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Lexique

A

AACR GENIE : « American Association for Cnacer Research », registre international du
cancer accessible au public

Ac : anticorps

ADN : Acide Désoxyribo Nucléique

Ag : antigenes

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

AMP : AntiMicrobial Peptide (peptides antimicrobiens)
ANK : Répétitions ankyrines

AOM : Azoxyméthane

AP : « Activating Protein-1 », protéine activatrice 1
APRIL : « A Proliferation Inducing Ligand ligand », inducteur de prolifération
ARN : Acide Ribo Nucléique

ARNdb : ARN double brin

B

BAFF: « B cell-activating factor belonging to the TNF family », Facteur d'activation des
cellules B appartenant a la famille TNF

Bcl3: « B-cell lymphoma 3», Lymphome a cellule B3

BCR: « B Cell Receptor», Récepteur de cellule B

BDR : Bortézomib, combiné avec la Dexaméthasone et le Rituximab
Benda-R : Bendamustine combiné au Rituximab

Breg : B regulateurs

BTK: Bruton Tyrosine Kinase

C

CAC : Cancer Associé a la Colite

CaRD : Carfilzomib, Rituximab et Dexaméthasone
CD : Cellules Dendritiques

CHC : Carcinome HépatoCellulaire



CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CPA : Cellules Présentatrices de I’ Antigéne

CRP : « C réactive Protein », Protéine C-Réactive

CU : Colite Ulcéreuse ou Rectocolite hémorragique/RCH

CXCR4 : « C-X-C Motif Chemokine Receptor 4», Récepteur de chimiokines Motif C-X-C 4

D

DC-SIGN : « DC-spécifique intercellular adhesion molecule-3 grabbing nonintegrin »,
Récepteurs aux lectines de type C

DD : « Death Domain », Domaine de mort
DEN : Diéthylnitrosamine
DLBCL : Lymphomes Diffus a grandes Cellules B

DSS : Dextrane sulfate de sodium

E
EBV : Epstein-Barr virus
ERK : « Extracellular signal-regulated kinases », kinases régulées par le signal extracellulaire

ernl : « Endoplasmic Reticulum To Nucleus Signaling 1 », signalization du reticulum
endoplasmique au noyau

ETS1 : « Avian erythroblastosis virus E26 homolog-1 », Homologie du virus E26 de
I’érythroblastose aviaire

F

FLIL : « Friend leukemia integration 1 transcription factor », facteur de transcription
d’intégration de la leucémie

G
GC-like : « Germinal Center», centre germianatif

GRR : « Glycin-Rich Region », région riche en glycine

H

HCC : carcinome hépatocellulaire



HLH : domaine hélice-boucle-helice en position carboxy-terminal
HMGBL1 : « high mobility group box 1 », groupe de boite a haute mobilité

HTLV1 : « human T lymphotropic virus », virus lymphotrope T humain

I

IDR : Ixazomib, Dexaméthasone et Rituximab
IFN :linterférons

Ig : Immunoglobulines

IKK : IxB kinase

IL : Interleukine

IL-1R : Interleukine recepteur 1

IRAK : «Interleukin 1 Receptor Associated Kinase », Kinase associée au récepteur
d’interleukine

IRF : « Interferon Regulatory transcription Factor », facteur de transcription régulateur de
I’interféron

J
JAK: «Janus Kinase »

JNK: c-Jun N-terminal kinase

K
K48: Lysine 48
K63: Lysine 63

L

LB : Lymphocytes B

LL : Lymphome lymphocytique

LLC : Leucémie lymphoide chronique

LMP1 : « Latent Membrane Protein-1 », protéine membranaire de latence-1
LNH : Lymphome non Hodgkiniens

LNHB : Lymphome non Hodgkiniens B

LNHT : Lymphome non Hodgkiniens T



LPL : Lymphome lymphoplasmocytaire

LPS : Lipopolysaccharide

LRR : « Leucine-Rich Region », Régions riches en leucine
LT : Lymphocytes T

LZ : « Leucine Zipper », Motif de fermeture éclair a leucine

LZM : Lymphome de la zone marginale

M

MAL : « MYD88 adapter-like protein », protéine adaptatrice MY D88

MALT : « Mucosa-Associated Lymphoid Tissue », tissue lymphoide associé aux muqueuses
MAMP : Motifs de peptides antimicrobiens

MAP3K14 : « Mitogen-Activated Protein Kinase », protéine kinase active par les mitogénes
MBC : « Memory B Cells », Cellules B mémoire

