifying the DNA binding properties of Kriippel-
like factor 5 gene (KLF5) (568), our work provides a framework for understanding the functional

consequences of missense mutations.

Oncogenic properties of ETS proteins have been largely described in solid tumors. Rearrangements of ETS
loci are a hallmark of prostate cancer with around half of tumors showing alterations at an ETS gene locus

(432, 435). However, abnormalities of ETS proteins have rarely been identified in mature B-cell
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malignancies, with the exception of ELF4 mutations in chronic lymphocytic leukemia (567), translocations
involving SPIB and gain of chromosome 11924, encompassing ETS1 and FLI1, in DLBCL (258, 454, 455).

Various members of the ETS family also regulate B-cell differentiation and function. In murine models, the
roles of six Ets proteins have been studied in detail in B-lymphocytes, including Ets1 (546, 563), Flil (569),
Gabpa (570), and the three class Il factors Spil, SpiB, and SpiC (571). Survey of their expression during
human and murine B-cell maturation suggest the highest activity of the class I/lla ETS/Ets factors in GC B-

cells, together with the highest level of ETS1/Ets1 transcription (Supplementary Fig. S6b-e).

Loss of Etsl leads to premature B-cell differentiation into antibody-secreting cells (225) and recent reports
have emphasized that Spil and SpiB physiologically act as negative regulators of plasma cell development
and sensors to environmental stimuli (181, 223, 224). Considering that WM is characterized by a
differentiation block at the transition from post-GC lymphocyte to plasma cell, we investigated and confirmed
the impact of SPI1 mutations on terminal B-cell differentiation. Indeed, SPI1 expressing B-cells
demonstrated less efficient plasma cell differentiation in an in vitro model, in line with recent reports
identifying Spil as a gatekeeper for this terminal maturation step. Moreover, our gene expression analyses
revealed that mutated SPI1 WM cases were markedly less differentiated than the other WM samples.
Additional analyses will be required to comprehensively characterize the relationship between the different
classes of ETS in the different steps of B-cell differentiation and in the differentiation blockade observed in
WM. In this regard, it is worth noting that GSEA analyses of RNA-seq from normal B-cell populations show a
significant enrichment of classes I/lla motifs in naive, GC or memory B-cell populations versus plasma cells
(Supplementary Fig. S9). It also remains to be shown if others missense mutations in genes of ETS family
(ETS1, ELK1) (154) or transcriptions factors (EGR1, EGR2, MEF2C) (115, 123, 572) identified in others B-

cell lymphoproliferative disorders may have the same impact on DNA recognition and B-cell differentiation.

Finally, SPI1 Q226E mutations are associated with MYD88 LP, but not with del6q, the most frequent
cytogenetic abnormality of WM. The impact of SPI1 Q226E on biology is underscored by the association of
mutation acquisition to poor prognosis, although this impact on survival needs to be validated. The
enrichment of MYC pathway associated with SPI1 Q226E-expressing cases is of interest, as targeting of this
pathway by BET inhibitor could potentially be of therapeutic benefit in these high-risk patients. Similarly, in
vitro experiments show that cell expressing SPI1 Q226E are sensitive to lenalidomide, which is known to
indirectly target the important B-lymphocyte transcription factors IRF4, IKZF1 and IKZF3 (573). Our results
thus identify mutant SPI1 as a new genetic biomarker for poorer prognosis WM patients and point to novel

treatment options for this patient group.
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Figure 4
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Legends to the figures

Figure 1. Mutational analyses of Waldenstrom macroglobulinemia (WM) identify an acquired recurrent SPI1

missense mutation.

(a) Mutational landscape of 85 WM patients analyzed by whole exome (WES, n = 16) and targeted (n = 69)
sequencing. Each column represents a patient sample and each row a mutated gene. The number and
percentage of each mutated gene in the whole cohort are indicated on the right of the grid. WES, whole

exome sequencing; NGS, next generation sequencing.
(b) SPI1 mutations in hematological malignancies.

Top, illustration of the SPI1 Q226E (QE) (c.676C>G, p.GIn226GIlu) missense mutation detected in DNA from
flow-sorted CD19 and light chain (LC) positive tumor cells (top, left), as compared with matched CD3 positive
T-cells of the same patient (bottom, left). A red star indicates the mutant base. Expression of the mutant copy
in RNA-seq data from the same patient is shown (right). Gln, glutamine; Glu, glutamic acid; VAF: variant

allele frequencies.

Middle, locations of SPI1 mutations identified in WM (n = 85) and acute myeloblastic leukemia (AML) (n =
541) samples (541, 544). SPI1 mutations are indicated at their amino acid position, color-coded by type of
mutation (orange: frameshift; blue: non synonymous). Inactivating mutations observed in AML are shown
beneath the protein, whereas WM QE mutations appear above. The VAF estimated in the 5 WM patients
and identified functional domains are indicated. PEST, proline-, glutamic acid—, serine-, and threonine-rich
domain; ETS, ETS DNA-binding domain.

Bottom, sequence alignment of members of ETS family proteins, in the vicinity of glutamine (Q) amino acid
(red) lying at position 226 in alpha helix H3 of the conserved ETS domain. Numbers above indicate positions

of amino acids of the human protein.

(c) Expression levels of SPI1 transcripts in SPI1 WT (n = 29) and QE (n = 3) WM samples. Normalized read
counts mapping to SPI1 exons 1-5 are plotted. Histograms represent median and bars 95% confidence

interval. Statistics were performed using Student t test.

(d) Mutant SPI1 binds to ETS motif sequences. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) of control (up.
lysate, unprogrammed lysate), SPI1 WT and QE IVT proteins in the presence of an ETS motif-containing
probe with (+) or without (-) a 160X excess of a specific or non-specific competitor, as indicated. The ETS
motif-containing probe and competitors are from (393). Sequences are provided in Material and Methods.
Estimation of the DNA binding complex intensity in the different conditions is represented. Protein quantities
produced by the indicated IVT lysates were similar (Supplemental Fig. S2a). EMSA were performed three

times. IVT, in vitro translation; up., unprogrammed.

(e) Mutant SPI1 transactivates an ETS-reporter construct.
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HEK?293T cells transfected with increasing amounts of the indicated (control, SPI1 WT or QE) expression
plasmids and fixed amounts of a luciferase reporter gene (carrying three copies of the ETS motif assayed in
(d)). Three independent experiments were performed (n = 8; mean = s.d.). Relative luciferase activities were
normalized with Renilla activity from a co-transfected vector. Levels of SPI1 expression in different conditions
regarding type and concentration of transduction were verified (Supplementary Fig. S2b). All errors bars

represent standard deviation. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Ctl, control; s.d: standard deviation.

Figure 2. Biological effects of mutant SPI1 in human cell lines.

(a) Induction of SPI1 stimulates cellular proliferation. Quantitation of in vitro proliferation for OCI-Ly10 cells
transduced with doxycyclin-inducible constructs encoding GFP (control, ctl), or SPI1-GFP fusion proteins
(either WT or QE) (n = 6, mean = S.D.), with (+) or without (-) the 48h addition of doxycycline. The levels of
SPI1 proteins and their nuclear localization were checked in OCI-Lyl0 bearing the different constructs
(Supplementary Fig. S2c-d), and found to be equivalent for SPI1 WT and QE conditions. NS, not
significant. ***P < 0.001. Statistics were performed using two-tailed Student t test. All errors bars represent

standard deviation.

