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Résumé

Le lien entre infection et lymphomagénése est établi depuis plusieurs décennies. Notamment, deux
types de mécanismes sont décrits : le premier, qualifi¢ de direct et largement établi, fait intervenir un
pathogene capable d’intégrer un ou plusieurs oncogenes dans la cellule et d’aboutir a sa transformation
(par exemple le virus HTLV-1 ou le virus EBV) tandis que le second, qualifi¢ d’indirect et mal connu,
aboutit a la transformation cellulaire par une stimulation antigénique répétée du lymphocyte, le plus
souvent dans un contexte inflammatoire, par un pathogene particulier (comme Helicobacter pylori par
exemple). Il n’existe, a I’heure actuelle, qu’un seul modéle animal de lymphomagénése indirecte
permettant d’approcher la compréhension de ce mécanisme de transformation (lymphome B de la zone
marginale gastrique chez la souris Balb/c). Nous avons cherché a développer un nouveau modele
murin de lymphomagéneése en contexte de stimulation bactérienne chronique.

Streptococcus pneumoniae (Spn) est une bactérie encapsulée dont I’implication dans le développement
d’hémopathies lymphoides a été suggérée. Dans le cadre de ce travail de theése, des souris
génétiquement invalidées pour le géne suppresseur de tumeur p53 ont été injectées tous les 15 jours
par le pathogeéne inactivé a la chaleur. Le modele p53 a été choisi dans 1’objectif de révéler un
éventuel phénotype tumoral dont I’incidence resterait indétectable chez des animaux sauvages.
L’injection répétée de Spn a augmenté de fagon significative I’incidence de lymphomes T
périphériques (TCRaf pour la plupart) ayant un phénotype T mémoire effecteur
(CD44"CD62L"°CD25"CCR7") et des marqueurs d’activation exprimés a leur surface (CD69, CD54 et
B220). L’ensemble des marqueurs phénotypiques et des analyses transcriptomiques de ces lymphomes
a permis de les distinguer sans ambiguité des lymphomes T immatures thymiques connus et largement
décrits dans ce modele murin p53-déficient. L’existence d’un biais de répertoire V38 dans ces
lymphomes nous a conduit a supposer qu’ils pourraient dériver de lymphocytes particuliers dits NKT
(Natural Killer T cells) invariants, hypothése que nous avons confirmée de fagon univoque par la
positivit¢ du marquage par le tétramére CD1d-a-GalCer. La recherche d’une entité comparable en
pathologie humaine est actuellement en cours.

L’absence de tels lymphomes NKT décrits jusqu’a présent chez la souris ou ’homme ouvrent de
multiples perspectives, a la fois sur le plan nosographique si une entité similaire est découverte en
pathologie humaine mais aussi en terme de physiopathologie des lymphomes T. En effet, ’implication
potentielle d’infections ou de maladies inflammatoires chroniques (jusqu’ici largement évoquée dans
la lymphomagénese B) dans le développement de lymphomes T pourrait apparaitre comme un

nouveau paradigme en hématologie.



Avertissement

La nature « Natural Killer T cell invariant (iNKT) » des lymphomes murins que nous avons observés
dans le modele p53-déficient n’ayant été¢ déterminée que quelques jours avant la fin de la rédaction de
ce manuscrit, l’introduction n’a pu étre modifiée. Une partie bibliographique concernant les
lymphocytes NKT a donc ét¢ ajoutée au début de la partie « discussion » de cette thése.

Néanmoins, plusieurs arguments nous laissent supposer que les hypothéses sur la stimulation
antigénique chronique des T conventionnels dans des pathologies telles que les leucémies T-LGL
(large granular lymphocytes) ou les lymphomes de type EATL (enteropathy-associated T-cell
lymphoma) restent pertinentes. Notamment, les données préliminaires in vifro dont nous disposons
(basées sur des populations de lymphocytes T conventionnels et qui sont discutées en fin de
manuscrit), associées a I’absence de lymphome NKT humain décrit a I’heure actuelle, suggerent que
les lymphomes NKT invariants murins obtenus sont peut-étre un modéle plus large de
lymphomagénése T chez ’homme en contexte de stimulation antigénique chronique. Sauf a penser
que I’ensemble de ces pathologies chez I’homme ne dérivent effectivement de lymphocytes a la
frontiére de I’'immunité innée et de I’'immunité adaptative tels que des NKT non invariant de type Il
par exemple (ce que nous sommes en train d’explorer), les parties introductives sur la

lymphomagénése T et le développement T normal nous semblent rester pertinentes.
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A. Classification, épidémiologie et aspects cliniques des

lymphomes

Les lymphomes malins se définissent comme des proliférations tumorales malignes constituées de
cellules lymphoides B, T ou plus rarement NK. Les lymphomes malins ont fait [’objet de plusieurs
classifications histologiques dont la derniére (OMS 2008) est de nature clinico-pathologique, c’est-a-
dire fondée sur des données morphologiques (architecture de la prolifération et aspect cytologique),
immunophénotypiques, génétiques, moléculaires et cliniques'. Dans la 17 section de cette
introduction bibliographique, quelques données générales physiopathologiques, épidémiologiques et

cliniques des lymphomes seront bri¢vement abordées.

1. Classification

1.1. Types de lymphomes

Les néoplasies B et T/NK sont des tumeurs clonales matures ou immatures de lymphocytes B, de
lymphocytes T ou de cellules NK a différents stades de différenciation. Par certains aspects, les
néoplasies B et T semblent récapituler les caractéristiques de lymphocytes B et T normaux a certains
stades de leur différenciation. Néanmoins, il existe vraisemblablement une hétérogénéité voire une
plasticité de ces tumeurs rendant parfois délicat une correspondance stricte entre un type de tumeur et
une contrepartie cellulaire normale.

Le systéme immunitaire peut schématiquement étre divis€¢ en deux composantes dont chacun des
acteurs peut €tre a I’origine d’une transformation maligne et d’une évolution clonale aboutissant au
développement d’une hémopathie. La 1°° de ces composantes est le systéme immunitaire inné qui
inclut les cellules NK, les cellules NK/T et les lymphocytes T vo. Ces cellules jouent un role
primordial dans la réponse immunitaire survenant au niveau des barrieres muqueuses et cutanées. La
2¢™ composante est constituée de lymphocytes T ou B intervenant dans la réponse immunitaire
qualifiée d’adaptative. Elle présente deux caractéristiques uniques : la spécificité de la reconnaissance
antigénique et ’aptitude a générer une « mémoire » immunologique. De la méme facon qu’un certain

nombre d’hémopathies dérivent de la transformation clonale d’acteurs du systéme inné, un certain

nombre de néoplasies sont la conséquence de la transformation clonale d un lymphocyte B ou T.

1.2. Lymphomes B
La plupart des lymphomes B conservent 1’ensemble des caractéristiques principales de leur
contrepartie cellulaire normale si bien que la classification de ce type de lymphomes repose
essentiellement sur leur stade de différenciation.
De fagon schématique, le lymphocyte B normal suit une différenciation linéaire débutant au niveau de
I’organe lymphoide central que constitue la moelle osseuse avant de se poursuivre dans les organes

lymphoides secondaires en périphérie. Les précurseurs lymphoides B, dont dérivent les leucémies et
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lymphomes lymphoblastiques, englobent plusieurs stades de différenciation débutant avec les
progéniteurs B, donnant naissance aux lymphocytes pré-B caractérisés par la présence d’une
immunoglobuline intracytoplasmique apres réarrangement des segments V(D)J, et les lymphocytes B
immatures caractérisés par la présence d’une immunoglobuline IgM de surface, avant 1’acquisition
d’un phénotype mature caractérisé par la co-expression IgM/IgD a la surface de la cellule. Ces
cellules matures, qualifiées de lymphocytes B naifs, quittent la moelle osseuse pour rejoindre les
organes lymphoides périphériques. Chez I’homme, ces cellules B naives sont souvent CD5", circulent
dans le sang périphérique, les follicules lymphoides primaires ainsi qu’au niveau de la zone du
manteau””. Le consensus actuel (bien qu’encore débattu) est que le lymphome du manteau dérive de la
transformation maligne de ces cellules naives CD5".*

Apres sa rencontre avec un antigene dont son récepteur B (BCR) est spécifique, le lymphocyte B naif
va proliférer et subir un ensemble de transformations orientant son développement en lymphocyte B
effecteur (plasmocyte) ou en lymphocyte B a mémoire. Selon la nature de l’antigene, le
développement d’un lymphocyte B naif en plasmocyte requiert ou non la contribution des
lymphocytes T. Dans le cas ou aucune aide T n’est nécessaire, cette réponse qualifiée de thymo-
indépendante peut se dérouler en dehors du centre germinatif’. Néanmoins, la majorité des
lymphocytes B, apres rencontre avec leur antigéne spécifique, vont étre tributaires d’interactions avec
des lymphocytes T, également antigene-spécifiques, pour leur maturation en plasmocytes ou en
lymphocytes B mémoires. Cette réponse, conduisant a la formation d’un centre germinatif (siége du
processus d’hypermutations somatiques), porte le nom de réponse thymo-dépendante. La plupart des
lymphomes B sont supposés dériver de cellules du centre germinatif ou de cellules post-centre

germinatif.

1.3. Lymphomes T

Concernant les lymphomes T, la détermination de la contrepartie cellulaire normale correspondant a
un stade de différenciation déterminé s’avere beaucoup plus délicate et ceci pour plusieurs raisons. La
1°¢, et principale, est la fréquence relativement faible des hémopathies T (voir paragraphe
épidémiologie) comparativement aux hémopathies lymphoides B, d’ou des données
physiopathologiques beaucoup plus parcellaires.

A la différence des lymphocytes B, les précurseurs T se développent successivement dans 2 organes
lymphoides centraux : la moelle osseuse (comme pour les précurseurs B) et le thymus. Les étapes de
maturation des précurseurs T, notamment au niveau de la glande thymique, seront décrites plus en
détail dans la 3°™ section de cette introduction bibliographique. L’ensemble des hémopathies malignes
dérivant de la transformation clonale de ces précurseurs T, que ce soit au niveau de la moelle osseuse
ou du thymus, constitue les leucémies aigués ou lymphomes lymphoblastiques T. ¢

Les lymphomes T matures sont rencontrés principalement chez I’adulte, et leur présentation est

essenticllement ganglionnaire, contrastant avec les localisations majoritairement extra-ganglionnaires
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des lymphomes T vy§ ou NK du systéme immunitaire inné’. Comme précisé précédemment, la
contrepartie lymphocytaire T normale des lymphomes T matures est rarement établie. Le lymphome T
angio-immunoblastique semble cependant faire exception a cette regle. Il est en effet maintenant
admis que ce lymphome dérive de la transformation de lymphocytes dits Tru (pour T follicular
helper), sous-types de lymphocytes T CD4+ participant a la maturation de la réponse immunitaire
adaptative B au sein du centre germinatif’. Le phénotype de ces cellules est assez particulier
puisqu’elles expriment les marqueurs du centre germinatif BCL6 et CD10 habituellement retrouvés au
niveau des lymphocytes B ainsi que les marqueurs CD4, CD57, PD-1 et CXCR5®. Méme si
I’expression de ces différents marqueurs n’est pas systématique au sein des lymphomes angio-
immunoblastiques, il existe un faisceau d’arguments pour rattacher ce type de lymphomes a la cellule

Trn.
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2. Epidémiologie

2.1. Généralités
Au cours des 40 derni¢res années, l’épidémiologie des lymphomes a ¢été marquée par une
augmentation de ’incidence des lymphomes malins non hodgkinien (LNH) qui sont devenus le 7°™
cancer en terme de fréquence. Cette augmentation, qui amorce un fléchissement, est plus marquée
dans les pays développés méme si elle intéresse I’ensemble du monde”'. Cette augmentation est
hétérogene selon le type de lymphome considéré, intéressant notamment les LNH alors que
I’incidence de la maladie de Hodgkin est restée stable. Au sein du groupe des LNH, ’augmentation a
surtout concerné les lymphomes B diffus a grandes cellules (DLBCL), les lymphomes folliculaires
(FL) et les lymphomes de la zone marginale (MZL). Par comparaison, 1’incidence de la leucémie
lymphoide chronique (LLC) est restée relativement stable, tandis que celle du myélome multiple a

légérement augmenté.

2.2. Formes immatures
Les leucémies aigu€s ou lymphomes lymphoblastiques, qu’ils soient de phénotype T ou B, sont
principalement retrouvés chez ’enfant. 75% de ces hémopathies se développent avant 6 ans. Dans
85% des cas de forme leucémique le phénotype est B tandis que les hémopathies de type T ont plus
volontiers une forme lymphomateuse avec notamment une présentation médiastinale. Il existe une

prédominance masculine dans ce type d’hémopathies immatures.

2.3. Formes matures B
Les néoplasies B matures représentent prés de 90% des hémopathies lymphoides a 1’échelle
mondiale'". Ils représentent approximativement 4% des cas de nouveaux cancers par an. Ils sont plus
fréquemment rencontrés dans les pays développés, en particulier aux Etats-Unis, en Europe de I’Ouest
ou en Australie. Les 2 types histologiques principaux sont, par ordre de fréquence, les DLBCL et le
FL représentant respectivement 37% et 29% des cas de NHL'?. Il existe des disparités géographiques
concernant I’incidence des différents sous-types histologiques de lymphomes B matures. Par exemple,
le FL est plus fréquent aux Etats-Unis et en Europe de I’Ouest alors qu’il est rare en Amérique du Sud,
en Europe de I’Est, en Afrique ou en Asie., A4 contrario, le lymphome de Burkitt (BL) est endémique
en Afrique équatoriale ou il est systématiquement associé a I’infection par le virus Epstein-Barr (EBV)
alors qu’il représente moins de 2% des cas de lymphomes aux Etats-Unis et en Europe de [’Ouest. La
médiane d’age de survenue des lymphomes B est de ’ordre de 60 a 70 ans avec cependant quelques
disparités notamment concernant le lymphome B primitif du médiastin ou le lymphome de Hodgkin

dans sa forme nodulaire sclérosante qui touchent de facon prédominante adolescents et jeunes adultes.
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2.4. Formes matures T
Les lymphomes T et NK matures restent relativement rares, représentant approximativement 12 % de

’ensemble des lymphomes non-hodgkiniens'?.

3. Aspects cliniques

3.1. Circonstances de découverte
Les circonstances de découverte de la majorit¢ des lymphomes malins sont liées soit aux
manifestations du syndrome tumoral, le plus souvent ganglionnaire, soit aux signes généraux associés.
Une adénopathie, définie comme un ganglion de plus de 1 cm de diamétre, qu’elle soit superficielle ou
profonde (médiastinale ou abdominale), est ainsi le mode de découverte le plus fréquent. Cette ou ces
adénopathies sont généralement fermes, indolores, non inflammatoires, et mobiles. La splénomégalie
est également fréquente. Tous les sites anatomiques extra-ganglionnaires peuvent également étre
touchés, notamment la moelle osseuse, la peau, le foie, le tube digestif, les poumons, le systéme
nerveux central, les seins ou les testicules. Parmi les signes généraux, 3 définissent ce qu’on appelle
communément les symptomes B (en référence a la classification d’Ann Arbor qui sera détaillée
ultérieurement) : une fievre > 38 °C pendant plus de 8 jours, a prédominance vespérale ; la présence de
sueurs nocturnes obligeant le patient a se changer ; un amaigrissement supérieur a 10 % du poids
corporel en moins de 6 mois. Un prurit inexpliqué, une altération de I’état général font également

partie des signes généraux qu’il n’est pas rare de retrouver dans la symptomatologie des lymphomes.

3.2. Complications
Les complications liées aux lymphomes sont ¢galement une circonstance de découverte fréquente. Ces
complications sont essentiellement de deux natures, soit mécanique dans le cadre d’un syndrome
compressif lié a la masse tumorale (compression médiastinale avec syndrome cave supérieur,
occlusion digestive ou urinaire voire compression médullaire ou radiculaire au niveau rachidien), soit
systémique dans le cadre, par exemple, d’un syndrome de lyse tumorale (spontané ou apres début de la
chimiothérapie) ou dans le cadre d’un syndrome d’activation macrophagique (le plus souvent associé a

un lymphome T).

3.3. Facteurs pronostiques
Hormis I’age du patient et le type histologique du lymphome, plusieurs parametres tels que le stade
(défini par la classification d’Ann Arbor, voir tableau 1), la présence de signes généraux ou 1’état
général du patient participent a 1’établissement du pronostic de la maladie. Par ailleurs, un certain
nombre de paramétres biologiques tels que le taux de lactate déshydrogénase (LDH), 1’hémoglobine,

le taux de 2-microglobuline ou la présence d’un syndrome inflammatoire biologique (CRP et vitesse
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de sédimentation) sont eux aussi pris en compte par la plupart des scores pronostiques propres a

chaque type de lymphome.

Stade I Atteinte d’une aire ganglionnaire

Stade 11 Atteinte d’au moins 2 aires ganglionnaires situées du méme c6té du diaphragme

Stade ITI Atteinte ganglionnaire de part et d’autre du diaphragme

Stade IV Atteinte viscérale en dehors d’une atteinte par contiguité (moelle, foie, poumon)

A : absence de signes généraux / B : présence de signes généraux

E : atteinte d’un viscere par contiguité d’une atteinte ganglionnaire

X : tumeur volumineuse dite « bulky » : rapport tumeur médiastinale/médiastin > 1/3 ou diamétre > 10cm
S : atteinte splénique

Tableau 1. Classification d’Ann Arbor des lymphomes (version révisée en 1989
dite de Cotswolds)

4. Facteurs de risque et physiopathologie

4.1. Facteurs de risque
De nombreux facteurs de risque ont été décrits comme pouvant étre liés au développement de
lymphomes B ou T (voir figure 1). Parmi ceux-ci, les agents infectieux ne seront pas traités dans ce
paragraphe puisqu’ils constituent le sujet méme de cette thése et seront traités abondamment dans
I’ensemble de celle-ci. Le réle de 'immunodépression, génétique ou thérapeutique, a été clairement
documenté. Les études, pour la plupart menées dans le cadre du consortium international InterLymph,
ont permis d’identifier de nouveaux facteurs de risque et d’en dédouaner d’autres. Le role de I’hérédité
a été confirmé avec une augmentation du risque de prés de 50% chez un apparenté du 1° degré et
notamment au sein de la fratrie'*. Ce role est variable suivant I’entité considérée : plus important pour
les FL et les lymphomes du manteau que pour les lymphomes T. Le role de I’inflammation a été
démontré avec un risque accru associé a certains polymorphismes du TNF ou de I’'[L-10 dans les
DLBCL, du récepteur toll-like (TLR) 2 dans le FL et du TLR4 dans le MZL de type MALT (pour
mucosa-associated lymphoid tissue). Les roles de NF-xB, de génes impliqués dans les mécanismes de
réparation de ’ADN et du stress oxydatif sont probablement majeurs mais restent pour 1’heure mal
déterminés. Des facteurs individuels comme [’obésité ont été identifiés, ainsi qu’une alimentation
riche en viande, en graisse ou en produits laitiers ont été évoqués. La consommation de légumes et de
poissons aurait un effet protecteur tout comme celle d’aliments contenant des flavonoides'® (retrouvés
dans une grande variété d’aliments tels que le céleri, le jus d’orange, le raisin, les mdres, les capres, le

1617 celle des

raisin, le thé ou le cacao). La responsabilité de 1’exposition a la dioxine a ét¢ identifiée
pesticides est supposée'®. Les roles du tabac ou de I’alcool, des nitrates, des statines, des anti-
inflammatoires stéroidiens ou non-stéroidiens voire des anticonvulsivants n’ont pas été retenus.
Certaines teintures de cheveux ont clairement été incriminées dans le développement de LNH dans les

années 1980 avant leur retrait du marché. Le role protecteur de 1’exposition solaire, notamment aux
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ultra-violets'?, a été confirmé. Le risque associé aux maladies auto-immunes sera traité dans un

chapitre a part enticre.

Lymphomi’

il | Héredite

Figure 1. La lymphomagénése au cours des infections chroniques, un modele
complexe multifactoriel. La stimulation antigénique chronique dans le processus de
transformation n’est vraisemblablement qu’une des composantes de ce modele.

4.2. Physiopathologie
Comme nous ’avons vu précédemment, environ 90% des lymphomes sont de phénotype B et moins
de 10% de phénotype T. Cela peut paraitre paradoxal étant données les fréquences comparables de
lymphocytes B et T chez I’individu. Néanmoins, comme nous allons le voir, le développement
lymphocytaire B expose ce dernier a un nombre d’étapes a risque de transformation oncogénique
largement supérieur a celui du lymphocyte T. Que ce soit dans la lymphomagénése B ou T, les
anomalies cytogénétiques occupent une place prépondérante, notamment les translocations
chromosomiques. Néanmoins, il apparait aujourd’hui clairement que les lymphomes ne sont pas des
pathologies tumorales autonomes comme en témoigne la dépendance fréquente au

microenvironnement tumoral, au contexte cytokinique ou a la signalisation du BCR ou du TCR.

16



4.2.1. Lymphomagénése B

Les différents stades du développement lymphocytaire B sont caractérisés par certaines modifications
au niveau des genes du BCR tout comme par ’acquisition de marqueurs phénotypiques particuliers.
L’ensemble de ces étapes de développement se déroule par ailleurs dans des organes ou des structures
histologiques distinctes. La constatation que la plupart des lymphomes B semblent conserver les
marqueurs particuliers correspondant au stade de développement ou s’est produite la transformation
est a la base de la nomenclature OMS?***. Les études d’expression pan-génomique ont également
largement contribu¢ a la définition de la contrepartie cellulaire normale.

La plupart des lymphomes B dérivent de cellules du centre germinatif ou post-centre germinatif.
Ainsi, le lymphome folliculaire ou le lymphome de Burkitt de méme que certains type de lymphomes
B diffus a grandes cellules (dit de type GCB pour germinal-center like B-cell) semblent clairement
naitre d’une transformation lors de la réaction du centre germinatif’*. La LLC, qu’elle soit de
phénotype muté ou non muté, semble correspondre a une cellule B & mémoire (donc post-centre
germinatif). Nous reparlerons en détails de la LLC dans la 2°™ partie de cette introduction
bibliographique®. Pour certains types de lymphomes tels que les lymphomes B diffus a grandes
cellules de type ABC (pour activated B-cell étant donné la ressemblance en terme de profil
d’expression génique avec des cellules B activées in vitro) ou les lymphomes de Hodgkin, la
contrepartie cellulaire normale exacte apparait moins évidente a identifier et pourrait signifier une
dérive phénotypique associée au processus de transformation tumorale®.

La réponse d’un lymphocyte B ou T a un antigéne donné passe par la reconnaissance de ce dernier par
le BCR ou le TCR de ce méme lymphocyte. Chaque lymphocyte porte un récepteur B ou T distinct
formé de la combinaison de segments V, D et J (pour la chaine lourde du BCR ou la chaine 5 du TCR)
et de segments V et J (pour la chaine 1égeére du BCR ou la chaine a du TCR). Outre de la diversité
combinatoire générée par les différents réarrangements V(D)J, la maturation d’affinit¢ (SHM pour
somatic hypermutation) exclusivement observée pour le BCR, la taille du répertoire potentiel pour les
lymphocytes B est augmentée par un mécanisme d’hypermutations somatiques (SHM) médié par la
protéine AID (activation-induced cytidine deaminase) au niveau du centre germinatif. AID est
également responsable de la commutation de classe (CSR ou class-switch recombination) permettant
de générer des isotypes d’immunoglobuline autres que IgM (IgA, IgG ou IgE et leurs sous-classes).
Néanmoins, il est actuellement supposé que cette protéine AID, au-dela de son rdle physiologique
dans la maturation du lymphocyte B, occupe une place centrale dans la lymphomagénese B en
introduisant des mutations ponctuelles au hasard (mais ciblées toutefois sur certaines séquences
nucléotidiques qualifiées de « hotspots ») dans certains proto-oncogénes ou geénes suppresseurs de
tumeur voire en générant certaines translocations chromosomiques (figure 2). L’expression de cette
protéine AID lors de la réaction du centre germinatif serait a la base de la surincidence observée de

lymphomes B par rapport aux lymphomes T.
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Ainsi, les processus oncogéniques a l’origine de la lymphomagénese B commencent a étre assez
clairement identifiés. Notamment, les translocations impliquant le locus d’un des genes des

immunoglobulines et un pro-oncogéne sont trés fréquemment retrouvées?’

. Trois groupes de
translocations de ce type peuvent étre identifiés. Le premier, telle que la translocation BCL2-IGH
retrouvée dans le lymphome folliculaire, porte les stigmates de la recombinaison V(D)J médiée par les
recombinases de la famille RAG survenant a un stade précoce du développement lymphocytaire B
dans la moelle osseuse (perte de nucléotides a la fin des segments Ju ou Dy et addition de nucléotides
différant de la séquence germinale)*>’. Dans le 2™ groupe de translocation impliquant les génes des
Igs, la cassure se situe en amont ou en aval de segments V(D)J réarrangés et la région variable porte
des stigmates de mutations somatiques, preuve que la translocation a lieu lors de la réaction du centre
germinatif via I’action de AID?*'*% Le 3°™ groupe de translocations se situe au niveau de la région
constante de la chaine lourde des Igs indiquant qu’elles surviennent durant la commutation isotypique
ou commutation de classe (CSR) toujours sous 1’action de AID.

Hormis les translocations, AID est responsable de mutations somatiques au niveau de certains pro-
oncogenes par un mécanisme « by-stander » encore mal compris. Ainsi, des mutations dans les geénes

BCL6, PIMI, PAXS5, FAS ou MYC ont été clairement identifiées dans les lymphomes B diffus a

grandes cellules™.
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Figure 2. Mécanisme d’action de I’enzyme AID dans I’hypermutation somatique et
la commutation isotypique au cours du développement lymphocytaire B (d ‘aprés
Nussenzweig et al. Nature 2004).

La survie des lymphocytes B matures est dépendante d’une signalisation par la voie du BCR,
I’ablation conditionnelle de ce dernier ou I’inactivation de sa voie de signalisation dans des modeles
murins conduisant a une apoptose rapide de cette population’***. La question de savoir s’il s’agit d’une
signalisation constitutive autonome ou d’une interaction de faible affinité avec certains antigénes reste
débattue. De la méme facon, il est actuellement démontré que la plupart des lymphomes B matures
sont dépendants d’une signalisation par la voie du BCR pour leur survie. Ainsi, la plupart des
lymphomes B expriment un BCR de surface, bien que I’expression puisse étre relativement faible, et il
existe des indices clairs en faveur d’une pression de sélection sur la fonctionnalit¢ méme de ce
BCR**". En effet, a quelques exceptions prés®®, les translocations impliquant le locus des Igs
surviennent exclusivement sur 1’alléle non-productif (ne perturbant ainsi pas I’expression du BCR)
alors que les remaniements génétiques intervenant lors de la recombinaison V(D)J, le SHM et la CSR
s’operent sur les deux alléles du locus Ig. D’autres preuves indirectes existent telles que 1’absence de
diminution ou de perte d’expression du BCR comme mécanisme d’échappement lors d’un traitement

par anticorps anti-idiotypique”. De la méme facon, alors que 10% des mutations somatiques
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introduites lors du processus de SHM devraient conduire a une perte d’expression du BCR dans un
processus purement aléatoire —mutations non-sens, délétions ou duplications avec déplacement du
cadre de lecture, ou encore remplacements empéchant I’appariement chaine l1égére/chaine lourde-, ce
genre de phénomene n’est quasiment jamais observé dans les lymphomes dits de type centre
germinatif ou post-centre germinatif (folliculaire, Burkitt ou MALT notamment)*’. Les rares cas de
lymphomes n’exprimant pas un BCR de surface tels que la plupart des lymphomes de Hodgkin, le
lymphome des séreuses, le lymphome du transplanté ou le lymphome B primitif du médiastin ont
probablement acquis des moyens de contourner la nécessité de cette signalisation directe par le BCR*"
. Notamment, un certain nombre de ces lymphomes sont associés a I'EBV et il a été démontré que la
protéine LMP2A pouvait se substituer a un engagement direct du BCR (notamment par des motifs
ITAM similaires aux protéines CD79a et CD79b)*. Les antigénes potentiellement impliqués dans
I’engagement du BCR des différents types de lymphomes évoqués précédemment ainsi que leur role
potentiel dans le processus de transformation, la survie et la prolifération du clone tumoral seront

largement détaillés dans la partie suivante de ce manuscrit.

4.2.2. Lymphomagénése T

Contrairement aux lymphomes B, les mécanismes de la lymphomagénéese T restent mal identifiés. La
classification des lymphomes T reste erratique comme en témoigne 1’entité majoritaire qualifiée de
PTCL-NOS pour peripheral T-cell lymphoma-non otherwise specified®’, reflétant bien le manque de
réels critéres distinctifs permettant d’appréhender finement cette maladie rare et agressive. A
I’exception des réarrangements impliquant le géne ALK dans certains lymphomes anaplasiques et la
t(5;9) juxtaposant ITK et SYK dans certains PTCL-NOS —essentiellement de morphologie particuliére
dite folliculaire- (dont nous reparlerons dans la 2°™ partie de ce travail a propos des modéles murins
de lymphomagénese), il n’existe pas de translocation récurrente permettant d’aider au démembrement
de ces lymphomes T**. Jusqu’a présent, ces lymphomes ont donc été principalement regroupés
d’aprés leur présentation clinique et la topographie anatomique de I’envahissement tumoral (nodal,
extra-nodal, cutané, localisé, disséminé...).

Alors que les translocations impliquant les génes des immunoglobulines sont habituelles dans les
lymphomes B matures (t(14;18) du lymphome folliculaire, t(8;14) du Burkitt ou t(11;14) du
lymphome du manteau par exemple), les translocations impliquant les génes du TCR sont 1’apanage
des formes immatures (leucémie aigué€ lymphoblastique T) et de la leucémie pro-lymphocytaire
(mettant en contact le promoteur du gene a du TCR en 14qll et les oncogenes TCLI en 14q32 ou

4930 Certaines

MTCPI en Xq28) alors qu’elles sont exceptionnelles dans les formes matures
translocations impliquant des génes du TCR et d’autres oncogenes tels que PVRL2 ou IRF4/MUM1
ont été décrites dans de rares cas de PTCL-NOS®',

Tout comme pour les lymphomes B mais dans une moindre mesure, 1’utilisation de profils

d’expression génique a permis d’appréhender la contrepartie cellulaire normale dont semble dériver
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certains lymphomes T. Comme évoqué précédemment, c’est notamment le cas pour le lymphome
angio-immunoblastique (AITL) dont la correspondance avec des cellules Try a été clairement
établie’>®. Par ailleurs, ces analyses ont montré que certains lymphomes T de type PTCL-NOS se
rapprochaient nettement d’une signature de type AITL, suggérant que cette dernicre entité pourrait
s’avérer plus étendue qu’initialement supposé. Ces données ont été appuyées par la démonstration
récente de mutations récurrentes de TET2 a la fois dans les AITL et dans un sous-groupe de PTCL-
NOS exprimant certains marqueurs communément retrouvés dans les Try (PD-1, BCL6 et/ou
CXCL13) ou présentant certaines caractéristiques des AITL (2 parmi les suivantes: grands
lymphocytes B CD20", cellules EBER", expansions de cellules dendritiques folliculaires CD21 et/ou
CD23, expression du CD10)*. Une stricte correspondance entre stade de développement ou type
cellulaire d’origine de la cellule tumorale n’a pas été¢ mise en évidence a ce jour pour d’autre type de

lymphomes T que les AITL.
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B. Infection chronique et lymphomagénése

1. Différents mécanismes de transformation

Les études épidémiologiques établissant un lien entre infection et lymphomagénése publiées au cours
des 2 dernicres décennies sont nombreuses. Néanmoins, les mécanismes biologiques sous-jacents qui
menent au processus de transformation dans un contexte infectieux sont encore aujourd’hui mal
compris. De fagon générale, les liens entre infections a Helicobacter pylori et lymphome gastrique de
type MALT, a EBV et syndrome lymphoprolifératif notamment chez le transplanté, a herpés virus 8
(HHV-8) et lymphome des séreuses, ou encore entre infection au virus T lymphotropique humain
(HTLV-1) et la leucémie T aigué de I’adulte (ATL) ont été démontrés. A 1’heure actuelle, il n’existe
cependant pas, dans la plupart des cas, de modele physiopathologique clair permettant de comprendre
I’ensemble des étapes de transformation aboutissant aux lymphomes. De fagon schématique, il semble
qu’il existe 2 types de transformation distincts (figure 3). D’un c6té, un mécanisme de transformation
qualifié¢ d’« indirect » (dont I’infection a Helicobacter pylori et le lymphome gastrique de type MALT
constitue I’archétype), et de ’autre c6té, un mécanisme de transformation qualifi¢ de « direct » (dont
les lymphomes associés a I’EBV, HHV-8 ou HTLV-1 semblent caractéristiques)®. Certains auteurs
parlent d’un 3° type d’association dans le cadre des lymphomes associés au virus de
I’immunodéficience humaine. Ce type de mécanisme faisant intervenir une diminution de la veille
immunitaire antitumorale (mais également une lymphoprolifération a EBV dans la majorité des cas)
ne sera pas abordé dans le cadre de ce travail.

Dans les néoplasies de type B, Dl’analyse du récepteur des cellules B permet d’apporter des
informations a la fois sur le plan ontogénétique mais aussi sur le plan de I’implication éventuelle d’un
antigéne dans le processus de transformation. En particulier, 1’existence d’un biais du répertoire au
niveau de la chaine lourde des immunoglobulines est généralement considérée comme la preuve qu’un
nombre limité d’antigénes, de superantigénes ou de ces 2 entités est impliqué dans la
lymphomagénése*>*. Par ailleurs, I’existence d”hypermutations somatiques dans un certain nombre de
lymphomes B, souvent caractéristiques d’un récepteur qui a subi une pression de sélection par
I’antigene, rend 1’hypothése du réle d’une stimulation antigénique a un moment donné du processus de
transformation plus que probable’®’. Pour la leucémie lymphoide chronique, I’homologie structurelle
du site de liaison a I’antigene entre différents BCR non-apparentés (on parle alors de stéréotypie de ces

BCR) rend cette hypothése encore plus crédible™.
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Figure 3. Mécanismes schématiques de lymphomagénése associés a une infection
(d’aprés Suarez et al.”’).

1.1. Transformation « directe »

Le virus EBV est un exemple majeur de virus transformant impliqué dans la survenue de plusieurs
sous-types histologiques de lymphomes. Ce virus est habituellement contracté dans la petite enfance
dans la plupart des pays en voie de développement. Dans les pays développés, la primo-infection a
lieu le plus souvent lors de I’adolescence et est responsable de la mononucléose infectieuse. A la suite
de cette primo-infection, le virus persiste a 1’état latent au niveau de certains lymphocytes B
mémoires. La capacité de transformation du virus Epstein-Barr in vifro est clairement établie.
Plusieurs protéines du virus peuvent étre exprimées dans les lymphocytes infectés mais, parmi celles-
ci, la protéine LMP-1 (pour latent membrane protein-1) semble la plus importante dans le processus de
transformation. Chez le sujet immunocompétent, I’intégrit¢é de I'immunité cellulaire T prévient
I’émergence de clones B transformés par ’EBV.

L’association systématique de I’EBV a la forme endémique du lymphome de Burkitt en Afrique sub-
saharienne en a fait I’'un des modé¢les de transformation directe privilégié. Ce type de lymphome, dont
la présentation clinique typique chez le jeune enfant est la présence de masses extra-nodales

rapidement progressives, est caractérisé de facon systématique par une translocation t(8;14) mettant le
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géne C-MYC sous controle du promoteur de la chaine lourde des immunoglobulines. EBV est
¢galement largement impliquées dans la survenue des lymphomes en contexte d’immunosuppression,
qu’elle soit acquise ou innée. Chez le transplanté d’organe, I’immunosuppression thérapeutique anti-
rejet peut étre responsable d’une perte de controle de l'infection a EBV. Ultérieurement, le
développement d’une lymphoprolifération n’est pas rare, allant d’une simple hyperplasie lymphoide a
un véritable lymphome non-hodgkinien lors d’un stade plus tardif. L’expression d’un large panel de
protéines de ’EBV, dont la protéine LMP-1, est fréquemment retrouvée dans les lymphomes du
transplanté associés a ce virus. Ce méme virus est également retrouvé dans un autre type de lymphome
non-hodgkinien appelé lymphome NK/T nasal.

Deux autres virus transformant que son le virus HHV-8 et le virus HTLV-1 entrent dans le cadre de ce
mécanisme de transformation directe. HHVS8, agent responsable du sarcome de Kaposi, appartient,
tout comme le virus EBV, a la famille des herpeés virus. Il est également retrouvé dans tous les cas de
lymphomes des séreuses. Il est également li¢ a la maladie multicentrique de Castelman et aux
lymphomes plasmablastiques associés a cette derniére. Le virus HTLV-1 est, quant a lui, responsable

de la leucémie aigué T de 1’adulte.

1.2. Transformation « indirecte »
Le modele de transformation directe a donc été initialement évoqué au début des années 1960 par les
travaux de Epstein avec la mise en évidence d’un nouveau type d’herpés virus dans des suspensions de
lignées cellulaires issues de biopsies de lymphomes de Burkitt endémiques™. Plus récemment, une
autre théorie est venue faire le lien entre infection chronique, notamment bactérienne, et
développement de certains types de lymphomes. Dans cette hypothése, la persistance d’un agent
bactérien de facon chronique au niveau de certains tissus est supposée favoriser 1’émergence d’un
clone lymphocytaire tumoral par stimulation chronique sans transformation directe. Il existe en effet
au cours de tout processus prolifératif la survenue potentielle d’erreurs réplicatives usuellement
prévenues par le systtme de réparation cellulaire. Comme nous 1’avons précisé¢ précédemment, le
développement et la maturation post-stimulation antigénique des lymphocytes B présentent
probablement un risque intrinséque accru de survenue d’événements oncogéniques via le potentiel
mutationnel de la protéine AID. L’un des modéles les mieux établis a [’heure actuelle pour ce type de
transformation directe est le lymphome du MALT gastrique associé a I’infection par Helicobacter
pylori. Néanmoins, il est important de garder en mémoire que les premiéres hypothéses concernant le
lien potentiel entre infections et lymphomagénése par stimulation chronique datent du milieu des
années 70. A cette période, les premiers cas de régression de la maladie des chaines lourdes alpha ou
IPSID (pour immunoproliferative small intestine disease®*®* dont nous reparlerons plus loin) sous
antibiotiques a large spectre® (donnés initialement pour tenter de controler la symptomatologie

diarrhéique) sont en effet observés.
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2. Le lymphome du MALT gastrique associé a H. pylori ou ’archétype du

modeéle de transformation indirecte

La dénomination de lymphome dit du MALT est venue de I’examen simultané de 2 cas de lymphomes
B de bas grade par Isaacson et Wright®, I’un correspondant a un IPSID et ’autre a ce qui allait
devenir un lymphome B du MALT gastrique. La ressemblance frappante entre ces 2 types de
lymphomes et la structure histologique des plaques de Peyer ont conduit les 2 anatomopathologistes a
supputer 1’origine commune de ce type de lymphomes. Par la suite, la cartographie exacte de ces
lymphomes du MALT a été précisée avec 70% des cas concernant une localisation gastrique, 14% une
localisation pulmonaire, 12% les annexes oculaires (conjonctive et glandes lacrymales), 4% la
thyroide et 1% I’intestin gréle (dont I’IPSID)®. Etant donnée la surreprésentation des localisations
gastriques, il n’est pas étonnant que I’ensemble des avancées physiopathologiques aient été réalisées a
partir de ce modele.

La démonstration précise du lien de causalité en pathologie humaine n’est jamais chose aisée. En
épidémiologie, les critéres de Austin Bradford Hill établis en 1965 sont encore aujourd’hui de rigueur
dans la démonstration des liens de causalité entre un agent et une pathologie®. Ils sont au nombre de
neufs, sans critére dont la présence est sine qua non, et leurs importances respectives sont relatives a la
pathologie considérée. Ils sont résumés dans le tableau 2, et I’on peut noter dans le cas de la
lymphomagénése associée aux infections chroniques I’importance du critere d’association, de la
cohérence externe, de la plausibilité biologique et des preuves expérimentales. Le lymphome du
MALT gastrique associé a Helicobacter pylori est aujourd’hui 1’archétype de la pathologie dans

laquelle la quasi totalité des critéres de causalité a été démontrée.

Force de I’association Niveau de I’association
Importance de la différence

Cohérence Externe : reproductibilité entre travaux, équipes, populations
Interne : protocole, gestion des biais

Temps L’exposition préceéde la cause

Relation dose-effet -
Preuves expérimentales -
Spécificité de I’association -

Cohérence biologique Histoire naturelle de la maladie, physiopathologie
Plausibilité biologique En regard des connaissances actuelles
Analogie Par rapport a d’autres pathologies

Tableau 2. Critéres de Austin Bradford Hill (d aprés Hill?).