MC : Maladie de Crohn

MCA : Méthyl-Chol-Anthréne

MCL : « Mantle Cell Lymphoma », cellules du manteau

MDSC : Cellules Suppressives Dérivées des Myéloides

MGU«S : Gammapathie Monoclonale de Signification Indéterminée

MII : Maladie Inflammatoire de 1’Intestin

MW : Macroglobulinémie de Waldenstrom

N

NAPL1 : « Nucleosome Assembly Protein 1-like », protéine d’assemblage du nucleosome 1-
like

NBD : Domaine de liaison NEMO

NEMO : NF-«xB Essential Modulator

NES : « Nuclear Export Sequence», Séquence d’Exportation Nucléaire
NF-«B : « Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells»
NIK : «NF-kappa-B-inducing kinase»

NK : « Natural Killer », cellules tueuses

NOD : « Nucleotide-binding Oligomerization Domain proteins», protéine du domaine
d’oligomérisation se liant aux nucléotides



O
ODN-CpG : CpG oligodeoxynucleotide

P

PAMPs : « Pathogen Associated Molecular Patterns », patterns de peptides antimicrobiens
PC : Cellules Plasmocytaires

PI3K : Phosphatidylinositol 3-kinase

PRRs : « Pattern Recognition Receptor », récepteurs de reconnaissance de motifs

PTEN : Phosphatase Tensine

PTX3 : Molécule pentraxin3

R

R-CHOP: cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone plus rituximab
Rel : « Rel Homology Domain »

RHD : Rel N-terminal

RHD : Domaine d’Homologie a Rel

RHIM : « Receptor-interacting protein Homotypic Interaction Motif », protéine interagissant
avec les récepteurs de motif d’interaction homotypique

RIP1: « Receptor-Interacting Protein », récepteur d’interaction protéique

S

SAP: Serum Amyloid P

SAPK : Stress-Activated Protein Kinases

SCFlk : « Skpl, Cdc53/Cullinl, and F-box protein B IkB », Complexe ligase Ik
Sl : Systeme Immunitaire

STATS3: « Signal Transducer and Activator of Transcription 3 »

SWM: « Smolding Macroglubulinémies de Waldenstém »

T

TAD : domaine C-terminal d'activation de la transcription



TAK : TGF-activated kinase 1

TAM : « Tumor-Associated Macrophages », Macrophages Associés aux Tumeurs
TBK1: TANK-binding kinase 1

TCR: T Cell Receptor

TICAM: « Toll Like Receptor Adaptor Molecule 1»

TIL : Lymphocytes Infiltrant la Tumeur

TIR : Domaine (Toll/IL-1R/R).

TIRAP : Toll/IL-1 receptor adapter protein»

TLR: Récepteurs Toll-like

TNF-o : « Tumor Necrosis Factor-a», Facteur de nécrose tumorale

TRAF: « Tumor-necrosis Factor Receptor-Associated Factor», Facteur associé au récepteur
du facteur de nécrose tumorale

TRAM: « TRIF-related adaptor molecule», Molécule adaptarice liée a TRIF
Treg : T régulateur

TREM-1: « Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1», récepteur de déclenchement
exprimé sur les cellules myéloides

TRIF: « TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f», interféron induisant un
adaptateur contenant le domaine TIR

U
UBC13: « Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2N», enzyme de conjugaison de I 'ubiquitine E2N

Uevl1A: « Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 V1», enzyme de conjugaison de l'ubiquitine E2
V1