(b-e) Cell cycle analyses in OCI-Ly10 cells transduced with doxycyclin-inducible constructs encoding GFP
(control, ctl), or SPI1-GFP fusion proteins (either WT or QE). Representative flow cytometry analyses (b) of
propidium iodide (PI) DNA staining of OCI-Ly10 cells bearing the indicated constructs and estimation (in %)
(c) of the fraction of cells in G1-S-G2/M cell cycle phases. Cell cultures were treated with (n = 5) or without (n
= 5) doxycycline during 24h before staining. The table beneath the graph details statistical comparisons
between different conditions. Representative flow cytometry analyses (d) of BrdU incorporation of OCI-Ly10
cells bearing the indicated constructs and estimation (in %) (e) of the fraction of cells in G1-S-G2 cell cycle
phases (n = 4). BrdU incorporation was monitored after 24h of doxycycline stimulation. G1, S, G2 cell cycle
phases are indicated in representative flow cytometry analyses. The results are shown as means + standard
deviation. Statistics were performed using two-tailed Student t test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Ctl,

control; Dox, doxycycline; NS, not significant; NA, not applicable.

(f) GSEA enrichment plots from RNA-seq analyses obtained upon SPI1 WT (n = 3) and QE (n = 3)
expression in OCI-Ly10 cells showing enrichment in QE condition for selected published dataset regarding
proliferation, cell cycle, B-cell signaling and differentiation. The complete lists of significantly enriched gene
sets are available in Supplementary Table S14. FDR, false discovery rate; NES, normalized enrichment

score.

(g-i) ChlP-seq analyses in OCI-Ly10 cells transduced with doxycycline-inducible vectors expressing SPI1
WT or QE. Genomic localization, defined by RefSeq (g) or ChromHMM (556) (h) annotations, of DNA
sequences (peaks) bound by SPI1 WT (left or grey) and QE (right or black) (GFP) proteins. Different
genomic regions and their respective percentage (in respect to the total number of peaks) are indicated.
Statistics comparing the repartition of genomic regions were performed using Chi2 test. (i) Commonest DNA

motif recognized by SPI1 WT and QE proteins. Homer motif de novo analysis was performed with a
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cutoff P value of 10°°. The complete list of de novo and known motifs is available in Supplementary Tables
S6-9 and S10-13 for ChIP experiments performed with anti-GFP and anti-SPI1 antibodies respectively.
Motifs, associated transcription factors, P values and percentages of peaks containing the motifs are

indicated. TF, transcription factors. TTS, transcription termination sites. UTR, untranslated regions.

Figure 3. Biological effects of mutant SPI1 in primary murine and human cells.

(a) Graphical illustration of murine stem cell virus (MSCV) constructs used for murine B-cells experiments.
RNA and protein expressions of MYD88 and SPI1 from the different constructs were verified and are
illustrated in Supplementary Figure S5a-b. LTR, long terminal repeats sequence; IRES, internal ribosome

entry site.

(b) Scheme of murine B-cells experiment. Procedure details are provided in Material and Methods section.
CD40L, CD40 ligand; w/o, without.

(c) Time course of the abundance of GFP+ murine B-cells transduced with empty (control) or the color-
coded indicated MSCV plasmids (turquoise: empty, blue: MYD88 WT, red: MYD88 LP, green: SPI1 WT,
violet: SPI1 QE, orange: MYD88 LP/SPI1 WT (LP/WT), light blue: MYD88 LP/SPI1 QE (LP/QE)) and
cultured for 96h without any mitogen agent. Results are represented relative to those of GFP+ cells at time O,
set as 100%. Data are representative of three independent experiments (n = 8, mean * s.d). Error bars
indicates standard deviation. Statistics were performed using Student t test. The LP/QE condition was
statically different from MYD88 LP and LP/WT conditions, while SPI1 QE was different from MYD88 WT,
SPI1 WT and empty ones. *P <0.05. LP, L265P.

(d) Representative flow cytometry analyses of CD19+CD138+ cells after 72h of culture. CD19 and CD138

expression analysis is gated on viable (Sytox-) transduced (GFP+) cells.

(e) Percentages of CD19+CD138+ GFP+ cells as means = s.d (n = 8) are shown in histograms for each
construct. **P < 0.01, ***P < 0.001. Ctl, control; NS, non significant.

(f) GSEA enrichment plots for immunologic signatures using MSigDB, comparing SPI1 WT (n = 29) versus
QE (n = 3) WM RNAseq samples. The complete list is available in Supplementary Table S15. GC, germinal
center; MBC, memory B-cells. NBC, naive B-cells. PC, plasma cells. FDR, false discovery rate. NES,

normalized enrichment score.

(g) Principal component analysis of normal B-cells and WM samples. This analysis included plasma cells
(PC, green; n = 6), switch (MBCs, blue, n = 1) and unswitched (MBCus, violet; n = 1) memory, germinal
center (GC, red; n = 3) B-cells, and SPI1 WT (orange, n = 29) and QE (yellow; n = 3) WM samples.

(h) Expressions of key genes controlling normal B-cell differentiation in SPI1 WT (light grey, n = 29) and QE
(dark grey, n = 3) WM RNA-seq samples. Error bars indicate standard deviation. Statistics were performed
using Student t test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Figure 4.

(a) Integration of GSEA analyses in OCI-Ly10 cells and WM cases, comparing SPI1 QE to WT RNA-seq
samples, using MSigDB and the Lymphochip databases. Heat map represents the normalized enrichment
score (NES) of each gene set signature tested. Only pathways relevant to transcriptions factors motifs,
intracellular signaling pathways and B-cell biology are shown in the figure. The complete lists are available in

Supplementary Tables S14-15. NES values are indicated inside each box.

(b) JQ1 and MYC inhibition decrease cellular proliferation of SPI1 QE transduced OCI-Ly10 cells. Viability of
OCI-Ly10 cells bearing empty (control) (white), SPI1 WT (light grey) or QE (dark grey) constructs (n = 9,
mean = S.D.). OCI-Ly10 cells were treated for 24h with doxycycline and the indicated concentrations of BET
inhibitor (JQ1). Cell viabilities are represented relative to those without JQ1 treatment, set as 100%. Three
independent experiments have been performed. NS, not significant. **P < 0.01. ***P < 0.001. Statistics were

performed using two-tailed Student t test. All errors bars represent standard deviation.

(c) SPI1 QE-expressing cells are sensitive to lenalidomide. Viability of OCI-Lyl10 cells bearing empty
(control) (white), SPI1 WT (light grey) or QE (dark grey) constructs (n =9, mean + S.D.). OCI-Ly10 cells were
treated for 24h with doxycycline and the indicated concentrations of lenalidomide. Cell viabilities are
represented relative to those without lenalidomide treatment, set as 100%. Three independent experiments
have been performed. **P < 0.01. ***P < 0.001. Statistics were performed using two-tailed Student t test. All

errors bars represent standard deviation. Len, lenalidomide.