2.1. Données épidémiologiques
En 1991, Wotherspoon et al. publient la 1 étude pivot dans le Lancet en montrant la présence du
pathogéne H. pylori dans la quasi-totalit¢ des cas de lymphomes B du MALT gastrique (101/110
patients exactement)’’. Rappelons que dans la population générale, du moins dans les pays

développés, la prévalence de ’infection a H. pylori au niveau gastrique est de 1’ordre de 50 a 60 %
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environ qui sont & comparer aux 92 % observés dans cette cohorte. Dans le méme papier, les auteurs
montrent que chez 125 patients sur 450 présentant des 1ésions de gastrite a H. pylori sans lymphome
franc, des structures lymphoides secondaires, similaires a un tissu de type MALT au niveau des
plaques de Peyer, étaient retrouvées. Non seulement cette étude princeps posait les bases de
I’association épidémiologique entre H. pylori et les lymphomes du MALT gastriques mais elle
permettait également de caractériser les probables Iésions pré-néoplasiques que sont les Iésions
lympho-épithéliales (LEL). D’autres études sont venues corroborer ces données d’un point de vue
¢épidémiologique. Notamment, 1’association géographique entre prévalence de I’infection a H. pylori et
incidence de lymphome gastrique a clairement été soulignée®, en particulier dans certaines régions
d’Italie. Enfin, une autre étude centrale, publié¢e dans le New England Journal of Medicine en 1994, est
venue confirmer de fagon définitive 1’association entre 1’infection a H. pylori. et le lymphome du
MALT gastrique®. Dans cette étude cas-témoins, une base de plus de 230 000 sérums collectés
prospectivement a été rétrospectivement exploitée par les auteurs. Ces derniers ont en effet analysé la
présence d’anticorps IgG anti-H. pylori par ELISA chez 33 patients ayant développé ultérieurement un
lymphome du MALT gastrique de méme que chez 132 contrdles sains (matching 1:4 apparié sur 1’age,
le sexe et la date de collection du sérum) et 31 patients ayant développé ultérieurement un lymphome
non-hodgkinien de localisation non-gastrique. Confirmant les données des ¢études précédentes, le
risque de développer un lymphome du MALT gastrique était significativement plus élevé chez les
patients dont la sérologie anti-H. pylori était positive que chez les sujets controles (Odds ratio=6.3,
95% CI=2.0-19.9). Aucune association n’était en revanche retrouvée entre infection a H. pylori et
lymphomes non-hodgkiniens de localisation non-gastrique. Avec une médiane de délai de 14 ans entre
la date de collection du sérum et le développement d’un lymphome du MALT gastrique, cette étude
introduisait pour la 1°° fois de fagon univoque le critére de temporalité nécessaire a 1’établissement

d’un lien de causalité.

2.2. Données thérapeutiques
Pierre angulaire dans la démonstration du lien de causalité entre infection et lymphomagénése, les
premiers travaux démontrant la régression de la pathologie tumorale apres éradication du pathogene
ont été publiés en 1993 par I’équipe du professeur Isaacson’’. Dans cette étude clé publiée dans le
Lancet, les auteurs montrent la réponse compléte sur les plans endoscopique, histologique et
moléculaire associée a 1’éradication d’H. pylori. Une multitude de travaux ultérieurs portant sur plus
de 500 cas ont montré qu’un succes avoisinant les 75% peut étre espéré d’une telle démarche
thérapeutique’"’2. Malgré la persistance dans prés de 50 % des cas du clone tumoral documentée par
biologie moléculaire, la rechute de la pathologie lymphomateuse est loin d’étre la régle bien qu’elle

existe”>7>.,
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2.3. Données physiopathologiques
2.3.1. Role de la composante lymphocytaire T
Les premiéres données physiopathologiques datent, elles aussi, du début des années 90. A cette
époque, la méme équipe que celle qui a mis en évidence le lien épidémiologique entre H. pylori et
lymphome du MALT gastrique démontre comment ’ensemble des cellules B tumorales meurent
spontanément en culture dans un délai de ’ordre de 5 jours’®. L’adjonction d’H. pylori inactivé a la
chaleur a la culture permet a la fois la survie mais également la prolifération et I’activation
(documentée par I’expression du CD25) du clone tumoral. De fagcon notable, cet effet est souche-
spécifique, renforcant 1’idée que la souche infectant le patient est bien celle responsable du mécanisme
de lymphomagénése et non une réactivité fortuite secondaire. Par ailleurs, les auteurs montrent que la
prolifération du clone tumoral et la sécrétion d’IL-2 dans les cultures sont largement diminuées
lorsque le contingent T est déplété, soulignant pour la 19¢ fois le caractére T-dépendant de la
prolifération clonale lymphocytaire B. De facon singuliere, les lymphocytes T du patient mais issus
d’un autre organe que 1’estomac sont incapables de pourvoir a 1’aide nécessaire a la prolifération du
clone B. De fagon similaire, aucune prolifération ou activation n’est en revanche détectée lorsque des
cellules de lymphomes B de localisation nodale sont mises en présence du pathogéne. Des études
postérieures ont montré que ’interaction CD40-CD40L est fondamentale dans le role joué par les
lymphocytes T pour la prolifération du clone tumoral’”’. Ces données permettent de comprendre la
faible propension de ce type de lymphome a disséminer a distance de la localisation d’origine, tout du

moins lorsque le clone reste dépendant de la présence du pathogene au niveau gastrique.

2.3.2. Spécificité antigénique de la composante lymphocytaire T
La plupart des lymphocytes T infiltrant les 1ésions de lymphome du MALT gastrique sont CD4" tandis
qu’une minorité de T CD8" intra-tumoraux sont observés. Alors qu’aucun clone T CD8" généré par
dilution limite in vitro n’est capable de répondre a un lysat total de H. pylori, entre 2 et 36% des
clones T CD4" générés a partir de biopsies de patients atteints soit d’ulcére peptique, soit de gastrite,
soit de lymphome du MALT H. pylori positifs, proliférent en réponse a un lysat total ou a des
protéines purifiées telles que CagA, VacA, 'uréase ou certaines HSP du pathogéne. La spécificité
antigénique est majoritairement dirigée contre la protéine CagA au stade d’ulcere peptique (50% des
clones CD4"), contre I’uréase au stade de gastrite chronique (25% des clones) alors que la spécificité
antigénique au stade de lymphome semble mal déterminée (réponse essentiellement au lysat total de

H. pylori) reflétant une réponse possible a un antigeéne pour I’instant indéterminé.

2.3.3. Polarisation et fonctionnalité de la composante lymphocytaire T
Alors qu’au stades initiaux de la pathologie digestive liée a H. pylori, notamment au stade d’ulcére
peptique, il existe une trés nette polarisation Thl, la réponse de ces clones T CD4" au stade de

lymphome du MALT semble variable et les données de la littérature sont contradictoires. Une réponse

27



de type ThO mixte avec IFN-y, IL-4 et IL-5 sécrétés de fagcon équilibrée dans certaines études’ ou la
persistance d’un profil Thl dans d’autres’’ ou encore plus récemment la mise en évidence d’un profil

Th2 majoritaire®™*'

ont été décrites. Il existe par ailleurs des altérations fonctionnelles de ces
populations T infiltrant les 1ésions lymphomateuses. D’un coté, I’aide fournie par ces lymphocytes T a
des lymphocytes B autologues sanguins purifiés (évaluée par incorporation de thymidine tritiée a J4)
est majorée comparativement a une expérience menée avec des lymphocytes T dans les stades initiaux
non tumoraux de la pathologie a H. pylori ou par les lymphocytes T sanguins circulants non intra-
tumoraux des patients. D’un autre coté, les capacités cytotoxiques évaluées par la lyse de lymphocytes
B autologues EBV-transformés et chargés par un lysat de H. pylori est largement diminuée. Sont

notamment observées une faible capacité a induire une apoptose Fas-FasL médiée de méme qu’une

défaillance des capacités cytotoxiques perforine-médiées’®.

2.3.4. Spécificité antigénique du clone tumoral lymphocytaire B
La présence d’hypermutations somatiques (on parle de clone « muté » lorsque le degré d’homologie
induit par ces mutations somatiques par rapport a la séquence « germinale » est inférieur a 98%,
polymorphismes exclus) au sein du locus du gene des chaines lourdes des immunoglobulines de méme
que la présence d’une évolution intra-clonale sont des arguments forts en faveur du role de la
stimulation antigénique par H. Pylori dans le processus de lymphomagénéese. Les travaux portant sur
I’¢tude de la présence d’hypermutations somatiques dans les lymphomes du MALT gastrique

indiquent que la plupart des clones tumoraux sont mutés®*®}

. Toutefois, alors que la spécificité
antigénique et le role des lymphocytes T dans la prolifération des lymphocytes B tumoraux sont
relativement bien établis, la spécificité antigéniques du BCR du clone B lymphomateux restent plus
difficiles a appréhender. En effet, de fagon assez particuliere, les différents travaux publiés sont en
faveur d’une polyréactivité de ce BCR, reconnaissant a la fois des antigénes de H. pylori mais aussi un

8485 Une étude récente publiée par Craig et al. dans Blood* montre

large panel d’autoantigeénes
notamment comment I’immunoglobuline du clone tumoral exprimée de fagon recombinante (IgG
recombinante obtenue a partir du clonage et du séquencage de I'I[gM de surface portée par le
lymphocyte B tumoral apres transfection dans des cellules 293T) fixe avec une affinité intermédiaire a
la fois des antigénes du soi et des antigénes exogenes, notamment des lysats de H. pylori totaux, des
immunoglobulines G (facteur rhumatoide), I’ADN ou encore un broyat gastrique. Par ailleurs, il existe
un biais de répertoire avec 'utilisation dans 4 cas sur 7 de lymphomes du MALT gastrique d’une
région variable de la chaine lourde des immunoglobulines Vi 1-69*01. A noter également une région
CDR3 particuliére, notamment plus longue que la normale (15,3 acides aminés contre 12,7 acides
aminés de moyenne). Cinq cas sur 7 analysés présentaient des hypermutations somatiques au niveau
du locus Vu. Trois cas sur 7 présentaient des signes d’évolution intra-clonale (accumulation de

mutations séquentielles dérivant d’un clone unique). L’ensemble de ces éléments suggere que non

seulement le clone tumoral a besoin d’une aide par des clones T H. pylori spécifiques mais que la
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contribution d’une stimulation directe via son BCR polyréactif semble essentielle, tout du moins dans
les stades précoces de la maladie. Cependant, la polyréactivité retrouvée dans cette étude reste

débattue comme en témoigne la réponse a cet article faite par Hoogeboom et al.*’

ne retrouvant qu’un
seul cas polyréactif parmi 7 échantillons testés®. L’apparente polyréactivité du BCR tumoral rapportée
par Craig ef al. est en contradiction avec le statut muté de ce méme BCR qui signe normalement
I’acquisition d’une monoréactivité de haute affinité. A noter qu’une autre étude publiée quelques
années auparavant montrait que I’ensemble des Igs recombinantes synthétisées a partir de 7
lymphomes du MALT (60% de localisation gastrique et 40% de localisations autres) ne présentaient

quasiment aucune réactivité¢ vis-a-vis d’un panel de screening de quelque 30000 protéines et 5000

peptides®®.

2.4. Modéle animal

Les premieres données concernant un modéle murin expérimental d’infection chronique a
Helicobacter (souche infectante d’Helicobacter felis ou Helicobacter heilmannii chez la souris
BalB/c) datent de 1995%. A cette époque, Enno ef al. montrent comment jusqu’a 1’age de 19 mois
environ aucun signe d’inflammation ou de Iésions lympho-épithéliales n’est observé chez les animaux
infectés alors qu’a partir de 22 mois, 38 % des animaux infectés développent un tissu lymphoide
correspondant & du MALT tandis qu’aucune modification immuno-histologique n’est observée chez
les animaux du groupe contrdle non infecté. Par ailleurs, de véritables Iésions lympho-épithéliales sont
observées chez 25% des animaux infectés par H. felis ¢évoquant d’un point de vue morphologique le
développement de réels lymphomes du MALT. Plus important encore et preuve que le modele
expérimental semble mimer de facon pertinente la pathologie humaine, 1’éradication par traitement
antibiotique (bismuth + métronidazole + tétracycline per os pendant 14 jours aprés 20 mois
d’infection) de I’infection a H. pylori entraine chez ces souris I’absence de développement ultérieur de
lésions tumorales, au moins d’un point de vue macroscopique’. Alors que 23% (11/48) des animaux
traités par antibiotiques présentaient un lymphome du MALT gastrique 4 mois apres le traitement
antibiotique (24 mois au total), 75% (27/36) des animaux non traités avaient développé un lymphome.
Parmi les animaux atteints, le grade histologique était également significativement plus élevé chez les
animaux non traités par antibiotiques.

La méme équipe a poussé un peu plus loin la démonstration de la correspondance avec la pathologie
humaine en montrant en 2005 qu’une réinfection par le pathogéne aprés réponse complete
histologique entrainait une rechute de la pathologie tumorale. Bien que rare, il est en effet démontré
que la ré-infection chez un sujet porteur de lymphome du MALT gastrique en réponse compléte
histologique est susceptible d’entrainer une rechute dans 1 a 20% des cas suivant les séries, ayant fait
proposer a certains la nécessit¢ d’un traitement antibiotique du conjoint, Iui aussi le plus souvent H.

pylori « positif ».
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Parallélement a I’analyse du BCR dans des lymphomes du MALT gastrique humain, Craig et al. ont
étudié la spécificité antigénique, la région CDR3 et I’évolution intra-clonale du BCR porté a la surface
du clone tumoral dans les lymphomes du modéle murin infecté par H. felis*®. Des résultats similaires a
ceux retrouvé chez I’homme ont été obtenus avec un biais de répertoire Vi (Vul dans 7 cas sur 20 et
Viul4 dans 4 sur 20), un statut mutationnel positif dans 9 cas sur 11 analysés, une région CDR3 plus
longue qu’attendue, une évolution intraclonale dans 6 cas sur 11 et une polyréactivité de 1’idiotype
recombinant. A noter également des signes en faveur d’une sélection négative et/ou positive du clone
(fortement évocatrice d’un processus antigéne-médié) dans 8 cas sur 11. On parle de sélection positive
lorsque le rapport du taux de mutations retrouvées dans les régions CDRs (complementary
determining regions) responsables d’un remplacement nucléotidique (R) sur le taux de mutations
silencieuses (S) est supérieur au rapport théorique attendu dans un processus purement aléatoire (cut-
off a 2,9). On parle de sélection négative lorsque le rapport du taux de mutations retrouvées dans la
région FR (framework region) responsables d’un remplacement nucléotidique (R) sur le taux de
mutation silencieuse (S) est inférieur au rapport théorique attendu dans un processus purement
aléatoire (cut-off a 2,9 également)’”. De facon schématique, cette méthode de détermination
mathématique équivaut biologiquement au fait qu’un processus de maturation antigéne médié va se
traduire par la conservation du clone le plus affin pour I’antigéne (ayant donc « affiné» sa
complémentarité au niveau de la région CDR3 tout en ayant « préservé » au maximum la signalisation
au niveau de la région FR). Cette technique est largement utilisée pour montrer de facon indirecte que

certains lymphomes B semblent reliés a une stimulation antigénique chronique.

Finalement, le lymphome du MALT gastrique dans le contexte de I’infection a H. pylori est clairement
aujourd’hui le lymphome B en contexte de stimulation antigénique le mieux documenté et le seul, a
notre connaissance, dont il existe un modele murin. Il existe néanmoins d’autres lymphomes B dont le
lien avec une infection chronique sans processus de transformation directe semble fort probable, de

type MALT principalement mais non exclusivement.

3. Autres lymphomes B associés a une possible infection chronique

3.1. Lymphomes B et infections a C. jejuni, VHC, B. burgdorferi et chlamydia sp
3.1.1. IPSID et C. jejuni
Alors qu’il est le premier lymphome de type MALT a avoir été décrit et le premier dont 1’association
avec une infection chronique a été supposée (voir 1’efficacité d’un traitement antibiotique probabiliste
évoquée précédemment), le lymphome méditerranéen ou maladie des chaines lourdes o rebaptisé
IPSID (immunoproliferative small intestine disease) est resté longtemps sans pathogéne associé
formel. Il est également le premier lymphome de type MALT ou la restriction de la chaine 1égére puis

la clonalité formelle -documentée a partir de 1’analyse par Southern Blot de la chaine lourde des Ig- a
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été démontrée dés les stades précoces de la maladie™**. Alors que les premiéres tentatives par culture
bactériologique standard n’ont pas permis d’identifier un germe potentiel dans les cas d’IPSID”, des
résultats contradictoires ont par la suite été publiés quant a ’imputabilité d’Helicobacter pylori®®®’. Ce
n’est qu’en 2004 que Marc Lecuit ef al. publient dans le New England Journal of Medicine
I’association entre infection a Campylobacter jejuni et IPSID d’aprés 1’étude d’un cas princeps suivi
de la documentation de 4 cas supplémentaires sur 6 investigués, a 1’aide de techniques
immunohistochimiques (marquage par anticorps monoclononal dirigé contre un antigéne flagellaire du
pathogene) et biomoléculaires (sonde FISH et amplification par PCR spécifiques d’une séquence de
Campylobacter jejuni). Les auteurs confirment la réponse hématologique (disparition de la chaine
lourde a tronquée sérique et du clone tumoral circulant chez le cas princeps) associée a 1’éradication
du pathogeéne par le traitement antibiotique. De fagon intéressante, un case-report mentionnant
I’exacerbation, apres le début de la chimiothérapie dans un cas d’IPSID, d’une diarrhée avec
identification de Campylobacter jejuni a la culture avait déja été rapporté dans la littérature sans que le
lien physiopathologique n’ait été évoqué’™. Par ailleurs, la répartition géographique des cas d’IPSID
semble en accord avec la distribution des cas de portage asymptomatique de C. jejuni puisque 15% des
enfants sont porteurs du pathogene dans les pays en voie de développement contre 0,5% dans les pays
développés. En effet, il existe une incidence plus forte de la pathologie en moyen et extréme Orient
ainsi qu’en Afrique. Néanmoins, hormis ces données d’association épidémiologique et thérapeutique,
les données physiopathologiques concernant la persistance de C. jejuni de fagon asymptomatique chez
I’hote ou concernant la présence de 1ésions pré-néoplasiques sont encore parcellaires. De plus, aucun
modéle murin n’existe, rendant le lien de causalité formelle encore loin d’étre démontré.

Par ailleurs et de fagon tout a fait intrigante, la non fonctionnalité de la chaine lourde tronquée sécrétée
par le clone tumoral plasmocytaire pose la question du role de la stimulation antigénique via une
interaction directe BCR-pathogeéne. Néanmoins, il semble clair qu’il existe une poursuite de la
différenciation B du clone tumoral dont la contrepartie cellulaire originelle serait plutot centro-
germinative et dont la maturation plasmocytaire serait un continuum’. 11 est tout a fait possible qu’une
stimulation initiale par le BCR soit ensuite relayée par un environnement pro-inflammatoire seul. La
perte de la fonctionnalité de la chaine lourde tronquée a par ailleurs été associ¢e a une disparition du
rétro-controle négatif exercé normalement par les IgA totales normales au niveau de la muqueuse
intestinale (comme en témoigne I’augmentation massive de plasmocytes a IgA dans la lamina propria

)100

de souris sIgR™ incapables de produire la forme polymérique sécrétoire SIgA)'®, conférant ainsi un

avantage sélectif au clone tumoral'®’,

3.1.2. Lymphomes B non-hodgkiniens et infection par le virus de [’hépatite C
Au-dela de son role bien établi comme agent responsable de I’hépatite non-A et non-B, il existe
actuellement des arguments solides permettant d’établir un lien entre I’infection au virus de I’hépatite

C (VHC) et le risque de développement d’un lymphome B non-hodgkinien. Cette association entre
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VHC et syndrome lymphoprolifératif a été établie récemment sur la base de données
épidémiologiques, biologiques et cliniques.

Le virus de I’hépatite C fait partie des virus a8 ARN de la famille des Flaviviridae. 11 est de petite taille
(~9600 nucléotides), ne dispose pas d’une reverse-transcriptase et code pour une protéine de grande
taille dont le clivage donne naissance a plusieurs protéines structurales et non structurales
(enzymatiques) virales. Plusieurs études cas-témoins ont clairement rapporté une association entre
I’infection a VHC et le développement de LNH. Deux ¢études américaines majeures (dont 1’une basée
sur le registre NCI-SEER ou National Cancer Institute-Surveillance Epidemiology and End Results) et
une étude européenne (consortium EPILYMPH) ont documenté une augmentation modérée du risque
de LNH chez les patients VHC positifs comparativement aux sujets contrdles (Relative Risk ou RR=2-
3)!9219 Ces données ont été confirmées par une méta-analyse reprenant 15 études cas-témoins et 3
essais prospectifs'®. Enfin, une autre méta-analyse récemment publiée par le consortium InterLymph
(regroupant des pays européens, des centres nord-américains et australiens) a confirmé cette
association (Odds Ratio ou OR=1,78 ; 95% CI=1,40-2,25)'". Une étude japonaise a par ailleurs
montré¢ sur une cohorte de patients VHC positifs suivis sur une période de 15 ans que 2,5% des
patients avaient un risque de développer un LNH'®. De facon tout & fait intéressante, aucun patient
ayant obtenu une PCR VHC négative sous traitement antiviral n’a développé de lymphome contre un
risque similaire entre les patients non traités et ceux dont la PCR est restée positive'®. Tous les sous-
types histologiques ne sont pas représentés de fagon homogene chez les patients VHC positifs. Ce sont
plus particuliérement les lymphomes de la zone marginale (notamment spléniques) (OR=2,47 ; 95%
CI=1,44-4,23), les lymphomes B diffus a grandes cellules (OR=2,24; 95% CI=1,68-2,99) ou les
lymphomes lympho-plasmocytaires (OR=2,57 ; 95% CI=1,14-5,79) dont I’incidence est augmentée
tandis que la fréquence des lymphomes folliculaires (OR=1,02; 95% CI=0,65-1,60) ou des

105,107,108 1 »ass0ciation

lymphomes T ne semble pas différer de celle de la population générale
épidémiologique apparait donc claire méme si une grande variabilit¢ géographique a été relevée.
Notamment, une surincidence dans les pays a forte prévalence est observée et certains facteurs de
susceptibilité (environnementaux, génétiques ?) aujourd’hui inconnus expliquent probablement cette
disparité géographique'®'"’,

Les ¢études interventionnelles ont permis d’asseoir un peu plus le role du virus dans la
physiopathologie des LNH. En particulier, I’étude princeps publiée par Hermine et al. en 2002 a
montré la régression de la pathologie lymphomateuse (lymphome de la zone marginale splénique)
chez 9 patients aprés traitement antiviral par interferon alfa-2b associé ou non a un traitement par
ribavirine'''. En revanche, aucun des 6 patients présentant un lymphome de la zone marginale
splénique VHC négatif n’a pu obtenir de réponse clinique sous traitement par interferon. Une autre
série de 18 patients publiée par le méme groupe en 2005 a confirmé les résultats précédents''?. 11 est
intéressant de noter dans cette étude I’existence d’une corrélation entre la qualité de la réponse virale

et la qualité de la réponse clinique ainsi que la rechute de la pathologie tumorale chez un patient en
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rechute virologique. Deux autres séries, 1’une publiée par I’équipe de 1’hopital Cochin, 1’autre par une

équipe italienne, ont montré des résultats superposables''*'!* (tableau 3).
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D’un point de vue physiopathologique, plusieurs mécanismes ont été avancés pour expliquer
I’association entre la pathologie virale et la pathologie tumorale. Peu de crédit a pour I’instant été
accord¢ aux hypotheses de transformation directe méme si, in vitro et in vivo, la capacité du virus a
infecter directement les lymphocytes B a été démontrée. Ainsi, plusieurs études ont montré que, d’une
part, le CD81 est un récepteur porté a la surface du lymphocyte B permettant ’entrée du virus dans la

116 et que, d’autre part, I’infection de lignée cellulaire B par le virus était susceptible

cellule in vitro
d’entrainer des mutations somatiques au niveau de genes suppresseurs de tumeur ou d’oncogenes tels
que TRPS53, BCL6 ou le géne codant pour la B-caténine (figure 4)''7!''®, L’expression des protéines
virales C (core protéine) ou NS3 (non-structural protein 3) sont associées a 1’induction de NOS (nitric
oxide synthase) potentiellement responsable de ces mutations''’. Plusieurs anomalies
chromosomiques, notamment une polyploidie, ont été retrouvées dans les PBMC de patients VHC
positifs de méme que dans les splénocytes de souris transgéniques exprimant constitutivement la
protéine C (core) du virus''®. Dés lors, il a été avancé que l’infection par le virus pourrait étre
responsable d’un défaut dans le contrdle du cycle cellulaire. In vivo, I’identification d’'un ARN
complémentaire négatif au brin d’ARN positif du virus est un intermédiaire permettant d’identifier une
réplication active du virus au sein d’un sous-type cellulaire particulier. A I’aide d’une méthode
sensible et spécifique, Sansonno et a/. ont démontré la présence d’une réplication active au sein des
PBMC de certains patients VHC positifs, et notamment dans 50% des patients présentant une
cryoglobulinémie mixte de type II, c’est-a-dire 1’existence d’un composant monoclonal IgM ayant une
activité¢ de type facteur rhumatoide (IgM anti-IgG), associée ou non a une vascularite cliniquement
parlante'®. En revanche, aucun des patients sans cryoglobulinémie mixte ne présentait de réplication
active du virus. Par ailleurs, une réplication virale n’a jamais ét¢ mise en évidence au niveau des
cellules lymphomateuses (hormis un cas rapporté dans la littérature'?") chez des patients VHC positifs.
En définitive, méme si la capacité d’infecter des lymphocytes B in vitro et in vivo semble établie, le
role physiopathologique d’une telle infection dans la lymphomagénese reste largement remis en

question.

ps3
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Figure 4. Mode¢le de transformation directe par le virus de I’hépatite C via son
entrée intracellulaire par interaction CD81-E2 (Suarez et al.'?).
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Au contraire, I’hypothése d’une transformation par un mécanisme indirect résultant d’une stimulation
chronique de lymphocytes B matures est soutenue par de nombreuses études. A cet égard, un modele
multi-étapes a été proposé ou la survenue d’une cryoglobulinémie mixte de type Il pourrait étre
considérée comme un stade pré-lymphomateux. L’association cryoglobulinémie mixte et hépatite C
est clairement établie puisque 50 a 90% des patients atteints de cette pathologie sont VHC positifs.
Inversement, prés de 40 a 50% des patients VHC positifs ont une recherche de complexes
cryoprécipitants qui s’avere positive. De la méme fagon que la thérapie antivirale est associée, en cas
de réponse, a une rémission de la pathologie lymphomateuse, il existe trés souvent une disparition de

123126 1 e risque

la cryoglobulinémie chez les patients répondeurs au traitement par IFN +/- ribavirine
de développer un lymphome B chez les patients porteurs d’une cryoglobulinémie est de 8 a 10%, soit
pres de 35 fois supérieur au risque de la population générale (on rappelle que le risque global, d’apres
les études cas-témoins et les méta-analyses citées précédemment, de développer un lymphome B chez
les patients VHC positifs ne dépasse pas 3 fois celui des patients VHC négatifs). De méme, si la
présence d’une population lymphocytaire B monoclonale ou oligoclonale est fréquemment mise en
évidence chez les patients VHC positifs, que ce soit au niveau du sang périphérique, de la moelle
osseuse ou du foie, elle I’est plus particuliecrement chez ceux atteints d’une cryoglobulinémie.
Néanmoins, tous les patients VHC positifs porteurs de cryoglobulinémie ne développent pas
systématiquement de lymphome et le mécanisme exact d’un tel continuum, s’il existe, reste a élucider.
L’analyse du répertoire V(D)J des patients porteurs d’une cryoglobulinémie ou d’un lymphome B
non-hodgkinien a permis de progresser dans la compréhension de la physiopathologie de ces
pathologies associées au virus de [’hépatite C. Ainsi, 1’existence d’un biais de répertoire avec
utilisation préférentielle des familles Vu1-69 et Vk3-20/15 retrouvée dans ces 2 pathologies semble
confirmer I’hypothése d’une stimulation antigénique chronique du BCR'?. Le séquencage des régions
variables a montré la présence de mutations somatiques suggérant un processus de maturation
compatible avec une pression de sélection par I’antigéne'?*. Par ailleurs, d’autres arguments sont venus
conforter cette hypothése, notamment la démonstration d’une cross-réactivit¢ du BCR porté par
certains clones de patients atteints d’une hépatite C (compliquée de cryoglobulinémie ou de
lymphome) reconnaissant a la fois certaines protéines du virus (comme E2 ou NS3) et le fragment
constant des IgG (IgG-Fc)'*'*°. Dés lors, on peut imaginer le modéle multi-étapes suivant : i) une
stimulation chronique initiale de certains sous-clones lymphocytaires B par des protéines virales (E2
ou NS3) aboutissant ii) au développement d’une cryoglobulinémie par mimétisme antigénique et
rupture de tolérance, iii) avant que les IgG ne constituent en elles-mémes le moteur de la stimulation
avec iv) apparition in fine d’une pathologie lymphomateuse liée a 1’acquisition d’événements pro-
oncogéniques. Enfin, le réle de certaines protéines virales ne s’arréterait pas a un mimétisme croisé
avec les IgG puisque I’interaction E2-CDS81, en agissant a la fois avec le BCR et le CD81 permet

d’associer le complexe co-activateur CD81-CD19-CD21 au BCR, diminuant ainsi son seuil
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d’activation'*'. Qui plus est, la liaison d’une protéine E2 recombinante & ce méme CD81 est capable
d’entrainer in vitro D’apparition de mutations somatiques au niveau du locus du geéne des
immunoglobulines (figure 5)'*2. La protéine E2 étant exprimée a la surface du virion, on comprend
aisément qu’une infection directe du lymphocyte B par le virus n’est nullement requise pour aboutir

théoriquement a sa transformation.

proliferation

hypermutation of
Immunoglobulins

Figure 5. Modé¢le de transformation indirecte par le virus de 1’hépatite C via, d’une
part, I’engagement répété du BCR et, d’autre part, la formation d’un complexe
CD19-CD21-CDS81 par interaction entre CD81 et E2 (Suarez et al.'?).

Certaines cytokines telles que BAFF, dont le role clé dans la survie des lymphocytes B transitionnels

est clairement documenté'*

, notamment via I’activation de la voie alterne de NF-kB, semblent
également susceptibles d’intervenir dans la physiopathologie de la maladie. Une dérégulation de
BAFF a ainsi ét¢ documentée dans I’infection par le virus de 1’hépatite C'**'*°. Par ailleurs, les
patients VHC positifs atteints de cryoglobulinémie et ayant développé un lymphome non-hodgkinien
ont des taux sériques de BAFF significativement supérieurs a ceux des patients indemnes de
pathologie tumorale.

Toujours en faveur d’un processus multi-étapes (infection virale par le VHC - cryoglobulinémie
mixte 2 lymphome B), I’existence d’anomalies cytogénétiques particulicres telles que le gain du bras
long du chromosome 3 (+3q) ou une trisomie 3 ont ét¢ documentées dans les lymphomes de la zone
marginale associés au VHC'*. Une perte en 2q a, quant a elle, été décrite dans certains cas de
lymphomes agressifs (B diffus a grandes cellules) associés au virus. De plus, alors que la réponse
complete sur le plan virologique peut se traduire par une disparition du clone dans la cryoglobulinémie
mixte, la persistance du clone tumoral dans la pathologie lymphomateuse est la régle, en accord avec
I’idée que, malgré une dépendance a I’antigéne, 1’accumulation d’événements oncogéniques a permis

I’autonomisation de certains sous-clones (voir figure 6)''#'2*1%7,
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Figure 6. Modéle multi-étapes de transformation indirecte associée a 1’infection
chronique par le virus de I’hépatite C (d’aprés Bachy et al.'’).

3.1.3. Lymphome cutané et infection a Borrelia burgdorferi
Le lien entre maladie de Lyme et lymphomagénése est suspecté depuis pres d’un siecle puisque les
premiers cas décrivant I’association entre les manifestations cliniques de la maladie telles que la
dermatite chronique atrophiante et certains lymphomes cutanés ont ét¢ décrits dés 1921. La découverte

en 1982 de I’agent responsable de la maladie de Lyme par Burgdorfer'*®

, un spirochéte baptisé par la
suite Borrelia burgdorferi et transmis par les piqires de tique, a conduit a reconsidérer la
physiopathologie de ces lymphomes a la lumiére du modele de lymphomagénese associée a I’infection
par H. pylori. En effet, la plupart de ces lymphomes cutanés associés a la maladie de Lyme présentent
les caractéristiques histologiques des lymphomes dérivés du MALT. Les premiers cas décrivant
I’association lymphome cutané et infection a Borrelia burgdorferi datent de 1991. De facon notable,
seul un des quatre patients décrits présentait une manifestation clinique de type acrodermatite
chronique atrophiante permettant d’élargir 1’association initiale faite entre manifestations cliniques de
la maladie de Lyme et lymphome cutané a un concept plus large d’association entre infection

chronique a Borrelia et lymphome. L’ADN du pathogene a pu étre détecté dans 18 % (3/16) des cas

de lymphomes B cutané de type MALT"* dans une série en zone non endémique (la maladie de Lyme
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est essentiellement rencontrée dans certaines zones endémiques d’Amérique du Nord ou d’Europe
centrale) et également 18% (9/50) dans une autre série de patients atteints de lymphome B cutané
primitif de sous-types histologiques divers : folliculaires, zone marginale ou diffus a grandes
cellules'. Par ailleurs, certaines études ont rapporté récemment une association entre I’infection a
Borrelia burgdorferi et des cas de lymphome du manteau et de mycosis fongoide. Néanmoins, le faible
taux de réponse de la pathologie tumorale aprés éradication du pathogéne par traitement antibiotique'*'
fait douter du réel lien physiopathologique sous-jacent. Une premicre approche par antibiothérapie,
notamment par fluoroquinolone, dans les cas de lymphome cutané associ¢ a B. burgdorferi avant
I’administration d’une éventuelle radiothérapie ou d’un traitement cytoréducteur est cependant

recommandée.

3.1.4. Lymphome des annexes oculaires et infection a Chlamydia psittaci

Une nouvelle fois, I’association épidémiologique entre certains lymphomes non-hodgkiniens et une
sérologie positive a Chlamydia species décrite en 1998 sur une petite série cas-témoins par Anttila et
al. (72 cas, OR=7,3; 95%=CI 2,2-25))'* — inspirée elle-méme d’une association décrite entre
infection & Chlamydia pneumoniae et cancer du poumon'*® — va alimenter la réflexion sur ce possible
nouveau modele de lymphomagénése en contexte d’infection chronique. Sans reprendre le détail des
caractéristiques de ce type de lymphome superposable dans son ensemble au modele de
lymphomagénése associé a H. pylori, certaines similarités mais aussi quelques spécificités méritent
néanmoins d’étre précisées. Le lymphome de type MALT est largement surreprésenté dans cette
localisation (70%), suivi du type histologique folliculaire (20%) puis diffus a grandes cellules (10%
environ). Contrairement aux lymphomes cutanés primitifs, I’association entre 1’agent infectieux et le
processus tumoral n’a été quasi-exclusivement décrite que pour le type histologique MALT. Les 2
études pivots concernant I’association évoquée ont été publiées par Ferreri et al.. La premiére décrit la
présence d’ADN de Chlamydia psittaci dans 80% (32/40) des biopsies de lymphome du MALT des
annexes oculaires de cette série (2 noter qu’aucune positivité a C. pneumoniae ou trachomatis n’était
retrouvée) contre 0% (0/20) dans les tissus orbitaires contrdles non-néoplasiques. De fagon
intéressante, I’ADN du pathogene était détecté, chez 43% (9/21 testés) des patients positifs au niveau
oculaire, également au niveau des cellules mononuclées du sang périphérique, pouvant expliquer
éventuellement les rechutes contro-latérales ou a distance. La seconde montrait comment 1’éradication
du pathogeéne (par 3 semaines de doxycycline) était associée chez 7 patients a 2 réponses complétes, 2
réponses partielles et 3 maladies stables.

D’un point de vue physiopathologique, la région Vy du géne des immunoglobulines est, comme pour
les autres lymphomes du MALT supposés liés a une infection chronique, le plus souvent mutée et il
existe un biais d’utilisation du répertoire VDIJ. Les familles Vi3 (54% des cas) et Vu4 (27%) sont les
plus fréquemment retrouvées'*. L’analyse du taux de mutations « silent » versus « replacement »
(S)/(R) dans les régions CDR et FR, comme détaillé précédemment pour le lymphome du MALT

gastrique, témoigne également d’un role possible de la stimulation antigénique dans le processus de
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lymphomagénése de ces néoplasies des annexes oculaires, au moins dans 60% des cas'**. Les familles
Vi utilisées sont par ailleurs des familles fréquemment retrouvées dans des maladies autoimmunes
(DP-8 (VHI-69%06), DP-10 (VHI-69*01), DP-53 (VH3-74*01), DP-63 (VH4.21), DP-49 (VH3-
30*18)) : polyarthrite rhumatoide, lupus érythémateux disséminé ou maladie des agglutinines
froides'**"'*". 11 semble donc, comme pour le lymphome du MALT gastrique associé a H. pylori, que le
stimulus antigénique conduisant a la lymphomagénese B soit de nature autoantigénique ou cross-
réactif entre des antigénes du soi et du pathogéne, dans un contexte inflammatoire chronique généré
par ’infection.

Les données sur 1’association entre C. psittaci et lymphome du MALT des annexes oculaires restent,
avec celles concernant B. burgdorferi et les lymphomes cutanés primitifs, relativement controversées.
Plusieurs études n’ont effectivement pas confirmé les résultats précédents en terme d’association
¢épidémiologique (notamment en France, en Allemagne et aux Etats-Unis ou strictement aucune
association, sur des séries cumulant au total prés de 150 patients, n’a été retrouvée'**'*%), ont signalé

167 ou surtout avec H. pylori™*'*'3® (avec

potentiellement d’autres association avec C. pneumoniae
un éventuel mimétisme antigénique croisé entre des autoantigénes au niveau des annexes oculaires et
certains déterminants antigéniques de H. pylori pouvant expliquer cette association a distance pour le

)!149153 yoire avec le virus de I’hépatite C'*’. 11 est avancé par les auteurs des 2 études

moins inattendue
princeps mentionnées précédemment que les techniques de détection par PCR sur ADN extrait de tissu
fixé en formol et inclus en paraffine'*™'®!| de méme qu’une fréquente antibiothérapie de courte durée
souvent instaurée devant une symptomatologie de conjonctivite banale initiale et passée inapergue,
pourraient expliquer les contradictions apparentes des différentes études. Il reste que les données
thérapeutiques concernant ’efficacité du traitement antibiotique par cyclines sont également moins
convaincantes que celles obtenues apres éradication de H. pylori dans le lymphome du MALT
gastrique. Néanmoins, et contrairement a d’autres types de lymphomes dont I’étiologie est
possiblement reliée a un agent infectieux (comme les IPSID et C. jejuni par exemple), C. psittaci est
I’un des rares pathogénes (avec H. pylori) a avoir été isolé et cultivé in vitro a partir du tissu de biopsie
tumorale des annexes oculaires.

Enfin, de fagon anecdotique, des études de cas ont rapporté une possible association entre infection a

C. psittaci et lymphome B diffus a grandes cellules de localisation amygdalienne ou cutanée.

3.2. Lymphome B diffus a grandes cellules et infection chronique a H. pylori ou HCV
Il existe essentiellement 2 types de lymphomes B diffus a grandes cellules rencontrés au niveau
gastrique. Le premier est associé a un contingent de bas grade de type MALT détectable sur les coupes
histologiques et est suppos¢ dériver de la transformation en une forme histologique de haut grade du
lymphome indolent. Le deuxiéme correspond a un lymphome B diffus a grandes cellules extra-nodal
supposé de novo, ¢’est-a-dire présentant histologiquement les caractéristiques de ce type de lymphome
de haut grade de malignité sans aucun contingent de bas grade associé sur un minimum de 10 biopsies

endoscopiques de la 1ésion tumorale (critéres du European Gastrolntestinal Lymphoma Study Group
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consensus (EGILS)'®). La classification OMS ne fait pas de distinction entre ces 2 types de
lymphomes, les regroupant sous la dénomination commune de lymphome B diffus a grandes cellules
de localisation extra-nodal sans autre précision, basée essentiellement sur le fait que, d’un point de vue
thérapeutique, la transformation histologique du lymphome du MALT gastrique associ¢ a H. pylori
signe son autonomisation vis-a-vis du pathogéne et I’inefficacité du traitement antibiotique. Par
ailleurs, malgré la multiplicité des biopsies, il est impossible d’¢liminer formellement 1’hypothese
d’une transformation a partir d’un contingent de bas grade dans le lymphome B diffus a grandes
cellules gastrique dit de novo. Des données récentes semblent néanmoins remettre en question
I’inefficacité du traitement antibiotique a la fois dans les cas de transformation a partir d’un lymphome
du MALT mais aussi dans les cas de novo lorsqu’ils sont associés a H. pylori. En effet, plusieurs
¢tudes ont montré au début des années 2000 que certains patients porteurs de lymphome du MALT
gastrique transformé pouvaient étre mis en réponse complete histologique de fagon durable a 1’aide
d’un traitement antibiotique seul'®*'®*, De fagon superposable mais plus inattendue, plusieurs études
ont montré des résultats similaires dans des cas de lymphomes B diffus a grandes cellules gastriques
de novo, dont des travaux récents sur une cohorte rétrospective de 16 patients avec une réponse
histologique complete dans 68% des cas aprés éradication d’H. pylori sans rechute apres une médiane

de suivi de 7,7 ans pour la cohorte'®

. Méme s’il est impossible d’éliminer formellement un composant
de bas grade de type MALT, il apparait donc a la fois que les critéres histologiques de grade de
malignité ne rendent pas compte de la dépendance du clone tumoral au pathogéne mais aussi qu’un
traitement éradicateur doit étre initié dans les formes histologiques de haut grade en cas d’infection a
H. pylori, méme sans contingent de bas grade visualisé. Il va de soi qu’une surveillance endoscopique
rapprochée dans ce type de lymphome est indispensable afin d’envisager le plus rapidement possible
une alternative par immuno-chimiothérapie en cas de non-réponse a I’antibiothérapie dans ces types
histologiques agressifs.

De la méme facon, I’association de certains lymphomes B diffus a grandes cellules avec le virus de
I’hépatite C est documenté méme si les caractéristiques clinico-biologiques de ces lymphomes et
notamment le stade disséminé initial (contrairement au stade localisé extra-nodal IE/IIE usuel des
lymphomes B diffus a grandes cellules gastrique associé¢ a H. pylori) rend I’approche d’un traitement
anti-infectieux initial non-associé a une immunochimiothérapie quasiment impossible. Qui plus est, et
comme pour l’infection a H. pylori, I’association fréquente avec un contingent de bas grade de
malignité (7/22 cas dans la série rapportée par Besson et al.'®®), de méme que la localisation splénique

fréquente, supportent 1’hypotheése d’une transformation a partir d’un lymphome du MALT sous-jacent.
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3.3. Leucémie lymphoide chronique et lymphome du manteau : vers une extension du
modeéle ?
3.3.1. Leucémie lymphoide chronique

La LLC est la leucémie de I’adulte la plus fréquente dans les pays occidentaux'®’. Elle est caractérisée
par I’accumulation de petits lymphocytes d’apparence mature au niveau du sang, de la moelle osseuse,
des ganglions lymphatiques et des autres tissus lymphoides. D’un point de vue immunophénotypique,
les cellules expriment a leur surface une faible densit¢ de BCR, le plus souvent sans commutation
isotypique (IgM ou IgM/IgD), ainsi que plusieurs marqueurs pan-B non spécifiques (CD23, CD19,
CD20 faible) et le CDS5. L’expression des marqueurs FMC7, CD22 et CD79b est habituellement

négative ou faible'®®

. D’un point de vue physiopathologique, la séparation de la maladie en 2 groupes
de caractéristiques et de pronostics différents, basée sur le statut mutationnel du gene des
immunoglobulines (notamment la partie variable de la chaine lourde usuellement séquencée —IGVH)
et correspondant probablement a 2 mécanismes de lymphomagénéese distincts, a radicalement modifié

la compréhension de la LLC'*!'"

. Comme décrit précédemment une limite arbitraire a 98%
(pourcentage d’homologie par rapport a la séquence germinale) a été établi pour déterminer le statut
muté ou non des génes codant pour les différents segments des immunoglobulines'’. Il est maintenant
clairement établi que les patients porteurs d’une LLC avec un statut mutationnel dit « non muté » ont
un pronostic largement plus péjoratif. Une zone dite « grise », comprenant les patients dont le
pourcentage d’homologie oscille entre 97 et 98%, définit une catégorie de malades ayant un pronostic
intermédiaire. Les différences biologiques sont également majeures entre ces sous-groupes de LLC.
Le taux d’expression de protéines adaptatrices clés de la voie du BCR que sont ZAP70 et SYK est
étroitement corrélé au statut mutationnel et, par voie de conséquence, au pronostic (un niveau
d’expression de ces 2 protéines €levé étant associé a un pronostic péjoratif). Les cellules de LLC ayant
une région /GHV mutée se caractérisent par une faible signalisation en aval de la voie du BCR et une
relative anergie. Il existe également des différences de structure du BCR entre ces 2 sous-types de la
maladie. En effet, la présence de réarrangements V(D)J dits stéréotypés est largement surreprésentée
dans les LLC dites non mutées'”>"'”*. On parle de stéréotypie lorsque plusieurs BCR, utilisant le plus
souvent les mémes chaines variables V lourdes et légéres (IGHV1-69 et IGHV3-21 notamment),
partagent une région CDR3 structurellement trés proche caractérisée par une longueur similaire ou une
composition de certains acides aminés trés proche, notamment au niveau des jonctions V-J ou V-D).
Ainsi, plus de 20% des LLC portent un BCR stéréotypé (et preés de 1% portent un BCR quasiment
identique, bien au-dela de la probabilité purement combinatoire de rencontrer 2 BCR identiques qui
avoisine 1/10°)'7%. Le degré d’homologie des BCR exprimés par les cellules de LLC de différents
patients est clairement évocateur d’antigénes particuliers restreints et communs reconnus par ces
récepteurs et suggere tout aussi clairement que la LLC est une maladie « drivée » par 1’antigéne (c’est-
a-dire qu’il existe une sélection particuliére de certains clones au cours de leur développement par

)177

quelques épitopes antigéniques)''’. Dans le cas des LLC non mutées, il a ét¢ démontré que le BCR est

polyréactif (comme dans le cas des lymphomes du MALT) et reconnait notamment une variété
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d’autoantigénes protéiques ou lipidiques générés, par exemple, dans un contexte de stress oxydatif.
Dans le cas des LLC mutées, le BCR est globalement plus sélectif, oligo- ou monoréactif et la
stéréotypie est moins fréquente. Néanmoins lorsque la séquence « germinale » correspondante est
déterminée, ces BCR s’avérent tout aussi polyréactifs, suggérant que les 2 formes de LLC pourraient
émerger d’un stade de développement commun avec une évolution ultérieure divergente'’®,

La contrepartie cellulaire normale dans la LLC reste débattue. Initialement, I’hypothése que les
cellules tumorales dérivent de la transformation de lymphocytes B CD5" s’est imposée en raison de
I’expression quasi-systématique de ce marqueur dans la maladie. De plus, chez I’animal, il a été
démontré que certaines souches de souris qui accumulent cette population de lymphocytes B CD5" en
vieillissant développent réguliérement une pathologie proche de la LLC'”’. Néanmoins, il n’existe pas
de stricte correspondance entre les cellules B murines CD5" (dites Bla) impliquées notamment dans la
réponse thymo-indépendante et exprimant un répertoire autoréactif, et la population B CD5"

humaine'®’

. Ainsi, la plupart des cellules B CD5" humaines ne répondent pas aux antigénes thymo-
indépendants, expriment rarement un BCR autoréactif et ne sont pas mutées (alors que pres de 50%
des LLC le sont)®'. Deux contreparties cellulaires normales, 1’une pour les LLC mutées et I’autres
pour les LLC non mutées ont été proposées. La premicre entité pourrait correspondre aux cellules
IgM"gD"CD27" décrites par 1’équipe de JC Weill comme des lymphocytes B naifs de la zone
marginale splénique, dont I’importance dans la réponse thymo-indépendante est clairement établie.
L’un des écueil dans ce model est que ces cellules de LLC sont mutées alors qu’AID n’est pas
exprimée dans les cellules B de la zone marginale splénique{Willenbrock, 2005 #1098}. Néanmoins
I’équipe de JC Weill a montré que les cellules circulantes IgM ' IgD'CD27" pourraient utiliser le
processus d’hypermutations au cours de leur développement pour la (pré-)diversification de leur

répertoire comme le font les lymphocytes B de la plaque de Peyer chez le mouton'™

. Bien que cette
population impliquée dans une réponse thymo-indépendante puisse correspondre a la contrepartie
cellulaire normale des LLC mutées, il existe, a I’heure actuelle, plus d’arguments en faveur d’une
transformation de cellules post-centre germinatif, somatiquement mutées mais non-switchées,
IgM'IgD'CD27" mémoires. En effet, les rares cas de LLC « switchées » expriment une 1gG1 ou une
I1gG3, et non une IgG2 connue pour signer les réponses Ac thymo-dépendantes. De plus, en terme de
profil d’expression génique, les cellules mutées de LLC présentent une plus grande proximité avec des
cellules B a mémoire qu’avec des lymphocytes B naifs ou CD5". Qui plus est, ce sous-type muté de
LLC présente souvent des mutations du gene BCL6, dont I’expression est induite lors de la réaction du
centre germinatif'®. Or, I’introduction sur un mode « bystander » de mutations somatiques cible les
genes transcrits de fagon concomitante lors de 1’expression de la protéine AID, laissant supposer que

le processus de transformation a été initié dans les centres germinatifs'®

. De fagon intrigante, les LLC
non mutées présentent aussi un profil d’expression génique proche de cellules 8 mémoires post-centre
germinatif®. Il a été démontré que le passage du lymphocyte B au sein du centre germinatif n’est pas
systématiquement associé a 1’acquisition d’un statut muté, notamment lorsque ce méme lymphocyte

porte a sa surface un BCR autoréactif'®. I est en fait supposé que ce type de LLC non mutée pourrait
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émerger a la fois d’une population autoréactive en réponse a une stimulation thymo-indépendante,
mais aussi d’une population ayant débuté la réaction du centre germinatif en réponse a un antigeéne
thymo-dépendant avec un arrét précoce en raison de cette méme autoréactivité'**'*’. La présence
d’événements oncogéniques précoces permettrait d’outrepasser la délétion par apoptose qui est le sort
habituel des clones B acquérant de novo une autoréactivité dans les centres germinatifs suite au
processus d’hypermutations somatiques. Au final, méme si la contrepartie cellulaire normale exacte du
clone tumoral dans les LLC mutées ou non mutée reste débattue, il existe un consensus sur le fait qu’il
s’agit dans les 2 cas de lymphocytes B ayant rencontré ’antigéne. L’expression du CD25 et la
sécrétion d’IL-10 par certains clones de LLC font actuellement évoquer a certains la possibilité que la
contrepartie cellulaire normale serait un lymphocyte B régulateur'®*,

Méme si I’autoréactivité de la plupart des Igs portées a la surface des clones de LLC fait peu de doute,
plusieurs ¢études ont souligné le role éventuel d’un mimétisme croisé avec certains antigenes
bactériens, notamment dans les rares formes de LLC portant une Ig switchée (non-IgM). Ainsi Ghiotto
et al. ont montré, en étudiant 25 cas de LLC non-IgM, que 5 cas IgG présentaient une stéréotypie
remarquable (méme segments pour les chaines lourde et légére variables et mémes motifs CDR3)".
Le screening a partir de banques de données publiques révele une similitude possible avec des Igs
fixant soit des autoanticorps soit des carbohydrates de capsule bactérienne telle que celle de
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis ou Haemophilus influenzae type b. Ainsi,
contrairement a la nature polyréactive de certains clone, ces 5 cas de LLC non-IgM semblent
reconnaitre de facon particuliére un autoantigéne particulier et de facon croisée un carbohydrate
bactérien (responsable peut-étre de la rupture de tolérance vis-a-vis de cet autoantigéne)'®. Il est
d’ailleurs intéressant de noter que certains autoanticorps peuvent réagir avec des carbohydrates et

générer une protection efficace contre des bactéries encapsulées'™*'"!,

et qu’inversement la
modification de quelques acides aminés au niveau de la région variable peut convertir des anticorps
anti-pneumococciques en anticorps anti-dsDNA (anticorps anti-ADN double brin)'**.

Une autre étude publiée dans Blood en 2008 a confirmé ces données en montrant la reconnaissance,
par I’lg de certains clones de LLC, d’antigeénes tels que la phosphorylcholine retrouvée dans les
polysaccharides de Streptococcus pneumoniae mais dans certains LDL oxydés (low-density
lipoprotein)'®.

Enfin, il a ét¢ démontré un lien d’association significatif entre des épisodes répétés d’infection
respiratoire (donc potentiellement liées au pneumocoque) et le développement ultérieur d’une LLC,
méme si [’hypothése inverse d’une immunodépression sous-jacente précédant le diagnostic ne peut

étre écartée'?.

3.3.2. Lymphome du manteau
La plupart des études portant sur 1’analyse du BCR dans les lymphomes a cellules du manteau (LCM)
ont montré, pour la majorité des cas, une absence de mutation de la région variable de la chaine lourde

des immunoglobulines (/GHV) ou de rares mutations ne passant pas sous la barre des 98%
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d’homologie avec la séquence germinale, seuil requis pour parler d’un statut muté. La contrepartie
cellulaire normale est donc supposée étre un lymphocyte B naif et a été considérée comme telle dans
la classification OMS 2008 des pathologies lymphoides'®'*°, Néanmoins, toutes les études ont
rapporté dans une proportion variable (16 2 38% des cas) des cas de LCM ayant un statut muté'?’2"",

Une étude récente portant sur I’analyse du gene /GHV et le statut mutationnel de 807 cas de LCM a
révélé un biais en faveur de I’expression de certaines familles, les génes IGHV3-21, IGHV4-34,
IGHV1-8 et IGHV3-23 représentant 46,3% de la cohorte’®. L’utilisation d’un BCR stéréotypé a été
mise en évidence dans cette étude dans 10,4% des cas et un statut muté dans 23%. Les stéréotypies,
familles préférentielles utilisées et remplacements nucléotidiques liés au processus d’hypermutation
somatique étaient différents de ceux retrouvés dans la LLC, signant des caractéristiques propres au

LCM. Surtout, pour une part non négligeable de cas, cette ¢tude remet en question la nature pré-centre

germinatif de certains lymphomes a cellules du manteau”.
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4. Lymphomagéneése T et infection chronique : quels exemples ?

Bien que nettement moins évoqué dans la littérature, le lien potentiel entre infection chronique et/ou
stimulation antigénique chronique et lymphomagénese de type T sera abondamment détaillé dans cette
partie introductive du travail de theése puisque le modéle murin établi dans le laboratoire nous est
apparu comme un probable modele de lymphomagénese T dans ce contexte. En effet, alors que le
modele initial p53 déficient chroniquement injecté par une souche inactivé de pneumocoque -partie
« résultats » de ce travail- a été initialement pensé¢ pour développer des lymphomes B matures,
notamment de type zone marginale (puisque les souris p53 KO sont décrites comme développant de
fagon « spontanée » un certain nombre de lymphomes de ce type), nous avons observé une
surincidence de lymphomes T périphériques matures dont le phénotype et les caractéristiques sont
évocateurs de rencontres répétées avec I’antigéne®. A la lecture de la littérature sur le sujet et comme
nous allons le voir, il apparait néanmoins tout a fait légitime d’attribuer une part substantielle de la
lymphomagénése T a une possible stimulation antigénique chronique, notamment infectieuse mais pas
seulement, méme si la faible incidence des lymphomes T dans leur ensemble et le modele archétypal
du lymphome du MALT dans la tumorigénése B ont plus ou moins éclips¢ un tel mécanisme
physiopathologique pour la tumorigénése T. Le modele de la leucémie a grands lymphocytes
granuleux T sera en particulier largement détaillé puisque nous avons actuellement axé notre
démarche translationnelle du modéle murin vers la pathologie humaine sur cette pathologie.”

Nous traitons ici, comme pour la lymphomagénese B, des hypothéses de transformation indirecte par
stimulation antigénique chronique et non des hypothéses de transformation directe. Le cas de I’ATLL

associée au virus HTLV ne sera donc pas abordé.

4.1. Leucémie T a grands lymphocytes granuleux (T-LGL)
4.1.1. Caractéristiques clinico-biologiques
La leucémie LGL a été initialement décrite en 1985 comme une lymphoprolifération clonale avec

203 La délimitation exacte de

envahissement systémique, notamment médullaire, splénique et hépatique
la pathologie n’est cependant pas évidente au sens ou il existe un continuum entre proliférations de
type LGL (englobant des situations de proliférations réactionnelles, notamment infectieuses ou
autoimmunes) et véritables leucémies a LGL. Méme si les lymphoproliférations a LGL apparaissent
comme un précurseur logique des leucémies a LGL, il existe cependant tout un éventail de situations
ou cette lymphoprolifération est transitoire et spontanément résolutive. De fagon intéressante, certains
auteurs ont évoqué le concept de « lymphocytose monoclonale T de signification indéterminée »*** a
la maniére dont la gammapathie monoclonale de signification indéterminée potentiellement associée a

la progression vers le myélome a déja été ¢largie a la lymphocytose monoclonale B de signification

indéterminée apparaissant comme un ¢état pré-néoplasique antérieur a la LLC. La maladie est

2 Ces lymphomes se sont par la suite avérés de type NKT invariant.

b L’identification de la nature NKT de nos lymphomes murins nous fait actuellement pencher plus en faveur du syndrome de
Sézary comme équivalent humain du modele animal méme si nous poursuivons la recherche d’une inactivation de la voie
p53 dans la leucémie T-LGL.
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essentiellement retrouvée chez le sujet agé (médiane de 60 ans au diagnostic). Cliniquement, les
manifestations initiales de la maladie sont une splénomégalie dans 25 a 50% des cas, rarement
associée a une hépato- et/ou des adénomégalies’”. L’association a une polyarthrite rhumatoide,
précédant le plus souvent la leucémie a LGL, est fréquente, de I"ordre de 11 a 36% des cas.
L’ensemble des pathologies autoimmunes observées dans les leucémies T-LGL est résumé dans le
tableau 4. Biologiquement, une neutropénie est observée dans 15 a 56% des séries, fréquemment
associée a des ¢épisodes infectieux, la plupart du temps respiratoires ou cutanéomuqueux, faisant la
gravité de la maladie. Dans une série francaise de 229 cas, des stigmates d’autoimmunité tels que des
anticorps anti-nucléaires ou un facteur rhumatoide sont observés dans 40 a 60% des cas, de méme que
la présence d’une hypergammaglobulinémie ou d’une gammapathie monoclonale dans 38 et 15% des

cas respectivement206.

PATHOLOGIE AUTOIMMUNE FREQUENCE (%)
Maladie autoimmune 15-40
Polyarthrite rhumatoide 11-36
Syndrome de Sjogrén Etude de cas
Polymyosite Etude de cas
Pseudo-polyarthrite rthizomélique Etude de cas
Multinévrite Etude de cas
Vascularite Etude de cas
Endocrinopathie Etude de cas
Maladie coeliaque Etude de cas
Maladie inflammatoire chronique de 1’intestin Etude de cas
APECED Etude de cas
Cytopénie autoimmune 5-10
Erythroblastopénie 5
Anémie hémolytique autoimmune <2
Purpura thrombopénique idiopathique Rare

Tableau 4. Liste non-exhaustive des pathologies autoimmunes associées aux
leucémies T-LGL (d aprés Lamy et al.’”’).

4.1.2. Criteres diagnostiques
Le diagnostic de la leucémie a LGL de type T (par opposition a la leucémie LGL de type NK qui ne
sera pas discutée ici) repose sur la mise en évidence de lymphocytes caractéristiques a la fois d’un
point de vue morphologique mais aussi immunophénotypique. Les grands lymphocytes granuleux sont
de grande taille (15 a 18 um, voir figure 7) contenant des granulations azurophiles typiques associées
a un noyau rond ou réniforme. Alors qu’un taux de LGL supérieur a 4 G/L était anciennement requis
pour parler de leucémie T-LGL, les techniques d’immunophénotypage par cytométrie en flux
montrent actuellement que le diagnostic peut étre posé a des seuils nettement plus bas (>0.5 G/L),
d’autant plus aisément qu’il existe une symptomatologie clinique associée évocatrice (splénomégalie,

cytopénie, maladie autoimmune...).
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Figure 7. Frottis sanguins montrant des petits lymphocytes matures (A) ou des
grands lymphocytes a grains (B) (d’aprés Lamy et al.?”).

Le phénotype des leucémies T-LGL est relativement homogene, caractéristique —si 1’on suppose une
persistance des marqueurs phénotypiques de la cellule tumorale vis-a-vis de sa contrepartie cellulaire
normale- d’une lymphoprolifération issue d’un lymphocyte T CD3'TCRB" CD62L°“CD45RA"
mémoire activé, essentiellement de phénotype CD8" (méme si certaines leucémies T-LGL CD4"/CD8
Mdim oy certains clones 8 (<10% des cas) sont décrits). L’expression de marqueurs tels que le CD57 ou
la perte du CD28 ont ainsi amené a considérer ces lymphocytes T CD8 comme différenciés de fagon

208 Contrairement a des

terminale, chroniquement stimulés, voire sénescents ou «exhausted »
lymphocytes T cytotoxiques normaux activés, les T-LGL tumoraux expriment certains marqueurs NK
tels que le CD16 (80% des cas), le CD57 (100% des cas) déja évoqué, le CD94, ou d’autres récepteurs
de la famille des KIRs (Killer Inmunoglobulin-like Receptors) tels que le CD158a, b ou ¢**. Les T-
LGL sont CD122" (chaine o du récepteur a I’'IL-15 et B a I’'IL-2) mais CD25 (chaine o du récepteur a
I’IL-2). Les granulations observées en cytologie correspondent a des granules cytotoxiques
granzymeB " ou perforine” qui peuvent étre mis en évidence par marquage intracellulaire. L expression
de certains marqueurs est souvent aberrante avec une down-régulation du CDS5 usuelle, mais aussi du
CD7, du CD3 et/ou du CD2. Une up-régulation aberrante du CD5 et/ou du CD7 a aussi été
rencontrée?'*'%,

L’analyse de clonalit¢ aujourd’hui réalisée par PCR fait le diagnostic de leucémie a T-LGL,
notamment par I’analyse du réarrangement du géne 7CRG (codant pour la chaine y du TCR réarrangée

a la fois dans les LGL de type T yd mais aussi af)*"

versus celui de simple lymphoprolifération T-
LGL. La démonstration de la clonalité peut éventuellement se faire par ’analyse en cytométrie de flux
de la restriction mono- ou oligoclonale d’utilisation de la chaine légére VBB méme si le panel
d’anticorps utilisé ne couvre que 75% environ des familles utilisées. La délimitation nosographique
des cas frontieres chez les sujets agés présentant une expansion LGL modérée mono- ou oligoclonale
reste difficile et est une situation fréquemment rencontrée en pratique. Bien que la limite de 0,5 G/L de
LGL a la numération puisse sembler arbitraire, elle permet cependant une délimitation formelle

similaire a celle rencontrée dans les cas de lymphocytose ou de gammapathie monoclonale dite

bénigne ou de signification indéterminée.
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4.1.3. Hypotheses physiopathologiques

Bien que la contrepartie cellulaire normale n’a pu étre formellement établie dans les leucémies T-
LGL, le phénotype T effecteur mémoire (Tem) CD45RA'CD62L"" de la prolifération tumorale laisse
supposer qu’une stimulation antigénique chronique pourrait étre impliquée dans le processus’'.
D’autres éléments qui seront détaillés par la suite sont en faveur du réle d’une potentielle stimulation
antigénique, comme le biais de répertoire rapporté¢ par certaines études, quoique controversé, ou
I’efficacité d’un traitement par cyclosporine dans cette pathologie -évoquant une dépendance du clone
tumoral quant a la voie de signalisation du TCR. Par ailleurs, I’émergence de clones T-LGL dans un
contexte de pathologie autoimmune telle qu’une polyarthrite thumatoide, un lupus érythémateux aigu
dissséminé ou une thyroidite de Hashimoto ont suggéré le role d’une stimulation antigénique par des
autoantigénes dans la physiopathologie de la maladie**>*'*.

Des données contradictoires quant a 1’existence d’un biais d’utilisation du répertoire VB par les
cellules T-LGL ont été retrouvées dans la littérature. Alors que certaines ¢tudes ont montré 1’existence
d’une utilisation préférentielle des familles VB2 et VB3?'® voire VB13.1*'” ou encore VB6 (dans un
contexte d’association & la polyarthrite rhumatoide)*'®, d’autres n’ont pas retrouvé un tel biais,
montrant notamment que les familles principalement exprimées dans les T-LGL étaient celles utilisées
majoritairement dans la population contrdle analysée?'**%,

Permettant une analyse plus fine du site de reconnaissance antigénique, I’analyse clonotypique (par
séquencage de la région CDR3) apporte de précieuses informations. En effet, d’un point de vue
théorique, I’homologie clonotypique suggere que les différents clones tumoraux ont pu étre générés en
réponse 2 un méme antigéne (du soi ou du non-soi) jouant probablement un role étiopathogénique
dans la maladie. En revanche, la restriction d’un clonotype a quelques patients seulement évoque soit
une restriction HLA-médiée soit I’existence d’une stimulation par plusieurs antigénes (d’un méme
pathogéne sans immunodominance particuliere par exemple) de facon propre a chaque patient.
L’absence de motif particulier de la région CDR3 évoque quant a elle un processus sporadique
écartant a priori I’hypothése d’une médiation de la transformation par une stimulation antigénique, ou
du moins I’hypothése d’une stimulation par un antigéne commun.

En ce qui concerne les leucémies a T-LGL, I’analyse clonotypique précise de 28 clones chez 25
patients a montré que si la séquence précise était rarement retrouvée entre patients ou chez des sujets

controles, il existait un fort degré d’homologie**

. Une des explications séduisantes pour expliquer
cette homologie a la fois entre patients et entre patients et controles serait, comme expliqué dans le
paragraphe précédent, I’existence d’un déterminant antigénique commun répandu dans la population
(viral ou bactérien par exemple) combinée a une réponse dérégulée chez les patients développant une
leucémie T-LGL. A I’origine de cette dérégulation, on peut imaginer I’existence de polymorphismes
ou I’émergence de mutations somatiques survenant dans des geénes impliqués dans 1’apoptose des
lymphocytes T activés comme nous le préciserons ultérieurement. Néanmoins, comme pour 1’éventuel

restriction d’expression VB, I’homologie de la région CDR3 peut correspondre seulement a la

présence d’un clone dominant contenu dans la population normale qui, de par sa seule sur-
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représentation, a plus de chance de donner naissance au clone transformé, sans pour autant jouer un
role direct dans la tumorigénése. Néanmoins, une autre étude publiée par la méme équipe
ultérieurement et étudiant les clonotypes de 56 patients porteurs de T-LGL a montré que chez certains
patients présentant plusieurs clones, il existait des similarités entre la région CDR3 du clone dominant
et du clone co-dominant de méme qu’avec les autres populations T polyclonales résiduelles (qualifiées
de « supporting » clonotypes) suggérant plus clairement un biais global du répertoire T vers un
déterminant antigénique rendant peu probable 1’hypothése d’une émergence stochastique d’un
clone*”'. Enfin, une autre étude a montré que dans un sous-type particulier CD4* de T-LGL, parmi 15
patients exprimant le TCR-VB13.1, tous étaient HLA-DRB1*0701 (P=0.004 par comparaison avec 21
patients non-TCR VB13.1). A ceci peut s’ajouter chez ces patients une région CDR3 de faible
longueur présentant de fortes homologies, 1’utilisation préférentielle de la région « joining » JB1.1 et
I’utilisation d’une séquence peptidique consensus aux niveaux des jonctions 3’-VB et 5°-J3?*,

Jusqu’a présent, aucun antigéne particulier et unique n’a pas pu é&tre identifié comme étant
spécifiquement reconnu par le TCR des clones T-LGL. Il apparait d’ailleurs peu probable qu’un
déterminant antigénique unique (auto-antigene ou peptide immunodominant d’un pathogene) soit
impliqué dans la physiopathologie de la maladie au regard de I’hétérogénéité retrouvée des régions
CDR3, et ce malgré leur degré d’homologie. En revanche, des travaux semblent avoir identifié
certains antigenes ou peptides viraux comme probablement reconnus par certains clones T-LGL. Bien
que concernant des patients atteints d’une forme différente de LGL appelée NK-LGL (prolifération
clonale de lymphocytes NK), la premiére étude montrant une association entre ce type de pathologie et
un antigéne commun possible a été publiée par Loughran et al. en 1997 et montre la séroréactivité de
11 patients sur 15 (soit 73%) pour la protéine d’enveloppe p21E (épitope BA21) du virus HTLV, sans
pour autant d’infection par le virus (contre 13% dans un panel de donneurs sains et 23% dans un
groupe de patients HBV positifs). Ces travaux suggerent pour la premiére fois une réactivité croisée
potentielle, avec un autre virus que HTLV non identifié¢ par exemple, des clones LGL méme si la
nature NK exclut ici la possibilit¢ d’une transformation TCR-spécifique. Ultérieurement, les mémes
auteurs ont montré en 2005 que 30% des sérums de patients atteints de T-LGL étaient réactifs contre
p21E, et plus particulicrement le décapeptide 417-426 de la protéine, contre 10% de la population
saine contrdle. Des travaux plus récents ont démontré la prolifération et/ou la sécrétion de cytokines
telles que I’'IFN-y ou le TNFa par des clones particuliers de T-LGL CD4" en réponse a des lysats
totaux de CMV puis d’un peptide spécifique du virus (chez 4 patients porteurs d'un HLADRB1*0701
capable de présenter le peptide) démontrant pour la premicre fois une spécificité du TCR de clones T-
LGL a un antigéne donné**,

Si I’hypothése d’une stimulation antigénique chronique semble donc expliquer 1I’émergence de clones
particuliers, initialement dans un profil poly- puis oligoclonal, elle ne suffit pas a rendre compte de
I’évolution vers une monoclonalité¢ définissant le stade leucémique de la pathologie a T-LGL. Afin
d’expliquer I’émergence d’un tel clone majoritaire, il est aujourd’hui clairement démontré qu’il existe

une résistance augmentée a 1’apoptose, notamment médiée par la voie FaslL-Fas. Des analyses de
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microarrays ont montré ’existence d’une signature unique retrouvée dans les leucémies a LGL,
caractérisée par une dissociation entre fonctions effectrices et mise en ceuvre d’un programme pro-
apoptotique caractéristique de I’AICD (activation-induced cell-death)***. En effet, la leucémie & LGL
semble caractérisée d’un coOté par 1’acquisition de marqueurs d’activation -comparativement a des
lymphocytes T naifs- et de 1’autre par une répréssion/extinction de genes pro-apoptotiques et une
induction/surexpression de geénes anti-apoptotiques -comparativement a des cellules T normales
activées.

Un certain nombre de voies de signalisation sont dérégulées dans les LGL, dont un résumé est
présenté dans le tableau 5, notamment les voies Ras-Mek-Erk, PI3K-Akt, NF-kB ou la voie des
sphingolipides. Contrairement a la voie Fas-FasL dont le role prépondérant sera développé au
paragraphe suivant, ces différentes voies de signalisation ne seront pas abordées ici pour 2 raisons. La
premiére est que les différentes interventions thérapeutiques sur ces diverses voies de signalisation
permettent, dans la majorité des cas, avant tout de restaurer la sensibilité¢ a la mort induite par Fas,
confirmant le r6le fondamental de cette derniére. La deuxiéme est que 1I’ensemble de ces perturbations
des différentes voies de signalisation provient vraisemblablement du microenvironnement tumoral et
non d’anomalies intrinseques. En effet, I’ensemble de ces perturbation peut étre modélisé¢ par la

combinaison de 3 signaux exogénes a la cellule’® : la présence d’IL-15, de PDGF et un engagement

du TCR qui ont été validés expérimentalement et chez des patients (au moins pour I’IL-15)%.

ETUDE VOIE DEREGULEE
Epling-Burnette et al.??’

Epling-Burnette et al.** LR e
Schade et al.*”’

Zhang et al.”” PI3K-Akt
Zhang et al.”* NF-xB
Epling-Burnette et al.”*’ JAK-STAT
Shah et al.** Sphingolipides
Zhang et al.”” PDGF

Tableau 5. Résumé des principales voies de signalisation dérégulées dans la
leucémie a LGL (d’aprés Shah et al.?")

Tout comme les lymphocytes activés, les T-LGL leucémiques expriment fortement a leur surface le
récepteur Fas et son ligand FasL. Néanmoins, alors qu’une telle coexpression devrait logiquement
entrainer leur mort apoptotique par AICD, les clones T-LGL semblent résistants a une telle apoptose
Fas-FasL médiée. Ceci suggere que, soit les LGL sont déficients pour I'une des composantes de cette
voie, soit que d’autres signaux (inhibiteurs de la voie Fas par exemple) sont en jeu. Certaines
similarités entre les LGL et le syndrome dit ALPS (Autoimmune LymphoProliferative Syndrome di a
des mutations inactivatrices de Fas ou de FasL) chez ’homme existent : a) comme 1’accumulation de
lymphocytes T double négatifs CD4 CDS8™ (phénotype parfois rencontré dans les LGL), b) la présence
d’une hépatosplénomégalie ou c¢) 1’association a certaines pathologies autoimmunes (bien que, dans le

cas des LGL, elles semblent précéder 1’expression clinique de la maladie alors que dans le cas de
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I’ALPS elles apparaissent vraisemblablement secondairement). Néanmoins, il existe rarement de
lymphadénopathies (caractéristiques des ALPS) dans les LGL, de méme que la présence d’expansions
clonales CD8" majoritaires dans les LGL ne sont pas retrouvées dans les ALPS. Surtout, il n’existe pas
de mutation de Fas ou de FasL documentée a ce jour dans les LGL. Par ailleurs, 1’adjonction d’IL-2 in
vitro a des cultures de clones T-LGL permet de restaurer la sensibilité¢ a I’apoptose médiée par un
anticorps anti-Fas, preuve que la voie de signalisation reste intacte, ou tout du moins fonctionnelle.
Plusieurs explications sont proposées pour expliquer ce déficit fonctionnel de la voie Fas. La premiére
est la présence en quantité importante dans le sérum de patients LGL de Fas soluble (sFas) qui est
suspecté de bloquer la liaison entre FasL et son récepteur membranaire Fas-FasL normale. Ce sFas est
lui-méme sécrété par le clone tumoral et semble correspondre a une forme épissée alternative de Fas
qui, exprimée en quantité anormalement élevée, est alors sécrétée en extra-cellulaire. De la méme
fagon, une sécrétion anormale de sFasL est observée. Elle correspond soit a une forme directement
sécrétée par le clone tumorale soit a une forme résultant du clivage de FasL. membranaire par des
métalloprotéinases de la matrice extra-cellulaire. Il est paradoxal que les clones LGL exprimant eux-
aussi fortement Fas semblent si peu sensibles aux taux élevés de FasL solubles présents dans le sérum
des patients atteints de LGL. Toutefois, le défaut d’apoptose des LGL en réponse a I’agrégation des
récepteurs Fas in vitro par un anti-Fas témoigne d’un défaut intracellulaire de la voie Fas-FasL dans
ces cellules. Il a ainsi était démontré¢ un défaut de formation du DISC (Death-Inducing Signaling
Complex) en aval direct de la signalisation de la voie Fas, en raison notamment d’un taux basal
anormalement élevé de FLIP (FADD-like IL-1 converting enzyme (FLICE)-inhibitory protein)
cellulaire (cFLIP), un inhibiteur proximal de la voie Fas. c-FLIP contient en effet, comme les caspases
initiatrices, un domaine d’association a FADD, permettant son recrutement dans le DISC mais ne
posséde pas de capacité protéolytique comme la caspase-8 avec laquelle elle rentre donc en
compétition pour la médiation de I’apoptose Fas-dépendante. FLIP est régulé négativement par I’'IL-2,
expliquant la capacité de I’IL-2 a restaurer la sensibilit¢ des T-LGL a I’apoptose induite par des

anticorps anti-Fas{Yang, 2007 #35}.

4.2. Autres lymphomes T
4.2.1. Lymphomes T cutanés (mycosis fongoide et syndrome de Sézary)

Parmi les autres types de lymphomes T, I’hypothése d’une association entre lymphomagénése et
infection chronique non directement « transformante » est rarement avancée dans la littérature, tout au
moins de prime abord. Néanmoins, pour certains sous-types histologiques et/ou certains tropismes
particuliers de lymphomes T, I’hypothése d’une stimulation antigénique chronique par un pathogéne
particulier semble se dessiner.

Bien que I’hypothése soit controversée, ¢’est notamment le cas pour le mycosis fongoide, type de
lymphome T cutané le plus fréquemment observé. En effet, le phénotype T helper CD4" mémoire de
ces lymphomes (CD3'CD4'CD8 CD45R0") suggére que la contrepartie cellulaire du clone tumoral

serait un lymphocyte T ayant rencontré I’antigéne”?. L’hypothése du role d’une infection chronique,
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viral ou bactérienne, dans le mycosis fongoide, notamment a la vue de la physiopathologie des
lymphomes B de type MALT, a été suggérée dans la littérature de facon répétée. Le role potentiel de
la bactérie Borrelia burgdorferi dans les lymphomes B cutanés, notamment de type MALT, a conduit
un groupe du Nord de I’Italie, ou la maladie de Lyme associée au pathogene est endémique, a
examiner son implication potentielle dans ce type de lymphome T*. Par une technique de PCR
génomique amplifiant une région du géne de la flagelline de Borrelia burgdorferi, ils ont mis en
¢vidence a partir de tissus inclus en paraffine la présence vraisemblable du pathogeéne dans 18,1%
(15/83) des cas de mycosis fongoide contre 0% (0/83) dans un groupe contrdle apparié¢ sur le sexe et
I’age. Comme précis¢ initialement, ces données restent néanmoins controversées. La raison essentielle
en est que, malgré la fréquence de ce type histologique au sein des néoplasies T primitives de la peau,
il n’en reste pas moins une entité¢ rare, tout comme la plupart des autres lymphomes T, rendant les
¢tudes souvent caduques par le faible nombre de patients inclus et leur caractére rétrospectif habituel.
Ainsi, d’autres études ont quant a elles suggéré le role de certains virus comme HTLV-1 (par southern
blot et PCR sur CMN sanguines)™!, EBV (par immunofluorescence et DNA/RNA in situ
hybridization)*™, voire CMV (par évaluation sérologique)™, la plupart n’ayant cependant pas été
confirmées®’**. Dans d’autres travaux, ’hypothése d’une stimulation par un autre agent bactérien
que Borrelia burgdorferi a été avancée, comme par exemple Staphylococcus aureus. Trente deux
patients porteurs de lymphome T cutané étaient positifs sur 42 pour Staphylococcus spp dont 16 a S.
aureus -tous des syndrome de Sezary ou des mycosis fongoide- et 6 sur les 16 étaient porteurs d’un S.
aureus TSST-1+ associé a un biais de répertoire VB2 attendu pour ce superantigéne’. L’hypothése
d’un réle de Chlamydia spp a aussi été évoqué, notamment C. pneumoniae (5 cas sur 5 testés par PCR
et la démonstration que C. pneumoniae peut infecter des kératinocytes, fournissant alors
potentiellement un réservoir de stimulation pour les T CD4" du mycosis fongoide)**. Enfin, une autre
étude a montré, par ’analyse des génes TCRA (n=11) et TCRB (n=18) chez des patients atteints de
syndrome de Sezary, une surreprésentation de certaines familles (VB8, 13, 17, 21, 22) sans
surreprésentation Vo ou Jo particuliecre et sans homologie des régions CDR3, évoquant
potentiellement une stimulation superantigénique sans spécificité antigénique particuliére**'.

Enfin, de fagon tout a fait intéressante et analogue a ce qui a été retrouvé pour la leucémie T-LGL, un
défaut de signalisation au niveau de la voie Fas a ét¢ démontré. En revanche, quelques cas de

242

mutations du récepteur Fas (6 patients sur 44 rapportés dans une premiére série et 3 sur 16 dans une

autre série’”’) ont été mises en évidence dans cette pathologie, contrairement aux T-LGL.

4.2.2. Lymphome T gastrique primitif
Bien qu’il n’existe a notre connaissance qu’un cas rapporté dans la littérature, I’association décrite
entre infection bactérienne a Helicobacter pylori et lymphome T gastrique primitif, et surtout sa
régression aprés €éradication du pathogeéne, peuvent suggérer 1’existence d’un lien physiopathologique
entre le pathogéne et la pathologie tumorale. Ce lymphome CD3'CD8", exprimant le récepteur NK

CD56" et dont la clonalité a été confirmée par PCR, a été diagnostiqué chez un patient de 24 ans dans

53



un contexte de douleurs abdominales, dyspepsie et perte de poids. L’infection par H. pylori était quant
a elle affirmée en histologie par coloration de Whartin Starry. Aprés un traitement éradicateur triple
(bismuth, métronidazole et amoxicilline associ¢ a un inhibiteur de la pompe a protons), les contrdles
endoscopiques réalisés a 2, 3 et 12 mois ont montré une régression compléte des I€sions histologiques
lymphomateuses. La recherche de clonalité n’a, semble-t-il, pas été répétée. A noter que les autres
investigations réalisées ¢liminaient une maladie coeliaque ou une maladie inflammatoire chronique de
I’intestin potentiellement associées.

Dans la littérature, les lymphomes T gastriques primitifs sont rarissimes, représentant sur une série
japonaise de 237 patients seulement 6% des cas (n=14)***. L’association avec H. pylori sur une série
de 12 patients présentée plus récemment par la méme équipe avoisinait les 60% (7/12), ne permettant
en tout cas pas de conclure a un lien physiopathologique tel que celui retrouvé pour les lymphomes B
du MALT gastrique.

Cette ¢tude de cas, bien qu’isolée, fait néanmoins écho a la spécificité antigénique retrouvée dans le
lymphome B du MALT gastrique, spécificité qui, rappelons-le, concerne les clones T réactionnels. En
effet, le clone B tumoral apparait poly- ou cross-réactif avec le pathogene, mais aussi et surtout avec
des autoantigenes et dépend de 1’aide médiée par ces clones T spécifiques (du moins dans la phase

initiale de la maladie).

4.2.3. Lymphome T yo hépatosplénique
Le lymphome T yd hépatosplénique est une entité rare, reconnue dans la classification REAL (Revised
European American Lymphoma) en 1994** survenant chez le sujet jeune avec une atteinte splénique
et hépatique prédominante au niveau des sinusoides*’, en accord avec le tropisme de leur contrepartie

247 et associée a un envahissement médullaire constant quoique parfois minime**,

cellulaire normale
Quelques cas de lymphomes hépatospléniques présentant morphologiquement une infiltration
similaire des sinusoides de la pulpe rouge splénique mais de phénotype off ont amené a les classer
comme un variant de la précédente entité¢ dans la classification OMS 2001 (des données récentes de
microarrays ont par ailleurs confirmé la similitude de ces 2 entités®*).