(d-f) Clinical impact of SPI1 Q226E mutations in WM. Kaplan—Meier survival curves of overall survival (d),
time to next treatment (e) and relapse-free survival (f) for patients with (n = 5) and without (n = 80) SPI1

Q226E mutations. P values are indicated and based on the log-rank test.
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Supplementary Figures

Supplementary Figure S1
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Supplementary Figure S3
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Supplementary Figure S5
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Supplementary Figure S6
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Supplementary Figure S7

a b
O SPI1WT ELF1 O sPI1WT
MYC_targets_V1 H SPI1 QE B SPI1 QE
ETS2
PI3K_AKT_mTOR_pathway ETSA1
E2F_targets GABPA
0 1 2 3 4 ELK1
-logFDR g-value I T T 1
0 50 100 150
-logFDR g-value
C
MYC_motifs
OsPI1 WT
B SPI1 QE
MYC_targets_V1
Wei_MYCN_targets
Benporath_MYC_MAX_targets
Dang_Bound_by_MYC
r T T T 1
0 5 10 15 20

-logFDR g-value

té Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery

iversi

Un

Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France



o ;
Relapse Time to next treatment
o o o o o -
S B 2 e = 5 88 2 8 8 35
o 1 1 1 L
T T
I 8' m
312 _[ o
2 &
= 3
Eo- 8- J_r—'
0
(7]
=1 QA
[} i r
[=ha b
T 81
(]
8_ -
8_
—h y
Relapse Time to next treatment P
(=] (=] [=] o (= - i =3 (= o =3 =~
o N & o ® o L I A (AN )
o 1 1 1 1 1
/_.-l
C 1
‘D )
8‘ I . ~”U
= e
(8]
= = ¥ i' =
o 87
= '
— y
7]
- )
g1 '
)
:-
N
o )
o 14
)
» 5
&
= =
Relapse Time to next treatment
=) (= o [=} (=] - o [=] o [=] (= -
o N IS o © o (=] N EN o © o
o 1 1 1 1 1 b} 1 1 1 1 "
F o)
e 34 n
g4 |2
= 3 2
(o]
0’ . r
5 8 :
o | b
— > -
0 b
[N
[ g_
o >
bl
54
N >
o -
o 5 L
N
>
N .
g- 3

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France

Qverall survival

© o o o o
o N B D o]
o 1 1 1 1
T
Nl
97 o

o

o

o] O

o S

\‘-

NIER

-—

8lw oo

T X X

| =00
m—oJU;U
Ulm-h&

3 W
- S U
8- Q=

g 3

o

Overall survival
o ©o ©o o o =
o N B D o) o
O 1 1 1 1 L

:_I'
]
S4
o
-o:'o[
t=) )
o
- w
2
N
o—
o
g1 ||
»
o
w
S4 W W
S T T
w .—L:
‘o"'oé
| m
8_

OQverall survival
© © o o o =
o N B (2] @® o
O 1 1 1 1 1

:_J'

ol O
=4 (]
x| 2 2
o4 O
o o
N o
ad O "
o
N
o
o
SN
8_

w
g3 R

- 0O 0O
gio 2 ¢
S|m =

3 W
P c T
8 g =

—

g3

o

89S ainbi4 Aueyjuswa|ddng



124

Supplementary Figure S9
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Supplementary Figure S1.

(a) Number and type of somatic mutations in each WM patient analyzed by whole exome sequencing (WES,
n = 16). Each column indicate the number of mutations per patient and each color-code represent a different

type of mutation (orange: splicing; violet: nonsense; green: frameshift indel; blue: non synonymous).

(b) Repartition of the type of mutations among all somatic mutations identified by WES (orange: splicing;

violet: nonsense; green: frameshift indel; blue: non synonymous)

(c) Distribution of somatic coding-sequence transition (black) and transversion (grey) nucleotide

interchanges among all mutations identified by WES.
(d) List of genes studied by targeted NGS.

(e) Number and frequency of mutated genes identified by WES (n = 16) and targeted sequencing (n = 69).
Each row represents a mutated gene in WM. The number and percentage of each mutated gene in the
whole cohort are indicated on the right of the grid. Each color-code indicate a different type of mutation

(violet: nonsense; green: frameshift indel; blue: non synonymous).

Supplementary Figure S2.

(a) Western blot evaluation of the quantities of in vitro produced SPI1 WT and QE proteins. Up. lysate,
unprogrammed lysate; IVT, in vitro translation. Relative densitometric values are indicated below each band.

SPI1 WT condition was set as 1.

(b) Western blot evaluation of SPI1 and B-actin protein expressions in HEK 293T cells transfected with
increasing amounts of the indicated (control, SPI1 WT or QE) expression plasmids. Shown is a
representative example of three independent experiments. Relative densitometric values (shown for each
band) were normalized against the levels of the internal control B-actin conditions. The condition SPI1 WT (2

ng) was set as 1. Ctl, control.

(c) Western blot evaluation of levels of SPI1 and B-actin proteins in OCI-Ly10 cells transduced with empty
vector or doxycycline-inducible constructs encoding SPI1 WT or QE and incubated (+) or not (-) with
doxycycline for 48h. Relative densitometric values were normalized against the levels of the internal control

B-actin conditions and set as 1 for SPI1 WT condition. Ctl, control. Dox, doxycycline.

(d) OCI-Ly10 cells were first transduced by doxycycline-inducible constructs encoding SPI1 WT or QE and
incubated with doxycycline for 48h, then prepared, and fluorescence was used to assess the expression and
subcellular localization of GFP (green) using a fluorescence microscopy. Note that the SPI1 proteins are

fused to GFP. DAPI-staining nuclei (blue) were also shown. The merge images confirmed that SPI1 WT and
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QE proteins localized in the nuclei. Images showed representative data from one of three individual

experiments. Images were processed using ImageJ software.
Supplementary Figure S3.

(a-d) ChIP-seq analyses, performed with anti-GFP-Trap (a-b) and anti-SPI1 (c-d) antibodies, in OCI-Ly10

cells transduced with doxycycline-inducible vectors expressing SPI1 WT or QE.

Top of the list DNA motifs recognized by SPI1 WT (a,c) and QE proteins (b,d). Homer known motif analysis
was performed with a cutoff P value of 10%. The complete list of de novo and known motifs is available in
Supplementary Tables S6-9 and S10-13 for ChIP performed respectively with anti-GFP-Trap and anti-SPI1
antibodies. Motifs, associated transcription factors, P values and percentages of peaks containing the motifs

are indicated. TF, transcription factors.

(e-f) ChIP-seq analyses and genomic localization, defined by ENCODE annotations, of DNA sequences
bound by SPI1 (class Ill) (e), and ELF1, ELK1, ETS1 and GABPA (classes | and lla) (f), as indicated, in an
EBV-transformed human B-cell line (GM12878). Different genomic regions and their respective percentage

(in respect to the total number of peaks) are indicated and color-coded (color legends, left bottom).

Supplementary Figure S4.
Analyses of bone marrow transplantation of progenitor cell transduced to express SPI1 WT or QE proteins.

(&) Bone marrow transplantation (BMT) analyses of primary murine cells transduced by the indicated
(control, SPI1 WT, SPI1 QE) retroviral vectors. The percentage of GFP positive cells in different murine
hematopoietic organs is represented: bone marrow (white), thymus (light grey), blood (dark grey), spleen
(black). Three independent experiments were performed (n = 7; mean £ s.d.). Each dot corresponds to one
mouse and all errors bars represent standard deviation. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. S.d: standard

deviation.
Flow-cytometry analyses have been performed at 5-7 months post-BMT. Ctl, control.

(b) Percentages of mature myeloid (Mac+/Gr+), B- (CD19+/B220+) and T-cells (CD8+ and CD4+) in GFP
positive fractions for the three conditions of transduction (control (white), SPI1 WT (light grey) and QE (dark
grey)). Three independent experiments were performed (n = 7; mean +s.d.). Each dot corresponds to one
mouse and all errors bars represent standard deviation. Only significant comparisons are indicated. **P <
0.01, ***P < 0.001. S.d: standard deviation. Flow-cytometry analyses have been performed at 5-7 months
post-BMT. Ctl, control.

(c) Percentages of lineage negative and myeloid progenitors populations in GFP positive fractions for the
three conditions of transduction (control (white), SPI1 WT (light grey) and QE (dark grey)). Three
independent experiments were performed (n = 7; mean  s.d.). Each dot corresponds to one mouse and all
errors bars represent standard deviation. Only significant comparisons are indicated. **P < 0.01,
***p < (0.001. S.d: standard deviation. Flow-cytometry analyses have been performed at 5-7 months
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post-BMT. Ctl, control; Lin, lineage; LSK, Lin-Sca+Kit+; GMP, granulocyte-monocyte progenitors; CMP,

common myeloid progenitors; MEP, megakaryocyte-erythrocyte progenitors.

(d) Percentages of B-lymphoid progenitors populations in GFP positive fractions for the three conditions of
transduction (control (white), SPI1 WT (light grey) and QE (dark grey)). Three independent experiments were
performed (n = 7; mean xs.d.). Each dot corresponds to one mouse and all errors bars represent standard
deviation. Only significant comparisons are indicated. **P < 0.01, ***P < 0.001. S.d: standard deviation. Flow-
cytometry analyses have been performed at 5-7 months post-BMT. Hardy’s fractions (FrA, B and C) were

gated in B220+/CD43+ cells and defined as previously described(574). Ctl, control; Fr, fraction.

Supplementary Figure S5.

(a) Normalized read counts of WT and mutated MYD88 and SPI1 RNA in primary murine B-cells. Primary
murine B-cells were transduced by retroviral vectors driving expression of MYD88 and SPI1 as WT or mutant

species either alone or in combination (see Fig. 3a) and sorted on GFP expression.

(b) Expression levels of MYD88, HA-tagged SPI1 and B-actin in non-transduced Ba/F3 cells or Ba/F3 cells
transduced by the indicated vectors. Relative densitometric values (shown for each band) were normalized
against the levels of the internal control B-actin conditions. MYD88 WT was set as 1 for MYD88 expression
and MYD88 LP-T2A-2HA-SPI1 WT for HA-tagged SPI1.

(c) Representative flow-cytometry analyses of primary murine B-cells before and after CD43 depletion. Cells

were gated on the basis of CD19 and B220 expressions. Neg, negative; Pos, positive.

(d-f) GSEA enrichment plots from RNA-seq analyses obtained upon MYD88 LP and SPI1 WT or QE
expression in murine B-cells showing enrichment in the QE condition for selected published dataset
regarding proliferation, cell cycle, B-cell signaling and differentiation. FDR, false discovery rate. NES,

normalized enrichment score.

Supplementary Figure S6.

(a) Expressions of key genes controlling normal B-cell differentiation in SPI1 WT (n = 27) compared to QE (n
= 3) and QE-like (n = 2) WM RNA-seq samples. Error bars indicate standard deviation. Statistics were
performed using Student t test. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

MRNA expressions (b) and representative heat map (c¢) of ETS classes | and lla (ETS1, ELF1, ELK1,
GABPA) and class Il (SPI1, SPIB) proteins at different steps of B-cell differentiation: naive B-cells (NBC, n =
3), germinal center (GC, n = 3), memory B-cells (MBC, n = 5) and plasma cells (PC, n = 6). These data were

extracted from RNA-seq analyses of Blueprint databases. Error bars indicate standard deviation.

MRNA expressions (c) and representative heat map (d) of ETS classes | and lla (ETS1, ELF1,
ELK1, GABPA) and class Ill (SPI1, SPIB) proteins at different steps of B-cell differentiation: splenic
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follicular B-cells (Fo_Sp), splenic marginal B-cells (Mz_Sp), germinal center centroblasts (CB_GC), germinal
center centrocytes (CC_GC), splenic plasmablasts (PB_Sp), bone marrow plasma cells (PC_BM) and
splenic plasma cells (PC_Sp). These data were extracted from RNA-seq analyses of the ImmGen

consortium.(575)

Supplementary Figure S7.

(a-c) GSEA enrichment in OCI-Lyl0 active promoters regions (defined by ChromHMM). Histogram
representations of MSigDB pathways significantly enriched in SPI1 QE (n =3), with respect to WT (n = 3)
condition, for main signaling pathways described in Figure 4a (a), ETS motifs (b) and MYC signatures (c).

FDR g-value (-logFDR g-value) is represented. FDR, false discovery rate.

Supplementary Figure S8.

Kaplan—Meier survival curves of overall survival (a,d,g), time to next treatment (b,e,h) and relapse-free
survival (c,f,i) for patients with (n = 5) and without (n = 80) SPI1 Q226E mutations, for patients with CXCR4
mutations (n =) and patients WT for both SPI1 and CXCR4 (n =). Survival times were calculated from dates

of NGS (a, b, ¢) or WM diagnosis (d-i). P values are indicated and based on the log-rank test.

Supplementary Figure S9.

GSEA enrichment plots for ETS classes | and lla targets (a-c) and ELF1 (d-f) comparing RNA-seq samples
of naive B-cells (NBC, n = 8) (a, d), germinal center (GC, n = 3) (b, €) and memory B-cells (MBC, n = 5)

compared to plasma cells (PC, n = 6). FDR, false discovery rate. NES, normalized enrichment score.
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Supplemental Tables

Supplementary Table S1. Clinical and biological characteristics of the whole WM population, and of SPI1 WT and QE subgroups.