L’hypothése du role d’une stimulation antigénique chronique dans ce type de pathologie repose
essentiellement sur 1’association épidémiologique de ce lymphome a un contexte de greffe solide

250,251

d’organe (associé a contexte d’immunosuppression), mais aussi, pour rester sur le plan

infectieux, en association avec le paludisme et notamment une forme particulieére dite splénomégalie

232253 9u encore en association une infection 8 EBV?*® ou HBV>*.

palustre hyperactive
Dans le cas des lymphomes T yd hépatospléniques associés a une splénomégalie palustre hyperactive,
il est intéressant de relever que la recherche d’ADN plasmodial s’avére souvent négative, montrant
que la transformation tumorale ne requiert pas directement le pathogéne ou s’est autonomisée. Il est
important de garder en mémoire que la splénomégalic palustre hyperactive est essentiellement
caractérisée par une production incontrdlée d’IgM dans un contexte d’activation B polyclonale. Il

existe d’ailleurs des arguments pour relier cette pathologie a 1’émergence possible d’un lymphome B
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de la zone marginale splénique mais ce point ne sera pas développé ici®’. Une fois encore, la
pathologie tumorale T mature n’apparait pas comme la plus fréquemment rencontrée dans ce contexte
de stimulation antigénique.

La reconnaissance antigénique des lymphocytes T yd ne passe pas, comme pour les T afy, par une
présentation CMH/peptide systématique mais par une variété de ligands directs de type non-
peptidiques (se rapprochant en ce sens plus du mode de reconnaissance des lymhocytes B par leur
BCR) ou par de larges structures protéiques de type CMH-I-« like ». Il est, des lors, difficile de
corréler I’émergence de ce type de lymphome a une stimulation antigénique récurrente, puisque les
outils usuellement disponibles, tels que I’analyse clonotypique, ne rendent pas forcément compte de la
spécificité antigénique. Néanmoins, 1’utilisation préférentielle de la chaine Vo1 dans les clones qui
s’expandent fortement dans un contexte de greffe allogénique d’organe’®® (sachant que les
lymphocytes T y5 de la rate expriment la chaine V&1 préférentiellement®’) est cohérente avec
I’expression de cette chaine dans 2 séries de patients transplantés rénaux ayant développé un
lymphome T y8 ***#°!. A I’inverse, ’expression de la chaine V82, principalement retrouvée sur les
lymphocytes T ¥ de la peau et des tissus muqueux”™, a été mise en évidence chez un patient porteur
d’un lupus érythémateux disséminé aigu ayant développé un lymphome T yd hépatosplénique dans la
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série publiée par Belhadj er al”*°. Il est par ailleurs clairement démontré que le nombre de

lymphocytes T yd est augmenté dans un large panel de maladie autoimmunes telles que la polyarthrite
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rhumatoide®’, la maladie coeliaque’® ou la polymyosite’®'. L’hypothése d’une transformation
émergeant d’un clone yo stimulé chroniquement par des allo- ou des autoantigénes voire des antigénes
parasitaires (Plasmodium falciparum étant susceptible de stimuler in vivo des lymphocytes T yd chez
des patients infectés) apparait donc séduisante a la vue de ces données.

Enfin, des données récentes d’analyses sur puces & ADN publiées par Travert et al.**’ révélent la
surexpression de geénes impliqués dans la voie du TCR (VAV3, BCL10, ZAP70, ITK) en comparaison a
d’autres types d’entités telles que les lymphomes T périphériques sans autre spécificité ou les
lymphomes T/NK, suggérant potentiellement un rdle particulier de I’activation chronique du récepteur

T.

5. Au-dela de I’infection chronique

5.1. Lymphome folliculaire et pesticides

5.1.1. Origine de la cellule tumorale
Le lymphome folliculaire est une lymphoprolifération B mature, résultant de la transformation
maligne de cellules B centrofolliculaires. Le développement de ce type de lymphome est en partie
initi¢ par D’expression ectopique de I’oncogéne BCL2 résultant dans plus de 85% des cas d’une
translocation t(14;18)(q32;q21)**. Cette translocation transpose 1’extrémité 3’ codante du géne BCL2
au sein du locus des génes codant pour la chaine lourde des immunoglobulines, aboutissant a la
dérégulation de son expression. Au niveau du géene BCL2, le point de cassure le plus fréquent, appelé

Major Breakpoint Region ou MBR (70% des cas), se situe au sein de 1’exon 3, situé trés a distance des
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premiers exons du géne BCL2. Un deuxiéme point de cassure, minor cluster region ou mcr (5% des
cas), est situ¢ 20kB en aval. D’autres points de cassure plus rares ont été décrits, situés notamment en
5’ du geéne. La conséquence de cette translocation est la présence constitutive intracellulaire d’un fort
taux de protéine anti-apoptotique Bcl2 conférant un avantage de survie aux cellules porteuses de
I’anomalie génétique.

Malgré un aspect histologique et un immunophénotype clairement centro-folliculaire**®, la contrepartie
cellulaire normale de la cellule tumorale, c’est-a-dire 1’origine exacte de la cellule a I’initiation de la
transformation lymphomateuse, n’est pas clairement établie. Les analyses moléculaires ont ainsi
montré¢ que 1’origine du processus tumoral dans le lymphome folliculaire n’a pas lieu dans le centre
germinatif et que la transformation se développe sur une période couvrant plusieurs stades de la
différenciation lymphocytaire B. Comme les cellules centrofolliculaires normales, les cellules
tumorales centrocytes- et centroblastes-« like » tumorales proliférent au sein d’un réseau cellulaire
composé¢ de cellules dendritiques folliculaires et de lymphocytes T CD4 helper folliculaires. Les
cellules lymphomateuses conservent également une dépendance vis-a-vis de I’expression et de
I’activation du BCR, des interactions avec les cellules T et les cellules stromales du
microenvironnement tumoral**. En raison de ’expression constitutive d’AID, les cellules présentent
un fort taux de mutations somatiques a la fois au niveau du geéne des immunoglobulines mais aussi au
niveau de divers proto-oncogenes. Il est fortement suspecté que AID joue également un role
prépondérant dans la survenue des nombreuses translocations surajoutées®**2%, 11 est ainsi clairement
admis que la translocation t(14;18), ou du moins I’expression ectopique de Bcl2, bien que nécessaire
au processus de lymphomagenése, n’est pas suffisante pour entrainer 1’apparition d’un lymphome
folliculaire. Pour preuve, la présence d’une translocation t(14;18) peut étre détectée par des techniques
de PCR suffisamment sensibles chez prés de 50 a 75% de la population normale®®>%’. En accord avec
cette hypothese, le modele murin Eu-BCL2, surexprimant de maniere constitutive dans la lignée B
I’oncogene BCL2 (mis sous la dépendance de I’enhancer Ep du geéne des chaines lourdes des
immunoglobulines), développe une hyperplasie folliculaire mais trés rarement un lymphome

folliculaire?6®2¢°

. Dans les cas ou un lymphome folliculaire apparait, des anomalies génétiques
surajoutées, et notamment une dérégulation de c-myc, sont d’ailleurs systématiquement détectées.
Longtemps considérées comme des cellules B naives non clonalement reliées, il est maintenant montré
que ces cellules t(14;18) positives chez des sujets sains ont la plupart des caractéristiques des cellules
tumorales folliculaires, notamment la clonalité¢ (malgré une grande diversité intraclonale due a 1’action
persistante d’AID)*"°. Ces cellules constituent probablement un état pré-néoplasique dont la cinétique
d’évolution est suffisamment faible en 1’absence de facteurs précipitants, pour 1’instant non clairement
identifiés, pour entrainer le développement d’une pathologie tumorale franche au cours de la vie de
’individu?”. Des études récentes montrent cependant que 1’exposition aux pesticides accroit a la fois
la fréquence d’individus porteurs de cellules présentant la translocation mais aussi le nombre de ces
translocations dans les lymphocytes B circulants d’un méme individu?’"*’2. Finalement, on peut

imaginer un processus comportant un événement oncogénique initial responsable de la surexpression
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ectopique de BCL?2 via la t(14;18) survenant vraisemblablement lors de la recombinaison précoce des
segments V(D)J au cours de l’ontogéniec B et conférant un avantage vis-a-vis de processus
apoptotiques a ces cellules. Cet événement, combiné a une activation persistante du BCR via une
stimulation antigénique chronique actuellement inconnue (agents exogénes comme certains pesticides,
autoantigénes, agents infectieux chroniques bactériens ou viraux...) au sein de certaines niches,
aboutirait in fine, en cas d’événements oncogéniques secondaires (dérégulation de BCL6, de la voie

p53), au développement d’un lymphome folliculaire a proprement parler.

5.1.2. Role d’une éventuelle stimulation antigénique chronique
Plusieurs ¢léments vont dans le sens du réle d’une stimulation antigénique chronique dans le
lymphome folliculaire, a la manicre de 1’association entre lymphome de la zone marginale et VHC,
helicobacter pylori ou campylobacter jejuni, avec certaines nuances cependant. Revenons sur le cas
des individus exposés a certains génotoxiques tels que les pesticides. On a longtemps cru que
I’accumulation de cellules portant la translocation (14;18) résultait d’une plus grande fréquence
d’éveénements oncogéniques chez ces individus exposés. En fait, les études moléculaires, montrant une
relation clonale entre la plupart de ces cellules portant la translocation (variation intraclonale médiée
par D’action d’AID), sont en faveur d’une prolifération accrue de ces cellules anormales chez les
individus exposés et non d’une plus grande fréquence d’aberrations chromosomiques ou de mutations
par instabilité génomique ou action mutagéne non médiée par AID?’'?7?, De facon similaire, certains
patients porteurs du virus de I’hépatite C (VHC) en phase active présentent une fréquence élevée de
cellules t(14;18) positives dans le sang®”, fréquence qui diminue en cas de réponse a un traitement
antiviral par interferon +/- ribavirine, et qui, la plupart du temps, réaugmente en cas de rechute

virale'?’

. Néanmoins, les rares lymphomes associés au virus de 1’hépatite C sont la plupart du temps
des lymphomes de la zone marginale et ne portent pas de translocation (14;18)''"''?. Les variations
synchrones de la fréquence de cellules t(14;18) positives dans le sang des patients et de la charge
virale VHC sont donc actuellement considérées comme un effet « by-stander » dont le mécanisme
reste mal compris. A la différence de certains lymphomes de la zone marginale, ’association avec une
stimulation antigénique chronique reste donc largement plus débattue pour le lymphome folliculaire
et, si elle semble jouer un role dans la survie du clone tumoral, elle ne semble pas directement
impliquée dans la ou les anomalies premicres de la cellule tumorale. Le processus multi-étapes retenu
a ’heure actuelle serait donc le suivant : 1) événement oncogénique précoce lors de la recombinaison
Dy-Ju aboutissant a la t(14;18) au niveau d’un précurseur lymphoide B*"*; ii) expression ectopique
forcée de Bcl2 durant la réaction du centre germinatif permettant I’échappement de ces clones a
’apoptose malgré ’absence de reconnaissance antigénique spécifique de leur BCR?'7?; iii) arrét de

maturation au stade centrocyte/centroblaste-like avec persistance d’une activité de AID*”® aboutissant

a iv) I’accumulation d’événements oncogéniques secondaires et a la transformation®’®.
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5.2. Lymphomes B et maladies auto-immunes

L’association entre lymphomes et maladies auto-immunes est établie depuis plus d’un demi-siecle. Si
les caractéristiques de ces associations sont de mieux en mieux connues, les mécanismes
physiopathologiques sont loin d’étre compris. Il semble clair que 1’association est bidirectionnelle, les
maladies autoimmunes faisant le lit de la lymphomagénése, notamment B, et inversement, les
lymphomes entrainant un certain nombre de cas d’autoimmunité. Nous entendons parler ici du
développement d’hémopathies lymphoides dans un contexte de maladie autoimmune mais il est
parfois impossible de déméler le rapport de causalité entre les 2 types de pathologies, I’expression
clinique ne signant pas forcément le début de la maladie dysimmunitaire ou tumorale.

Comme nous I’avons vu précédemment, notamment dans les lymphomes B du MALT associés a H.
pylori ou au VHC, la polyréactivit¢ du clone tumoral, autoréactif, laisse supposer que le stimulus
antigénique (pour le lymphocyte B) serait plutdt endogeéne que bactérien ou viral. Dans le cas du
MALT gastrique, seuls les clones T semblent spécifiques du pathogeéne et favorisent la prolifération
des clones B autoréactifs. Des lors, on peut imaginer que la maladie autoimmune, rassemblant a la fois
la stimulation antigénique mais aussi un contexte inflammatoire, est propice a 1’émergence d’un
processus de transformation au sein de la population lymphocytaire B. Le cas particulier des
lymphomes T et notamment du mod¢le des lymphomes T sur entéropathie sera décrit dans le chapitre
suivant.

Parmi les différentes maladies autoimmunes, les pathologies suivantes sont supposées associées a un
risque significativement plus élevé de développement de lymphome : la polyarthrite rhumatoide, le
syndrome de Sjogren, le lupus érythémateux disséming, la thyroidite de Hashimoto, les polymyosites
et dermatomyosites, les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin et les spondylarthropathies
essentiellement. Les données concernant les associations épidémiologiques entres ces maladies et les

lymphomes sont synthétisées dans le tableau 6.

RR Facteurs de risque particuliers Lymphomes
(min-max) associés
1.5-4 Maladie active (inflammation++) DLBCL

Polyarthrite rhumatoide?”’27°

Localisation extra-articulaire (Sd de Felty++)

9-16 Hypocomplémentémie MALT
Syndrome de Sjogren?80-282 . o
Purpura, tuméfaction parotidienne DLBCL
Lupus disséminé?83-285 3-7 - DLBCL
Thyroidite de Hashimoto?36-288 3-4 - MALT
2-4 Lymphome découvert dans la 1% année++ -

Myosites?®

(pathologie « paranéoplasique » ?)

Tableau 6. Principales maladies autoimmunes associées au développement de
lymphomes B.

Hormis les doutes quant au lien de causalité (notamment dans le cas des myosites ou le lymphome

survient en régle générale dans ’année suivant le diagnostic), il est difficile d’évaluer la part de
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responsabilité des différentes composantes suivantes : 1/ D’inflammation; 2/ la stimulation
autoantigénique ; 3/ I'immunosuppression thérapeutique (anti-TNF par exemple) ou 4/ une

prédisposition génétique commune a la maladie autoimmune et au lymphome.

5.3. Lymphome T sur entéropathie et maladie coeliaque
Parmi les associations entre lymphomes T et maladies autoimmunes, celle entre lymphome T sur
entéropathie et maladie coeliaque nous parait mériter une attention particuliére pour 2 raisons. La
premicre est que, tout comme la leucémie T-LGL, elle apparait comme le prototype, s’il en est, du lien
potentiel entre lymphomagénése T et stimulation antigénique chronique. La deuxiéme est que la voie
p53 semble fonctionnellement altérée dans pres de 100% des cas pour ce type de lymphome®”, ce qui,
a la lumicre des résultats que nous avons obtenus dans notre modéle murin p53 KO, nous semble
particulierement important —nous reparlerons de ce point dans la « discussion » des résultats et dans la
partie « perspectives » de ce travail de these.
La description initiale d’une association entre malabsorption et lymphome intestinal a été rapportée en
1937. 1l faut néanmoins attendre 1978 pour que Isaacson et Wright décrivent ce type de lymphome
comme une entité propre associée a la maladie coeliaque, et 1985 pour que son phénotype T soit
identifié. Cette entité tres rare (moins de 5% des lymphomes du tractus digestif) semble provenir de la
transformation d’un lymphocyte T CD8" intra-épithélial. D’un point de vue épidémiologique et
clinique, la médiane d’age au diagnostic est de 60 ans, le sex-ratio de 1, et la localisation préférentielle
est le jejunum bien que I’ensemble de I’appareil digestif puisse étre touché (estomac, gréle dans son
ensemble, colon). Le pronostic est éminemment mauvais, avec moins de 30% de survie a 2 ans.
Si I’association entre ce type de lymphome, appelé depuis son introduction dans la classification OMS
2001 ETL (Enteropathy T-cell lymphoma) ou EATL (Enteropathy Associated T-cell Lymphoma), et
maladie coeliaque est clairement documentée, le cas du diagnostic de lymphome sur une maladie
coeliaque évoluant depuis plusieurs mois ou années est finalement assez rare. Dans la plupart des cas,
il existe a I’anamnese 1’apparition de troubles digestifs récents avec malabsorption pouvant tout a fait
correspondre aux premieres manifestations de la pathologie tumorale. Néanmoins, la présence chez
ces patients des haplotypes HLA fréquemment retrouvés chez les sujets atteints de maladie coeliaque
(DQA1*0501 et DQB1*0201) et la présence, en zones adjacentes a la lésion lymphomateuse, d’une
augmentation des lymphocytes intra-épithéliaux, d’une atrophie villositaire et d’une hypertrophie des
cryptes de Lieberkiihn rendent ’hypothése d’une maladie coeliaque sous-jacente fort probable.
D’autres arguments viennent conforter 1’hypothése d’une association causale comme la diminution
d’incidence des EATL chez les patients atteints de maladie coeliaque en cas de régime sans gluten
strict ou la détection rétrospective, dans les biopsies des patients ayant développé ce type de
lymphome, du clone tumoral dés le stade de maladie coeliaque réfractaire au régime sans gluten
(appelé communément sprue réfractaire).
Dans la plupart des cas, les cellules tumorales sont des lymphocytes T aff CD3'CD7'CD103" mais
CD5CD4°CD8". Plus rarement les cellules peuvent étre CD3™ et certains lymphomes expriment le
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CDS8. 1l existe une forme particuliére appelée monomorphique, non associ¢e formellement a une
maladie coeliaque sous-jacente, de phénotype CD3'CD8'CD56". Un continuum clair a été établi entre
maladie coeliaque, sprue réfractaire et EATL, notamment par la démonstration de la présence du clone
des le stade de maladie coeliaque réfractaire par PCR et séquencage, de méme que les anomalies
phénotypiques de ce clone (phénotype CD4°CDS" usuel) des ce stade.

Le model suivant peut donc étre proposé dans lequel : i) une réponse anormale au gluten alimentaire -
et notamment ['une des protéines de type prolamine appelée la gliadine- (stade -clinico-
histopathologique de maladie coeliaque) selon un mode non ¢lucidé conduirait a ii) la prolifération et a
I’acquisition d’un phénotype anormal par les lymphocytes intra-¢pithéliaux (CD4 CD8” notamment)
suivies de la survenue d’événements oncogéniques assurant I’indépendance du clone tumoral vis-a-vis
de I’antigéne (gain en 9q33-24 et 9p21 dont nous parlerons dans la discussion) (stade clinico-
histopathologique de sprue réfractaire) avant iii) ’apparition de la pathologie néoplasique a
proprement parler (stade clinico-histopathologique de lymphome T). A noter que la spécificité
antigénique dans ce modéle de lymphomagénése semble associée avant tout au contingent CD4" non
tumoral de la lamina propria, étant donnée la forte corrélation entre le développement de la maladie
coeliaque et certains HLA de classe II particulier. Il semble également y avoir un role majeur de I’'IL-
15 dans le développement de la pathologie, au moins dans les stades initiaux, puisqu’il a clairement
été démontré que les lymphocytes intra-épithéliaux phénotypiquement anormaux de patients porteurs
de sprue réfractaire étaient plus sensibles a 1’effet antiapoptotique médiée par la cytokine et sur-
exprimaient le récepteur IL-15RB (CD122) a leur surface. Cet effet anti-apoptotique était
principalement médié par i) le récepteur B a I’IL-15 et non le récepteur a ; ii) la voie Jak3/STATS et
Bcl-xL (et non la voie STAT3 comme pour les T-LGL) ; iii) et pouvaient étre inhibé par la molécule

BH3 mimétique ABT-737 (prévenant I’association de Bcl-xL ou de Bcl-2 avec leur cible)®'.

5.4. Lymphome T anaplasique et prothése mammaire
Le lymphome anaplasique a grandes cellules est un lymphome T composé de cellules pléiomorphes,

au cytoplasme abondant et exprimant le CD30%

. On retrouve la présence caractéristique de grandes
cellules avec un noyau réniforme (dit aussi en fer a cheval) prédominant aux abords des vaisseaux””.
Le CD3 est exprimé dans moins de 25%* des cas mais il existe un réarrangement du TCR objectivé
dans plus de 90% des cas®”®. Certains cas de lymphomes anaplasiques a grandes cellules surexpriment
la protéine ALK** (résultant le plus souvent d’une translocation t(2;5) mettant le géne ALK au contact
de celui de la nucléophosmine NPM). Il existe une prédominance chez ’enfant ou I’adulte dans la 3™
décade et le lymphome touche principalement les hommes, du moins pour la forme ALK positive qui
est également associée a un meilleur pronostic que la forme ALK négative™”.

Alors que la plupart des lymphomes mammaires sont de phénotype B (essentiellement de type B
diffus a grandes cellules dans 49% des cas ou de type zone marginale de type MALT dans 17% des

cas”’), plusieurs études font état d’une surincidence relative de lymphomes anaplasiques a grandes

cellules associée aux port de prothéses mammaires, principalement en silicone mais aussi en sérum
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physiologique?®>%. La plupart des cas décrits concernent des prothéses avec fuite ou rupture. De
facon tout a fait notable, la quasi totalité des cas décrits sont ALK négatifs®®'.

A ce jour, peu de choses sont connues concernant le mécanisme physiopathologique de ce type de
lymphome mais 1’hypothése d’une stimulation antigénique par 1’extravasation de silicone (antigéne
composants directement le silicone ou autoimmunité locale générée par 1I’inflammation réactionnelle)
a ¢té évoquée. Néanmoins, 1’absence de TCR a la surface des cellules de ce type de lymphome et/ou le
défaut de signalisation proximal de la voie de signalisation du TCR** font remettre en question un tel
modele physiopathologique, méme si ’on peut imaginer une autonomisation secondaire avec
activation constitutive de cette voie plus en aval (comme pour I’autonomisation secondaire des
lymphomes du MALT gastrique par exemple bien que le BCR ne soit alors pas perdu). Une réaction
inflammatoire est retrouvée de fagon quasi constante a 1’ablation de ces prothéses avec extravasation
de silicone, au niveau de la capsule fibreuse mais aussi au niveau des ganglions du territoire de

drainage®®*. L’hypothése d’un réle des cytokines ou des radicaux libres générés par I’inflammation

réactionnelle est ¢galement largement suspectée.

6. Quels modeles animaux ?

Comme nous ’avons vu au cours des chapitres précédents, le modele d’une lymphomagénese B ou T
directement « drivée » par une stimulation antigénique, qu’elle provienne d’un pathogéne persistant,
d’une « intolérance alimentaire », d’un possible matériel inerte ou d’antigénes du soi apres rupture de
tolérance, est largement évoqué dans la littérature. Cependant, a 1’exception du modéle animal de
souris Balb/c infecté de fagon chronique par Helicobacter felis ou helmanii, qui permet de reproduire
la survenue d’un lymphome de la zone marginale de type MALT au niveau gastrique proche de la
pathologie humaine et établissant solidement le lien causal, les autres associations décrites restent pour
I’essentiel purement spéculatives. Notamment, il est trés difficile de déterminer les contributions
respectives de la stimulation antigénique chronique en elle-méme (via un BCR ou un TCR spécifique)
de celles de I’inflammation générée par le pathogéne ou la pathologie autoimmune sous-jacente.
Néanmoins, dans le modéle princeps du lymphome du MALT gastrique a Helicobacter pylori, comme
nous I’avons souligné a plusieurs reprises, la spécificité antigénique semble 1’apanage des clones T
non tumoraux réactionnels. Ainsi, méme dans le cas d’un pathogeéne causal clairement identifié, la
spécificité et la contribution effective d’une interaction entre le BCR du clone tumoral et un ou
plusieurs antigénes du pathogéne sont loin d’apparaitre comme le moteur unique de la transformation.
Dés lors, non seulement il apparait difficile d’identifier dans quelle mesure un pathogeéne ou un
processus auto-immun est capable d’induire la transformation d’un lymphocyte dans un mécanisme
indirect, mais la présence d’une spécificité¢ antigénique semble loin d’étre une condition sine qua non
a la démonstration d’un tel mécanisme. D’ou I’importance cruciale de mod¢les animaux dans ce type
de démarche afin de déchiffrer les différentes étapes et prérequis de ce mode de transformation
tumorale dont on suspecte qu’il repose a la fois sur i) une stimulation directe probable du BCR/TCR

mais de fagon peut-&tre plus limitée qu’initialement suspectée, ii) une composante inflammatoire dont
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le role est probablement majeur et iii) des polymorphismes particuliers (génes des différentes
cytokines pro-inflammatoires par exemple) et certains haplotypes HLA expliquant la susceptibilité de
certains individus.

Méme s’il n’existe a notre connaissance que le modele murin précédemment évoqué mimant le
développement de lymphome du MALT gastrique chez des souris Balb/c a partir d’un pathogene
vivant, quelques rares travaux publiés dans la littérature permettent de déchiffrer certains aspects du
modes de transformation indirecte (lymphocytaire B ou T) qui nous intéresse et vont étre développés

dans les paragraphes suivants.

6.1. Modéle Epn-MYC/BCR"

Un article publi¢ en 2009 dans Plos Biology par Refaeli et al. aborde de facon tout a fait ¢légante la
contribution d’une stimulation du BCR dans un modele murin largement exploité comme prototype
animal du lymphome de Burkitt, a savoir le model Eu-MYC plagant le géne MYC sous le contrdle de
’enhancer p du géne des chaines lourdes des immunoglobulines®”. Partant du constat que les
arguments s’accumulent concernant le role essentiel de 1’activation constitutive de la voie du BCR
pour la survie du clone tumoral dans les lymphomes B, les auteurs ont croisé ces souris Epn-MYC avec
des souris exprimant un BCR transgénique spécifique du peptide HEL (hen-egg lyzozyme) générant
ainsi des souris Ep-MYC/BCR"F". Les premiéres constatations dérivées de ce modéle sont une
accélération du développement tumoral associé¢ a une modification phénotypique. Alors que les souris
Ep-MYC sont connues pour développer des lymphomes B de type pré/pro-B, les souris Ep-
MYC/BCRM™™ ont toutes développées une pathologie proche phénotypiquement de la leucémie
lymphoide chronique humaine, avec notamment un phénotype B mature naif quoique CD5 négatif.
Les auteurs attribuent cette modification phénotypique a une stimulation qualifiée « d’autonome » (ou
de « tonic » par d’autres) du BCR c’est-a-dire sans rencontre avec I’antigéne spécifique du BCR (HEL
n’étant naturellement pas exprimé chez la souris).

Les souris Eu-MYC/BCR™* ont ensuite étaient croisées avec des souris exprimant de fagon
ubiquitaire (sous le controle du promoteur de la métallothionéine) la protéine HEL pour générer des
souris Ep-MYC/BCR"F/sHEL. Hormis un développement encore plus précoce que précédemment des
lymphomes, le phénotype de ces derniers évoquait clairement les caractéristiques du lymphome de
Burkitt (larges plages de cellules de grande taille monomorphes, aspect dit de « ciel étoilé » -lié¢ a la
présence de nombreuses cellules histiocytaires-, marqueurs centro-germinatifs -PNA'- et d’activation
~CD86'CD69-). Par des expériences de transfert, les auteurs ont également montré la dépendance a
’antigéne des tumeurs générées dans les souris Eu-MYC/BCR"™ ! /sHEL puisque celles-ci n’étaient pas
transférables a des souris WT ou a des souris exprimant sHEL mais dont la chaine Iga avait été
invalidée par un shRNA. En revanche, la prise tumorale était systématique dans des souris
transgéniques SHEL ou apreés transfection avec un ShRNA contréle. De plus, les auteurs ont montré la
dépendance des cellules tumorales issues du modéle Eu-MYC/BCRMEY/SHEL in vitro et in vivo a toute

une série d’immunosuppresseurs (cyclosporine A, FK506 et rapamycine) perturbant la voie de
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signalisation du BCR. Utilisant un autre modele controlant I’expression du gene MYC, toujours dans
des lymphocytes B mais sous la dépendance d’un traitement par doxycycline (I’antibiotique donné
dans 1’eau de boisson inhibant I’expression du transgene), les auteurs ont également montré la
dépendance de la tumorigénése a la surexpression de I’oncogene MYC, de méme que la survie et la
prise tumorale du clone dans des expériences de transfert.

Au final, cette étude est, a notre connaissance, 1’'une des premicres a démontrer de fagon formelle le
role d’une activation (dépendante (cognate) ou non (tonic) de I’Ag) de la voie de signalisation du BCR
dans un modele murin de lymphomagénese B. Ces résultats semblent tout a fait pertinents au regard de
la pathologie humaine puisque les récents résultats de 1’équipe de Staudt ont montré une activation
chronique de la voie du BCR dans les lymphomes B diffus a grandes cellules de type ABC (activated
B-cell like type) via plusieurs mécanismes : mutations activatrices de CARDI11 (10%) ou de CD79B

(18%) mutuellement exclusives, voire de CD794>*.

6.2. Modéle ITK-SYK

La molécule SYK (spleen tyrosine kinase) est principalement exprimée dans les lymphocytes B et les
cellules my¢loides. Elle est également exprimée dans les lymphocytes T au stade de thymocytes et de
lymphocytes T naifs mais n’est habituellement pas retrouvée dans les lymphocytes T activés®®. Elle
contient 2 domaines SH2 permettant son recrutement au niveau du BCR apres liaison avec I’antigéne
mais aussi a d’autres récepteurs contenant un domaine ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif), ainsi qu’un domaine kinase permettant la phosphorylation de molécules proximales
et la transduction du signal en aval de ce récepteur.

L’intérét pour ce géne dans la lymphomagénese T vient notamment de travaux ayant documenté sa
surexpression dans plus de 90% des lymphomes de type PTCL (peripheral T-cell lymphoma). Ces
résultats sont plutot inattendus puisque le phénotype activé de ces lymphomes évoque une contrepartie
cellulaire normale ou SYK n’est habituellement pas exprimé®®. Par ailleurs, bien que rare, la
translocation t(5;9)(q33;q22) fusionnant les génes codants pour ITK et SYK, semble récurrente dans
les PTCL™. Il apparait que la présence de la protéine ITK dans cette fusion (et notamment sa partie N-
terminale PH (pleckstrin homology)) permet la localisation au niveau des radeaux lipidiques
membranaires de SYK et par conséquent sa localisation a proximité de SLP-76 et LAT, entrainant une
activation constitutive de la voie du TCR. Des travaux récents publiés par 1’équipe de Philippe
Gaulard suggérent que SYK est également surexprimé dans les lymphomes T y*%.

Partant de ces observations, un mod¢le murin d’expression conditionnelle via un systéme Cre-Lox
d’un géne de fusion ITK-SYK a été généré®®’. Les auteurs ont montré comment ’expression du
transgeéne (apres croisement de souris « positives » pour le transgéne de fagon ubiquitaire avec des
souris Cre-CD4), a partir du stade de développement thymique double positif, entrainait ex vivo une
activation constitutive de la voie du TCR (avec phosphorylation des protéines SLP-76, LAT, PLCyl,
AKT, ERK1/2 et p38, up-régulation de CD69 et sécrétion d’IL-2 de fagon spontanée -mimant un
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engagement du TCR reproductible in vitro par stimulation anti-CD3/anti-CD28 de fagon constitutive)
et in vivo la génération de lymphomes T matures avec une pénétrance complete.

Bien que ce systéme utilise 1’expression d’un transgéne et ne peut mimer un engagement répété
physiologique du TCR par un complexe CMH/peptide, il démontre la possibilité d’un mécanisme de

transformation tumorale intrinséque par une activation constitutive de la voie du TCR.

6.3. Modéle Snf5™
Une ¢étude publiée en octobre 2011, dans le Journal of Clinical Investigation par une équipe du Dana-
Farber, nous a sembl¢ particulicrement intéressante au regard des résultats que nous avons obtenus et

qui seront discutés dans la partie éponyme*®®

. Elle porte sur un mod¢le de souris invalidé pour le géne
SNF5 connu pour réguler notamment la structure de la chromatine et pour étre fréquemment délété
dans les leucémies T prolymphocytaires. La pertinence de I’invalidation de ce géne pour la génese
d’un modele de lymphomagénése T mature reste & démontrer mais I’intérét particulier de ce travail
réside dans la caractérisation immunologique détaillée du phénotype tumoral et la recherche
méthodique de la contrepartie cellulaire normale dont le clone lymphomateux peut avoir émergé, ce
qui reste finalement assez rare dans les différentes études de lymphomagénese T murine publiées.
Utilisant plusieurs systémes de recombinase Cre (hCD2-Cre, Lck-Cre et CD4-Cre) permettant la
délétion du géne SNFS5 a différents stades de développement thymique (CLP, DN1 et DP
respectivement), les auteurs montrent la survenue dans 100% des cas de lymphomes T matures (TdT")
CDS8" ayant un phénotype composite fait de cellules CD44"CD122"° et CD44°CD122" lorsque la
délétion complete intervient apres le stade DN3 (c’est-a-dire dans le modele Lck-Cre -dans lequel la
recombinaison est incompléte avant le stade DN3- et le modéle CD4-Cre -ou elle intervient au stade
DP- mais pas dans le modele hCD2-Cre -ou un blocage complet de différentiation est observé au stade
DN3 en raison de I’absence de Snf5). Cette étude démontre, d’une part, comment le contingent initial
et propagateur de la lymphomagénése correspond a celui exhibant le phénotype T mémoire CD44™,
mais aussi les similitudes entre ce contingent mémoire et un programme dit « cellule souche »
(SMADI1, STAT3, KLF4, OCT4, NANOG, SOX2, NACI, ZFP281 et DAX1) par analyse sur puce a
ADN. FElle démontre, d’autre part, le r6le fondamental de la voie du TCR dans la prolifération et la
survie du clone tumoral, que ce soit ex vivo, en montrant la prolifération en co-culture des cellules
lymphomateuses avec des splénocytes irradiés, 1’inhibition de leur prolifération en présence d’anti-
CDS8 ou de cyclosporine A, et in vivo, en montrant [’absence de prise tumorale dans des souris
receveuses déficientes pour le CMH de classe 1. En revanche, les éléments démontrant 1I’implication
du TCR dans I’initiation méme du processus de lymphomagénese restent pour le moins contestables.
En définitive, si I’hypothése d’une stimulation antigénique chronique du TCR dans ce modé¢le de
transformation semble loin d’étre évidente, elle souligne néanmoins plusieurs aspects
fondamentaux que sont :

1) la dépendance du clone tumoral (une fois la transformation établie) a la voie du TCR,

comme en témoigne 1’absence de prise tumorale dans des souris CMH-I KO. Il est
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probable que cette dépendance soit liée au stade de maturation des cellules
lymphomateuses (cellules T mémoires CD8'CD44"CD122" dont la dépendance a un
signal TCR « tonic » par interaction CMH/peptide-TCR a été clairement démontré®®,
contrairement aux cellules T CD8" mémoires usuelles’'® CD44"CD122") ;

la proximité, en terme de programme transcriptionnel, de ces cellules avec des cellules
souches —notamment les capacités d’« auto-renouvellement »*'!, expliquant peut-étre

pourquoi les lymphocytes mémoires seraient plus susceptibles de se transformer.
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C. Développement et réponse immunitaire lymphocytaire T

L’objectif initial de notre projet était de développer un modéle de lymphomagénése B, par des
injections répétées de Streptococcus pneumoniae inactivé a des animaux p53 déficients. Comme nous
I’avons déja évoqué précédemment, les résultats obtenus dans ce travail de these nous ont amené a
nous interroger sur I’impact de stimulations antigéniques répétées sur la lymphomagénese T et a nous
interroger sur la pertinence en pathologie humaine de notre modele murin. Bien que non exhaustif, le
résumé que nous faisons ci-dessous du développement lymphocytaire T permettra d’appréhender de

facon plus claire les concepts développés dans la partie « résultats ».*

1. Développement lymphocytaire T

1.1. Développement lymphocytaire T au niveau thymique

Les lymphocytes T dérivent d’un progéniteur lymphoide médullaire commun aux lignages B, T, NK et
dendritiques de type lymphoide (common lymphoid progenitor ou CLP). Certains de ces progéniteurs
quittent la moelle osseuse et migrent vers le thymus par voie sanguine selon des mécanismes encore
mal compris et qui dépassent le cadre de ce travail. Une fois parvenus au thymus, ces progéniteurs
engagent un programme de différenciation lymphocytaire T, probablement sous la dépendance d’un
signal initiateur généré par la voie Notch et en réponse a des interactions avec les cellules stromales
thymiques (figure 8).

Bien que la plupart des progéniteurs pluripotents les plus immatures entrant au niveau du thymus
puissent exprimer de fagon transitoire et faible le CD4, les cellules deviennent rapidement double
négative (DN), c’est-a-dire n’exprimant ni le CD4 ni le CD8. La maturation s’effectue suivant les
stades qualifiés de DN1 a DN4, eux-mémes étant actuellement subdivisés en stades DN1a-DN1e pour
le stade DN1 ou en DN3E et DN3L ou DN3a et DN3b pour le stade DN3 par exemple. Il a été
démontré que les populations DN1a et DN1b sont ainsi enrichies en progéniteurs thymiques précoces
mais qu’elles sont encore capables de donner naissance a des cellules NK, my¢loides voire a des

lymphocytes B.

2 Une partie introductive expliquant le développement et les fonctions immunologiques des lymphocytes NKT a été rajoutée
dans la partie discussion de cette thése. La partie qui va suivre reste néanmoins pertinente pour I’approche des lymphomes
thymiques immatures rencontrés dans le modele pS3 KO et probablement pour la compréhension de la pathologie humaine.
Par ailleurs, 1’ensemble des lymphomes T périphériques murins n’ayant pas encore été analysés, nous ne savons pas si
certains d’entre eux ne dérivent pas de lymphocytes T conventionnels.
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Figure 8. Etapes de développement des lymphocytes T off au niveau thymique.
Abréviations : DN, double négatif; ISP, immature simple positif; DP, double
positif ; SP, simple positif.

Le réarrangement somatique des génes codant pour les chaines TCRS, TCRy ou TCRS débute au stade
DN2 pour s’achever au stade DN3. Il permet, dans le cas des lymphocytes Taf}, une progression vers
le stade DN4 a condition qu’un réarrangement au niveau de la chaine B ait été productif, permettant
alors une association avec la chaine invariante pré-TCRo. La formation de ce complexe, qualifié de
pré-TCR, permet, en association avec divers signaux cytokiniques (IL-7, IL-2 et SCF) et probablement
d’autres récepteurs mal connus a ce jour, la survie, la prolifération des thymocytes DN4 et leur
différenciation en lymphocytes immatures simple-positifs (ISP pour immature single-positive)
exprimant faiblement le CD8. Cette premiere étape est appelée B-sélection. Les étapes survenant lors
du stade ISP sont mal connues mais il semble que ce soit lors de ce stade qu’est perdue la dépendance
développementale a la voie de signalisation Notch*'2. Les lymphocytes up-régulent trés rapidement le
CD4 pour devenir double-positifs (DP) CD4°CD8", population qui représente prés de 80% des
thymocytes. A ce stade DP, les thymocytes réarrangent le locus 7CRA codant pour la chaine a du TCR
et expriment des lors un hétérodimére aff a leur surface, permettant leur sélection positive puis
négative au contact de cellules exprimant le CMH de classe I ou II. Ces lymphocytes T DP deviennent
alors simples-positives (SP pour single-positive), proliférent brievement au niveau thymique, avant
leur migration en périphérie. On estime la durée de 1’ensemble de cette maturation thymique a environ
14 jours chez la souris adulte, celle-ci étant réduite au cours de la vie foetale et au cours des premieres

semaines de vie ex-utero.

1.2. Localisation spatiale des différentes étapes de différenciation
Le développement des lymphocytes T au sein du thymus ne se fait pas de fagon autonome mais
requiert de fagon constante des interactions avec différents types de cellules dites épithéliales

thymique (TEC pour thymic epithelial cells) ainsi qu’avec des cellules mésenchymateuses
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fibroblastiques. Lind et al. ont montré que les progéniteurs thymiques pénétrent au niveau de la
jonction cortico-médulllaire et migrent vers le cortex parallelement a leur passage du stade DNI
(CD447/CD25%) a DN2 (CD44"/CD25") puis vers la zone sous-capsulaire lorsqu’ils deviennent DN3
(CD447/CD25")*". La divergence entre le lignage Y5 —qui ne sera pas traité ici- et le lignage of
s’effectue a ce stade’. Lors du stade DP et aprés I’acquisition d’un TCR of fonctionnel, les
lymphocytes T migrent & nouveau vers le cortex. Au passage du stade DP a SP, par down-régulation
d’un des 2 corécepteurs, et apres une selection positive puis négative réussie (qui concernent moins de

5% des cellules), s’effectue une migration vers la médulla puis en périphérie.

1.3. Sélections positive et négative
1.3.1. Sélection positive
La recombinaison du locus 7CRA débute des le stade DN4 a bas bruit puisque des jonctions Va/Ja

peuvent déja étre détectées a ce stade’

. Néanmoins, il faut attendre le stade DP pour que les
tentatives de réarrangements successives du locus dans son ensemble soient maximales. De fagon tout
a fait particuliére au développement lymphocytaire T et en opposition au développement B*'°
(exception faite du mécanisme de « receptor editing » permettant a un lymphocyte B autoréactif de
modifier son BCR durant un cours laps de temps au stade pré-B par une nouvelle série de
recombinaisons®'?), 1’existence d’un réarrangement productif au niveau du locus a n’assure pas
I’achévement de la phase de recombinaison comme en témoigne I’expression persistante de la
recombinase RAG dans des lymphocytes T DP exprimant néanmoins un TCR of de surface. Le locus
a est structuré de fagon a ce que de multiples recombinaisons V/J puissent intervenir sur le méme
alléle, entrainant & chaque fois I’excision du segment réarrangé précédemment’'®. La durée de vie du
thymocyte DP étant de 1’ordre de 3 a 4 jours (sous la dépendance de RORy ou TCF-1 controlant
positivement Bcl-xL*'?), ce dernier dispose donc d’un temps limité pour exprimer un TCR fonctionnel.
Il a été démontré que ce laps de temps est suffisant pour que le thymocyte puisse épuiser un set
complet de réarrangements possibles le long de son locus TCRA**.