Median age at WM diagnosis, years (range)
Median age at NGS evaluation, years (range)
Sex, male (%)
Median time from WM diagnosis- months (range)
Previous therapy for WM
Yes (%)
WM IPSS score, n (%)
Low
Intermediate
High
IgM levels
Median (range), g/L
> 40 g/L, n (%)
Symptomatic disease, yes (%)
Clinical and biological parameters
Adenopathy, yes (%)
Splenomegaly, yes (%)
Hemoglobin, mean in g/dL
Hemoglobin < 11,5 g/dL, yes (%)
Platelets, mean in G/L
Platelets < 100 GI/L, yes (%)
IgM, mean in g/L
Medullar infiltration, median (%)
Cytogenetic abnormalities
Complex karyotype (= 3 abnormalities)
del6q
dell7p
dell3q
delllq
tri12
tri4
tril8
Mutations
MYD88
IGLL5
CXCR4
ARID1A

Total
n=85
65,6 (35-91)
68,6 (41-91)
56 (65,9)
61,6 (0-812)

17 (20)

13/66 (20)
29/66 (44)
24/66 (36)

21,1 (4,6-84)
12/77 (16)
71/80 (89)

19/77 (25)
11 /77 (14)
10,3

53/77 (69)
234

13/77 (17)
25

47,7

13/56 (23)
27/60 (46)
4/57 (7)
12/60 (20)
7/60 (12)
9/62 (14,5)
8/62 (12,5)
4/62 (6,5)

81/85 (95,5)
31/85 (36,5)
24/85 (28,2)

7185 (8,2)

SPILWT

n=80

65,4 (35-88)
68,5 (41-88)
52 (65)

61,8 (0-812)

16 (20)

13/61 (21)
27/61 (44)
21/61 (34)

20,7 (4,6-84)
12/72 (17)
66/75 (88)

18/72 (25)
9/72 (12,5)
10,6
48/72 (67)
237
11/72 (15)
24,8
46,8

12/51 (23,5)
26/55 (47)
3/52 (6)
11/55 (20)
7/55 (13)
7/57 (12)
5/57 (8,5)
3/57 (5)

76/80 (89,5)
28/80 (35)
22/80 (26,5)
7180 (8,5)

SPI1 QE
n=5

74,3 (60-91)
76,3 (60-91)
4 (80)

2 (0-130)

1 (20)

0/5 (0)
2/5 (40)
3/5 (60)

32,7 (13,5-35,5)
0/5 (0)
5/5 (100)

1/5 (20)
2/5 (40)
9,2

5/5 (100)
176

2/5 (40)
28,6
64,3

1/5 (20)
1/5 (20)
1/5 (20)
1/5 (20)

0/5 (0)
2/5 (40)
3/5 (60)
1/5 (20)

5/5 (100)
3/5 (60)
2/5 (40)

0/5 (0)

P value

0,14
0,24
0,45
0,05

0,85

0,03
0,84
0,03

0,26
0,21
0,12

0,66
0,18
0,19
0,12
0,61
0,05

0,72
0,04
0,18
0,85
0,08
0,24
0,02
0,11

0,41
0,17
0,19
0,12

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery

Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France

129



130

DISCUSSION

Analyse moléculaire d’une cohorte de patients MW

Notre travail a porté sur une cohorte de patients MW dont les principales caractéristiques cliniques,
biologiques et cytogénétiques étaient concordantes avec celles rapportées dans la littérature. Elles sont
décrites dans le tableau S1 (article). Les médianes d’age au diagnostic de la MW et de I'analyse NGS
étaient respectivement de 65 et 68 ans, deux tiers des patients étaient des hommes. Vingt, 44 et 38% des
66 patients analysables pour cette donnée avaient un score IPSSWM respectivement faible, intermédiaire et
élevé. Un cinquiéme des échantillons analysés I'était aprés une ou plusieurs lignes de traitement. Une
délétion 6q était observée dans 46%, une trisomie 4 dans 12.5%, une délétion 17p dans 7% et un caryotype

complexe dans 23% des cas.

Notre analyse NGS de 85 échantillons de WM (16 WES, 69 NGS ciblé sur les régions exoniques de 20
genes) (figure 1, tableau S4, figure S1) (article) a confirmé le paysage mutationnel dessiné par les
premiéres analyses NGS publiées (94, 340, 341, 355, 377), décrivant des mutations récurrentes dans les
génes MYD88, CXCR4, ARID1A et CD79B. Parmi les 13 génes mutés chez au moins deux patients dans
notre série, 12 (MYD88, IGLL5, CXCR4, ARID1A, CD79B, TP53, LTB, HIST1H1E, TRAF2, ROBO2, TRRAP,
EZH2) avaient déja été identifiés comme mutés dans la MW ou d’autres hémopathies lymphoides B. Les
mutations de MYD88, les plus fréquentes, présentes chez plus de 90% des patients, touchent
principalement la lysine en position 265 (L265P) mais d’autres mutations, précédemment décrites dans les
DLBCL-ABC (92), peuvent également étre observées, comme c’est le cas de trois échantillons dans notre
série (M232T, 1220T, D208E). Ces mutations se situent toutes sur un feuillet 3 d’'une boucle $-f du domaine
TIR de MYD88 et sont prédites pour modifier la structure tertiaire de MYD88 et conduire a l'activation de la
voie NF-kB. Les quatre patients non mutés pour MYD88 avaient une mutation soit de CXCR4, de CD79B,
d’EZH2 ou de CARD11. Des mutations de CXCR4 étaient identifiées dans pres de 30% des échantillons de
notre cohorte. Il s’agissait de mutations hétérozygotes, décalant le cadre de lecture ou a I'origine d’'un codon
stop, prédites pour aboutir a une perte des sérines régulatrices dans la portion intracytoplasmique de
CXCRA4 et laisser intactes les régions responsables de la liaison du SDF-1a et de la signalisation d’aval via
les protéines G. Comme rapporté dans une étude récente (355), la moitié des mutations survenait sur la
sérine S338. Les autres genes mutés de fagon récurrente étaient impliqués dans les voies de signalisation
d’aval (NF-kB, PISK/AKT) de récepteurs primordiaux dans la biologie du LB (BCR, CD40, TLR):
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CD79A/B, CARD11, TRAF2, TRRAP, LTB, NFKBIE ; mais touchaient aussi des régulateurs épigénétiques
(ARID1A, EZH2, CREBBP, TRRAP) ou encore des facteurs de transcription dont le rble est connu dans la
lymphopoiese B (MEF2B, IKZF3). Les mutations d'IGLL5 n’ont pas été décrites jusqu’a présent dans la MW
mais elles ont été identifiées dans diverses hémopathies lymphoides B : DLBCL (456, 576), CLL (558) et
myélome (577). IGLLS5 est un homologue d'IGLL1 (lambda5), qui code pour une protéine de type « surrogate
light-chain » composant le pré-BCR. Le profil des mutations d’IGLL5 suggere qu’il puisse s’agir de mutations
issues d’'une activité off-target d’AID (558). Le rdole de ces mutations dans les mécanismes de

lymphomagénése n’est pas encore établi.

Le nombre d’échantillons analysés par WES ou WGS reste relativement faible (< 50) dans la MW et il est
probable que lorsque ce nombre augmentera d’autres mutations récurrentes dans des génes d’intérét ou
des régions régulatrices (comme cela a pu étre par exemple décrit dans les CLL avec les mutations de

régions enhancer de PAX5 (153)) pourront étre découvertes.

Les principales particularités du paysage mutationnel de la MW sont la fréquence trés élevée des mutations
de MYDB88 (quasi-exclusivement L265P) et la présence de mutations de CXCR4 (qui ne sont que treés
rarement rapportées dans les autres hémopathies lymphoides B). Le profil mutationnel de la MW se
rapproche le plus de celui des DLBCL-ABC (et en particulier des lymphomes extra-nodaux, de type
lymphome primitif du systéme nerveux central) du fait de la fréquence élevée des mutations de MYD88 et
CD79A/B et de leur sensibilité aux inhibiteurs de BTK (81, 315). De ce point de vue, il a récemment été
démontré que les lignées cellulaires de DLBCL-ABC, mutées pour MYD88 et CD79A/B, étaient dépendantes
d'une signalisation oncogénique contrélée par un complexe multiprotéique comprenant BCR, TLR9 et
MYD88, co-localisant avec mTOR dans les endolysosomes et conduisant a I'activation des voies NF-kB et
mTOR (578). La présence de ce complexe multiprotéique était également observée chez les patients
MWI/LPL, suggérant que la MW puisse étre également dépendante de cette signalisation oncogénique

particuliere.

De nombreuses questions restent cependant non élucidées concernant les mécanismes d’oncogénese de la
MW. Quelles sont les voies de signalisations indispensables a la survie et la prolifération des cellules
tumorales de MW ? Quelle est la contrepartie physiologique et la cellule d’origine de la MW ? Quels sont les
évenements expliquant le blocage de différenciation vers le plasmocyte dans la MW ? Quelles sont les
anomalies génétiques et épigénétiques concourant a la transformation tumorale ? Une partie des
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réponses a ces questions pourrait étre apportée par une analyse large, réalisée sur une grande série de
patients et intégrant plusieurs approches (WES/WGS, RNAseq, méthylation), comprenant notamment I'étude
de populations lymphocytaires B a différents stades de maturation ainsi que différentes hémopathies

lymphoides B afin de mieux appréhender les éventuelles spécificités transcriptomiques, épigénétiques de la

MW et le r6le du profil des mutations les plus récurrentes dans les mécanismes de transformation tumorale.

Description d’une mutation récurrente dans le géne SPI1

Outre la confirmation de mutations récurrentes dans les genes MYD88, CXCR4, ARID1A et CD79B, nous
avons identifié une mutation somatique faux-sens récurrente (c.676C>G, p.Q226E), non décrite jusqu’a
présent, dans le domaine de liaison a ’ADN de SPI1, un facteur de transcription du sous-groupe de classe
Il de la famille ETS. Elle a été retrouvée chez cing patients (5.9%) et était observée a la fois sur les
séquences ADN et ARN d’échantillons tumoraux triés, a des VAF variées (5-70%). Elles étaient toujours
associées a une mutation de MYD88 L265P, avec une VAF équivalente ou inférieure, suggérant que
'acquisition de la mutation SPI1 Q226E (QE) ne précéde pas celle de MYD88. Sous réserve de leur nombre
limité, les cas mutés pour SPI1 semblaient associés a une maladie plus agressive (60% de score IPSSWM
élevé, infiltration médullaire plus importante) et a un pronostic péjoratif (figure 4, tableau S1, figure S8)
(article). Il s’agit de mutations touchant dans tous les cas le méme acide aminé (Q226) et consistant en la
méme substitution nucléotidique (C>G). Ces éléments étaient fortement évocateurs d’'une mutation gain de
fonction. Aucune mutation dans le géne SPI1 n’avait été décrite jusqu’a présent dans les hémopathies
lymphoides B alors que seules de rares mutations ont été identifiées dans les hémopathies en général. Des
mutations inactivatrices de SPI1 ont été décrites dans le sous-groupe de LAM avec réarrangement de MLL
(3/31) (544). Deux de ces mutations se situaient dans le domaine de liaison a 'ADN (R231C, A232T) et la
derniére était prédite pour aboutir a la perte du domaine ETS (P99fs). Elles étaient associées a une
diminution du niveau d’expression de génes cibles connus de SPI1 (CSF1R, CSF3R et AlIF1). Deux génes
de fusions impliquant SPI1 (STMN1-SPI1 et TCF7-SPI1) ont été identifiés dans les LAL-T pédiatriques de
haut risque (453). Ces protéines de fusion conservaient la capacité a lier 'ADN et une activité
transcriptionnelle. Leurs expressions dans des progéniteurs murins augmentaient la prolifération cellulaire,

suggérant dans ce cas un gain de fonction (453).
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Conséquences fonctionnelles du mutant SPI1

La glutamine (Q) en position 226 est présente chez les protéines ETS de classe Il (SPI1, SPIB, SPIC) et
responsable de la liaison a une guanine (G) en position -2 du motif commun GGA(A/T) reconnu par toutes
les protéines ETS, tandis que I'acide glutamique (E), présent a cette position chez les protéines de classes |
et lla (figure 1) (article), se lie a une cytosine (C) en position -2 (39). Il est a noter que la mutagenése du
Q226 en E a facilité la cristallisation du domaine ETS du SPI1, suggérant que cette modification spécifique
pourrait améliorer la liaison de SPI1 a 'ADN (44). Nous avons montré que la protéine mutante SPI1 QE
conservait sa capacité de liaison a 'ADN, avait une activité transcriptionnelle 20% plus importante que la
forme sauvage de SPI1, et augmentait la prolifération dans différents contextes cellulaires, en accord avec

'hypothése d’'une mutation gain de fonction.

Les analyses de ChlP-seq, réalisées dans une lignée de DLBCL MYD88 L265P (OCI-Ly10) ont révélé que la
mutation QE modifiait la spécificité de liaison a I'ADN de la protéine en matiére de séquence et de
localisation sur le génome. Le motif ADN le plus fréquemment lié par la forme sauvage de SPI1
correspondait au motif classique reconnu par les ETS de classe Ill, GAGGAA, alors que celui lié par la forme
mutée était un motif CAGGAA rappelant les motifs de liaison des protéines de classes | et lla (figure 2i)
(article). Cela est en accord avec le réle évoqué ci-dessus de I'acide aminé (Q ou E) en position 226 dans la
spécificité de reconnaissance du nucléotide en position -2 du motif commun. Il faut noter que nos
expériences de bandshift et de transactivation ont été réalisées avec une séquence cible de liaison de SPI1
comprenant & la fois des motifs GAGGAA et CAGGAA, soit un motif de classe Ill et un de classe I/lla. De
nouvelles expériences de transactivation et de titration calorimétrique isotherme, utilisant des séquences
ADN cibles comprenant soit uniquement des motifs de type classe Il soit uniquement de classes l/lla, en
présence de la forme sauvage ou mutée de SPI1, pourraient étre réalisées afin de confirmer ces données de
ChiP-seq et évaluer de facon précise l'affinité de liaison protéique selon les types de séquences ADN. I
existait également des différences dans la localisation génomique des régions ADN liées par la forme
sauvage et mutée de SPI1. Les régions génomiques liées par le mutant de SPI1 étaient enrichies en régions
promotrices actives et enhancers forts, rappelant l1a aussi le modéle de liaison a la chromatine observé avec
les protéines de classe l/lla (sites de liaison plus fréquemment situés dans les promoteurs (actifs) (40-60%)),
en comparaison a celui des protéines de classe Il (sites situés de préférence dans les enhancers et
seulement 5-15% dans les promoteurs) (45,46). Ces modeéles de liaison des protéines ETS
proviennent de données de ChlIP-seq générées sur des lignées de cellules B transformées par
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'EBV (supplemental figure S3e) (article) et de cellules primaires murines. Il serait intéressant de les

confirmer sur la lignée humaine OCI-Ly10 et sur des échantillons primaires humains de MW.