L’événement déterminant la survie du lymphocyte T DP n’est donc pas seulement le réarrangement
productif du locus TCRA conduisant a I’expression d’une chaine a et d’un TCR off de surface mais la

capacité pour cet hétérodimére a reconnaitre une molécule CMH de classe 1 ou II**!

. Cette étape
cruciale est appelée sélection positive et permet la survie, la migration médullaire et la différenciation
terminale du lymphocyte T.

La question du peptide présenté par les molécules CMH dans le cadre de cette sélection positive est
source d’intenses recherches et de questions encore non résolues. Basé sur des expériences utilisant
des animaux transgéniques (souris OT-I reconnaissant un peptide de 1’ovalbumine dans un contexte
CMH classe I restreint, souris P14 exprimant un TCR transgénique pour la gp33 du virus LCMV —

résidus 33-41-, souris N15 exprimant un TCR transgénique pour la nucléoprotéine N52 du virus VSV

—résidus 52-59), il semblerait que le nombre des peptides du soi permettant d’assurer la sélection
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positive d’un clone particulier soit faible (de I’ordre de 2 a 3 peptides identifiés par TCR transgénique
dans les modeles expérimentaux) et, dans le cas le plus fréquent, homologue au peptide spécifique de
ce TCR transgénique (méme s’il existe certaines exceptions comme dans le cas des souris N15 ou un
peptide non homologue permet la sélection positive du clone TCR transgénique)***>?*. Dés lors, on
peut imaginer que I’absence de certains peptides du soi particuliers permettant la sélection positive de
clones spécifiques soit a 1’origine de variations du répertoire individuel, expliquant par exemple

325,326

pourquoi certaines souches murines répondent mal a 1’ovalbumine Par ailleurs, ’interaction

entre ce peptide du soi, présenté par une molécule CMH, et le TCR apparait, de fagon reproductible,

comme de faible affinité’?’

. La présentation de ce méme peptide aux lymphocytes T matures
positivement sélectionnés par ce peptide spécifique est alors incapable de générer un seuil de réponse

suffisant pour entrainer une activation du clone®*®.

1.3.2. Sélection négative
Tous les types d’interactions TCR-ligand lors du stade DP ne conduisent pas a la survie et la
prolifération du lymphocyte T considéré. En effet, contrairement a une liaison peptide du soi/CMH-
TCR de faible affinit¢ (et non activatrice pour le clone mature correspondant comme évoqué
précédemment), I’engagement du TCR par un complexe CMH/peptide dit du non-soi, ou antigénique,
ou encore agoniste, entraine une délétion clonale lors du développement thymique. Les expériences
démontrant ces résultats ont pour la plupart été basées sur la mise en évidence d’une délétion clonale

en cas d’activation de type superantigénique®®’

. Dans ces travaux, la délétion intervenait de fagon
tardive, notamment au stade SP au niveau de la médulla, probablement en raison de I’expression
spatiale préférentielle de ces superantigénes au niveau médullaire. Les autres modeles couramment
utilisés pour étudier la sélection négative sont transgéniques, exprimant d’un c6té un TCR spécifique
et de I’autre c6té son antigene spécifique (sauf pour les souris transgénique HY —antigéne male- et C5
—composant du complément- ou ’antigéne est naturellement exprimé). Le stade de sélection négative
dans ces différents modeles transgéniques est variable, allant du stade DN au stade SP, dépendant a
priori de la zone spatiale d’expression de I’antigéne (sous-capsulaire ou corticale externe au stade DN,
médullaire au stade SP), de Dlaffinit¢ pour ’antigéne (expression faible du TCR au stade DP
nécessitant un seuil d’activation sans doute supérieur au stade SP par exemple)™**!. Néanmoins,
physiologiquement dans des modeles non transgéniques, il est vraisemblable que la sélection négative
survient en fin de stade DP.

Dans DI’ensemble des travaux étudiant le processus de sélection négative, il a été montré que
I’utilisation d’un anti-CD3¢ ou d’un superantigéne entrainait a la fois une délétion clonale mais aussi
un effet « by-stander » résultant des cytokines inflammatoires et des hormones stéroides relarguées,
rendant les conclusions souvent difficiles a poser’>?. A ce titre, il est par exemple intéressant de noter
qu’on observe une mort polyclonale des lymphocytes T DP thymiques lors de 1’injection dans une
souris B6 WT d’un antigéne spécifique d’un TCR transgénique aprés transfert adoptif de lymphocytes

T matures exprimant ce méme TCR™. L’activation d’une quantité suffisamment élevée de
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lymphocytes T matures peut donc de fagon surprenante entrainer la mort non spécifique des cellules
DP thymiques.
L’apoptose survenant lors de la sélection négative fait intervenir les 2 voies, intrinséque (via la voie

mitochondriale Bcl-2/caspase 9 et notamment la protéine Bim?****%

) et dans une moindre mesure
extrinséque (via I’engagement du TNFR ou de Fas)**°. Des données existent concernant 1’implication
éventuelle d’un cosignal dans le processus de sélection négative comme la nécessité d’un engagement

du CD28 ou de LIGHT, une protéine de la famille du TNF?**"-3¥,

1.3.3. Role du signal TCR

Au cours des derniéres années, les données se sont accumulées en faveur du réle de 1’affinité du TCR
pour son ligand CMH/peptide dans les processus de s€lections positive et négative. Il est actuellement
admis qu’un ligand de faible affinité va plutdét promouvoir une sélection positive tandis qu’un ligand
de forte affinité va au contraire entrainer une sélection négative’?’. L’identification des mécanismes
permettant la distinction entre les 2 types d’interaction et I’engagement de programmes cellulaires
radicalement différents est actuellement la source d’intenses recherches. L’une des pistes actuelles
serait une activation différentielle de la voie des MAP kinases par le biais de niveaux d’activation
différents de ERK?*°3*°. La sélection positive résulterait d’une activation faible mais continue tandis
que la sélection négative résulterait d’un pic d’activation de ERK ainsi que de JNK et p38**'2*2. Alors
que la traduction dans les lymphocytes T matures d’un niveau d’interaction TCR-ligand différentiel
semble étre li¢ au type d’isoforme phosphorylé de la molécule TCRC (p21 en cas de liaison faible et
p23 en cas de forte affinité)*”, en ce qui concerne les thymocytes, il pourrait s’agir des sous-unités
CD35 ou CD3y (nécessaires a la sélection positive dans le cadre d’une liaison de faible affinité)***>*.

Enfin, aprés leur maturation thymique, il est intéressant de noter que les lymphocytes T perdent leur
sensibilité aux ligands de faible affinité, pour des questions probables de tolérance, sans perdre leur
capacité¢ d’activation en réponse a des ligands de forte affinité, dissociation encore mal comprise a
’heure actuelle®*®. Plusieurs explications ont été proposées comme 1’up-régulation de I’expression du
TCR a la surface du lymphocyte T**", la réduction d’association de Lck et TCRE™, 1’up-régulation de

molécules inhibitrices telles que CD2 ou CD5** ou la sialylation du CD8***,

2. Développement de la mémoire lymphocytaire

Les cellules spécialisées de I’'immunité adaptative que sont les lymphocytes T mémoires, les
lymphocytes B mémoires et les plasmocytes a longue durée de vie sont les composants a la base de la
mémoire immunologique. Le compartiment mémoire T est composé a la fois de lymphocytes T CD4
et CD8 capables d’acquérir rapidement des fonctions effectrices pour neutraliser directement le
pathogéne ou sécréter des cytokines pro-inflammatoires inhibant sa réplication ou participant
indirectement a sa neutralisation. Les lymphocytes T CD4 servent également de support a la réponse
immunitaire B et favorisent le développement des lymphocytes T CDS8, notamment via 1’activation de

cellules présentatrices d’antigénes ou via une sécrétion cytokinique d’IL-2, IL-4 ou d’IL-5. Dans
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certaines situations infectieuses, la défense immunitaire est assurée par une seule des composantes de
ce systeme —telles que la défense humorale ou I’activité cytotoxique des lymphocytes T CDS§- mais
dans la plupart des situations, un contrdle optimal du pathogéne est assuré par la conjonction de
I’immunité humorale et cellulaire. Dans les prochains paragraphes nous aborderons la génération de la
mémoire lymphocytaires T, notamment la mémoire T CDS8, d’une part parce qu’elle est mieux
caractérisée in vivo et parce que la plupart des lymphomes obtenus dans notre modele de

lymphomagénése, lorsqu’ils ne sont pas double négatif, sont CD8*™,

2.1. Activation lymphocytaire T et étapes de la réponse primaire
Le contexte de la reconnaissance antigénique, la durée et 1’affinité du contact TCR/CMH-peptide sont
autant de déterminants fondamentaux de la réponse lymphocytaire T. Les cellules dendritiques sont les
activateurs majeurs des lymphocytes T. Elles sont elles-mémes activées par la présence d’IFN de type
I ou par I’interaction avec des lymphocytes T CD4 helper via un contact CD40/CD154, maximisant
leur expression de molécules de CMH et/ou de molécules de costimulation a leur surface. Plusieurs
couples récepteurs/ligands (CD28-CD80, CD40-CD154, 4-1BB-4-1BBL, 0OX40-OX40L ou CD27-
CD70) fournissent le deuxiéme signal requis, en complément du signal d’activation induit par
I’interaction TCR/CMH-peptide. Ces récepteurs de costimulation agissent en amplifiant la
signalisation TCR dans les étapes d’activation (notamment I’engagement du CD28 ou du CD40) mais
aussi de prolifération (par exemple pour I’engagement de OX40 et 4-1BB)*'*** des cellules T.
L’invalidation génétique de ces différents acteurs de costimulation a révélé des effets disctincts selon
le type CD4 ou CDS considéré. Tandis que I’activation T CD4 est trés dépendante de la présence des
molécules CD28, CD154 et 0X40, la réponse anti-infectieuse T CD8 est peu affectée en leur absence.
Inversement, 4-1BBL semble avoir un role prédominant dans la réponse CDS, contrairement a la
réponse CD4. 11 a par ailleurs été rapporté que le seuil d’activation par le signal TCR des lymphocytes
T CDS serait inférieur a celui des T CD4, expliquant en partie la moindre dépendance vis-a-vis de ces
molécules de costimulation des lymphocytes T CD8. Par exemple, la dépendance a I’engagement du
CD28 dans les CD4 peut étre contournée par des concentrations supérieures en antigéne ou un contact
prolongé avec le TCR****® Qui plus est, la surreprésentation des molécules CMH de classe I
(quasiment ubiquitaires) comparativement aux molécules CMH de classe II pourrait expliquer, qu’in
vivo, le seuil d’activation soit atteint largement plus rapidement pour les CD8 que pour les CD4

(figure 9).
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A. Activation différentielle CD4/CD8 liée a des facteurs extrinséques (ex: CMH-I ubiquitaire)
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B. Activation différentielle CD4/CD8 liée a des facteurs mtrmseques (ex: seuil d’activation inférieur)
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Figure 9. Hypothéses expliquant 1’activation différentielle des lymphocytes CDS§
comparativement aux lymphocytes CD4.

L’étape d’activation du lymphocyte T constitue la porte d’entrée vers 3 phases distinctes au cours de
la réponse primaire anti-infectieuse®’. La premiére, qualifiée de phase d’expansion, est initiée dans les
ganglions lymphatiques et se caractérise par une prolifération et une différenciation du lymphocyte T
naif en lymphocyte T effecteur —cytotoxique pour les CD8 (CTL pour cytotoxic T lymphocyte) ou
Th1/Th2 (T helper) pour les CD4 (nous n’aborderons pas les caractéristiques particuliéres propres a
ces effecteurs CD4). La seconde, intervenant apres I’éradication du pathogeéne, qui survient en général
en quelques jours apres le début de I’infection, est appelée phase de contraction, au cours de laquelle
plus de 90% des effecteurs générés vont mourir. Les lymphocytes qui survivent a cette phase de
contraction vont entrer dans la troisiéme et derniére phase de cette réponse primaire, a savoir la phase
mémoire, au cours de laquelle le nombre de cellules spécifiques du pathogéne va rester quasiment

constant pendant une période prolongée voire durant la vie enti¢re de I’individu (figure 10).
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Figure 10. Etapes de la réponse antivirale lymphocytaire T CD4 et CDS.

2.2. Principes de la mémoire lymphocytaire T

Il est clairement établi que la réponse lymphocytaire générée par les lymphocytes T CD4 et CDS8
mémoires est plus rapide et efficace que la réponse primaire. L’association de cette réponse T
secondaire rapide a une réponse humorale, elle-méme améliorée, entraine une élimination le plus
souvent rapide et compléte du pathogene. Ce processus est a la base de la stratégie vaccinale. La
comparaison des caractéristiques fonctionnelles des lymphocytes T naifs et mémoires a permis au
cours des dernieres décennies de mieux comprendre la base de cette réponse secondaire.

Premierement, il a été démontré qu’aprés une réponse primaire, le nombre de lymphocytes T
spécifiques d’un antigéne pouvait étre augmenté d’un facteur de 10 a 100 fois chez un animal
immunisé par rapport 2 un animal naif*>**'. Deuxiémement, la différenciation d’un lymphocyte T naif
en lymphocyte T mémoire est associée a de nombreux remaniements de la structure chromatinienne et
a une modification du profil des facteurs de transcription actifs, montrant ainsi que le principe de la
mémoire lymphocytaire T ne reposait pas tant sur une amplification du pool de lymphocytes
potentiellement répondeurs que sur une modification de leur capacité fonctionnelle’®. Par exemple,
les génes codant pour I'IFN-a ou pour les molécules cytotoxiques telles que la perforine ou le
granzyme B ne sont pas exprimés par les T CD8 naifs alors qu’ils sont exprimés de facon constitutive
par les T CDS effecteurs et mémoires®® >, Bien que la synthése protéique de ces molécules ne soit
enclenchée que lors de la rencontre antigénique, la présence de transcrit ARN en grande quantité
assure une réponse massive et rapide en cas de rencontre secondaire’®>%2%  Troisiémement, la
modification du pattern de molécules d’adhésion et de récepteurs aux chimiokines a la surface du
lymphocyte T mémoire assure sa capacité a patrouiller et surveiller les organes non-lymphoides et les
tissus muqueux ou les infections microbiennes sont généralement initiées. Ces lymphocytes T
mémoires résidant au niveau des tissus non lymphoides ont ét¢ dénommés lymphocytes T mémoires

effecteurs (Tem ou T effector memory) par opposition aux lymphocytes T mémoires résidant aux
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niveau des organes lymphoides secondaires qualifiés de T mémoires centraux (Tecm ou T central
memory)**’>7!, Les caractéristiques de ces 2 types de lymphocytes T mémoires sont détaillées dans le
chapitre suivant. Enfin, quatriemement et derniérement, I’homéostasie de cette population mémoire est
finement régulée par un taux basal de divisions faible mais constant, contrebalancant la mort cellulaire
et permettant d’assurer une remarquable constance dans le nombre de ces lymphocytes T mémoires au
cours de la vie de ’individu®®**7?, Les interleukines IL-2, IL-7 et principalement IL-15 semblent jouer
un role majeur dans la survie et la prolifération de cette population bien que non complétement ¢lucidé
a I’heure actuelle’”*>”. L homéostasie de la population T CD8 mémoire sera reprise plus en détail
ultérieurement, notamment les facteurs extra- et intracellulaires contrélant la survie et I’apoptose a ce
stade de différenciation, puisque nos travaux suggerent un role jusqu’a présent non évoqué de p53
dans la mort spécifique de ce contingent, peut-étre dans un contexte de stimulations chroniques.
Contrairement aux lymphocytes T CDS8, il semble que les T CD4 mémoires diminuent
progressivement au cours du temps. Les cytokines assurant la survie et la prolifération des
lymphocytes mémoires T CD4 sont moins bien identifiés que pour leur contrepartiec CD8 mais
I’absence de réponse a I’IL-15 de cette population pourrait expliquer les différences observées®’>*",
En définitive, la conjonction d’une augmentation du nombre de cellules spécifiques de 1’antigene,
d’une fonctionnalité préétablie (ARNs codant pour le granzyme B et la perforine exprimés en grande
quantité), d’une longévité¢ accrue et d’une localisation stratégique rend compte de la protection

conférée par la mémoire lymphocytaire sur le long-terme.

2.3. Lymphocytes T « central memory » et « effector memory »
En 1999, I’équipe de Lanzavecchia propose, dans un article publi¢ dans Nature, la distinction entre 2
sous-types de lymphocytes mémoires basée sur I’expression de la L-sélectine (CD62L) et du récepteur
a la CC-chimiokine 7 (CCR7), déterminant leur localisation anatomique mais aussi leurs propriétés
fonctionnelles®”".
CD62L interagit avec I’adressine PNAd au niveau des HEV (high endothelial venules) du ganglion,

376,377

permettant 1’attachement et le « roulement» du lymphocyte , tandis que CCR7 reconnait les

chimiokines CCL19 et CCL21 présentes en grandes quantités au niveau de la surface luminale de

’endothélium, permettant 1’arrét définitif des lymphocytes puis leur extravasation®’®

. Les lymphocytes
T mémoires CD62LMCCR7', qualifiéss de Tcm, migrent efficacement vers les ganglions
lymphatiques®’'*”® tandis que les T mémoires CD62LCCR7, qualifiés de Tewm, sont retrouvés
principalement au niveau d’autres sites tels que le poumon ou le foie®’".

D’un point de vue fonctionnel, il existe également certaines différences notables entre ces 2
contingents cellulaires’’’. La stimulation in vitro de Tcw humains entraine une production rapide et
importante d’IL-2 mais faible d’IFN-y, d’IL-4 ou d’IL-5, contrairement au Tgm dont la stimulation
entraine une production cytokinique inverse associée a la synthése intracellulaire de perforine.

Le schéma qui prévaut a I’heure actuelle est donc celui d’une population Tem présente au niveau des

sites potentiels d’infection, pouvant répondre de facon quasi-immédiate lors de la rencontre
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antigénique, et d’une population Tcmrésidant au niveau ganglionnaire, permettant de fournir une aide
a la réponse B ou générer une seconde vague de T effecteurs. Il a ainsi été montré in vitro comment la
restimulation de lymphocytes T CD4 mémoires CD62LMCCR7' générait une population
CD62L"°CCR7, suggérant que les lymphocytes Tcm pouvaient donner naissance a des lymphocytes
effecteurs ou Tem. Existe-t-il une homéostasie différentielle de ces 2 types de lymphocytes mémoires ?
Comment sont-ils générés lors de la réponse primaire ? Quels sont les interactions et les passages
phénotypiques et fonctionnels de I’un vers I’autre ? Autant de questions qui restent pour I’instant mal

comprises.

2.4. Genése de la mémoire lymphocytaire T

S’il existe un consensus a la fois sur la notion de mémoire lymphocytaire T et sur ’existence de 2
sous-types de T mémoires (Tcm et Tem) tels que présentés par Sallusto ef al. (méme si, depuis,
plusieurs raffinements dans ces sous-types ont été propose€s), le débat concernant la mémoire
lymphocytaire T, la possibilit¢ d’évolution d’un phénotype Tem vers un phénotype Tem, et
réciproquement, ou la naissance d’'un T mémoire a partir d’un lymphocyte T activé ou naif est loin
d’étre clot.

Il a été clairement démontré, en ce qui concerne la mémoire CD8, que le transfert d’un unique
lymphocyte antigéne-spécifique naif dans un animal receveur était associ¢ a la genese de cellules
effectrices mais aussi de I’ensemble des différents phénotypes de cellules mémoires en réponse a un
challenge microbien’®. Ceci démontre qu’un lymphocyte T naif antigéne-spécifique posséde bien
intrinséquement les capacités a générer a la fois des populations effectrices et mémoires.

Les premicres données, basées sur I'utilisation d’un systéme Cre-lox ou d’un transfert adoptif de
lymphocytes T effecteurs, ont clairement démontré que des lymphocytes T mémoires pouvaient
émerger de la population précoce effectrice générée au cours de la réponse primaire au
pathogeéne®®'**2. Par ailleurs, des expériences de marquages par CFSE ou BrdU ont montré que trés
peu de cellules se divisaient au cours de la phase de contraction, démontrant que la plupart des
lymphocytes T mémoires étaient générés au cours de cette phase d’expansion, et non par prolifération
isolée d’un contingent particulier de cellules effectrices lors de la phase de contraction®®.
L’engagement vers un programme de différenciation mémoire semble méme déterminé tres tot dans la
réponse puisque 24h de contact avec I’antigéne sont suffisantes non seulement pour engager une
expansion et une différenciation des lymphocytes T CD8 en CTL (témoignant de 1’absence de
nécessité formelle de contact antigénique ultérieur pour la genése de la réponse primaire) mais aussi

384385 Des lors, il apparait qu’un

pour générer une mémoire lymphocytaire T de longue durée
engagement précoce des effecteurs lymphocytaires T lors de la rencontre antigénique (dans un
contexte de costimulation particulier et par le biais de certaines cytokiniques spécifiques
probablement) puisse étre trés rapidement associé a une programmation vers un programme meémoire
pour un certain nombre d’entre eux, sans que ’on sache aujourd’hui quels signaux orientent

précisément vers tel ou tel devenir. Ce modéle, dans lequel toutes les cellules rencontrant 1’antigéne
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passeraient par un stade effecteur, avant que certaines seulement ne deviennent mémoire est
usuellement qualifi¢ de linéaire (figure 11A). Il pose néanmoins la question de savoir si une cellule
engagée dans un programme effecteur est capable de maintenir des capacités d’auto-prolifération
caractéristiques des cellules mémoires, notamment de type « central memory », ce qui a été tres
largement débattu. Un modele animal permettant de tracer les cellules T ayant exprimé le géne
granzyme B a ét¢ utilisé dans le cadre d’une infection a Haemophilus influenzae et a formellement
montré que des cellules mémoiresTcm pouvaient émerger d’une population ayant acquis, @ un moment
de la réponse immunitaire, un phénotype effecteur. Non seulement ces cellules exprimaient un
phénotype Tcm mais étaient également capables de proliférer a une infection secondaire, confirmant
leur caractere fonctionnel et démontrant que I’acquisition de propriétés effectrices n’est pas forcément
associée a la perte des capacités d’auto-renouvellement.

Des travaux sont venus compléter ces données en montrant que des lymphocytes T mémoires
pouvaient également étre générés sans passer par un stade effecteur’®. Ces résultats sont notamment

37 Dans ces

basés sur les travaux de Chang ef al. et concernent la notion de division asymétrique
travaux, les auteurs montrent que, suivant une interaction prolongée entre le lymphocyte T (ici CD8)
et une cellule dendritique présentant I’antigéne microbien spécifique du lymphocyte, se développe une
ségrégation asymétrique donnant naissance d’une part a une cellule effectrice (Ganzyme B, IFN-y",
CD62L", CD127") —incapable par la suite de conférer une mémoire immunitaire aprés transfert adoptif
dans une souris naive- et d’autre part a une cellules de type Tou (Ganzyme B, IFN-y, CD62L",
CDI127"). Ce modéle vient donc compléter la vision linéaire initiale en proposant un modéle alternatif
de genese de la mémoire dit non-linéaire dans lequel le passage par un phénotype effecteur serait
contingent (figure 11B).

Des variations de ces modeles ont été proposées qui relient le nombre de contacts avec 1’antigéne aux
caractéristiques de la mémoire lymphocytaire T générée. Par exemple, alors qu’un contact antigénique
bref et unique serait associ¢ & un engagement vers un phénotype Tcm sans passage par une
différenciation en cellule effectrice, des contacts répétés avec 1’antigéne seraient a 1’origine, dans un
premier temps, d’un engagement vers un phénotype effecteur puis lors de la phase de contraction de la
persistance de certaines de ces cellules effectrices en cellules Tem (figure 11C).

Des modeles encore plus fins de ce type, notamment dans le cas des infections chroniques avec
persistance du pathogeéne sous forme latente, ont également été proposés. Dans ceux-ci, il n’existe non
pas un état a 2 niveaux de mémoire, comme dans le modéle précédent, mais une multitude de niveaux
directement liés aux nombres de contacts entre un lymphocyte T et son complexe CMH-peptide
« cognate » ou apparenté. Cette hypothése appelée « decreasing-potential hypothesis » suppose que
plus un lymphocyte T est stimulé plus les probabilités qu’il entre en apoptose (délétion), ou qu’il
persiste mais soit dysfonctionnel —absence d’activité cytotoxique ou incapacité a sécréter de I’IFN-y,
du TNF ou de I’IL-2- (exhaustion)-, sont importantes®>’. Ces données sont basées a la fois sur des
résultats en mod¢le animal (infection par le virus LCMV ou des modéles double transgéniques pour le

TCR et son antigéne) mais aussi en clinique humaine (infection par le VIH ou le VHC)*®*3%!, Les 2
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questions centrales, a savoir dans quelle mesure cette exhaustion est réversible et de quelle fagon les
différents types de lymphocytes T effecteurs générés dans le cadre de ces infections chroniques sont
capables de donner naissance a des T mémoires fonctionnels, sont non résolues a I’heure actuelle

(figure 11D).

A. Modéle linéaire B. Modeéle non-linéaire ou asymétrique

Naif Effecteur Mémoire

259 o
©<:©

Effecteur précoce Effecteur tardif
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T CCR7*CD62Lh Tey CCRT CD62L"

D. Hypothése “decreasing-potential”

Effecteur Effecteur Effecteur Effecteur
précoce tardif dysfonctionnel non fonctionnel

2 1 N
-— 29
T mémoires T mémoires T mémoires Mort cellulaire
fonctionnels fonctionnels ? dysfonctionnels ?

Figure 11. Modeéles de différentiation des lymphocytes T mémoires (d ‘aprés Kaech
etal.)

2.5. Homéostasie des populations lymphocytaires T naives et mémoires

Il est maintenant connu que le nombre total de lymphocytes T chez ’homme ou I’animal est finement
régulé. En effet, ce nombre est relativement constant au cours de la vie de I’individu, et ce malgré une
production continue et soutenue de nouveaux lymphocytes a partir du thymus -tout du moins dans
’enfance®®. Par ailleurs, au cours d’une infection, le nombre de cellules T spécifiques du pathogéne
peut atteindre 50% du répertoire pour les CD8 dans certains cas, nécessitant la mise en route de
mécanismes régulateurs contrebalancant cette expansion pour maintenir un effectif constant.

La compréhension de I’homéostasie du compartiment lymphocytaire T est complexifiée par la
diversité des populations lymphocytaires T (CD4/CD8/TCRap/TCRYd/NKT) et des mécanismes de
régulation propres a chaque sous-type de lymphocytes (naif/activé/mémoire lorsqu’ils existent). Etant
donnés les résultats obtenus dans ce travail de thése, et notamment dans la perspective de comprendre

le role éventuel de p53 dans I’homéostasie lymphocytaire T, nous détaillerons les différentes
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composantes intervenant dans la survie et I’apoptose de cette population, en illustrant notre propos

essentiellement par le cas des lymphocytes T CD8", les mieux caractérisés a I’heure actuelle.

2.5.1. Homéostasie des lymphocytes T naifs
Alors que l’intérét de la sélection positive thymique discutée précédemment est longtemps resté
débattu, il apparait aujourd’hui que la sélection de lymphocytes T susceptibles de recevoir un signal
TCR tonique par engagement avec des complexes CMH-peptides du soi permet surtout leur survie en
périphérie’”*>**. Ce signal tonique associé a la présence d’IL-7 assure la survie des lymphocytes T
naifs en maintenant une expression suffisante de Bcl-2, prévenant ainsi la mise en route d’un
programme apoptotique par la voie intrinseque mitochondriale. La démonstration de la nécessité¢ de
(0392:395:397

ces 2 signaux a été faite par I'utilisation de modeles murins IL-7R K

des adaptateurs clés de la voie du TCR (Vavl, WASP, Nck, hnRNPLL ou Dock8 par exemple)****2

ou déficients pour ’un

en montrant une diminution de la survie des lymphocytes T naifs en I’absence d’IL7-R (malgré les
biais liés au role de I’IL-7 dans la maturation thymique) ou proportionnelle a la diminution de la
signalisation TCR. Il a également été démontré que I’initiation du signal TCR ne résultait pas d’une
activation autonome mais bien de son engagement via une molécule du CMH, comme en atteste la
mort rapide (en une dizaine de jours environ pour les CD8** et 30 a 40 jours pour des CD4***%) des
lymphocytes T (CD4 ou CDS8) transférés dans des souris CMH (classe II ou I respectivement)
KO?!94044% T *¢valuation de ces modéles reste néanmoins sujette a caution car potentiellement biaisée
par la présence de molécules de classe I résiduelles sur les lymphocytes T CDS transférés*® (capables
en théorie de présenter des complexes CMH-peptides du soi aux autres lymphocytes T CDS) ou la
possibilité¢ dans les modéles de classe II KO via délétion de la chaine 83 (souris AP KO) de la formation
d’hétérodimeéres atypiques Aa-EB*”’. Ce signal du TCR reste infraliminaire en terme d’activation du
lymphocyte, c’est-a-dire assure la survie cellulaire sans entrainer d’expansion clonale. Il a déja été
discuté précédemment de quelle facon un « TCR-tuning » permet d’expliquer comment un signal
activateur lors de la sélection thymique (se traduisant par exemple par I’expression de CD69**®) peut
devenir non-activateur en périphérie (absence d’expression de CD69 pour le méme ligand par
exemple) permettant d’assurer la quiescence des lymphocytes T naifs en absence de pathogéne et

évitant des réactions autoimmunes*>*°

. Ce seuil peut étre modulé en fonction du contexte,
cytokinique par exemple, puisque lors du transfert de lymphocytes T CDS8 naifs dans un hote vide en
lymphocytes T (souris irradi¢es, CD3e KO, RAG™), il existe une activation et une prolifération
lymphocytaire IL-7 et CMH dépendante qualifiée de prolifération homéostatique. La restauration d’un
seuil d’activation suffisamment abaissé dans ce contexte n’est cependant pas systématique puisque des
lymphocytes T CD8 de souris portant un TCR transgénique contre le peptide HY, avec un engagement
du TCR de trés faible affinité, sont incapables de proliférer de fagon homéostatique*'*'?. Du fait de
I’importance des marqueurs suivants dans les résultats que nous avons obtenus, rappelons ici que ce

« tuning » du TCR repose en partie sur les molécules CD5, CD8 ou CD127 de la fagon suivante : 1’up-

regulation du CD5 ou la down-regulation du CDS8 et du CD127 augmentent le seuil d’activation via un
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engagement du TCR (donc diminuent la sensibilit¢ du lymphocyte T CD8 a [Dactivation) et
inversement. Des travaux publiés par Park et al. dans Nature Immunology en 2007 caractérisent ainsi
une boucle de régulation dans laquelle un engagement de haute affinit¢ du TCR inhibe la voie de
signalisation du récepteur a I'[L-7 (CD127), entrainant elle-méme a la fois un rétrocontrole
transcriptionnel positif sur I’expression du CD127, mais aussi une down-régulation du co-récepteur
CD8*. Mis a part I’'IL-7 qui joue un réle prépondérant dans I’homéostasie des lymphocytes T

39239 un role minoritaire de 1’IL-15*"* (notamment pour les T CDS8, les CD4 étant dépourvus du

naifs
récepteur B CD122) et de I'IL-2*'° a été rapporté.

Tandis que la fonction de I’IL-7, en maintenant un niveau d’expression suffisant de Bcl-2 mais aussi
en activant la voie PI3K/AKT/mTOR, semble claire, celui de la signalisation tonique du TCR I’est
moins. Des travaux récents suggereraient que cette dernicre servirait essentiellement a moduler la
sensibilité des cellules T matures aux cytokines dont notamment I’IL-7*'®. En effet, alors que la boucle
régulatrice décrite précédemment (engagement fort du TCR —> inhibition de la voie de I’IL-7) diminue
la sensibilit¢ du lymphocyte T a la signalisation des cytokines y. comme I’IL-7, un engagement de
faible intensité sensibiliserait au contraire le lymphocyte a I'IL-7*"*.

Au final, I’homéostasie des lymphocytes T naifs reposerait sur une compétition vis-a-vis de 1’IL-7
principalement (le nombre de T naifs étant directement proportionnel a la quantité d’IL-7 disponible)
et, dans une moindre mesure, vis-a-vis des contacts TCR/CMH-peptide endogene (I’administration de

cellules dendritiques syngéniques a des souris receveuses vides augmentant directement la

prolifération homéostatique).

2.5.2. Homéostasie des lymphocytes T activés
La phase d’expansion est essentiellement controlée par les cytokines yc, notamment I’IL-2, mais aussi
’engagement du CD28 qui permet la surexpression de la molécule anti-apoptotique Bel-xL*'7#'®, La
phase de contraction (aussi appelée délétion) suit la phase d’expansion de fagon trés rapprochée et est
responsable de la mort de plus de 90% de la population répondeuse en quelques jours. Le role du
récepteur Fas*'**?! (et d’autres récepteurs de la voie du TNF comme p50-TNF-R ou TRAIL*?) dans
cette phase a été démontré il y a maintenant plus de 20 ans mais 1’idée que la voie Fas-FasL contrdle
seule cette étape de contraction a été largement remise en question. Notamment, le fait que les
animaux ou les hommes déficients pour la voie Fas-FasL ne présentent pas d’accumulation de
lymphocytes T activés CD4 ou CD8 mais présentent 1’expansion d’une population CD4 CD8B220"
dont I’origine est mal établie***** (venant probablement d’une population autoréactive ayant diminué
I’expression du CD8) ou que ces mémes lymphocytes activés expriment la molécule inhibitrice
FLIP**4% suggére que cette voie ne serait pas la clé de votite de la mort cellulaire dans cette situation.
Ainsi, plusieurs travaux ont suggéré I’importance de la voie mitochondriale et des membres pro-
apoptotiques de la famille Bel-2 dans I’apoptose des lymphocytes T activés. La famille Bel-2 peut étre
décomposée en 2 catégories*”’. La premicére, représentée par les protéines anti-apoptotiques contenant

3 ou 4 domaines dits BH (Bcl-2 Homology), englobe Bcl-2 elle-méme, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1, Al,
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Boo et Bcl-B notamment. La deuxiéme famille est constituée de molécules pro-apoptotiques et peut
elle-méme étre subdivisée en 2 classes : 1/ ’'une contenant des protéines a 2 ou 3 domaines BH est
constituée des molécules Bax, Bak, Bcl-xS, Bok et Bcl-Gl; 2/ l'autre, dite BH3 « only », est
constituée essentiellement par des molécules intermédiaires dans cette voie apoptotique telle que Bad,
Bid, Bik, Blk, Bim, Bmf, Puma, Hrk et Noxa**®.

Plusieurs équipes ont ainsi suggéré le role des protéines de type Bcl-2 dans I’apoptose des

lymphocytes T activés*?’

. Notamment, les lymphocytes T déficients pour la molécule Bim ou pour
Bax et Bak sont protégés en partie de I’apoptose en contexte d’activation®***. Par ailleurs, in vivo, il
existe une down-régulation de Bcl-2 et de Bcel-xL juste avant que ces cellules activées ne meurent.
Dans les lymphocytes T activés, Bcl-2, Bim et Bak, qui semblent les plus impliquées dans ce
processus de mort cellulaire, sont toujours situées au niveau de la mitochondrie (contrairement a
d’autres types cellulaires ou Bim, par exemple, est tenu a distance de la mitochondrie en se liant aux
microtubules via le complexe moteur dynéine/dynactine), suggérant que la voie mitochondriale
pourrait jouer un role majeur**.

Trois article publiés en « back to back » dans Immunity en 2008 ont permis de mieux comprendre les
mécanismes de mort cellulaire des lymphocytes T activés****’. Une fois de plus se dégage la notion
tout a fait fondamentale de la distinction entre une réponse aigué avec disparition rapide et précoce de
I’antigéne et une persistance chronique de 1’antigéne a 1’origine d’engagement probablement répétés
du TCR*®, En générant, par croisement, des animaux déficients pour Bim et mutés pour la voie Fas-
FasL, les auteurs ont montré le role prépondérant de Bim (et donc de la voie apoptotique intrinseque)
dans la phase de contraction suivant une infection aigué —dans un mécanisme d’apoptose par
déprivation cytokinique- et I’action synergique de Fas et Bim dans le cadre d’infections chroniques.
Fas jouerait donc un rdle prépondérant dans le cadre d’infections chroniques avec engagements
répétés du TCR mais Bim (et plus généralement la voie Bcl-2) serait aussi essentielle dans cette
situation. Quelle est exactement la place de Bim dans ce processus ? Est-on dans une situation de
déprivation cytokinique comme dans le cas d’une infection aigu€ ou est-ce qu’un autre rdle particulier
de la voie apoptotique intrinséque entre en jeu dans ce processus —notamment en régulant le flux
calcique provoqué par I’engagement répété du TCR ? Ces questions restent, pour 1’heure, en suspens.
Méme lors des phases de contraction les plus drastiques, il existe un petit nombre de lymphocytes T
activés capables de survivre, a I’origine de la mémoire lymphocytaire T. Les mécanismes a 1’origine
de cette survie sélective de certaines cellules sont mal compris mais impliqueraient les signaux de
costimulation fournis par les APC (via Ox40, 4-1BB ligand, ou CD27) via I’activation de la voie NF-

kB et la molécule Bcl-3#3441,

2.5.3. Homéostasie des lymphocytes T mémoires
L’homéostasie des lymphocytes T CDS8 semble relativement bien comprise a 1’heure actuelle tandis
que celle des lymphocytes T mémoires CD4 reste a élucider. Dans le milieu des années 90, I’équipe de

Sprent a montré comment I’homéostasie des lymphocytes T CD8 mémoires reposait sur une
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prolifération a bas bruit ponctuellement amplifiée par 1’adjonction d’IFN de type I**

. La méme équipe
a par la suite démontré comment I’IFN de type [ servait en fait de médiateur a la sécrétion d’IL-15
(notamment par les macrophages), cytokine cl¢ de la prolifération des lymphocytes CDS
mémoires®*?"43 L’IL-7 joue également un role dans I’homéostasie des lymphocytes T mémoires,
quoique dans une moindre mesure. La confirmation du réle clé de I’'IL-15 a été démontrée dans les
animaux déficients pour I’IL-15 ou pour son récepteur IL-15Ra, dans la mesure ou le nombre de
lymphocytes mémoires CDS était largement diminué**4**,

Le role d’un signal tonique du TCR reste controversé. Alors qu’il a ét¢ démontré que les contacts
TCR/CMH-peptide n’étaient pas nécessaires a la survie des lymphocytes T mémoires de fagon

générale**

, certaines sous-populations ou certaines conditions particuliéres d’infection pourraient
exiger ce type d’interactions. Il a ainsi ¢té démontré, toujours par I’équipe de Sprent il y a quelques
années, que la population mémoire particuliere CD8'CD44™CD122" était par exemple dépendante
d’un signal tonique du TCR pour sa survie*"’.

Concernant le controle de la mort cellulaire des lymphocytes T mémoires, les données sont encore
plus parcellaires. Alors qu’on pourrait supposer un role majeur des molécules telles que Bim ou Fas
dans ce processus, les animaux déficients pour ’'une ou I’autre de ces protéines ne présentent que peu
ou pas d’accumulation de ces populations mémoires. En effet, 1’origine de la population CD4 CD§&
B220" dans les souris gld ou Ipr déficientes pour FasL ou Fas respectivement est débattue et ne
présente pas forcément les caractéristiques d’une population mémoire***#**. De la méme fagon, dans
les souris Bim KO, il existe une expansion de 1’ensemble du compartiment T sans réelle
surreprésentation d’une population spécifique, notamment mémoire.

Comme pour les lymphocytes T naifs, la compétition vis-a-vis des différents facteurs de survie (IL-7
pour les CD4 et les CDS, IL-15 pour les CD8 notamment) semble jouer un role majeur dans
’homéostasie des lymphocytes T mémoires’”. Il a ainsi était démontré dans des modéles animaux
comment des infections virales successives, en générant une nouvelle population mémoire spécifique
du pathogene, causent I’attrition du pool des lymphocytes mémoires spécifiques d’un autre virus
antérieurement rencontré, a la maniére de vases communicants*®. Freitas et Rocha ont largement
documenté ce concept de niche ou les lymphocytes T, qu’ils soient naifs, activés ou mémoires, entrent

en compétition pour leur survie notamment via un engagement « cognate » répété de leur TCR*’.

2.6. Genése de la population T mémoire « non conventionnelle »
Nous avons parlé jusqu’a présent de la genése de la mémoire qu’on peut qualifier de conventionnelle,
c’est-a-dire en réponse a un agent pathogene et dont la compréhension est la clé de votite des thérapies
vaccinales. Nous allons a présent aborder la question de I’origine des cellules d’un organisme qui
présentent un phénotype « mémoire-like », c’est-a-dire notamment CD44". La raison pour laquelle
nous abordons cette question provient des résultats que nous avons obtenus au cours de ce travail de
thése. En effet, comme nous le développerons dans la partic « résultats » de ce manuscrit, des

injections répétées de Streptococcus pneumoniae inactivé a la chaleur chez des souris p53 déficientes
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ont entrainé un biais de développement tumoral vers la lymphomagéneése T périphérique, la
contrepartie cellulaire normale de ces lymphomes semblant correspondre a un lymphocyte T mémoire
effecteur chroniquement stimulé via son TCR. Néanmoins, nous montrons qu’il existe chez ces souris
une incidence non négligeable spontanée de lymphomes T périphériques de phénotype globalement
superposable (a quelques différences preés qui seront détaillées). Dés lors, il apparait fondamental de
savoir comment, chez une souris élevée en conditions « propres » (animalerie SPF : specific-pathogen
free) se développe cette population T de phénotype mémoire.

Etant donné la similitude phénotypique entre les cellules T de « phénotype mémoire » et les
lymphocytes T mémoires spécifiques d’un antigene, il a longtemps ¢té supposé que cette population
constitue la descendance de cellules T ayant répondu a un antigéne environnemental. Néanmoins, cette
conception est largement remise en cause par la présence de ce type de cellules bien avant la naissance

430451 et chez des souris maintenues en conditions « germ-free » voire « antigen-free »***

chez ’homme
434 Actuellement, on pense que I’origine vraisemblable de ces cellules serait des lymphocytes T ayant
répondu a une stimulation auto-antigénique. L’acquisition, lors de la prolifération de lymphocytes T
naifs transférés dans une souris receveuse lymphopénique (appelée prolifération homéostatique), d’un
phénotype mémoire vient largement soutenir cette hypothése™****. Cette prolifération homéostatique
est dépendante a la fois de contacts TCR/CMH-peptide du soi et de la présence en fortes quantités
d’IL-7%%%7 Un paralléle a donc été proposé entre cette population de phénotype mémoire et le
processus de prolifération homéostatique pour expliquer la présence de ces cellules de phénotype

mémoire dés la période feetale ou chez des souris élevées en conditions « stériles »***

. Ainsi, pres de
10 a 30% des lymphocytes T CD8 spécifiques pour un tétramere particulier sont de phénotype
mémoire chez une souris n’ayant pourtant jamais été préalablement immunisée contre 1’antigéne
correspondant & ce tétramére**’. Ces résultats ne semblent pas dus a une réactivité croisée contre ce
tétramere (par ressemblance a un antigéne environnemental rencontré par I’animal) puisqu’ils sont
vérifiés quel que soit le tétramére et chez des souris élevées en conditions « germ-free »**’. Des
données similaires sont retrouvées chez la plupart des animaux exprimant un TCR transgénique dans
un fond RAG KO alors qu’ils n’expriment pas I’antigéne spécifique de ce TCR*®.

L’ensemble de ces études a porté en majorité sur les populations CDS, les CD4 étant largement moins
sensibles a la prolifération homéostatique et I’origine des CD4 de phénotype mémoire étant

probablement largement plus complexe™?

. A titre de comparaison, la quasi-totalité des lymphocytes T
CD4 spécifiques d’un antigéne contre lequel I’animal n’a pas été immunisé (identifié par un marquage
tétrameére spécifique comme précédemment) sont de phénotype naif*’'.

Ces cellules T CDS8 de phénotype mémoire étant capables de répondre, proliférer et sécréter de I’ITFN-y
rapidement en réponse a un pathogeéne, leur prédominance aux ages extrémes de la vie (chez le
nouveau-né probablement en réponse a une prolifération homéostatique et chez le sujet agé en réponse
a des stimulations répétées auto-antigéniques au cours de la vie de I’individu) pourrait permettre de

contrebalancer une vulnérabilité accrue par ailleurs*®. Pourtant, a I’heure actuelle, la question de

savoir exactement pourquoi et comment une proportion de cellules T naives se différencie en
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lymphocytes de phénotype mémoire en réponse a des auto-antigenes, chez des animaux non
immunisés, reste un mystére. Plusieurs explications ont ¢été avancées parmi lesquelles une
augmentation transitoire de concentration en cytokines v. telles que I’IL-7, I’IL-15 ou I’IL-2, puisque
I’ajout exogeéne des 2 dernicres ou [’hypersécrétion de la premiere dans la prolifération homéostatique
reproduisent 1’acquisition d’un phénotype mémoire similaire. Ainsi, la présence de cosignaux
activateurs —des cellules T naives sont ainsi capables d’acquérir un phénotype mémoire en présence de
cellules dendritiques pré-activées par une coculture préalable avec un pathogéne®-, la perte de
cosignaux inhibiteurs (PD-1, CTLA-4)*® ou encore la modulation du signal TCR ont été avancées

comme autant d’explications plausibles.
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D. Conclusion

Comme nous avons pu le constater dans cette introduction bibliographique, I’hypothése d’une
transformation oncogénique indirecte favorisée par des agents pathogenes responsables d’infections
chroniques fait peu de doute dans la lymphomagénése B. Le modele princeps du lymphome du MALT
gastrique associ¢ a H. Pylori a largement contribué¢ a la compréhension de ce type de mécanisme
physiopathologique. En revanche, la lymphomagénese T, murine ou humaine, reste, de manicre
générale, largement moins bien comprise que la lymphomagénése B. Plusieurs raisons peuvent
I’expliquer :

1/ La fréquence nettement plus faible des hémopathies lymphoides T comparativement aux

hémopathies lymphoides B ;

2/ La complexit¢ du systtme immunitaire adaptatif lymphocytaire T, comprenant de

nombreux sous-types (CD4, CD8, DN) eux-mémes subdivisés en multiples catégories aux

fonctionnalités diverses (naif, mémoire, cytotoxique, Th1, Th2, Teu, régulateurs...) ;

3/ L’absence de répartition anatomique définie pour chaque sous-type, rendant la

détermination de la contrepartie cellulaire normale délicate dans le cas des lymphomes T

matures ;

4/ L absence de marqueurs univoques permettant d’identifier de fagon simple et reproductible

un type donné de lymphocyte T, notamment en immunohistochimie, technique la plus a méme

d’étre utilisée en routine pour le diagnostic ;

5/ L’absence de thérapeutique particuliere dans cette pathologie jusqu’au début des années

2000, ’ensemble des lymphomes T ayant été traité jusque la, peu ou prou, de facon identique

quel que soit le sous-type.
Néanmoins, comme nous avons pu le voir dans cette partie introductive, il existe un rationnel fort pour
que certaines hypothéses physiopathologiques, telles que le réle de la stimulation antigénique
chronique, soient également vérifiées dans le cas de la lymphomagénése T. Comme nous le verrons
dans la partie « Résultats » de cette theése, le modele murin étudié vient conforter cette hypothese et
ouvre de nouvelles perspectives a la fois quant au démembrement des lymphomes T humains mais
aussi quant a de nouvelles cibles thérapeutiques telle que la voie du TCR ou un rétablissement

fonctionnel de la voie p53.
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INTRODUCTION

From 1950 to 1990, a 50% increase in age-adjusted incidence of non-Hodgkin lymphomas (NHL) has
been documented in the United States. The incidence appeared to slow in the late 1990s but is still
increasing for some particular subtypes (eg, marginal zone or mantle cell lymphomas)."! No clear
explanation has been given to understand such an increase. Ageing of the population, improvement of
diagnostic technologies or emergence of lymphomas associated to immunosuppression in human
immunodeficiency virus (HIV)-positive patients are not sufficient to explain this increase over time.*”
Among several other explanations, relationships between infectious agents and lymphoproliferative
disorders have been suggested for the increased incidence of NHL. Although these relationships have
been extensively studied for the last two decades, no clear pathological model has emerged so far.
Infection-driven lymphomas might be thought of as being split into 2 distinct mechanisms.* On one
hand, direct lymphocyte transformation by a given agent such as lymphotropic transforming viruses
(eg, EBV, HHVS, or HTLV1) expressing viral oncogenes has been clearly demonstrated. On the other
hand, a more recently described mechanism referred to as the indirect transformation model has
emerged, among which Helicobacter Pylori-associated gastric MALT lymphoma might be the best
characterized. In addition to H pylori, several other pathogens are suspected to indirectly promote B-
cell lymphoma development (eg, Campylobacter jejuni, Borrelia burgdorferi or Chlamydia psitacci
among others)’ or T-cell lymphoid malignancies development (eg, the cytomegalovirus)®. According
to this model, the microbial or viral pathogen is neither intrinsically transforming nor oncogenic, but
can be viewed as a chronic source of antigens increasing the proliferative rate of lymphoid effectors,
hence fuelling the transformation process. A role for B-cell (BCR) or T-cell receptor (TCR) signaling
in B- or T-cell lymphomagenesis, respectively, has indeed been inferred recently from several studies

™ or by indirect evidence in humans.'®'" Collectively, growing

either in engineered mouse models
body of evidence is accumulating lately in favor of a crucial role of BCR/TCR stimulation with
various self or exogenous antigens for a broad variety of mature lymphomas. Precise elucidation of the
mechanism underlying this indirect lymphomagenesis may provide important clues for diagnosis and
therapy of this type of lymphomas.

Streptococcus Pneumoniae (Spn) is an extracellular polysaccharide-encapsulated bacteria whose role
in promoting lymphoid malignancies has been proposed.'>"> However, identifying a pathogen as a
putative cause of lymphoma development requires that it can trigger the disease in an animal model.
To the best of our knowledge, only chronic infection with Helicobacter felis or H helmanii in Balb/c
mice is able to reproduce gastric marginal zone lymphoma development resembling the human
pathology and fulfills such a requisite.'*'> Therefore, animal models are critically lacking to explore
the link between indirectly transforming infections and lymphomagenesis.

p53-deficient mice are prone to solid or hematopoietic tumor development.'®!” Aside from basic
studies into the mechanisms of p53 function, p53-deficient mice are suitable to develop more sensitive
rodent models of tumorigenesis in response to environmental factors such as carcinogens,

inflammation or radiations.'®!” Given that p53-deficient mice spontaneously develop mature lymphoid
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malignancies at low rate’” we hypothesized chronic stimulation with Spn-derived antigens might
promote or accelerate lymphoma development arising from chronically stimulated lymphocytes.

Consistent with this hypothesis, repeated stimulations with heat-killed (HK)-Spn lead to a marked and
significant increase of peripheral T cell lymphomas (PTCL) in both p53”~ and p53*" mice. Phenotype
was consistent with a transformation process occurring from stimulated effector memory-phenotype T
cells. Further investigations demonstrated that those PTCL arose from antigen-experienced invariant
natural killer T (iNKT) cells and indirect evidence suggests that development of PTCL after repeated
HK-Spn injections might be TCR-specific for Spn glycolipids. This study demonstrates for the first
time that iNKT cells can give rise to lymphoma in mice. Furthermore, aside from its well-described
function to prevent immature thymic T-cell lymphoma development, our results also suggest a pivotal
function of p53 to prevent transformation of stimulated mature iNKT cells. The extent to which

previously unspecified PTCL in humans derive from iNKT cells remains under investigation.
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RESULTS

Repeated injections of heat-killed streptococcus pneumoniae increase PTCL in p53-deficient
mice.

p537 or p53*" mice were chronically injected by intraperitoneal (IP) route every 2 weeks until disease
development either with PBS (control group) or HK-Spn (further on referred to as Spn). Three
different types of lymphoma were observed based on macroscopic and flow cytometry findings

(Figure 1A). In agreement with previous reports'®!’

, the first type was thymic lymphomas (TL) that
could be subdivided into localized TL, when only thymus was macroscopically involved or
generalized TL, when it has spread to liver and spleen. The second was defined as PTCL since no
macroscopic thymic involvement was observed as opposed to a massive hepatomegaly and
splenomegaly (confirmed also on immunophenotypic, cytogenetics and gene expression profile
characteristics, see latter). The third was B-cell lymphoma characterized mainly by enlarged
mesenteric lymph nodes and mild liver and spleen enlargement. T-cell vs B-cell determination was
established by flow cytometry using anti-CD3 and anti-CD19 staining on single-cell suspensions from
involved organs (Figure 1A). Strikingly, both in p53” and p53* mice, PTCL were significantly
overrepresented in the Spnm-injected group compared to the control group (P=.03 and P=.01
respectively, Figure 1B). No difference both in terms of survival or tumor spectrum (solid vs
hematopoietic) was observed in p53” mice between the PBS-injected control group and the Spn-
injected experimental group (Supplemental Figure 1A). Conversely, in p53"" mice, repeated Spn
injections shortened survival (P=.004) primarily by accelerating the development of solid tumors
(P=.007) (Supplemental Figure 1B). Of note, the increased frequency of B-cell lymphomas in the
control group of p53™ mice was in fact due to the bias generated by accelerated development of solid
tumors in the Spn group. Hence, the late onset of those B-cell lymphomas (none appeared before 450
days of life) precluded their development within similar proportions in the Spn-injected group in
which the number of mice at risk after day 450 was greatly diminished (Supplemental Figure 1C). No
such a bias was observed for PTCL development in p53” mice (Supplemental Figure 1D).

Negative TdT staining was observed across all PTCL samples analyzed and whatever the organ
(thymus, spleen, liver, lymph node, lung and kidney) as opposed to a strong positive staining in all TL
examined (Figure 1C), confirming the post-thymic (ie mature) origin of PTCL. Furthermore, all PTCL
stained negative for c-kit by flow cytometry (data not shown). At the microscopic level, all organs
examined (liver, spleen, lung, lymph nodes, bone marrow and kidney) were involved by a
polymorphic infiltrate of small, medium and predominant large cells. Architecture was nodular and
diffuse with massive infiltration leading to the effacement of the normal structure (Figure 1D).
Mitoses were frequently observed.

We assessed clonality as well as transferability of these PTCL either in immunodeficient or
immunocompetent mice (ie CD3e KO or C57Bl/6 wild type mice respectively) (Figures 1E and 1F).

Thus, repeated Spn injections in p53-deficient mice significantly promote PTCL development.
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PTCL are phenotypically different from TL and exhibit features of stimulated T cells.

Among PTCL observed across the study, TCRop bearing cells were much more frequently
encountered (n=15) than TCRyS (n=3). All PTCL had decreased expression of CD4 or CDS§ co-
receptor molecules, most of them being double negative, CD8" or CD4 (Figure 2A). Cells were
CD44"CD25CD62L"CCR7 in favor of an effector-memory T-cell phenotype (Tem) and stainings
were consistent across the different organs involved (ie spleen, liver, blood, lymph node and bone
marrow) (Figure 2B and not shown). Activation markers such as CD69 or CD54 were significantly
up-regulated in PTCL (Figure 2C) compared to TL and normal T cells. Strikingly, B220, a pan-B cell
as well as an activation marker in T cells, was only expressed in virtually all PTCL at low or
intermediate levels (Figure 2D). While the MFI of the different surface markers used were consistent
across involved organs, B220 expression varied substantially with a usual negative expression in the
liver and the blood, a low/intermediate level in spleen and bone marrow and an intermediate/high level
in lymph node (Supplemental Figure 2A). Cytogenetic alterations of PTCL were examined using
multicolor fluorescence in situ hybridization (M-FISH). In sharp contrast to the well documented
aneuploidy observed in TL (and confirmed in 2 such lymphomas considered as positive controls),” no
clonal translocation or chromosomes number alteration were observed in PTCL, giving strong support

to a distinct pathophysiological transformation process (Table 1 and Figure 3).

Gene expression profile and ex vivo experiments confirm that PTCL is a distinct entity whose
survival depends on TCR pathway activation.

We compared the gene-expression profiles (GEP) of freshly isolated and sorted TL, PTCL and normal
T cells (either resting or activated ex vivo for 3 days with anti-CD3/anti-CD28 coated-beads). GEP
analysis showed that the proliferative marker Ki67 was one of the highest overexpressed gene in
PTCL compared to normal resting T cells (Supplemental Figure 3A) and that was confirmed by
immunohistological staining with anti-KI167 antibody (Supplemental Figure 3B). In keeping with
surface staining analysis by flow cytometry, CCR7 and CD62L were among the most down-regulated
genes in GEP analysis (Supplemental Figure 3A). Using unsupervised hierarchical clustering and
principal component analysis (CPA), we confirmed that PTCL were distinct from TL and that both of
these tumors differed from normal resting or activated T cells (Figures 4A and 4B). We next
performed gene set enrichment analysis (GSEA)* using annoted gene sets from the Molecular
Signatures Database (MSigDB)> to determine the concordance between significantly changed genes
in PTCL and known gene signatures. We found that MYC was overexpressed in PTCL compared to
resting T cells and that genes upregulated by MYC were significantly overexpressed (Figure 4C).
GSEA also showed that gene expression profile was enriched for genes with established importance in
antigen response®* in PTCL compared to resting normal T cells (P=.005), supporting that PTCL might
arise from antigen-experienced T cells (Figure 4D). Moreover, GSEA indicated a significant down-

regulation of genes in the TCR signaling pathway (P=.009) previously reported in chronically
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stimulated T cells. In particular, CD247 (CD3(), LCK and LAT are known to be down-regulated upon
repeated stimulations arising in a context of chronic infection, autoimmunity of inflammation® and
were found highly under-expressed compared to resting T cells (Figure 4D).

A key property of memory T cells generated after acute infection is their ability to persist without
persistent antigen encounter. Conversely, during chronic infections such as HIV or HCV viral
infections, survival of specific T cells relies on persistence of cognate antigens through repeated TCR
engagements®. As a first approach to investigate this property in PTCL, 10° CD8"° PTCL cells
(experiments were conducted either with cells from Spn- or PBS-PTCL) were transferred into WT or
B2-microglobulin homozygous deficient mice (82m™, deficient for MHC class I or class I-like
expression). In keeping with chronically stimulated T cells, practically no PTCL engrafted in 82m™
compared to WT mice (P<.0001, Figure 5A). To further test the role of TCR signaling in PTCL, we
demonstrated that in vitro PTCL cells viability decreased in the presence of cyclosporin A (CsA),
suggesting that their survival strongly relied on the calcineurin/NFAT interaction downstream of the
TCR signaling pathway (Figure 5B). To examine the possible translation of this result in vivo, CsA
was daily injected in mice transferred with 10° PTCL cells either to prevent lymphoma development
(from d1 to d15 after the PTCL cell transfer) or to treat well advanced lymphomas (during 15 days
after lymphomas became clinically apparent). In both cases, CsA significantly delayed PTCL
development and prolonged mice survival (Figure 5C).

Collectively, the data demonstrate that PTCL is a distinct entity arising in p53-deficient mice from

chronically TCR-stimulated T cells.

PTCL from Spn-injected and PBS-injected mice are similar entities but exhibit features of
distinct TCR engagement.

As PTCL developed not only in Spn-injected p53” or p53™" mice but also in PBS-injected p53” mice
at a low frequency (ie, 6 out of 27 mice) and exhibited in both cases activation and chronic stimulation
characteristics, we next evaluated if those 2 types of lymphomas (referred to as Spn-PTCL and PBS-
PTCL thereafter, respectively) were perfectly similar or not. Based on GEP analysis, Spn-PTCL and
PBS-PTCL were indistinguishable using unsupervised hierarchical clustering (Figure 6A). Similarly,
CPA did not unequivocally segregated Spn-PTCL and PBS-PTCL giving support that the
transformation occurred in a similar cell type and that oncogenic events driving the process were
similar (Figures 6B). However, an unsupervised hierarchical clustering based on the MFI of different
surface markers showed that at least some entities in Spn-PTCL might derive from cells which have
been differently activated (Figure 6C). In particular, a cluster composed of 6 PTCL distinctly appeared
as Spn-related lymphomas. Among selected markers, CD5 and CD127 were up-regulated whereas
CD44 and CD122 were significantly down-regulated in Spn-PTCL compared to PBS-PTCL (Figure
6D).

Since CD5 and CD127 expressions are known to be associated to the strength of the TCR engagement
on the surface of T cells, we hypothesized that both PBS- and Spn-PTCL arose similarly from the
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transformation of stimulated T cells (as indicated by similar GEP) but that Spn-PTCL might result
from the transformation of a T cell specific for the pathogen. As an indirect indication that PTCL
following repeated Spn injections might be caused by a particular and specific TCR engagement by
Spn antigens, a striking Vj repertoire usage bias was observed. Hence, 7 of 7 Spn-PTCL expressed
V8 as assessed by surface staining or RT-PCR instead of 1 out of 6 in PBS-PTCL (P<.001) (Figure
6E). Since complementary determining regions 3 (CDR3) of the TCR Vj chain is highly unique and
can be used as a marker of the antigenic peptide, we sequenced the CDR3 region of all V38 Spn-
PTCL. Two of 6 CDR3 sequences of V38 Spn-PTCL were identical (Figure 6F), suggesting a skewed
TCR pattern indicative of an immunodominant antigenic stimulation of these clones.

PTCL thus result from the transformation of memory-phenotype stimulated T cells and evidence

suggests Spn-PTCL could arise from a T cell bearing a TCR specific for a peculiar antigen of Spn.

Spn- and PBS-PTCL derived from invariant natural killer T (iNKT) cells

Given the strong VB8 repertoire bias observed in Spn-PTCL despite the absence of known
pneumococcal superantigens, we hypothesized that PTCL in p53-deficient mice might arise from a
population expressing a pre-determined VB repertoire. Furthermore, recent data indicated an increased
proportion of iNKT cells in spleen of p53” mice.”” Besides, diacylglycerol-containing glycolipids
from Spn were shown to bind invariant TCR of iNKT cells.”® Collectively, these data lead us to
consider that PTCL might derive from the transformation of iNKT cells. Staining with a CD1d-a-
galactosylceramide (o-GalCer) tetramer showed that 3 of 3 TCRaf Spn-PTCL tested so far were
positive (Figure 7A and Table 1). Consistently with our previous GEP results which did not
differentiate Spn- from PBS-PTCL, 3 of 3 TCRafy PBS-PTCL were also positive for CD1d-a-GalCer
tetramer staining (Table 1). Although cancer cells might undergo substantial evolution after an initial
oncogenic event, identifying CDI1d-restricted tumoral T cells unambiguously reflected their NKT
derivation. Of note, the transcription factor PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger or ZBTB16),
which directs the effector program of the NKT cell lineage, was significantly overexpressed in all
analyzed PTCL either at the transcriptional (Figure 7B) or the protein level (figure 7C). Furthermore,
high restriction of the VB repertoire in favor of the V38 chain support those NKT cells are invariant.
Analysis of the Va repertoire of PTCL is awaited to confirm their iNKT nature.

Moreover, iNKT tumoral cells expressed typical low level of TCRp and classical features of activated
iINKT cells were observed such as PD-1 up-regulation and loss of NK1.1 expression (Figure 7D and
not shown).”?’ Consistent with a state of anergy, no proliferation either by *H-thymidine
incorporation or CTV (cell trace violet) dilution could be observed after ex vivo stimulation of Spn-
PTCL by anti-CD3/anti-CD28 coated-beads, PMA/ionomycin and irradiated splenocytes loaded for 12
hours with HK-Spn whole bacteria or lysates (data not shown). In step with the surface expression of
CD122 and CD127 and like their iNKT normal counterpart,®’ survival of PCTL cells was highly
dependent upon IL-15 and IL-7 (Figure 7E).
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Sézary syndrome might derive from type II NKT cells
Recent data indicated that the transcription factor PLFZ could be overexpressed in human T-cell
lymphomas/leukemias such as mycosis fungoides® and its leukemic variant Sézary syndrome (SS).>*

Moreover, gain as well as derepression of cMYC**

and functional p53 inactivation are observed in a
vast majority of Sézary syndrome cases.*® Strikingly, an association between mycosis fungoides and
Borrelia burgdorferi infection has been suggested”’ and NKT have been shown to recognize
glycolipids from the bacteria.”® Key function of IL-7 and IL-15 has also been described in those
cutaneous T-cell lymphoma (CTCL) entities®® and, finally, CD1d expression level in non-tumoral
peripheral blood mononuclear cells was described as one of the top 5 genes permitting the most
accurate diagnosis of Sézary syndrome.*’

We confirmed that PLZF was highly expressed in two SS cell lines (ie SeAx and HuT-78 cell lines,
Figure 8A). However no staining with CD1d-a-GalCer tetramer was observed (Figure 8B). Since Vj
and, to a lesser extent, V, repertoire in T-cell malignancies have been investigated and no semi-
invariant chain usage has been observed in a specific entity, it is however rather unlikely that CTCL
could derive from invariant NKT cells. Rather, they could derive from the more recently characterized
type II NKT cells that are CD1d-restricted as well but express a more variable TCR repertoire and lack
a universal ligand such as a-GalCer. Such a difference between the p53-deficient mouse model and
humans might be explained by the prevalence of type II NKT in humans.*’ Definitive confirmation

using specific type II NKT tetramers is awaited.
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DISCUSSION

Identifying the cell of origin from which lymphomas arise is a field of intense research and has been
fruitfully applied for B-cell lymphoma classification.*’ Hence, unraveling the correlations between B-
cell lymphoma subtypes and normal B-cell development helped understanding transformation
mechanisms and formed the basis for current classification in humans as well as for differential
therapies. Such a correspondence between normal development stages and the initiating cell in T-cell
lymphoma is still lacking. Except for angio-immunoblastic T-cell lymphoma (AITL) whose normal
counterpart was identified as follicular helper T cells (Tru), the normal cellular derivation of most
mature T-cell malignancies is still merely speculative.*” The complexity of the T-cell adaptative
immune system encompassing numerous subsets with effector, memory and regulatory functions
might explain why PTCL remain still poorly defined. In the present study, we demonstrate for the first
time that PTCL deriving from NKT cells (referred to as NKTL for NKT cells lymphoma) can develop
in mice.

NKT cells recognize antigens presented by the non-classical MHC class I-like CD1d protein and are
categorized as type I or type II NKT cells. Type I express a semi-invariant TCR (Val4-Jal8 in mice
or V,24-J,18 in humans paired with a limited repertoire of VP chains: V8.2, V42 or Vg7 in mice and
Vsl1 in humans) and was therefore referred to as invariant NKT (iNKT) cells.* All iNKT cells bind
the potent TCR ligand a-GalCer. Type II NKT cells are CD1d-restricted as well but express a more
variable TCR repertoire and lack a universal ligand such as a-GalCer thus hampering their full
characterization.” NKT cells recognize both self lipid-based and foreign lipid-based antigens bound to
CD1d. iNKT cells participate in the response to many microbial pathogens mostly after activation by
inflammatory cytokines and self-antigens presented by CD1d. However, Borrelia burgdorferi’® and
more recently Spn’® were reported to have glycolipid antigens specifically binding the iNKT cell TCR.
Moreover, not only iNKT cells are able to recognize Spn glycolipids but J,18-deficient mice* and
CD1d-deficient mice*® which lack iNKT cells specifically or CD1d-restricted T cells, respectively, are
more susceptible to Spn infection indicating those cells play a pivotal role in vivo in host defense.
Whether in vivo activation of some iNKT cells in a context of pneumococcal infection is due partly to
self-antigens presented by CDI1d or strictly limited to specific Spn glycolipids remains under
investigations.*®

Repeated injections by heat-killed Spn significantly promoted the development of NKTL both in p53*
and p53” mice. Unlike well described CD4'CDS8" double positive thymic T-cell lymphomas
developed in p53-deficient mice, NKTL exhibited a normal or minute size thymus, a widespread
involvement of all analyzed organs (bone marrow, lung, kidney, spleen and liver) and a lack of
immature markers (TdT). Altogether, these findings lead us to consider these lymphomas as of post-
thymic origin. Of note, a mild involvement by these peripheral lymphoma cells was found in the
thymus without any enlargement, which is in line with the widespread involvement of virtually all
organs and possibly the known capacity of mature T cells to re-enter the thymus.** Liver was

predominantly involved in all diseased mice in agreement with the known preferential localization of
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normal NKT cells. Several lines of evidence suggested a contribution of TCR engagement to the
development of these NKTL: 1/ the cells expressed typical features of activated iNKT cells such as
PD-1 up-regulation or NK1.1 loss of expression; 2/ cyclosporin A, a strong TCR signaling inhibitor,
decreased cell survival in vitro, and prolonged mice survival following transfer of lymphoma cells into
recipient mice; 3/ engraftment in B2m™ mice of NKTL was significantly reduced compared to
engraftment in wild type mice (P<.0001). Although CD1d may exist as a B2m independent form,
CDI1d is generally composed of a transmembrane glycoprotein (heavy chain) associated non-
covalently with 2m to form a heterodimer. We believe NKTL cells displayed a poor engraftment in
32m-deficient mice because they rely on specific CD1d/TCR interactions to survive and/or proliferate.
Transfers of NKTL cells into CD1d-deficient mice to assess a specific dependence on CD1d/TCR
engagement are ongoing. Although survival of NKT cells does not require CD1d expression,*
stimulated (repeatedly?) NKT cells could become addicted to their cognate antigen and use TCR
signaling for long-term maintenance, hence resembling exhausted memory CD8" T cells in chronic
infections.”’

Although NKTL frequency dramatically increased in a context of chronic Spn stimulation, a quite
unexpected finding was its low incidence in p53” PBS-injected mice thereby stressing that heat-killed
pathogen injections were not mandatory. Characteristics were also in line with an activated NKT cell
phenotype in this group of mice raising the question of whether the initiating cell might be the progeny
of cells that have responded to various environmental or self-antigens. In this regard, it is tempting to
speculate that the up-regulation of CDS5 expression (which is tightly and positively correlated to the
strength of the TCR engagement in conventional T cells)*® and of CD127 (also described to be up-
regulated in response to strong TCR signaling)*’ in Spn-NKTL, could reflect a cognate and strong
engagement by Spn antigens compared to a tonic and weaker signaling by CDId-self glycolipids
complexes in spontaneously arising NKTL. However, CD1ld-dependent but Spn-independent
engraftment in wild type recipient of Spn-NKTL rises concerns about their precise TCR specificity.
Whether tumoral cells became independent of CD1d-Spn glycolipids interaction but dependent of
CD1d-self ligand interaction with their TCR or whether the TCR of these NKTL was not specific for
Spn glycolipids is unsettled. However, our preliminary data demonstrating two identical VB8 CDR3
sequences in Spn-NKTL of 6 tested so far, strongly suggest a skewed TCR repertoire, which might
result from an identical Spn-glycolipid stimulation. This hypothesis will be directly investigated by
assessing the binding of CD1d-Spn tetramers on Spn- vs PBS-NKTL. Moreover, although anergy of
these NKTLs might hamper proper evaluation, specific stimulation with purified Spn glycolipids®
could formally demonstrate Spn-specificity and is under investigation.

As opposed to humans in whom up to 50% NKT cells express CD80,’” mouse NKT cells generally do
not express the CD8a molecule.’’ This view has been however recently challenged by demonstrating
the presence of CD1d-a-GalCer tetramer CD8" NKT cells in Jal4 transgenic mice as well as in wild
type mice at a very low frequency.’? Even if a broad majority of NKTL in the present study were DN
T cells and to some extent CD4" T cells (n=2), at least one NKTL developed in an Spn-injected p53-
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deficient mice was clearly CD8" (Figure 2A), hence reinforcing the fact that NKT cells in mice can
express CD8".

Conflicting results on a potential role of p53 in normal mature T-cell immune response have been
published to date. p53 and p53-dependent genes have been shown to be up-regulated in T cells in
response to mitogenic stimulation.”® Studies published during the last 2 decades demonstrated no
impairment in the ability of preactivated p53” T cells to undergo apoptosis following TCR
engagement in an IL-2 and Fas-dependent manner (called activation-induced cell death)** and only a
minor role in regulating antiviral T cell responses using lymphocytic choriomeningitis virus infection

model.”

However, more recent work indicated that naive p53-deficient T cells exhibit higher
proliferation and reduced apoptosis compared to WT T cells following TCR activation without CD28
costimulation, with CD28 engagement partially rescuing WT T cells from this p53-mediated
apoptosis.”’® Other intriguing observations have been published confirming a potential role of p53 in
mature T-cell immune response. Hence the accumulation of memory-phenotype T cells have been
described as soon as after 5 weeks of age in p53” mice compared to WT counterpart.”’ Moreover,
increased generation of CD8" T cell clones from p53-mutant compared to WT T cells after
immunization of mice with peptides of either Sendai or influenza virus origin have been
documented.”® Finally, the former description of a specific role of p53 as a negative regulator of
intestinal mucosal T cell cycling (comprising among others mucosa-associated invariant T cells or
MAIT) compared to peripheral blood T cells®® or the higher number of iNKT cells in spleen of p53-
deficient mice might stand for a previously unrecognized and specific role of p53 in unconventional T
cells homeostasis.

Repeated engagements by self or non-self antigens as well as constitutive signaling downstream of the
BCR now emerge as mechanisms by which human B-cell type lymphomas might develop and
expand.®” An analogous role of chronic antigenic stimulation via TCR signaling in mature T-cell
malignancies development is far less documented. However, recent data in mouse model indicated that
constitutive TCR signaling by the fusion kinase ITK-SYK drives transformation of mature T cells' or
that SNF5” mice develop TCR-dependent PTCL arising from a peculiar CDS8'CD122° IL-15
independent memory T cell.** In humans, chronic T cells stimulation by pathogens or self-antigens is
speculated for various types of lymphomas: enteropathy-associated T-cell lymphoma in patients
suffering from coeliac disease,® T-cell large granular lymphocyte leukemia,** hepatosplenic y5 T-cell
lymphoma® and mycosis fungoides®” or its leukemic variant called Sézary syndrome. Our preliminary
data strongly support that the Sézary syndrome indeed derives from type II NKT cells but definitive
confirmation is awaited. As the TCR from NKT cells might recognize a large panel of antigens, direct
or indirect (by cytokines and self-glycolipids) chronic stimulation of this particular cell population
could arise in host defense against many pathogens and might explain why the role of other pathogens
than B. burgdorferi have been proposed.®®”® Aside from NKT cells, other unconventional T cells
recognize non-classical MHC molecules such as CD8ao TCRaf intra-epithelial lymphocytes or MR1-

specific mucosal invariant T (MAIT) cells. In addition to mycosis fungoides and Sézary syndrome, it
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is therefore tempting to speculate that a previously unsuspected number of T-cell lymphomas could
derive from the transformation of non-conventional T cells since the cell of origin is yet undetermined.
Hence, it is striking that in enteropathy-associated T-cell lymphoma, which is supposed to be a key
model for an antigen driven process, virtually all cases present with a functional p53 pathway

impairment.”’

In conclusion, our work describes a previously unrecognized lymphoma entity emerging from iNKT
cells in mice. Moreover and aside from its known role in immature T-cell lymphoma development and
in progression of B-cell malignancies, it sheds light on an unsuspected function of the p53 pathway in
preventing “unconventional” T-cell lymphomagenesis. The present work also highlights the potential
contribution of chronic or repeated infections in the disease, taken the broadly admitted concept of
chronic stimulation for B-cell lymphoma to an all new level for T-cell lymphoma. Identifying iNKT
cell lymphomas in humans await confirmation but might alter current classification, prognosis

assessment and therapy.
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MATERIALS AND METHODS

Mice

P53 mice (B6.129S2-Trp53™/™/J) were purchased from The Jackson Laboratory. P53 mice were
generated by crossing p53” mice with WT mice. WT mice were purchased from Charles River
Laboratories (I’Arbresle, France). CD3&” mice were obtained from Dr M. Malissen (Centre
d’Immunologie Marseille-Luminy, France). Mice with a mutation in the 2 microglobulin gene (MHC
class I-and class I-like-deficient) or in the [-AB gene (MHC class IlI-deficient) were provided by
Christophe Benoist and Diane Mathis. All these mice were on the C57BL/6J background and were
maintained in specific pathogen-free conditions at the Plateau de Biologie Expérimentale de la Souris
(Ecole Normale Supérieure de Lyon, Fance). All studies and procedures were approved by the Comité

Régional d’Ethique pour I’Expérimentation Animale.

S. pneumoniae injections

The encapsulated serotype 3 WU2 strain of S. pneumonia was grown in Todd-Hewitt broth
supplemented with 0.5% yeast extract to mid-log phase, then enumerated by plating the suspension on
blood agar plates. Bacteria were washed twice in phosphate-buffered saline (PBS) and heat-inactivated
by a 1 hours incubation at 60°C. Aliquots of this suspension were stored at -80°C until use. At the
time of injection, 5x10° bacteria were diluted in 200uL sterile PBS for intraperitoneal injection as

previously described’?. Challenges were performed in a biosafety level 2 animal facility.

Flow cytometry analysis

Single-cell suspension prepared from spleen, mesenteric and/or mediastinal lymph nodes, liver and
bone marrow were stained with a panel of fluorescent-labeled antibodies. Before staining, Fc receptors
were blocked for 15 minutes at 4°C with 24G2 hybridoma supernatant. The following membrane
antibodies (mAbs) reactive with murine cells were purchased from BD Biosciences: CD3¢g (145-
2C11), CD4 (GK1.5), CD8a (53-6.7), B220 (RA3-6B2), CD69 (H1.2F3), CD62L (MEL-14), CD54
(3E2), CD44 (IM7), CD25 (PCe6l), TCRB (H57-597), TCRys (GL3), CDS5 (53-7.3), CD30
(mCD30.1), CD117 (2B8), CD24 (M1/69), CD95 (Jo2), CD103 (M290), CD19 (1D3), CD127
(A7R34), CD122 (TM-B1), VB5.1+5.2 (MR9-34), V38.1+8.2 (MR5-2), VB38.3 (1B3.3). All antibodies
used were used as direct conjugates to FITC, PE, PerCP, PerCP-Cy5.5, APC, PE-Cy7, APC-Cy7, or
AlexaFluor-647. PerCP-conjugated anti-Thyl.2 (30-H12) mAb reactive with murine cells was
purchased from Biolegend. APC-conjugated anti-CCR7 (4B12), PE-conjugated anti-PD-1 (J43) and
PE-conjugated anti-PLZF (Mags.21F7, anti-mouse and human) were purchased from eBioscience. PE-
conjugated CD1d-a-GalCer tetramer (PBS57) was obtained from the NIH (NIH Tetramer Core
Facility, Atlanta, GA) or APC-conjugated CDI1d-a-GalCer tetramer (PBS57) from Proimmune
(Oxford, UK). Empty tetramers were used as control. For all antibodies, corresponding
isotype controls were purchased from the same supplier. Data were collected using a LSRII flow

cytometer (BD) and analyzed with FlowJo software (Tree Star).
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Clonality assessment

Peripheral T-cell lymphoma cells from involved spleen or liver were sorted on a BD FACSAria sorter.
Murine T lymphocyte repertoire diversity was measured using Immun’Ig® tests (ImmunID
Technologies, Grenoble, France). Genomic DNA was extracted using standard techniques and Multi-
N-plex PCR were performed using an upstream primer specific of all functional members of a given
TRBV family and a downstream primer specific of a given TRBJ segment (international
ImMunoGeneTics information system, www.imgt.org). This assay allows the simultaneous exhaustive
detection of V-J rearrangements in the same reaction. Each Vx-J1, J2, J3, J4, Jn product was
separated as a function of its size and the Constel’ID® software (ImmunID Technologies, Grenoble,

France) was used for further analytical studies including generation of 3D repertoires illustrations.

Tumor transplantation and cyclosporin A in vivo experiments

If not otherwise specified, 3x10° freshly isolated whole splenocytes from lymphoma-bearing animals
were transferred intravenously by retro-orbital injection into immunocompetent (ie C57BL/6J WT
animals) or immunocompromised (ie CD3&” mice) mice. For transfers into MHC class I-deficient (ie
B2m™) or MHC class II-deficient (ie AB”") mice, 10° thawed tumoral cells from CD8" or CD8 CD4
lymphomas isolated from liver and subsequently cryopreserved in 10% DMSO in liquid nitrogen were
injected. For therapeutic trials, 20mg/Kg of cyclosporin A (Novartis Pharma) diluted in 200uL of PBS
were injected dayly by intraperitoneal route for 15 days from day 1 following transfer of 10° thawed
tumoral cells or when tumors became clinically apparent in the transplant-recipient mice (ie at day

21). All groups of mice were age- and sex-matched.

Immunostaining

For immunohistochemistry, mouse tissues (thymus, spleen, liver, kidney, lung and mesenteric or
mediastinal lymph nodes) were fixed in 10% formaldehyde and paraffin-embedded. Sections of 4-um
thickness were stained for H&E or immunostained with the following antibodies: anti-TdT (A3524,
Dako) and anti-Ki67 (SP6, Lab Vision). Sections were viewed using a Leica DMR microscope and

images captured with a Nikon Digital Camera, DXM 1200C (Nikon, Tokyo, Japan).

Microarray analysis

Cell sorting. Thymic and peripheral T-cell lymphoma tumoral cells from thymus or liver, respectively,
were sorted on a FACSAria sorter (BD). Purity was constantly over 98% (not shown). Pooled normal
T cells from spleen and mesenteric lymph nodes from age-matched WT animal were used as control.
For normal T-cell activation, anti-CD3/anti-CD28 coated beads (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norway)
were used at a 1:1 bead-to-cell ratio in a 3-days culture.

Target labeling. Total RNA was extracted using TRIzoL Reagent (Invitrogen) and was amplified by

two rounds of in vitro transcription (IVT) using ExpressArt® C&E mRNA amplification nano kit
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(AmpTec GmbH, Hamburg, Germany). During the second IVT amplification RNA was biotin-labeled
using BioArray HighYield RNA Transcript Labeling Kit (Enzo Life Sciences, Inc., Farmingdale, New
York, USA). Before amplification, spikes of synthetic mRNA (GeneChip® Eukaryotic Poly-A RNA
Controls, Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) at different concentrations were added to all samples;
these positive controls were used to ascertain the quality of the process. Biotinylated antisense cRNA
quantification was performed with a Nanodrop 1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, USA) and quality
checked with Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent technologies, Inc, Palto Alto, CA, USA).