Une différence importante entre SPI1 et les facteurs ETS de classes l/lla est que les activités de liaison a
'ADN et de transcription de ces derniers sont étroitement régulées par les voies de signalisation
intracellulaire, telles que celle de la MAPK et celle dépendante du calcium (47,48), alors que l'activité de
SPI1 ne l'est pas. Ces éléments suggéreraient que les promoteurs liés par le mutant de SPI1 puissent ainsi
échapper a une régulation normale. De plus, comme SPI1 interagit avec certains régulateurs épigénétiques,
comme CBP (49) et TET2 (50,51), SPI1 QE pourrait aussi recruter ces régulateurs épigénétiques des
régions enhancer vers les régions promotrices et ainsi consolider, par des changements épigénétiques, les

modifications d’expression génique.

L'expression du mutant de SPI1 a été associée dans notre travail a un enrichissement en des signatures
transcriptionnelles liées au cycle cellulaire, a la prolifération et a plusieurs voies de signalisation
intracellulaire impliquées dans les mécanismes physiologiques et pathologiques de la biologie du LB (BCR,
CD40, TLR, MYC, PI3K). Cet enrichissement a été observé a la fois dans la lignée OCI-Lyl10 et dans les
échantillons primaires de patients MW (figure 4) (article). Lorsque les signatures transcriptionnelles de la
base de données Lymphochip (29) ont été utilisées, nous avons également noté des différences dans les
géenes cibles de FTs qui sont des régulateurs clés de la différenciation lymphoide B, notamment XBP1,
PRDML1 et IRF4 (figure 2f) (article), suggérant que le mutant de SPI1 puisse perturber la différenciation
lymphoide B terminale. Divers membres de la famille ETS régulent la différenciation et la fonction des LB. Le
réle de six protéines Ets (Etsl (4,46), Flil (60), Gabpa (61), et les trois facteurs de classe Il Spil, SpiB et
SpiC (62)) a été étudié en détail dans les LB murins. L'étude de leurs expressions au cours de la maturation
des LB humains et murins suggere que les facteurs ETS/Ets de classe l/lla sont plus actifs dans les LB du
CG, avec le niveau d’expression le plus élevé pour ETS1/Ets1 (supplemental figure S6b-e) (article). La
perte d’Ets1 entraine une différenciation prématurée des LB en ASC (63) et des études récentes ont
souligné que Spil et SpiB agissent physiologiquement comme des régulateurs négatifs du développement
plasmocytaire mais également comme des transmetteurs des stimuli environnementaux , en régulant
I'expression de nombreux composants des voies de signalisation en aval des récepteurs BCR, TLR, CD40
et BAFF (13-15). Considérant que la MW est caractérisée par un blocage de différenciation a la transition
entre un lymphocyte post-GC et un plasmocyte, nous avons étudié et confirmé l'impact des
mutations de SPI1 sur la différenciation lymphoide B terminale. En effet, I'expression de SPI1 dans
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des LB murins entrainait une différenciation moins efficace en plasmocytes dans un modeéle in vitro,
conformément aux récentes études identifiant Spil comme le gardien de cette étape terminale de
maturation. De plus, nos analyses d'expression génique ont révélé que les cas de MW mutés pour SPI1
avaient un PEG plus proche de populations lymphocytaires B naives, du CG ou mémoires que de
plasmocytes et exprimaient moins de marqueurs (CD38, CD138, XBP1, PRDML1) liés a la différenciation

plasmocytaire que les échantillons non mutés.

Des analyses supplémentaires seront nécessaires pour caractériser de maniére exhaustive la relation entre
les différentes classes de protéines ETS et les étapes de la différenciation lymphoide B ainsi que leur réle
éventuel dans le blocage de différenciation observé dans la MW. A cet égard, il convient de noter que les
analyses GSEA effectuées sur les séquences ARN des populations de LB normaux montraient un
enrichissement significatif des motifs des classes I/lla dans les populations de LB naifs, du CG et mémoires
par rapport aux plasmocytes (supplemental figure S9) (article). Concernant le réle du mutant de SPI1 sur
la différenciation lymphoide B, il pourrait étre intéressant d’évaluer quels sont les mécanismes impliqués
dans la dérégulation de I'expression des composants des voies BCR, TLR, CD40 et des FTs clés de la
différenciation. S’agit-il de mécanismes de régulation directe ou indirecte, par exemple par des modifications
épigénétiques ou des complexes qu'il forme avec ses cofacteurs IRF4 et IRF8 ? Influence-t-il le déroulement
du cycle cellulaire ce qui pourrait perturber la différenciation lymphoide B comme cela a été suggéré dans

les cellules souches (579) ?

Les signatures transcriptionnelles comprenant les cibles de MYC et d’'IRF4 étaient parmi les signatures les
plus enrichies dans les cellules OCI-Ly10 exprimant le mutant de SPI1 et/ou dans les échantillons MW
mutés SPI1 QE. Nous avons confirmé l'importance de ces voies dans la prolifération des cellules OCI-Ly10
exprimant SPI1 QE, plus sensibles que les cellules exprimant la forme sauvage, aux traitements par
inhibiteur de BET (JQ1) et par I1énalidomide, utilisés dans notre travail afin d’inhiber respectivement la voie
MYC et IRF4. Cependant, ces inhibiteurs ne sont pas spécifiques et des expériences complémentaires
utilisant des approches ciblées de réduction de I'expression de MYC et IRF4, par exemple par shRNA ou

CRISPR, pourraient étre réalisées afin de valider ces observations.

Enfin, de facon générale, nos résultats pourraient ou devront étre validés dans d’autres modéles cellulaires
in vitro et in vivo : lignées cellulaires de MW (BCWM.1, BCWM.2, MWCL-1 et/ou RPCI-WM1), modéle murin
knock-in SPI1 Q226E, échantillons primaires de MW mutés ou non pour SPI1.
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Conclusion et perspectives

Les FTs ETS sont divisés en sous-familles en fonction de leurs similitudes en matiére de séquence
protéique, de séquences de liaison a I'ADN et d’interactions avec différents cofacteurs. lls sont régulés par
des signaux extracellulaires et contribuent a divers processus cellulaires, dont la prolifération cellulaire et la
transformation tumorale. Les génes de la famille ETS sont fréquemment ciblés par des processus
oncogéniques que ce soit des translocations chromosomiques ou des gains du nombre de leurs copies. Les
propriétés oncogéniques des protéines ETS ont été largement décrites dans les tumeurs solides. Les
réarrangements des loci des ETS sont une caractéristique du cancer de la prostate, environ la moitié des
tumeurs présentant des altérations a un locus d’'un géne codant pour un membre de la famille ETS (55,56).
Le gene PU.1/SPI1 est également ciblé par des mutations ponctuelles inactivatrices dans les hémopathies
myéloides humaines. Cependant, des anomalies des protéines ETS ont rarement été identifiées dans les
hémopathies lymphoides B, a I'exception des mutations d’ELF4 dans la CLL (52) et des translocations
impliguant SPIB, des gains 11924, régions comprenant les génes ETS1 et FLI1 et enfin plus récemment des

mutations d’ETS1 dans les DLBCL (57-59) (154).