Arrays hybridization, scanning and normalization. Hybridization was performed following Affymetrix
protocol. Briefly, 15 ug of labeled cRNA was fragmented and denaturated in hybridization buffer,
then 10 ug was hybridized on GeneChip® Mouse Genome 240 2.0 array (Affymetrix) during 16 hours
at 45°C with constant mixing by rotation at 60 rpm in the Hybridization Oven 640 (Affymetrix). After
hybridization, arrays were washed and stained with streptavidin-phycoerythrin (GeneChip®
Hybridization Wash and Stain Kit) in the Fluidics Station 450 (Affymetrix) according to the
manufacturer’s instruction. The arrays were read with a confocal laser (GeneChip® Scanner 3000 7G,
Affymetrix). The CEL files were generated using the Affymetrix GeneChip Command Console
(AGCC) software 3.0. The obtained data were normalized with Affymetrix Expression Console
software using MASS statistical algorithm.

M-FISH

Multicolor FISH (M-FISH) technique was performed on chromosome spreads obtained from fixed-
cell material and prepared using standard cytogenetic protocols. A mix of 21 labeled painting probes
specific for the different mouse chromosomes was used (MetaSystems, Altlussheim, Germany).
Experiments were performed according to the manufacturer’s protocols. Metaphase spreads were
analysed using a fluorescence microscope (Axioplan II ; Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped with
appropriate filters (DAPI, FITC, Spectrum Orange, TRITC, Cy5 and DEAC). Images were captured
and processed using the ISIS/mFISH imaging system (Metasystems).

IL-7, IL-15 and cyclosporin A in vitro experiments

Lymphoma T cells viability was assessed after 24 hours of culture in medium alone or in medium
supplemented with 10ng/mL of IL-7 (R&D) or IL-15 (R&D) or with increasing concentrations of
cyclosporin A (Sigma-Aldrich). Viability was assessed by staining T cells with FITC-conjugated anti-

AnnexinV at the indicated time.

Statistical analysis

All analyses were performed using GraphPad (GraphPad Software Inc) version 5.0. Histograms
represent mean and error bars in all figures represent standard deviation (SD). Comparisons were
made with the use of the y” test or the Fisher’s exact test when indicated for categorical variables and

with the use of the Mann-Whitney non-parametric test from continuous parameter. Survival curves
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were constructed with the Kaplan-Meier method and survival distributions were compared by the
logrank test. All tests were 2-sided and a p value less than 0.05 was considered as statistically

significant.
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TABLES

Table 1. Multicolor fluorescence in situ hybridization (M-FISH) analysis of cytogenetic alterations in

thymic and peripheral T-cell lymphomas

Type of T-cell Karyotype
# Genotype  Organ
lymphoma (M-FISH)
120405 1 p537- Thymus Thymic Aneuploid
120405 2 p53” Thymus Thymic Aneuploid
110705 p53" Spleen Peripheral Normal
110721 p537 Spleen Peripheral Normal
110830 p53" Spleen Peripheral Normal

Table 2. Characteristics of PTCL in p53-deficient mice.

ps3 CD1d-
# Injections TCR Vachain® VB chain® Coreceptor tetramer PLZFT
genotype ..
binding?
120412 PBS -/- af Vo Vi38.2 DN +/- 4
120322 PBS -/- af Va VB DN + +
120216 PBS -/- af Va VB DN n.d. n.d.
111215 PBS -/- af Va VB DN + +
120305 PBS -/- af Va VB CD8 n.d. n.d.
120104 PBS +/- af n.d. n.d. CD4l° n.d. n.d.
110704 Spn -/- af Va VB8.2 CD8
110721 Spn -/- af Va V8.3 DN + +
110826 Spn -/- aff n.d. n.d. DN n.d. n.d.
110828 Spn -/- af Vo VB CDgl n.d. n.d.
110829 Spn -/- af Vo VB8.2 CD8 n.d. n.d.
110707 Spn -/- af Va Vi38.2 CD8 + +
100920 Spn +/- aff n.d. n.d. DN n.d. n.d.
110711 Spn -/- af Va VB8 CD4 + +
111004 Spn +/- af Va VB8.3 DN
110412 Spn +/- of n 10 n.d. CD4 n.d. n.d.
111128 Spn /- Y8 n.a. n.a. DN - 4
110713 Spn -/- 8 n.a. n.a. DN - +
110518 Spn +/- 1o n.a. n.a. DN n.d. n.d.

“Va and VB chains were determined using etheir antibody staining and flow cyometry analysis or RT-PCR ;
IAssessed by flow cytometry analysis, after fixation and permeabilization for PLZF intracellular staining ;
Abbreviations : n.d., not determined (no frozen cells) ; n.a., not applicable ; DN, double négative.
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FIGURES LEGEND

Figure 1. Chronic stimulation by heat-killed Streptococcus pneumoniae (Spn) promotes
peripheral (ie mature) T-cell lymphomagenesis in p53” and p53*" mice. (A) Macroscopic and
phenotypic characteristics of the 4 different types of lymphoma encountered in p53” or p53™ mice
(thymus, blue arrow; spleen, yellow arrow; liver, red arrow; mesenteric lymph node, white arrow). Dot
plots were gated on abnormal FSC"&"/SSC"" tumoral cells. (B) Lymphoma spectrum in p53*" and
p53”" mice according to the injection of PBS or Spn (in the middle of the donut chart is represented the
absolute number of lymphomas in each condition). Groups of mice were as follows: PBS-p53™", n=50;
Spn-p53*", n=53; PBS-p53*", n=25; Spn-p53™”, n=16. (C) TdT staining of formalin-fixed and paraffin-
embedded sections from thymi and spleens of representative localized or generalized TL or of a PTCL
(100x magnification). (D) H&E staining of normal and PTCL-involved spleen and liver (insert shows
higher magnification, ie 400x), as well as PTCL-involved lung and kidney (top, 50x; bottom, 200x).
(E) Clonality assessment of the TRBV (variable region of the B chain) locus by genomic multiplex
PCR in a control wild type (WT) mouse and in 3 representative PTCL (of 11 analyzed specimen). (F)

PTCL transferability in CD3&” immunocompromised mice.

Figure 2. PTCL in p53-deficient mice exhibit features of activated memory-phenotype T cells.
(A) Coreceptor expression in PTCL compared to either TL or normal CD4" or CD8" splenic T cells.
(B) Representative surface staining of PTCL compared to normal splenic T cells (dark grey shaded
histograms indicate PTCL; light grey shaded histograms indicate normal splenic T cells and dotted
lines indicate isotype controls) (C) Expression of activation surface markers in PTCL compared to
either TL or normal splenic T cells (*, P<.05, **, P<.01, *** P<001). Staining is expressed as the
delta of the mean fluorescence intensity (AMFI)=(MFI of the surface marker — MFI of the respective
isotype control) to avoid autofluorescence and unspecific staining differences between cells with a

highly variable morphology.

Figure 3. Normal diploid karyotype in PTCL as opposed to typical aneuploidy in TL.
Representative images of M-FISH of a PTCL (A) and a TL (B).

Figure 4. Gene expression profile analysis confirms PTCL are a distinct entity and display
features of TCR signaling down-modulation. (A) Unsupervised hierarchical clustering based on
global gene expression profile (GEP) analysis. Dendrogram at the top shows the samples studied and
their relationships based on similarities in gene expression. PTCL samples included 9 TCRof
lymphomas, TL samples included 3 CD4"'CD8" DP lymphomas and normal samples included resting
T cells from 3 tumor-free p53” mice and ex vivo activated T cells from 3 other tumor-free p53” mice.
The bar under the dendrogram is color-coded according to sample type. (B) Principal component

analysis showing clustering of PTCL (red) versus TL (green) versus normal T cells (yellow and blue).
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(C) MYC upregulation in PTCL based on GEP data compared to normal resting T cells and GSEA
analysis of MYC-upregulated genes expression. Upward deflection of the green line indicates
enrichment of MYC-upregulated genes signature within PTCL compared to naive T cells. Heatmap
shows expression of all genes included in the signature. (D) GSEA of a set of genes highly expressed
in antigen-activated T cells. Upward deflection indicates enrichment of an antigen-activated signature
within PTCL compared to naive T cells. Heatmap shows expression of the first 50 genes included in
the core enrichment of the signature. (E) GSEA of a set of genes from the TCR signaling pathway.
Downward deflection indicates enrichment of a TCR signaling pathway signature in naive T cells.
Heatmap shows expression of all genes included in the signature. FDR, false discovery rate; NES,

normalized enrichment score.

Figure 5. PTCL rely on TCR signaling for survival and engraftment. (A) Survival curves of WT
mice or B2m” mice (ie deficient for MHC class I and class-I related molecules) transferred with 10°
cells from a CD8" PTCL. All mice alive at day 100 were sacrificed and absence of macroscopic
lymphoma development was assessed. (B) Cells from PTCL were cultured in vitro in the presence or
absence of increasing concentrations of cyclosporine A (CsA) (and equal concentrations of excipient,
ie ethanol, as control). Data are shown as mean + SD for quadruplicate of one PTCL and is
representative of 4 experiments performed with 2 Spn-PTCL and 2 PBS-PTCL. (C) Mice were
transferred with 10° cells from PTCL and left untreated or injected daily by IP route with 20mg/Kg of
CsA either from day 1 for 2 weeks or from day 21 (ie when abdomen enlargement was clinically

detectable) for 2 weeks as well.

Figure 6. PTCL from Spn-injected and PBS-injected mice exhibit features of distinct TCR
engagement. (A) Unsupervised hierarchical clustering based on global gene expression profile (GEP)
analysis. Dendrogram at the top shows the samples studied and their relationships based on similarities
in gene expression. Samples included 5 PBS-PTCL (green) and 4 Spn-PTCL (purple). The bar under
the dendrogram is color-coded according to sample type. (B) Principal component analysis showing
clustering of PBS-PTCL (purple) versus Spn-PTCL (green). (C) Unsupervised hierarchical clustering
based on the mean fluorescence intensity (MFI) of 10 distinct surface markers. Samples included 6
PBS-PTCL (green) and 8 Spn-PTCL (purple) with fully available data for these 10 surface markers.
(D) Differential surface expression of CD127, CD5, CD44 and CD122 expressed as AMFI in PBS-
PTCL versus Spn-PTCL (*, P<.05, ** P<.01). (E) Vg8 usage in PBS-PTCL versus Spn-PTCL based
on surface staining with anti-V8.1+8.2 and anti-V8.3 antibodies or based on RT-PCR with specific

primers for the V38 region.

Figure 7. Spn- and PBS-PTCL derived from invariant natural Kkiller T (iNKT) cells. (A)
Representative histogram of CD1d-a-GalCer tetramer staining in PTCL (shaded histogram indicates

CD1d-a-GalCer tetramer staining and dashed line indicates empty tetramer staining). Dot plot was
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sequentially gated on abnormal FSC"€"/SSCM" and CD3'Thyl.2" tumoral T cells. (B) PLZF
expression based on genome expression profile in PTCL versus TL versus normal T cells. (C)
Representative histogram of intracellular PLZF staining in PTCL (shaded histogram indicates PLZF
staining and dashed line indicates isotype control). (D) Expression of surface TCRfB and PD-1
expressed as AMFI in PTCL versus normal splenic T cells (*, P<.05). (E) (A) Mortality of NKT
lymphoma cells was assessed at 24 hours of ex vivo culture by AnnexinV staining. [L-7 (10ng/mL) or
IL-15 (10ng/mL) was added to the culture medium. Data are shown as mean = SD for quadruplicate of
one PTCL and is representative of 6 experiments performed with 3 Spn-PTCL and 3 PBS-PTCL (***,
P<.001).

Figure 8. Sézary syndrome might derive from type II NKT cells. (A) Representative histogram of
intracellular PLZF staining of the SeAx Sézary syndrome cell line (shaded histogram indicates PLZF
staining and dashed line indicates isotype control). (B) Representative histogram of CD1d-a-GalCer
tetramer staining of the SeAx Sézary syndrome cell line (shaded histogram indicates CD1d-a-GalCer

tetramer staining and dashed line indicates empty tetramer staining).
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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SUPPLEMENTARY DATA

LEGEND TO SUPPLEMENTARY FIGURES

Supplemental Figure 1. (A) Survival and tumor development spectrum in p53” mice in PBS-injected
mice (control group, n=53) or Spn-injected mice (experimental group, n=50) (in the middle of the
donut chart is represented the absolute number of tumors). Of note, the number of tumors exceeded
the total number of mice due to animals bearing multiple tumors (eg, a solid tumor and a lymphoma).
(B) Survival and tumor development spectrum in p53* mice (control group, n=25; experimental
group, n=16). (C) The late onset of B-cell lymphoma in p53"" (ie, when more than half of the mice
had died essentially from solid tumors in the Spn-injected group) precluded unbiased comparison of
B-cell malignancies between the 2 groups. (D) No such a bias was observed in p53” mice for PTCL

development since numbers of animals alive when the first PTCL occurred were equivalent.
Supplemental Figure 2. B220 expression across various involved organs in a representative PTCL.
Supplemental Figure 3. (A) Heatmap of the 50 most upregulated and the 50 most downregulated
genes between PTCL and normal splenic resting T cells from healthy p53” mice. (B) Ki67 staining of

formalin-fixed and paraffin-embedded sections of a normal spleen and a representative PTCL

involved spleen (50x magnification).
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SUPPLEMENTAL FIGURES

Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 2
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Supplemental Figure 3
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A. Introduction

L’identification de la nature NKT des lymphomes observés dans le modele murin p53 KO souléve 3
questions majeures : 1/ la premiére est celle de I’existence d’une entité¢ similaire ou apparentée chez
I’homme ; 2/ la deuxiéme est celle du role de la voie pS3 dans ce type éventuel de lymphome, et
comme nous le verrons, dans la lymphomagénéese T de fagon générale ; 3/ et enfin, la question centrale
du role de la stimulation antigénique chronique dans la lymphomagénése T.

Avant d’aborder ces 3 questions, nous présenterons rapidement les populations NKT normales a la
fois chez la souris mais aussi chez I’homme. En effet, étant donné I’identification trés récente de la
nature NKT de ces lymphomes murins, nous avons choisi de développer une courte partie sur les NKT

dans la partie discussion de cette thése, ne pouvant remodeler intégralement la partie introductive.
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B. Les lymphocytes NKT : « What’s in a name ? »

1. Généralités
Le terme de lymphocytes NKT a été pour la premicre fois utilisé en 1995 pour désigner un sous-type
cellulaire de lymphocytes T murins (sur le fond génétique C57B1/6) portant le marqueur
habituellement retrouvé sur les lymphocytes NK : NK1.1 (ou Nkrplc ou CD161c)**. Les progres
accomplis dans la caractérisation de cette population ont néanmoins montré que, d’une part, il existait
des lymphocytes NKT dans d’autres fonds génétiques murins que C57Bl/6 ou le marqueur NK1.1
n’existe pas et, d’autre part, que méme sur fond génétique C57Bl/6, I’expression de NKI1.1 ne
permettait pas d’appréhender de manicre ubiquitaire cette population dans 1’ensemble des phases de
son développement.
En 1987, 3 groupes indépendants ont décrit cette population particuliere, exprimant un niveau
intermédiaire de TCRaf avec un biais d’expression Vg8 (2 a 3 fois la fréquence usuellement retrouvée
dans la population T conventionnelle), présentée initialement comme ne portant ni la molécule de
costimulation CD4, ni le CD8, et capable de sécréter en grandes quantités de I’IL-4, de I’'I[FN-y et du
TNF**%7_ Par la suite, d’autres équipes ont rapporté 1’existence d’une population semblable CD4"
mais I’existence d’une population CD8" chez la souris n’a été que trés récemment évoquée et reste
débattue*®. Les lymphomes obtenus dans le modéle murin p53-déficient conforte néanmoins
I’existence d’une population CD8" puisqu’une proportion non négligeable de lymphome NKT sont
CDg"™.
La confirmation qu’une population de nature tout a fait différente venait d’étre identifiée est venue de
la démonstration que les lymphocytes NKT se développent indépendamment du CMH de classe 11
mais requiérent I’expression de la B2-microglobuline bien qu’ils n’expriment pas le CD8".**"" Ces
constatations ont amené a découvrir que les lymphocytes NKT reconnaissent la molécule CMH-I like
appelée CD1d*>. En plus de D’expression préférentielle du V482, il a été démontré que ces
lymphocytes NKT utilisent une chaine invariante V,14-J,18 (appelée initialement J,281)*7.
Parallélement, il a été montré que la molécule CD1d présente des composés lipidiques/hydrophobes et

qu’un dérivé glycolipidique d’une éponge marine, 1’a-galactosylceramide (a-GalCer), était capable

d’activer cette population NKT (figure 12)*7447,
OH -
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HO c1" y\/\/WW\/\/\/\/\/V
HN  OH
OHO ~C3 -~
W
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Figure 12. Structure de I’a-galactosylceramide..

Par la suite, les nombreuses études portant sur 1’analyse du développement et de la fonctionnalité de
cette population particuliere NKT ont caractérisé son développement thymique propre (notamment la

sélection positive médiée par des thymocytes CD4'CD8" CD1d-positif et non les classiques cellules
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épithéliales thymiques sélectionnant les lymphocytes T conventionnels)**””. Au-dela du biais
d’expression V8.2, une sureprésentation des familles Vg7 et Vg2 a été retrouvée chez la souris, et une
population équivalente semi-invariante V,24-J,18 associée a la chaine Vgll a été identifiée chez
’homme* ™47

Le choix du nom de cette population a été, et demeure, problématique. Le nom de lymphocytes « T
NK1.1" » ne pouvait étre retenu puisque NK1.1 n’est exprimé, comme discuté précédemment, que
chez la souris C57Bl/6. Par ailleurs, il est maintenant clair que NK1.1 (ou son équivalent CD161 chez
I’homme) n’est pas exprimé par I’ensemble de la population NKT (définie comme reconnaissant le
tétramere a-GalCer) notamment par les lymphocytes NKT immatures ou activés. Enfin, NK1.1 ou
CDI161 peuvent étre exprimés par des populations T conventionnelles c’est-a-dire non CDI1d-
restreintes. Ainsi, parmi les dénominations suivantes : NKI1.1 T-cell®®, natural T-cell®'*¥2 NK T
cells*®, NKT cells ou Vi14 T cells*”, I’appellation NKT cells s’est progressivement imposée. Alors
que le NK de NKT faisait initialement référence a NK1.1, il fait maintenant référence a Natural Killer
pour la plupart des immunologistes, méme si les capacités cytotoxiques de ces cellules ne sont pas leur
caractéristique premiére*®®. La meilleure appellation possible, quoiqu’alambiquée, pourrait étre
lymphocytes T natural killer-like CD1d-dépendant.

Parmi les lymphocytes T CD1d-restreints, pour lesquels nous réserverons le nom de lymphocytes
NKT (en opposition aux lymphocytes NKT-like non CDIld-restreints dont nous reparlerons
ultérieurement), 2 types peuvent étre distingués : 1/ le type I dont nous avons parlé précédemment,
exprimant les chalnes a invariantes V.24-J,18 (associée au Vgl1 essentiellement) chez ’homme et
V.14-J,18 (associée au V8.2, V57 et V2 essentiellement) chez la souris et appelés pour cette raison
NKT invariants ou iNKT. Ils peuvent étre identifiés par marquage a 1’aide d’un tétramere CD1d
couplé a 'aGalCer a la fois chez ’homme et la souris (le tétramere CD1d murin permettant aussi le
marquage des iNKT humains, figure 13) ; 2/ les NKT de type II, CD1d-restreints, exprimant un panel
de chaines a et B largement plus diversifié et ne reconnaissant pas, a quelques exceptions pres, I’a-
GalCer. Les ligands du TCR des NKT de type II restent mal connus. Le sulfatide est I’un d’entre eux
et le développement de tétrameres CD1d-sulfatide permet a I’heure actuelle d’identifier une partie de
la population NKT de type II. L’analyse comparée des souris transgéniques Jal8” (déficientes en
lymphocytes NKT de type I mais pas de type IT) et CD1d”" (déficientes en lymphocytes NKT de types

I et II) a permis de mettre en évidence des rdles distincts pour ces 2 populations*®>*°,
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Figure 13. (A) Schéma du tétrameére utilisé pour 1’identification par cytométrie en
flux de la nature iNKT des lymphomes murins obtenus dans le modele p53-
déficient. Des molécules CD1d recombinantes biotinylées sont agglutinées sur une
streptavidine couplée a un fluorophore, puis chargées avec le ligand spécifique a-
GalCer (NIH Tetramer Core Facility pour le PE et Proimmune Oxford UK pour
I’APC). (B) Analyses représentatives des lymphocytes iNKT humains (CD3¢* CD1d
Tet") et murins (TCRB" CD1d Tet") par cytométrie de flux. La population cerclée
constitue les lymphocytes iNKT (reproduit d’aprés la thése de Pierre Milpied,
numéro d’attribution 2010PA11T067, université Paris XI, avec la permission de
’auteur).

2. NKT de type I ou NKT invariants ou iNKT
Les lymphocytes iNKT se développent dans le thymus tout comme les lymphocytes T conventionnels
(figure 14). Initialement, deux hypothéses ont été émises : la premicre postulant un programme de
différenciation propre des 1’origine des lymphocytes NKT, 1’autre postulant un développement dirigé
par D’expression particuliere de la chaine invariante Val4-Jal8. Il est maintenant établi que le
développement des iNKT est TCR-dépendant et non I’inverse*™’**. La sélection thymique de cette
population exprimant un TCR particulier différe de celle des lymphocytes T conventionnels : 1/ les
lymphocytes iNKT sont sélectionnés par des interactions avec d’autres thymocytes DP exprimant la
molécule de CD1d et présentant un glycolipide endogene (et non des cellules épithéliales thymiques
présentant des peptides endogénes via des molécules de CMH conventionnelles de classe I ou I1)*".
Le glycolipide endogene iGb3, un dérivé de iGb4 apres clivage d’un branchement 3-hexosamine par la
B-hexosaminidase-B, semble étre un bon candidat pour cette sélection méme si aucune preuve

)49 0

formelle n’a été établie (figure 15)™°. La sélection thymique est dépendante d’une part de

I’engagement du TCR mais aussi d’interactions homotypiques Slam/Slam induisant ’activation de la

491-493

voie de signalisation SAP dans les lymphocytes iNKT sélectionnés . Au cours de leur

développement, les lymphocytes INKT présentent 4 phénotypes successifs: le stade 0

127



(CD24'NK1.1%), le stade 1 (CD24'NK1.1°CD44") puis le stade 2 (CD24'NK1.1°CD44"), stade ou ils
sont exportés en périphérie**. La prolifération des iNKT au cours de ces différents stades de
différentiation est dépendante de MYC*”. Enfin, la majorité des iNKT thymique et périphérique
acquiérent un phénotype CD24'NKI1.1°CD44" (stade 3). Contrairement aux lymphocytes T
conventionnels qui migrent en périphérie des leur maturation achevée, une large part des lymphocytes
iNKT vont persister pendant de longues périodes au niveau thymique*°. Plusieurs facteurs de
transcription, molécules et voies de signalisations clés dans le développement des lymphocytes iNKT
ont été identifiés par 1’utilisation de modeles murins KO. IIs ne seront pas développé ici mais on peut
retenir entre autres ['importance de HEB, ROR-yt, Bcl-xL (impliqués ¢également dans le
développement des lymphocytes T conventionnels)*’*** ou Slam/SAP/Fyn*®, GATA-3 (aux stades 0
et 1)*°, T-bet (transition du stade 2 au stade 3)°” et enfin PLZF dont nous avons montré la
surexpression dans nos lymphomes murins iNKT*"". Enfin, concernant I’environnement cytokinique,
I’IL-15 joue un rdle majeur dans 1’acquisition du phénotype mature complet (notamment 1’acquisition
du marqueur NK1.1, la capacité a produire de I’'IFNy via I’expression de T-bet) mais aussi dans la
survie et la prolifération homéostatique des lymphocytes iNKT*"*°% L’IL-7 semble également jouer
un role dans la survie et la prolifération homéostatique des lymphocytes iNKT mais dans une moindre
mesure que 1’IL-15°"*, Si les interactions TCR/CD1d-glycolipides endogénes sont nécessaires a
I’acquisition d’un phénotype mature en périphérie (transition du stade 2 vers le stade 3), elles ne sont
en revanche pas requises pour la survie ou la prolifération des lymphocytes iNKT matures®**"%. Enfin,
si la grande majorit¢ des lymphocytes iNKT acquierent en périphérie un phénotype mature
correspondant au stade 3, une proportion de ceux-ci gardent un phénotype correspondant au stade 2
(ie, NK1.17), notamment au niveau des ganglions lymphatiques ou ils peuvent représenter jusqu’a 80%

du contingent iNKT>%,
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Figure 14. Développement des lymphocytes iNKT (reproduit d’apres la thése de
Pierre Milpied, numéro d’attribution 2010PA11T067, université Paris XI, avec la
permission de 1’auteur).

Deux sous-types de iNKT, CD4" ou double négatif (DN) (aucune étude ne parle pour I’instant des
iNKT CD8" chez la souris hormis 1’étude princeps décrivant ’existence d’une telle population*®®),
sont pour I’heure décrits’”’"*. La finalité d’une expression de la molécule CD4 a la surface de
lymphocytes non sélectionnés par une molécule CMH de classe 11 n’est pas comprise pour I’instant. 1l
semble que les iNKT CD4" ou DN ne possédent pas exactement les mémes caractéristiques
fonctionnelles. La fraction CD4" produit des concentrations supérieures d’IL-4 aprés activation par un
anticorps anti-CD3 in vitro®”, et semble responsable d’une suppression du rejet anti-tumoral in vivo®'’.
Contrairement a la souris, prés de 50% des lymphocytes NKT humains expriment le CD8’'".

Au cours de la réponse immune a certains pathogenes, deux modes d’activation des lymphocytes
NKT, selon le glycolipide responsable de 1’engagement du TCR, peuvent étre distingués (figure
16)°'*°13, Le premier, qualifié de direct, fait intervenir la présentation par des cellules portant la
molécule CD1d (cellules dendritiques, lymphocytes B, macrophages ou cellules de Kupffer au niveau
hépatique notamment) de glycolipides provenant de la dégradation de membranes du pathogéne au
niveau lysosomial. Les glycolipides des bactéries de la famille des Sphingomonas ont été les premiers
identifiés comme susceptibles d’activer directement des lymphocytes NKT invariants. Ces bactéries

Gram-négatives, essentiellement telluriques et rarement pathogénes chez 1’homme, posséde en effet
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une couche sphingolipidique dans leur enveloppe au lieu d’une couche lipopolysaccharidique
commune aux bactéries LPS-positives. Par la suite, d’autres bactéries telles que Borrelia sp. ou
Streptoccocus sp. (pneumoniae et du groupe B) ont intégré le groupe des agents dont les glycolipides
sont capables d’activer les lymphocytes NKT. Un autre mode d’activation, sans doute largement plus
fréquent, est qualifié d’indirect et fait intervenir la présentation de glycolipides endogenes par les
cellules présentatrices d’antigéne (notamment les cellules dendritiques) dans un contexte d’activation
(notamment IL-12 et IL-18)°'*. Dans ce modeéle, le lymphocyte NKT est activé par la combinaison
CDld/glycolipide endogene et cytokines pro-inflammatoires. Par ailleurs, le lymphocyte NKT activé
surexprime CD40L, activant en retour la cellule dendritique. Parmi les glycolipides endogénes, iGb3,
dont nous avons déja parlé pour la sélection des iNKT au niveau thymique, semble un candidat
particulierement intéressant concernant ’activation des lymphocytes NKT sur un mode indirect,
notamment dans le cas d’infections a bactéries Gram-négatives LPS-positives®'®. Par ailleurs, toujours
dans ce mode d’activation indirecte des lymphocytes NKT, il a été montré que [’activation des
récepteurs toll-like TLR2 et 4 au niveau des cellules dendritiques par certains pathogeénes entrainait
une inhibition de I’a-galactosidase A chargée de dégrader les glycolipides endogenes majorant ainsi la
présentation de ceux-ci au niveau des molécules CD1d de surface’'®. Aprés activation, les
lymphocytes NKT sont capables de sécréter treés rapidement et en grandes quantités un large panel de
cytokines immunomodulatrices Thl, Th2 ou mixtes. La production du type de cytokine est
éminemment variable, dépend du sous-type de NKT (CD4+ ou DN), du type de ligand (a-GalCer ou
dérivés tels que le C-glycoside ou I’OCH), du type de cellule présentant 1’antigéne, de 1’organe et du

milieu cytokinique micro-environnemental lui-méme’''>'7>'?_ Ces notions ne seront pas détaillées ici.

Figure 15. Schéma du glycolipide endogéne iGb3.

In vivo, il a longtemps été supposé que ’activation des lymphocytes NKT par 1’a-GalCer entrainait
une mort de type AICD en quelques heures, mais I'utilisation du tétramére de CDI1d-a-GalCer a
clairement mis en évidence qu’il existe en fait une diminution de I’expression du TCRaf} associée a
une perte du marqueur NK1.1 rendant indétectable les NKT par cytométrie en flux a I’aide du couple
de marqueurs usuels TCRB/NK1.172**! ]I existe au contraire une expansion clonale majeure dans la
rate, le foie ou la moelle osseuse apres stimulation par 1’a-GalCer aboutissant & une multiplication par
6 a 10 fois du pool initial en 3 jours environ avant un retour au niveau basal antérieur en 9 a 12 jours.
Tandis que la réexpression du TCR est détectable aprés 24 a 48h, NK1.1 reste non exprimé pendant au
moins 12 jours environ. Les données concernant le devenir in vivo des lymphocytes iNKT aprés

stimulation directe par anti-CD3 ou indirecte par injection d’IL-12 restent parcellaires. Néanmoins, il a
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¢té montré que D’administration d’IL-12 entraine également une diminution de I’expression de
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Figure 16. Schéma représentant les 2 modes d’activation direct (A) et indirect (B)
des lymphocytes iNKT (reproduit d’aprés la thése de Pierre Milpied, numéro
d’attribution 2010PA11T067, université Paris XI, avec la permission de 1’auteur).
3. NKT de type II

Les NKT de type II, non invariants mais CD1d-restreints, ne peuvent pas étre identifiés par un
tétramere a-GalCer et sont donc mal caractérisés a I’heure actuelle. Cette population semble enrichie
en lymphocytes exprimant les chaines V,3-J,9 ou V.8, en association avec une chaine V8.2, mais la
diversité est largement plus importante que ces seules chaines qui ne sont que surreprésentées >, 11
semble que certains lymphocytes T yd puissent également faire partie de ces lymphocytes NKT de
type II°**. Tout comme les iNKT, les NKT de type II portent également le marqueur NK1.1 a 1’état
basal chez la souris C57B1/6. Chez I’homme, la plupart de ces NKT de type II seraient CD8ap’” et
constitueraient une part plus importante de la population NKT que les NKT de type I, méme si
certains biais expérimentaux ont pu faussé ces résultats (notamment un systéme de culture avec des
lignées CIR transfectées par du CDI1d ayant pu favoriser la prolifération de ces NKT de type II
dérivés de la moelle osseuse)™. Deux articles récemment publiés dans Nature Immunology ont
caractérisé¢ le mode d’engagement du TCR de lymphocytes NKT de type II par un glycolipide, le
sulfatide, présenté par une molécule de CD1d**'**?, Les auteurs montrent comment cet engagement
présente a la fois des caractéristiques structurelles de la présentation classique des molécules de CMH
de classe I ou II aux lymphocytes T conventionnels mais aussi des caractéristiques de la présentation
des antigénes glycolipidiques par la molécule de CDI1d aux lymphocytes NKT invariants. Le
développement de tétrameres (CD1d-sulfatide et autres) dans un avenir proche permettra sans doute de

mieux caractériser cette population.
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4. Les lymphocytes « NKT-like »
Une confusion importante a propose des lymphocytes NKT vient de I’emploi dans la littérature, par un
grand nombre d’auteurs, du terme NKT pour désigner des lymphocytes T conventionnels exprimant
certains marqueurs NK, notamment NK1.1, mais qui ne sont ni invariants ni CD1d-restreints**>*,
Cette population TCRB'NKI1.1", qui englobe a la fois des lymphocytes CD4", CD8" et DN, ne
présente aucune des caractéristiques des lymphocytes NKT (et notamment de capacité
immunorégulatrice par sécrétion cytokinique massive) et ne devrait pas étre désignée sous le terme de
lymphocytes NKT (voir tableau 7). L’expression de NK1.1 semble notamment é&tre liée a [’activation

336 alors que, comme nous I’avons vu, les NKT ont tendance a

de ces lymphocytes T conventionnels
perdre ’expression de ce marqueur en cas d’activation. /n vivo, les expériences dans le modele murin
CD1d-déficient ont permis d’évaluer les représentations respectives des populations NK1.1" CD1d-
dépendante ou CD1d-indépendante : les NKT de type I et II (CD1d-dépendants) représentent environ
80% des lymphocytes NK1.1" hépatiques contre 50% des lymphocytes NKI1.1" spléniques ou
médullaires tandis que les populations NKT-like (ie NKI1.1" CDId-indépendantes) représentent
inversement 20% de la population lymphocytaire NK1.1" hépatique et 50% des populations NK1.1"
splénique ou médullaire. De la méme fagon, chez ’homme, la présence de marqueurs NK tels que
CD161 (équivalent a NK1.1) ou CD56 sur des lymphocytes T conventionnels n’est en aucun cas
synonyme de population NKT**’.

Enfin, d’autres populations de lymphocytes invariants mais non CDId-restreints constituent
vraisemblablement une autre catégorie de lymphocytes puisqu’ils n’expriment pas forcément de
marqueurs NK mais présentent des similitudes avec des lymphocytes NKT sur le plan fonctionnel. Les
lymphocytes MAIT (mucosal-associated invariant T cells) de la lamina propria décrits par Olivier
Lantz & DInstitut Curie (V419-J,33 chez la souris ou V,7.2-J,33 chez I’homme)’*® ou certains
lymphocytes T y8 (notamment intra-épithéliaux de I’intestin)™* pourraient tomber dans cette catégorie.
Ils ne seront pas détaillés dans ce travail mais constituent des populations intéressantes, tout comme
les NKT, car ayant potentiellement une propension particuliere a la transformation lymphomateuse en

raison de leurs caractéristiques a I’interface entre I’immunité innée et adaptative.
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Lymphocytes Lymphocytes Lymphocytes
NKT de type 1 NKT de type 11 « NKT-like »
Restriction CD1d Oui Oui Non
Réactivité avec a-GalCer Non Non” Non
TCRa Val4-Ja18 (souris) Divers Divers'
Vo24-Jal8 (homme)
TCRB VB8.2, VB7 et VB2 (souris) Divers Divers'
V611 (homme)
NK1.1 (souris) Pos = mature resting Variable Positif
CD161 (homme) Neg > immature ou activés
Corécepteur CD4" ou DN (souris)” CD4" ou DN (souris) CD4", CD8" et DN
CD4", CD8" ou DN (homme) Mal définie chez I’homme
IL-4 Oui Oui Non
IFN-y Oui Oui Oui

*Certains lymphocytes NKT de type Il a-GalCer+ ont été identifiés chez ['homme ;
Une étude récente montre [’existence de NKT CD8" chez la souris (confirmé par la présence de lymphomes NKT CD8*

dans notre série) ;

ICertaines populations telles que les MAIT ou certains lymphocytes T yd, bien que ne présentant pas forcément des
marqueurs NK, sont invariants ou semi-invariants et présentent des caractéristiques proches des NKT, venant complexifier

cette classification.

Tableau 7. Type de lymphocytes NKT et famille « NKT-like » dont 1’appellation
porte a confusion dans la littérature (d 'aprés Godfirey et al.”*").
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C. Lymphomes NKT humains : mythe ou reéalité ?

Avant de poser la question de I’existence d’une entité correspondante en pathologie humaine, il est
important de noter que nous avons été surpris par [’absence quasi-compléte de description de
lymphomes T périphériques chez les animaux p53-déficients. En effet, étant donnée I’ancienneté du
modele murin p53, connu depuis maintenant plus de 30 ans, et I’abondance de son utilisation dans la
littérature, un seul article évoque clairement le développement de lymphomes T post-thymique chez
ces souris®*' dans un modéle double KO p53”INOS™ (le NO inhibant la prolifération des lymphocytes
T matures®*?, il n’est pas étonnant qu’une augmentation d’incidence de PTCL ait été observée chez ces
souris double KO). Nous avons 3 explications possibles pour ce manque d’observation et de
description des PTCL dans ce modele :
i/ la plupart des travaux parlent largement de lymphomes T « essentiellement » thymiques®**-
330 laissant supposer que les auteurs ont observé des cas de lymphomes sans envahissement
thymique manifeste. La plupart du temps, une origine thymique a néanmoins été probablement
privilégiée, notamment parce qu’il existe un envahissement thymique des PTCL en
microscopie. Cet envahissement rentre néanmoins dans le cadre de la dissémination a
I’ensemble des organes analysés chez les souris atteintes et ne détermine en rien I’origine du
lymphome comme nous I’avons montré (thymus involu¢, marquage TdT négatif, C-Kit
négatif) ;
ii/ la plupart des travaux identifient 1’ensemble des lymphomes développés par
immunohistochimie a ’aide du couple CD3/B220 sans marquage par cytométrie en flux. Or,
nous avons clairement documenté que ces marqueurs peuvent étre « inversés » dans les PTCL
des souris p53 KO : CD3" et B220™ pour la majorité de ces lymphomes. L’absence de
clonalit¢ du BCR et I’identification d’une clonalit¢ du TCR rend impossible une erreur de
notre part concernant une éventuelle nature B de ces lymphomes. Dés lors, il est possible que
certaines études aient décrit a tort des lymphomes B au lieu de PTCL®®!, notamment dans le
modéle p53”" ol nous n’en avons pas rencontrés (contrairement au modéle p53*" ou ils sont
majoritaires) (voir figure 17) ;
iii/ enfin, notre groupe controle recevait une injection de PBS tous les 15 jours en
intrapéritonéal, injections générant un certain degré d’inflammation et ayant donc pu
promouvoir le développement de lymphomes NKT dans ce groupe controle comparativement
a un groupe non injecté que nous n’avons pas généré. Néanmoins, des données de Ludovic
Deriano (Institut Pasteur, Paris, France, communication personnelle) qui a généré une telle
cohorte de souris controles non-injectées (dans un papier sur le role de la partie C-terminale de
RAG dans les lymphomes thymiques des souris p53 KO publié¢ dans Nature en 2011°?)
laissent supposer un développement similaire de lymphomes périphériques chez des souris

non injectées. En effet, prés de 20% des animaux controles p53 KO de sa cohorte
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développaient des lymphomes sans envahissement thymique macroscopique manifeste avec

une expression variable mais souvent intermédiaire du marqueur B220.

B220"~ PTCL B220" PTCL
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Figure 17. Exemple de marquage par cytométrie en flux (en haut) et en
immunohistochimie (en bas) par I’anticorps anti-B220 de 2 PTCL murins illustrant
le risque de classification erronée d’un lymphome B220™ en lymphome B sur ce
seul marquage (sur les histogrammes, en bleu est représenté 1’isotype contrdle et en
rouge le marquage B220 ; les tissus marqués en immunohistochimie sont des rates).

Dans la littérature, I’hypothese qu’il puisse exister des lymphoproliférations NKT ou NKT-like chez
I’homme a été évoquée par Kitamura ef al. en 2005 sur la positivité d’un marquage anti-V,24 (chaine
invariante des lymphocytes iNKT humains) dans un cas de lymphome NK/T nasal’”. La
dénomination de cette entité, englobant des lymphoproliférations NK et T (exprimant des marqueurs
NK) porte a confusion puisqu’elle ne fait absolument pas référence a une contrepartie cellulaire
normale pouvant correspondre a des lymphocytes NKT. Il n’est néanmoins pas exclu que certains
lymphomes NK/T puissent correspondre a de vrai lymphomes NKT. Plus récemment, Jeon et al.
évoquent clairement la possibilit¢ que certains PTCL-NOS ou lymphomes T cutanées (CTCL pour
cutaneous T-cell lymphoma) puissent dériver de cellules NKT-like sur la base de 1’expression du
facteur de transcription PLZF (promyelocytic leukemia zinc finger appelé aussi ZBTB16) **. Comme
nous l’avons évoqué précédemment, PLZF est un facteur de transcription plus ou moins
501

spécifiquement exprimé dans les cellules NKT murines immatures et matures

population T v3 particuliére V,17V;6.3" chez la souris C57Bl/6 ou V,17V;6.4" chez la souris DBA/2°%

ainsi que d’une

(voir figure 18, Immgen, Immunological Genome Project, http://www.immgen.org). Chez ’homme,
I’expression de ce marqueur semble également spécifique des cellules NKT et des lymphocytes de

type MAIT (mucosal-associated invariant T)*"'.
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Figure 18. Analyse sur le site Immgen (http://www.immgen.org) des profils
d’expression de ZBTB16 (PLZF) dans les différents types lymphocytaires T aff (2
gauche) et yd (a droite) chez la souris.