Nous avons identifié, chez environ 6% des patients atteints de MW, une nouvelle mutation somatique
récurrente (c.676C>G, p.Q226E) dans le domaine de liaison a 'ADN de SPI1, un FT du sous-groupe de
classe Ill de la famille ETS. La mutation modifie les caractéristiques de liaison a I'ADN de la protéine
mutante, passant des séquences classiques reconnues par SPI1 a des séquences reconnues par les
protéines ETS de classes I/lla, et d’'une liaison a des régions enhancer a une liaison a des régions
promotrices. La liaison accrue du mutant de SPI1 aux régions promotrices active des programmes
transcriptionnels impliquant des voies de signalisation intracellulaire généralement favorisées par d'autres
membres de la famille ETS. Les conséquences fonctionnelles de cette mutation sont une augmentation de la
prolifération cellulaire et une diminution de la différenciation lymphoide B terminale dans une lignée cellulaire

modeéle et des échantillons primaires de MW.

Des mutations ponctuelles dans des génes codant pour des FTs, comme celles par exemple d’ELF4, EGR2,
MEF2C ou IRF4 identifiées dans les hémopathies lymphoides B (26,52,53), pourraient affecter la liaison a
I'ADN de la protéine et leurs motifs de reconnaissance. Avec la description récente des mutations du géne
KLF5 (54) qui modifient les propriétés de liaison a 'ADN, nos travaux fournissent un cadre pour comprendre
les conséquences fonctionnelles de ces mutations.
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Nous décrivons ici un mécanisme de subversion oncogénique de la fonction d’'un FT suite a la modification
subtile de la spécificité de liaison a I'ADN de la protéine mutante, aboutissant a des conséquences
fonctionnelles participant a la transformation tumorale. La démonstration qu'une mutation somatique
ponctuelle peut modifier I'équilibre de liaison d’'un FT a I'échelle du génome fournit un paradigme
mécanistique sur la facon dont les mutations faux sens dans les génes codant pour des FTs pourraient étre
oncogéniques dans les tumeurs humaines. Il reste ainsi a démontrer si d'autres mutations erronées dans les
génes de la famille ETS (ETS1, ELK1) (37) ou des FTs (EGR1, EGR2, MEF2C) (26,53,64), identifiés dans

d'autres syndromes lymphoprolifératifs B, peuvent avoir le méme impact sur les motifs de reconnaissance de

'ADN, la différenciation lymphoide B et/ou les mécanismes de transformation tumorale.

Enfin, la pertinence biologique du mutant Q226E de SPI1 est appuyé par l'association & un mauvais
pronostic, méme si cet impact sur la survie nécessite bien sir d’étre validé sur de plus grandes séries de
patients. L'enrichissement des voies MYC et IRF4 associé aux cas exprimant le mutant de SPI1 est de ce
point de vue intéressant, puisque le ciblage de ces voies par un inhibiteur de BET et le |énalidomide pourrait
avoir valeur thérapeutique chez ces patients de mauvais pronostic. Nos résultats identifient la mutation SPI1
Q226E comme un éventuel nouveau biomarqueur génétique associé a un pronostic défavorable et indiquent

de nouvelles options thérapeutiques pour ce groupe de patients.
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Résumé : Les facteurs de transcription (FT) ETS
sont divisés en sous-familles en fonction de leurs
similitudes en matiére de séquence protéique, de
séquences de liaison a I'ADN et d’interactions avec
différents cofacteurs. lls sont régulés par des signaux
extracellulaires et contribuent a divers processus
cellulaires, dont la prolifération cellulaire et la
transformation tumorale. Les génes de la famille ETS
sont fréquemment ciblés par des processus
oncogéniques que ce soit des translocations
chromosomiques ou des gains du nombre de leurs
copies. Le géne PU.1/SPI1 est egalement ciblé par
des mutations ponctuelles inactivatrices dans les
hémopathies myéloides humaines. Nous avons
étudié une mutation somatique récurrente du géne
PU.1/SPI1 (c.676C>G, p.Q226E), identifiée chez
environ 6% des patients atteints d’une
macroglobulinémie de Waldenstrom (MW). La
mutation modifie les caractéristiques de liaison a
I'ADN de la protéine mutante, passant des séquences
classiques reconnues par SPI1 a des séquences
reconnues par d’autres protéines ETS comme ETSI,

et d’une liaison a des régions enhancer a une liaison
a des régions promotrices. La liaison accrue du
mutant de SPI1 aux régions promotrices active des
programmes transcriptionnels impliquant des voies
de signalisation intracellulaire  généralement
favorisées par d'autres membres de la famille ETS.
Les conséquences fonctionnelles de cette mutation
sont une augmentation de la prolifération cellulaire
et une diminution de la différenciation lymphoide B
terminale dans une lignée cellulaire modele et des
échantillons primaires de MW. Nous décrivons ici
un mécanisme de subversion oncogénique de la
fonction d’un FT suite & la modification subtile de la
specificité de liaison a I'ADN de la protéine mutante,
menant & un arrét de différenciation. La
démonstration qu'une mutation somatique ponctuelle
peut modifier I'équilibre de liaison d’un facteur de
transcription a D’échelle du génome fournit un
paradigme mécanistique sur la fagon dont les
mutations faux sens dans les genes codant pour des
FT pourraient étre oncogéniques dans les tumeurs
humaines.

Title : A recurrent activating missense mutation in Waldenstrém macroglobulinemia affects the DNA binding
sequence of the ETS transcription factor SPI1 and enhances cellular proliferation

Keywords : Waldenstrom, NGS, SPI1, PU.1

Abstract: The ETS-domain transcription factors are
divided into subfamilies based on protein
similarities, DNA binding sequences and interaction
with cofactors. They are regulated by extracellular
clues and contribute to a variety of cellular

processes, including proliferation and
transformation. ETS genes are targeted by
oncogenic  processes  through  chromosomal

translocations and copy number gains. The
PU.1/SPI1 gene is also targeted by inactivating
point mutations in human myeloid malignancies.
We investigated a recurrent somatic missense
mutation (Q226E) of the PU.1/SPI1 gene in
Waldenstrém macroglobulinemia, a human B-cell
lymphoproliferative disorder. The mutation changes
DNA binding of the mutant protein from classical

SPI1 to ETS1-like sequences, shifting the balance
from binding to promoter regions from enhancers.
Increased binding by mutant SPI1 at promoters
activates gene expression of intracellular signaling
pathways typically promoted by other ETS factor
family members.The functional consequences are
decreased terminal B-cell differentiation in a model
cell line and primary samples. In summary, we
describe oncogenic subversion of transcription
factor function through subtle alteration DNA
binding specificity leading to differentiation arrest.
The demonstration that a somatic point mutation
subtly changes the balance of genome binding
provides a mechanistic paradigm for how missense
mutations in transcription factor genes may be
oncogenic in human tumors.
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