Sur une série de 588 hémopathies lymphoides, Jeon ef al. ont donc retrouvé une expression de PLZF
par immunohistochimie dans 27/54 cas de leucémie/lymphome lymphoblastique T, 1/51 cas de PTCL-
NOS et 1/13 cas de CTCL (dont 9 cas exprimant une chaine  du TCR). Dans 1’ensemble des autres
hémopathies (B toutes entités confondues, AITL (n=46), EATL (n=6), NK/T nasal (n=80), ALCL
ALK+ ou ALK- (n=34)) le marquage était négatif”>*. Des PCR V.24 afin d’identifier une population
iNKT ont été réalisées dans le cas du PTCL-NOS et le cas de CTCL (mycosis fongoide) positifs en

554

immunohistochimie et se sont avérées négatives™". Nous avons retrouvé dans les bases de données

publiques Oncomine (Compendia Bioscience, https://www.oncomine.com) I’expression de PLZF dans

3 lignées de syndrome de Sézary (SS). En plus des données transcriptomiques publiques de lignées de
SS, une analyse de profil d’expression génique rapportée dans la littérature, comparant les cellules
tumorales circulantes triées d’un patient atteint de SS aux cellules T normales de ce méme patient (sur
la base de la clonalité¢ Vg5.1), a montré que le géne le plus significativement surexprimé dans les
cellules de SS était PLZF*. Un article récemment publi¢ a également retrouvé un marquage positif en
immunohistochimie dans un cas de mycosis fongoide (MF) avec envahissement ganglionnaire™*. Ces

§3375%8 ot qux roles de

¢léments, associés a I’inhibition de la voie p53 dans une vaste majorité¢ des S
I’IL-7 et de I’'TL-15 dans la survie des cellules de SS°*°, nous ont conduit a considérer le SS et/ou le
mycosis fongoide comme des lymphoproliférations de nature potentiellement NKT. Un article
récemment publié évoque également la possibilité que les leucémies T-LGL puissent dériver de la
transformation de lymphocytes NKT°*’. Néanmoins, I’affirmation repose uniquement sur I’expression
du marqueur de type NK appelé NKp46 par les cellules tumorales (retrouvé également dans le modéle
murin IL-15 transgénique récapitulant plus ou moins la pathologie humaine) puisque le marquage par
le tétramére CDI1d-aGalCer est négatif. Comme nous en avons discuté précédemment, ce type
d’argument permet seulement de rattacher 1’entité a une pathologie du type « NKT-like » qui, nous
I’avons vu, est actuellement source de confusion au sein de la communauté scientifique. Il n’est
cependant pas exclu, a notre avis, que les leucémies T-LGL puissent dériver de « vrais » lymphocytes

NKT de type II mais les outils nécessaires a la démonstration ne sont pas disponibles a I’heure actuelle

(tétrameres CD1d-sulfatide ou autres).
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Les lymphomes NKT que nous avons observés dans le modele murin p53-déficient dérivent
clairement de lymphocytes NKT invariants sur la base du marquage positif par le tétramére CD1d-o-
GalCer et du biais manifeste de représentation de familles Vg (V38 dans 6 lymphomes générés dans les
souris injectées par Spn sur 6 analysés par cytométrie en flux). Une confirmation définitive par RT-
PCR des chaines V, est attendue (les lymphocytes iNKT murins exprimant la chaine invariante V,14).
Chez I’homme, I’existence d’une entité a part entiere dérivant de lymphocytes NKT invariants est a
priori exclue puisque 1’analyse du répertoire V, mais surtout Vg est clairement documentée dans la
plupart des néoplasies lymphoides T et aucune restriction massive en faveur de V.24 ou de Vgll
(chaines semi-invariantes exprimées chez ’homme) n’a été décrite. L hypothése du développement de
lymphomes T a partir d’une population NKT de type Il apparait largement plus plausible, d’une part
car ils sont non invariants et d’autre part parce que leur fréquence semble plus importante chez
I’homme que celle des NKT de type I’*’. Méme s’ils sont pour la plupart négatifs pour la
reconnaissance de I’a-GalCer, ’existence de lymphocytes NKT de type II fixant le tétramére CD1d-a-
GalCer a néanmoins ¢té décrite chez 1’homme (population V,24'Vgll,, essentiellement
CD8u"CD8B")’*. Nous avons donc réalisé un marquage de lignées de SS a I’aide de ce tétramére
(SeAx et HuT-78). Aucun marquage n’a cependant été observé avec ce tétramere, en accord avec le
phénotype CD4" des SS. L’absence d’un ligand universel tel que I’a-GalCer pour les lymphocytes
NKT de type II rend I’identification d’une telle population chez ’homme beaucoup plus délicate.
Nous sommes en train de mettre en ceuvre une collaboration avec I’équipe de Mitchell Kronenberg (La
Jolla Institute, San Diego, CA, USA) qui dispose d’une part de glycolipides purifiés de Spn fixant
spécifiquement le TCR de lymphocytes iNKT (afin d’étudier la spécificité des lymphomes que nous
avons retrouvés dans le modele murin) mais aussi de tétrameres CD1d-sulfatide, un autre glycolipide
que I’a-GalCer capable de marquer un certain nombre de lymphocytes NKT de type II (et donc
potentiellement des lymphomes NKT humains)**'**,

Si aucune fixation par un tétramere couplé a un glycolipide ne s’avere positif dans le SS ou le mycosis
fongoide, une autre approche consistant a restimuler in vitro et a analyser la sécrétion cytokinique
(IFNy et IL-4 notamment) des lignées et/ou des cellules primaires est envisagée. Pour cela, nous
utiliserions des lignées C1R transfectées par un vecteur codant pour la molécule CD1d humaine ou un
vecteur vide contrdle (ou en utilisant un anticorps bloquant CD1d) afin de montrer une éventuelle
restriction CD1d pour la présentation antigénique au TCR comme précédemment utilisé —en faisant
I’hypothése que des glycolipides endogénes présentés via le CD1d seraient capable d’activer les

lymphocytes s’ils sont CD1d restreint™

. De la méme fagon, la prise tumorale cellules primaires chez
la souris nude pourrait permettre de tester I’effet d’un traitement par anticorps bloquant anti-
CD1d°*** argument fort, bien que non formel, en faveur d’une présentation CD1d-restreinte. En
effet, alors que la survie des NKT normaux matures est indépendante de contacts CD1d/TCR
(contrairement aux NKT immatures)*****, la survie des lymphomes murins NKT observés (bien que
matures car de phénotype T effecteur-mémoire et activés car exprimant PD-1°%%) semblent dépendre de

ces interactions comme en témoignent les expériences de prise tumorale chez une souris receveuse. En
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effet, comme nous avons parlé¢ dans la discussion de l’article, nous pensons que la faible prise
tumorale dans des souris B2m™ est liée a I’absence de CD1d chez ces souris (CD1d étant couplé de
fagon non covalente a la B2m). Des expériences de transfert dans des souris CD1d KO sont en cours. Il
est tout a fait intrigant que les lymphocytes T CDS8" activés chroniquement dans un contexte
d’infection virale VIH ou VHC, dits «exhausted T cells », présentent la méme caractéristique
(dépendance a I’antigéne alors que les mémoires classiques sont indépendants de contacts TCR/CMH
pour leur survie). L’analogie entre les T CD8" effecteurs-mémoires et les lymphocytes NKT a
d’ailleurs dé¢ja été évoquée. L’ensemble de ces données vient renforcer I’idée que nos lymphomes
NKT puissent émerger d’une population NKT stimulée chroniquement par son TCR (méme si aucune
donnée sur I’activation répétée/chronique des NKT n’est publié¢e a notre connaissance). Par I’ensemble
de ces approches in vitro (restimulation par des lignées transfectées ou non par CDI1d) et in vivo
(traitement par un anticorps bloquant CD1d), nous espérons démontrer la restriction a une présentation
CD1d de certains SS ou mycosis fongoide, permettant ainsi de définir des NKT de type 1I**°. Il est
néanmoins nécessaire de supposer : 1/ qu'un glycolipide endogene présenté par le CD1d pourra
activer les lymphomes T testés ; 2/ qu’in vivo le CD1d murin est capable de présenter a des lignées ou
des tumeurs primaires des glycolipides endogénes croisant avec les complexes Cld-glycolipides
humains (il est déja établi que le tétrameére CD1d murin-o-GalCer se fixe sur les lymphocytes NKT de

type I humains) ; 3/ et enfin que I’inhibition du signal TCR décrite dans le SS*

n’empéchera pas
toute activation TCR-dépendante de ces cellules. Concernant le premier point, méme dans I’hypothese
d’une stimulation infectieuse par un ou des agents pathogenes il est peu probable que la persistance de
la stimulation soit maintenue par le pathogéne seul. En effet, le fait que ['un des geénes les plus
surexprimés dans le microenvironnement tumoral des SS soit le CD1d*®" (dans les PBMC non
tumoraux) évoque la persistance d’une dépendance a la stimulation par le CD1d dont on imagine
difficilement qu’il soit en permanence chargé par des glycolipides purement exogeénes au niveau
sanguin. Par ailleurs, comme nous 1’avons observé dans notre modéle murin, les lymphomes NKT
générés chez les souris injectées chroniquement par du pneumocoque sont transférables dans des
animaux WT n’ayant jamais vu le pathogéne, mais ne sont pas transférables dans des souris 82m™ (il
nous reste a démontrer que cette absence de prise tumorale est liée a 1’absence de CD1d). Comme
discuté précédemment dans 1’article de cette these, 2 hypothéses sont possibles : 1/ soit les lymphomes
NKT murins sont indépendants de la stimulation par le pneumocoque et I’augmentation d’incidence
est liée a un effet cytokinique et/ou a ’augmentation de présentation de molécules de CD1d chargées
par des glycolipides endogenes dans un contexte inflammatoire ; 2/ soit un cross-mimétisme entre des
glycolipides endogenes et des glycolipides de Spn expliquent a la fois la dépendance au CD1d et la
prise tumorale dans des animaux vierges du pathogéne. Nous penchons pour la seconde hypothése
puisque la premiere ne permet pas d’expliquer aisément le biais de répertoire Vg8 observé dans les
lymphomes NKT du groupe pneumocoque par rapport au groupe PBS.

Par ailleurs, nous avons obtenus chez nos souris p53-déficientes injectées avec du pneumocoque

inactivé a la chaleur 3 lymphomes ¥ (2 dans des souris p53™ et 1 dans une souris p53™) contre aucun
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dans les souris du groupe contrdle injecté par du PBS. Ces lymphomes yd ne sont pas marqués par le
tétramere o-GalCer mais expriment le facteur de transcription PLZF (données préliminaires non
montrées dans cette thése), laissant supposer qu’ils dérivent de la population V,1.1-V6.3 appelée
couramment population V6 et présentant des caractéristiques trés proches de la population semi-
invariante aff NKT, notamment la capacité a sécréter trés rapidement de larges quantités d’IL-4 et
d’IFN-y apres stimulation. Bien que cette population particuliére de lymphocytes T v ne soit pas
CDld-resteinte, elle est communément appelée y6-NKT. Des marquages spécifiques anti-Vy1.1 et
anti-V;6.3 sont en cours pour confirmer la nature exacte de ces lymphomes vo.

Il n’est pas impossible que certains PTCLs non-NKT soient présents dans la série de lymphomes
murins ¢tudiée (tous n’ont pu étre marqués par le tétramere a-GalCer en absence de cellules congelées
en DMSO et I’analyse des V, est en attente). Notamment, la position « d’outliers » dans les analyses
de transcriptomes (clustering non supervisé¢ hiérarchique et analyse en composantes principales,
figures 4 et 6 de I’article) de 2 de ces lymphomes dont nous n’avons pas de cellules congelées
(#110828 pour le groupe pneumocoque et #120412 pour le groupe PBS) pose question. De plus, alors
que la nature NKT de type II de certains lymphomes chez I’homme nous semble fort probable, il est

clair que tous ne le sont pas.
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D. p53 dans la lymphomagénése T : plus qu’un modéle animal ?

Avant de découvrir la nature NKT des lymphomes murins dans le modele p53 KO, nous nous sommes
posés assez tot la question du role de la voie p53 dans la lymphomagénése T. En effet, il est intriguant
de relever ’implication de plus en plus large de la voie p53 dans les PTCL-NOS’®, les EATL*" ou le
syndrome de Sézary’** de méme que 1’absence compléte de lymphomes B dans notre cohorte de
souris p53” et leur développement trés tardif dans le modéle p53*". Contrairement aux lymphomes B
ou I’inactivation de la voie p53 est décrite comme un facteur de progression ou de transformation en
pathologie agressive, nous pensons qu’elle pourrait étre étiopathogénique dans la lymphomagénese T,
notamment dans un contexte de stimulation antigénique chronique.

Jusqu’a présent, aucun role particulier de p53 n’a été décrit dans la réponse adaptative lymphocytaire
T que ce soit in vitro ou in vivo. Notamment, a la fin des années 1990, des expériences in vitro ont
montré I’absence de role de p53 dans I’AICD (activation-induced cell death)’®. De méme, in vivo
aucune différence majeure en réponse a une infection LCMV n’a été montrée chez les souris p53 KO
par rapport a des animaux WT°”’. Ensemble, ces données ont suggéré un role minime voire inexistant
de la protéine sur le plan immunologique. Concernant la lymphomagénese, la fréquence d’anomalies
de p53, en deca de celle observée dans les tumeurs solides, et son association a un critére de
progression dans les néoplasies B, n’ont pas plus entrainé un engouement massif pour 1’étude de cette
voie dans la physiopathologies des hémopathies T°’'. Des travaux conduits a la fin des années 1990
montraient déja pourtant une inactivation de la voie p53 fréquente sans mutation associée dans une

large part des hémopathies T matures’ >

. Des travaux récents basés sur des analyses pan-
génomiques (CGHa notamment) et montrant une implication d’acteurs de la voie p53 (7P63,
CDKN24, WWOX ou ANKRDI11) sans atteinte systématique directe de p53 elle-méme dans une large
part des PTCL-NOS relance aussi probablement la question®®®,

Des données préliminaires obtenus dans notre équipe montrent, qu’in vitro, il existe une différence
d’apoptose majeure en cas de stimulation chronique (via des billes couplées a des anticorps anti-
CD3/anti-CD28) de lymphocytes T périphériques (triés négativement sur colonne magnétique) issus
de souris p53”" comparativement & des lymphocytes T périphériques issus de souris WT (voir figure
19A). De facon tout a fait intrigante, ces cellules acquiérent un phénotype T CD8 mémoire effecteur
(figure non montrée) avec perte progressive de I’expression de CD3 et expression atypique du
marqueur B220 a un niveau intermédiaire apres 3 stimulations (voir figures 19B et 19C). L’expression
initiale intense de ce marqueur est bien connue aprés activation de lymphocytes T in vitro ou in vivo

par un superantigéne mais non décrite en cas d’activation chronique & notre connaissance® ",

140



D W_]_ 100 4
5x10%1 - p53 KO 80|

4%10°64

% of max

Absolute number
of viable cells

Days === Isotype control
=,
27 44 51 60

% of max

B220

Figure 19. (A) Résultats préliminaires montrant le réle de p53 dans I’apoptose des
lymphocytes T conventionnels stimulés chroniquement in vitro par billes anti-
CD3/anti-CD28. Viabilité 48h aprés la 3°™ stimulation (chaque stimulation étant
réalisée 10 jours aprés la précédente). (B et C) Acquisition de caractéristiques
phénotypiques proches de celles observées dans les lymphomes murins T
périphériques de souris p53 KO (diminution progressive de 1’expression de CD3 et
surexpression de B220 a un niveau intermédiaire aprés la 3™ stimulation).

Ayant déterminé la nature NKT (invariant off pour les PTCLs TCRaf et probablement V,1.1-V;6.3
pour les yd étant donnée I’expression de PLZF) trés récemment, toutes nos expérimentations in vitro
ont port¢ sur des populations T « conventionnelle ». Les expériences vont étre réitérées sur des
populations iNKT murines triées (NK1.1'CD5") stimulées de fagon répétées par anti-CD3/anti-CD28
ou CDIld-a-GalCer. Cependant, I’existence d’une anergie prolongée (jusqu’a 30 jours) dans des

576,577

lymphocytes NKT stimulés et ’absence de protocole établi de stimulation chronique in vitro de
cette population rend 1’approche plus complexe. Il est intéressant de noter que I’anergie générée en
réponse a des injections de lymphocytes B pulsées par a-GalCer (contingent cellulaire exprimant
fortement le CD1d) est majeure tandis que 1’anergie suivant des injections de cellules dendritiques

pulsées par o-GalCer semble faible’™

. 1 est supposé que le degré d’anergie serait liée a une
stimulation TCR forte sans co-signaux activateurs, de la méme facon que pour des lymphocytes T
conventionnels. Alors que I’activation des NKT est indépendante de la présence de cosignaux, ce qui
en fait notamment des acteurs a la frontiere de I’immunité innée, l’anergie en serait, elle,

dépendante®’®

. Une facon de pallier a cette anergie semble étre la co-administration d’IL-2. Cette
notion est intéressante pour les protocoles futurs cherchant éventuellement a reproduire le
développement de lymphomes NKT chez la souris p53 KO a plus large échelle, I’administration d’a-
GalCer n’étant peut-étre pas la plus adaptée, du moins en 1’absence de costimulation.

De fagon générale, nous pensons que p53 peut jouer un role similaire dans les lymphomagéneses NKT
et T conventionnelle en controlant spécifiquement [’apoptose des lymphocytes stimulés
chroniquement. Le développement privilégi¢é de lymphomes NKT (chez la souris du moins puisque
nous ne connaissons pas I’existence d’une entité équivalente chez I’homme) serait li¢ a la diversité des

interactions possibles entre le TCR porté a la surface du lymphocyte NKT, reconnaissant possiblement

plusieurs sortes de glycolipides endogénes et bactériens de fagon croisée, contre 1’unicité d’une
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interaction du TCR avec une molécule MHC conventionnelle présentant un antigéne peptidique pour
le lymphocyte T conventionnel. Des souris CD3¢ KO, ne possédant aucune population lymphocytaire
T ou NKT, ont été injectées avec des lymphocytes T CD4/CDS périphériques issu de souris p53 KO,
initialement dans [’objectif de contourner la lymphomagénése thymique représentant 70% des
lymphomes des souris pS3 KO et d’amplifier le phénomeéne dans un contexte de prolifération
homéostatique sous I’effet notamment de 1I’IL-7. Trois mois post-injection, ces souris ne présentent
pas de signe de développement tumoral alors que la reconstitution du compartiment T a été
documentée dans le sang et la rate. A la lumicre de la nature NKT des lymphomes que nous avons
observés (information obtenue apres le début de I’expérimentation), il sera intéressant de voir si ces
souris développent des lymphomes T conventionnels (puisque le kit de sélection négative utilisé pour
obtenir les lymphocytes T p53™ dépléte a priori la population NKT par la présence d’un anticorps anti-
DX5/CD49b°”). L apparition de lymphomes T conventionnels dans ces souris serait un argument fort
en faveur d’un réle beaucoup plus large de p53 dans la lymphomagénése T. De fagon similaire, nous
allons transférer des lymphocytes iNKT p53™ matures triés dans des souris CD3g KO, I’objectif étant
de développer un modéle murin de lymphomagénese NKT dont I’incidence de lymphomes serait
supérieure aux 20% observés dans le groupe contrdle de souris p53™ injectées par du PBS. Par
ailleurs, ces expériences de transfert adressent une autre question, a savoir le role de I’invalidation de
p53 dans les cellules non lymphoides, autrement dit le caractére autonome ou non de la transformation

580,581’ et

lymphomateuse. En effet, p53 est connu comme régulant négativement 1’inflammation
notamment la production d’IL-15°*? dont le role dans la lymphomagénése est connu. Les souris IL-15
transgéniques développent en effet des lymphomes T et NK>*-* et le role de cette cytokine dans le
développement des LGL** et de la maladie coeliaque réfractaire®' (et donc des EATL) est clairement
supposé. Deés lors, on peut imaginer que de tels lymphomes NKT (ou T) dans des souris dont seul le
compartiment NKT (ou T) est p53-déficient ne puissent pas développer de lymphomes. A ce titre,
nous avons regretté initialement, devant I’incidence de tumeurs solides chez les souris p53-déficientes,
de n’avoir pas choisi un systtme Cre-Lox permettant spécifiquement d’éteindre p53 dans le
compartiment lymphocytaire T. Néanmoins, d’une part ces systémes ne nous auraient pas affranchi
des lymphomes thymiques majoritaires (puisque les systeme Lck-Cre, CD2-Cre ou CD4-Cre ne
permettent pas de déléter le géne apres le stade double positif ou surviennent les lymphomes
thymiques) et nous auraient peut-étre fait passer a coté des lymphomes NKT si le développement de
ces lymphomes n’est pas « cell-autonomous ».

p53 controle de multiples programmes assurant I’intégrité du génome comme le controle du cycle
cellulaire, 1’apoptose via la voie intrinséque mitochondriale ou la senescence. Actuellement, nous
cherchons a déterminer la contribution de I’inactivation de p53 a la lymphomagénése murine observée
dans notre mod¢le. Notamment, la présence de caractéristiques cytogénétiques différentes entre les
lymphomes thymiques connus pour présenter une aneuploidie et les PTCLs observés ne présentant pas
d’anomalie cytogénétique en M-FISH (voir table de I’article) indique vraisemblablement des

mécanismes oncogénétiques différents dans un cas et dans 1’autre. En ce qui concerne la
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lymphomagénéese thymique immature, il a ét¢ démontré que p53 prévient I’aneuploidie par un controle
de la duplication du centrosome®. Les cellules p53” présentent ainsi une hyperamplification du
centrosome conduisant a une ségrégation anormale des chromosomes. Des travaux publiés en 2004
dans Nature Genetics indiquent que des souris portant une forme mutée de p53 (TRP53°'3CP15¢)
fonctionnelle pour le controle du cycle cellulaire via ’induction de p21 mais déficiente dans sa
fonction pro-apoptotique, ne développent pas de lymphomes thymiques. Le controle du cycle
cellulaire semble donc essentiel pour prévenir I’apparition de lymphome immature dans ce modéle
murin. En revanche, les auteurs décrivent la survenue tardive chez ces souris de lymphomes
généralisés tres agressifs particuliers, présentant des marqueurs T mais aussi le marqueur B B220. La
présence de ce marqueur atypique conduit les auteurs a supposer une nature histiocytaire immature de
ces lymphomes dont nous savons qu’ils correspondent vraisemblablement aux lymphomes NKT
périphériques observés dans notre travail. L’analyse de ce modele murin dissociant contrdle du cycle
cellulaire et apoptose permet de comprendre comment le controle du cycle cellulaire par p53
préviendrait I’apparition précoce de lymphomes thymiques immatures tandis que le role pro-
apoptotique préviendrait la survenue de lymphomes NKT (voir figure 20). Nous souhaitons déterminer
quelles sont les cibles, dans la voie apoptotique dépendante de p53, responsables plus particuliérement
de I’apoptose des lymphocytes T activés chroniquement par leur TCR. Bim, un membre de la famille
BCL-2 de type « BH-3 only », semble une cible intéressante. En effet, plusieurs publications ont
montré, dans des modeles murins, un réle fondamental de Bim dans 1’apoptose des lymphocytes T

stimulés chroniquement*>*3*

. Jusqu’a présent, le role de Bim était essentiellement connu dans
I’apoptose médiée par la déprivation cytokinique a 1’origine de la contraction clonale suivant la phase
d’activation lymphocytaire T (en cas d’infection virale notamment)*', tandis que 1’apoptose des
lymphocytes T restimulés était supposée dépendante principalement de la voie Fas-FasL*'. Nous
avons obtenu des vecteurs plasmidiques codant pour le géne Bim humain (collaboration avec Philippe
Bouillet, Walter & Eliza Hall Institute, Australie et Douglas R Green, Saint Jude Children’s Research
Hospital, USA) et espérons montrer I’induction d’une apoptose dans des lymphocytes murins p53™

stimulés chroniquement in vitro aprés infection par un rétrovirus contenant le vecteur Bim.
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Figure 20. Modele hypothétique de lymphomagénése T immature ou mature
reposant sur des fonctions distinctes de p53 (contrdle du cycle cellulaire pour la
lymphomagénése immature et apoptose pour la lymphomagénese mature).

Un autre champ d’investigation est I’origine de la dérégulation de p53 dans les néoplasies lymphoides
T au sens large puisque dans la plupart des entités le taux de mutations et/ou de pertes d’hétérozygotie
sur la région p53 est minime®’**"** Nous nous intéressons actuellement au role potentiel de Notch-1
dans I’inactivation de la voie p53. En effet, celle-ci a clairement été documentée in vitro par une
inhibition en aval de p53°*. En pathologie humaine les amplifications de la région contenant le géne
Notch-1 sont les plus fréquentes dans les EATL**® (ou, rappelons-le, prés de 100% des tumeurs sont
marquées en immunohistochimie par 1’anticorps anti-p53**, accumulation révélant une voie
probablement non-fonctionnelle) et les mutations activatrices de Notch-1 sont trés fréquemment

retrouvées dans les syndromes de Sézary’ %

. Par ailleurs, les souris Notch-1 transgéniques
développent des lymphomes T°°'. Enfin, plus en amont de Notch-1, nous cherchons un élément
potentiellement « mutagéne » qui pourrait expliquer I’apparition de mutations activatrices de Notch-1
et la cascade menant a la lymphomagénese T mature, au moins dans certains cas. La protéine AID,
dont le role dans la lymphomagénese B est clairement établi et dont nous avons parlé dans la partie
introductive, nous semble étre un candidat potentiel. En effet, 1’équipe de Honjo a montré que les
souris AID transgéniques développaient des lymphomes T et non B, ceci de facon tout a fait
inattendue. Hors ces lymphomes étaient soit thymiques, soit périphériques PD-1"B220™ avec un biais
de répertoire V82, Plus qu’une coincidence, nous sommes convaincus que ces lymphomes T sont
des lymphomes NKT similaires a ceux que nous observons et résultent de la méme facon de
I’inactivation de la voie p53. Le séquencage des régions hotspots de p53 n’a pas révélé de mutations
particuliéres générées dans ces lymphomes T°%°, a la différence de mutations trés fréquentes au niveau
de Notch-1°%*. Par ailleurs, toujours la méme équipe a montré avec I’utilisation d’un modéle

transgénique murin contenant un rapporteur GFP, I’expression d’AID dans des lymphocytes CD4" du

tube digestif®””>. Dés lors nous pensons qu’une activation chronique de certains lymphocytes T (2
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I’interface avec I’immunité innée : NKT, certains IEL ?) pourrait étre capable d’induire 1’expression
d’AID, entrainant des mutations de Notch-1 et inhiberait la voie p53 pour conduire a la
lymphomagénese T (figure 21). Nous sommes en train d’essayer de nous procurer les lignées « AID
transgénique » et « AID rapporteur » afin de documenter une telle hypothese. Par ailleurs, une
collaboration avec 1’équipe de Philippe Gaulard (Inserm U955, Hoépital Henri Mondor) afin de
documenter une éventuelle expression d’AID dans des lymphomes T matures (PTCL-NOS, EATL

etc...) est en cours.

Activation Prolifération Contraction

Figure 21. Mod¢le hypothétique de transformation par induction d’AID dans des
lymphocytes T ou des lymphocytes NKT stimulés via des mutations de Notch-1
entrainant ’inactivation de la voie p53 et une absence de contraction clonale.
Abréviations : Ag, antigéne ; PTCL, peripheral T-cell lymphoma.
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E. Lymphomagénese T et stimulation antigénique chronique :

vers un nouveau paradigme ?

Si I’on suppose que 1’ensemble des lymphomes périphériques rencontrés dans notre modele murin p53
KO dérivent de cellules NKT invariantes (ce qui demande a étre confirmé par la détermination de la
chaine V,), il est remarquable que ces cellules a I’interface entre immunité adaptative et immunité
innée soient particulierement susceptibles a la transformation oncogénique. Il est tentant de postuler,
comme nous ’avons fait, que la stimulation antigénique chronique est a I’origine de ce processus de
transformation. En effet, méme si cela ne peut étre exclu, il n’y a pas, a priori, de raison pour que ces
cellules soient intrinséquement plus a risque de transformation que des lymphocytes T conventionnels.
A ce titre, les homologies entre les lymphocytes T CD8" mémoires et les lymphocytes NKT ont été
plusieurs fois relevées’™. Néanmoins, en comparaison des lymphocytes T conventionnels®®,
notamment CD8", peu de choses sont connues concernant la stimulation chronique des lymphocytes
NKT. Il semble établi qu’aprés une unique activation, les lymphocytes NKT entre dans un état
d’anergie pouvant durer prés d’un mois®’*>"¥73% Néanmoins, cette caractéristique a été démontrée
apres 1’administration d’a-GalCer, ligand a priori non physiologique des NKT, dont la constante
d’association avec le TCR est parmi les plus élevées jamais rencontrées>***. Par ailleurs, il est établi
que la présentation de 1’a-GalCer sans molécule de costimulation induit une anergie plus prononcée.
Des expériences utilisant 1’administration de cellules dendritiques chargées par I’a-GalCer induisent
ainsi une anergie nettement moins importante que 1’administration de lymphocytes B chargés par 1’a-
GalCer (qui possédent moins de molécules de costimulation que ces derniéres)’’’. On peut donc
envisager que 1’administration de pneumocoque inactivé a la chaleur ait pu induire une stimulation
répétée TCR-dépendante des lymphocytes NKT avec une anergie minime. Hormis le biais V8
retrouvé dans les lymphomes NKT du groupe pneumocoque, I’existence de 2 régions CDR3
identiques (figure 22) sur les premiers séquengages obtenus (collaboration avec Patrice Marche, IAB,
Grenoble) dans 2 lymphomes distincts, laisse peu de doute quant au role d’une stimulation spécifique
par un glycolipide exogéne pneumococcique. Par ailleurs, la stimulation directe de lymphocytes NKT
par des glycolipides de Spn présentés par une molécule de CD1d a clairement été documentée par

561

I’équipe de Kronenberg™', tout comme ils avaient montré la reconnaissance spécifique de glycolipides

de Borrelia sp. quelques années auparavant™®?

. On ne peut néanmoins éliminer 1’hypothése que
I’inflammation induite par les injections répétées de pneumocoque ait pu entrainer la présentation
spécifique d’un glycolipide endogéne (voir figure 16, activation directe ou indirecte des NKT).
L’activation des NKT par la bactérie Gram négative, LPS-positive, Salmonella sp. est ainsi
absolument dépendante de la signalisation par les TLR via les molécules MyDS88 et Trif. Il est supposé
que l’activation TLR-dépendante des cellules dendritiques, et la production d’IL-12 qui en découle,
soit le prérequis pour I’activation des lymphocytes NKT dans le cas de cette bactérie particuliére®' >,
En revanche, I’activation des lymphocytes NKT dans le cas d’une infection parasitaire a helminthe

(ceufs de Schistosoma mansoni) ne requiert aucune activation des cellules dendritiques MyDS88
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32 Des résultats

dépendante, mais requiert la reconnaissance du glycolipide endogéne iGb
préliminaires suggérent que les lymphomes NKT apparaissent dans des doubles KO MyD88"p53™"
que nous avons générés, et ceci avec ou sans injection de pneumococque inactivé a la chaleur. Dés
lors, on peut imaginer que I’activation des cellules dendritiques par des ligands de TLR ne soit pas une
nécessité dans notre modele murin de lymphomagénése, laissant a penser, du moins dans le cas du
groupe pneumocoque, que la stimulation du TCR soit directe par des glycolipides pneumococciques.
Nous espérons pouvoir confirmer la reconnaissance directe de tels glycolipides pneumococciques par
les lymphomes NKT cryoconservés a 1’aide des outils développés par 1’équipe de Mitchell
Kronenberg (La Jolla Institute, San Diego, CA, USA). Le cas du groupe PBS est plus complexe,
puisqu’il peut s’agir de glycolipides endogenes tels que iGb3 mais aussi de glycolipides de la flore
commensale, I’ensemble des ligands glycolipidiques exogenes étant loin d’avoir été défini. Dans tous
les cas, nous pensons que les signatures transcriptomiques obtenues, et notamment [’extinction
massive des geénes de la voie du TCR, sont trés évocateurs d’une stimulation chronique TCR-

dépendante dans le cas du groupe pneumocoque mais aussi du groupe controle, méme si la preuve

formelle reste a établir.

RAlignements des VP8 de la souris
FR1 CDR1 FR2- CDR2 FR3 CDR3
(1-26) (27-38) (39-55) (56-65) (66-104) (105-117)
EAAVTQSPRSKVAVT GGXVTLSCHQT NN DY MYWYRQDT GHGLRLIHY SYV....ADS TEXGDIP.D GYKASRP.SQ ENFSLILELASL SQTAVYFC ASSD VP8.1
EAAVTQSPRNKVAVT GGXVTLSCNQT KN
EAAVTQSPRNKVTVT GGNVTLSCRQT NS!

NN MYWYRQDT GHGLRLIHY SYG....AGS TEXGDIP.D GYKASRP.SQ ENFSLILELATP SQTSVYFC ASGD VB8.2
-.:..NY MYWYRQDT GHGLRLIHY SYG....AGN LRIGDVP.D GYKATRT.TQ EDFFLLLELASP SQTSLYFC ASSD VB8.3

104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 ID 120412 (Ségquence 1)
Cc A S G G L G G N X D T Q Y E =

tgt gcc agc gga gga ctg ggg ggg aac aaa gac acc cag tac ttt (vB8.2_DB2_Jp2-5)

104 105 106 107 108 109 113:114 115 126 117 118 ID 110704 (Séguence 6)
c A S G G T A E T L Y F =

tgt gecc age ggt ggg aca gca gaa acg ctg tat ttt (vB8.2_DP1_Jp2-3)

104 105 106 107 108 111 112 113 114 115 116 117 118 ID 110721 (Ségquence 7)
C A S R D I S G N T L 4 F -

tgt gcc agc agg gac att tct gga aat acg ctc tat ttt (vB8.3_DB1_Jp1-3)

104 105 106 107 108 109 113 114 115 116 117 118 ID 110829 (Séquence 9)
C A S G G T A E T L Y F =

tgt gcc agc ggt ggg aca gca gaa acg ctg tat ttt (VB8.2_DP1_Jp2-3)

104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 ID 110707 (Séquence 10)
C A S G E T G G S S Y E Q ¥ F =

tgt gcc age ggt gaa aca ggg ggg agc tcc tat gaa cag tac ttc (VB8.2_DB1_Jp2-7)

104 105 106 107 108 111 112 113 114 115 116 117 118 ID 111004 (Ségquence 11)
Cc A R G G I S G N T L Y F =

tgt gcc aga ggg ggc att tct gga aat acg ctc tat ttt (V8.3_ Dbl_Jp1-3)

Figure 22. Séquencage et alignement des séquences de 6 lymphomes NKT
périphériques exprimant une chaine V8, obtenus dans le modéle murin p53-
déficient (groupe pneumocoque=5 lymphomes, groupe PBS=1 lymphome (ID
120412)). Noter 2 lymphomes NKT porteurs de la méme chaine V;8 et de la méme
séquence CDR3 (encadrés en rouge). En position 104, on retrouve la cystéine (C)
canonique des Vs et en position 118, la phénylalanine (F) canonique des Js. La
séquence ombrée correspond aux régions de réarrangements contenant les séquences
Ds et les additions N.

L’hypothése d’une transformation de cellules a la frontiére de I'immunité innée et de I’'immunité
adaptatrice, chroniquement stimulées par des ligands glycolipidiques endogénes ou exogénes, pourrait

entrainer une conception radicalement différente de la lymphomagénése T si de telles entités sont
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retrouvées chez I’homme. Notamment, jusqu’a présent, I’hypothése d’une lymphomagénese en
contexte de stimulation antigénique chronique était quasi-exclusivement évoquée pour la
lymphomagénéese B, surtout les lymphomes de la zone marginale comme discuté dans I’introduction
de ce travail de these. Méme si I’idée d’un lien entre lymphome T et infection chronique ou maladie
auto-immune a été envisagée pour le cas des leucémies a LGL, du syndrome de Sézary, du mycosis
fongoide ou des EATL, aucune preuve ni aucun modele physiopathologique clair n’ont été établis. 11
nous semble tout a fait intriguant que ces 3 pathologies concentrent des anomalies récurrentes,
régulierement évoquées dans la littérature, suggérant qu’elles puissent dériver de telles cellules a la
frontiére entre immunités innée et adaptative. Ainsi, au-dela d’une hypothése de stimulation (auto)-
antigénique, des anomalies de la voie p53 ont été évoquées dans les 3 entités, des marqueurs NK sont
fréquemment retrouvés et il existe des biais dans 1’utilisation des Vs Méme si ’hypothése d’une
nature unique, de type NKT de type Il par exemple, semble peu probable, d’autres lymphocytes T
non-conventionnels (c’est-a-dire notamment stimulés par des molécules CMH de classe I « like »
telles que CDla, b ou ¢ chez I’homme, MICA ou MICB ou par des antigenes non présentés par des

molécules CMH-like tels que les lymphocytes y3) nous parait envisageable®***,

Ainsi, les
lymphocytes T CD8ao dont on pense qu’ils peuvent étre activés par des ligands MHC-I non-
conventionnels (Thymic leukemia antigen ou TL chez la souris dont I’équivalent chez I’homme n’est
pas connu mais pourrait étre le HLA-G), pourraient étre d’autres candidats potentiels. A ce titre, il est
intéressant de noter que ces molécules MHC-I like, telles que TL chez la souris, sont exprimées
principalement au niveau des entérocytes et sont surexprimées en cas d’inflammation. On imagine
ainsi comment une maladie auto-immune du tube digestif puisse entrainer une surexpression de
molécules de MHC-I non-conventionnelles activant de fagon non spécifique des clones particuliers de
lymphocytes intra-épithéliaux et aboutissant in fine a une transformation tumorale en cas de déficit de

la voie p53 par exemple. Il est par ailleurs éloquent que de récents polymorphismes de HLA-G aient

été associés au risque de développement de maladie coeliaque®”.

148



F. Perspectives

Pour conclure, en ce qui concerne le modeéle animal, nous cherchons actuellement a explorer plusieurs
axes concernant ce role de la stimulation antigénique chronique dans le modele p53-déficient méme si
tous ne pourront étre poursuivis:

1/ geneése d’un modéle de développement maximal de lymphomes NKT murins en s’affranchissement
des lymphomes thymiques: souris p53 thymectomisées a 1’age de 4-5 semaines, transfert de iNKT
p537 dans des souris CD3g KO, modéle Cre-Lox spécifique (PLZF-Cre ou autre) chacun permettant
aussi de tester une hypotheése complémentaire (rdle des émigrants thymiques iNKT dans la
lymphomagénese, développement tumoral « cell-autonomous » ou non par exemple) ;

2/ étude d’autres modes de stimulation : bactéries vivantes (notamment Borrelia sp.), voie intranasal
pour le pneumocoque inactivé ou non, o-GalCer injecté par voie systémique ou cellules dendritiques
chargées par a-GalCer ;

3/ analyse du développement de lymphomes NKT en conditions axéniques afin d’identifier le role
éventuel de la flore commensale ;

3/ poursuite des expériences de lymphomagénése chez des souris p53”"MyD88"" afin de déterminer la
contribution des voies de signalisation des TLR (sauf TLR3 reposant sur TRIF et TLR4 reposant en
partie sur TRIF) et de I'IL-1R ;

4/ ¢étude des souris KO pour le géne de la (-hexosaminidase B (responsable de la génération du
principal ligand endogene iGb3) et p53 afin de déterminer la contribution d’une stimulation endogene
Versus exogene ;

5/ reconstitution de la population intra-épithéliale lymphocytaire intestinale par des lymphocytes p53-

/- (transfert ? modele Cre-Lox ?) dans ’objectif de développer un modéle d’EATL.

Pour ce qui concerne I’homme, nous sommes en train d’explorer également plusieurs axes de
recherche, parallélement bien sir a l’identification d’une éventuelle entit¢ NKT humaine, théme
largement développé précédemment :

1/ documentation d’une éventuelle inactivation de la voie p53 dans les leucémies T-LGL, généralisant
ainsi ’hypothése d’un rdle central de cette voie dans les hémopathies supposées liées a une
stimulation antigénique chronique. A ce propos, il est intéressant de noter que des mutations de
STAT3 entralnant son activation constitutive ont ét¢ décrites dans prés de 30-40% des cas de
leucémies T-LGL® (et plus récemment dans les NK-LGL®"). Or, il est établi que STAT3 est capable

199 Les résultats sont attendus dans le cadre d’une

d’inhiber p53 au niveau transcriptionne
collaboration avec 1’équipe du Pr Thierry Lamy (Hopital Pontchaillou, Rennes) et le service
d’hématologie cellulaire de la Piti¢ Salpétriere (Dr Magali Legarff Tavernier, Hopital Pitié Salpétriére,
Paris) ;

2/ recherche d’une éventuelle signature transcriptomique (sur les données publiques de microarrays :

GEO, Gene Expression Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) en faveur : d’une inhibition de la

voie du TCR évocatrice d’une stimulation chronique TCR-dépendante, d’une expression de PLZF ou
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autres geénes surexprimés dans les lymphocytes T non conventionnels dans les LGL, PTCL-NOS,
EATL, SS et mycosis fongoide;

3/ étude de I’expression d’AID dans les lymphomes T matures et corrélations éventuelles avec, d’une
part, des mutations de Notch-1 par séquencage et, d’autre part, une surexpression de p53 en
immunohistochimie (couplée a un séquengage de p53 afin de démontrer une accumulation de la

protéine non li€¢e a une mutation — ie un statut mutationnel mutuellement exclusif de p53 et Notch-1).

Partant d’une hypothése ou nous souhaitions modéliser la lymphomagénése humaine dans un modele
animal, il est original que nous ayons abouti a la démarche inverse, a savoir la recherche chez
I’homme d’une corrélation avec une nouvelle entité¢ décrite chez la souris. Il est vraisemblable que
I’identification d’hémopathies lymphoides a la fronticre entre I'immunité innée et 1I’immunité
adaptative dépendra sans doute du développement de nouveaux outils permettant le marquage
spécifiques de telles populations lymphocytaires (tétrameres de CDla, b, ¢ ou e couplés avec leurs
ligands pour I’heure inconnus, tétrameres de CD1d avec divers glycolipides tels que le sulfamide ou
autres). Enfin, au-dela de I’identification précise d’un lymphome NKT chez I’homme, nous espérons
déterminer de fagon plus large dans quelle mesure une stimulation chronique associée a une altération

de la voie p53 peut jouer un role dans la lymphomagénése T humaine.
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