UV : Ultra-Violet

X

xbpl: « X-Box Binding Protein 1», protéine de liaison x-box

Z

ZMS: lymphome de la zone marginale splénique



Avant-propos

Les cancers constituent un groupe de pathologies tres hétérogenes, que ce soit au niveau de la genése de
la maladie, la prise en charge, la morbidité ou méme du taux de guérison. Selon les derniéres estimations
publiées par le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), 18,1 millions de nouveaux cas
de cancer auraient été diagnostiqués dans le monde en 2018 et 9,6 millions de personnes sont décédées
d’un cancer. L’Institut National du Cancer (INCa) estime qu’un peu plus de 3,8 millions de cas de cancer
sont diagnostiqués en France aujourd’hui. Ce nombre de cas de cancer n’a cessé d’augmenter avec les
années au point de devenir en 2013 la premiére cause de mortalité chez I’homme et la deuxiéme chez la
femme (Centre d’épidémiologie sur les causes médicales de Déces, CépiDc, 2021). Le cancer du sein et
le cancer de la prostate sont les cancers qui rencontrent la plus forte progression avec respectivement,
31% de nouveaux cas chez les femmes et 28% de nouveaux cas chez les hommes. Apparaissent ensuite,
les cancers du poumon ou I’on rencontre une progression de 14 % chez les hommes et 7 % chez les
femmes, suit derriere le cancer du cdlon rectum pour lequel on observe une progression de 12 %. Pour
finir, nous avons les hémopathies malignes, qui représentent 10 % des nouveaux cas de cancer dont 55%
chez I’lhomme et 45% chez la femme. Chaque année, en France, ces hémopathies malignes touchent plus
de 33 000 personnes. Il existe 137 types d’hémopathies malignes et d’affections connexes. Chez I’adulte
les plus fréquentes sont la leucémie lymphoide chronique (LLC) et la leucémie aiglie myéloblastique
(LAM), le lymphome hodgkinien, le lymphome non hodgkinien et le myélome. Parmi les lymphomes non
hodgkiniens on retrouve des formes malignes a évolution trés lente, elles sont définies comme indolentes.
Parmi ceux-ci, on trouve le lymphome folliculaire, la LLC, les lymphomes de la zone marginale, le
lymphome lymphoplasmocytaire ou Macroglobulinémie de Waldenstrom (MW). D’autres sont dites
agressives et englobent notamment, le lymphome B diffus a grandes cellules, le lymphome de Burkitt.
Méme s’il est possible de diagnostiquer ces lymphomes chez les jeunes, la grande majorité des patients
sont des personnes de plus de 65 ans. Cependant, méme si le nombre de patients ne cesse d’augmenter
depuis plus d’une trentaine d’années, a contrario, le taux de mortalité diminue depuis le début des années
1990. Ceci est en rapport avec I’amélioration des méthodes de dépistage et de diagnostic, qui permettent
de déceler les cancers a un stade plus précoce et a I’avancée des recherches en terme de traitements.

Le gouvernement a souhaité renforcer la lutte contre les cancers en France en ciblant la prévention, la
prise en charge ou I’accompagnement des patients. C’est pourquoi depuis 2003, un plan de lutte contre
les cancers a été mis en place. Ce plan a pour objectif de réduire de 60 000 cas par an le nombre de cancers
évitables a 1’horizon 2040, de dépister un million de personnes en plus par an a partir de 2025, de réduire
de deux tiers a un tiers la part des patients souffrant de sequelles 5 ans apres un diagnostic, et d’infléchir
significativement le rythme de progression du taux de survie des cancers de plus mauvais pronostic, a

1I’horizon 2030 (https://solidarites-sante.gouv.fr/). Afin de renforcer la lutte contre le cancer, plusieurs
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stratégies sont en cours de développement. Ces dernieres consistent a améliorer la prévention, primaire
comme secondaire, a limiter les séquelles et améliorer la qualité de vie des patients, a lutter contre les
cancers de mauvais pronostic chez I’adulte et chez I’enfant, et s’assurer que les progres en matiere de lutte
contre les cancers bénéficient a tous.

Il est nécessaire de développer des thérapies plus efficaces et plus ciblées afin de réduire les effets
secondaires, prévenir les risques de rechutes ainsi que d’éventuelles résistances aux traitements. Il est
également important de connaitre 1’origine d’un cancer, ses causes et Ses conséquences sur 1’organisme.
Cela ne peut étre fait que par établissement d’études cliniques et précliniques. Cela nécessite
obligatoirement 1’utilisation de méthodes in vitro (modéles cellulaires) ou in silico (modélisation
informatique), méthodes indispensables pour la compréhension de nombreuses voies de signalisation
cellulaire. Cependant, I’utilisation de mod¢les animaux est essentielle pour étudier 1’organisme dans son
intégralité et reproduire les multiples interactions créées au sein d’un organisme tout entier.

Mon travail a porté sur 1’établissement et la création d’un modele murin reproduisant la MW. La MW est
un lymphome indolent incurable associé a la présence d’une mutation L265P au niveau du géne MYD88.
Mon introduction bibliographique portera sur 1’étude des voies de signalisation TLR dépendantes de
MYDB88 ou non, impliquées dans la réponse immune innée. Ensuite je présenterai le potentiel role
oncogenique de la protéine MYD88 dans les cancers avec une présentation détaillée des différents
lymphomes pour lesquels une mutation de MYD88 est connue. Enfin, la partie introductive se terminera
par une description et une analyse critique des modeles in vitro et in vivo avec expression de MYD88
mutée publiés au cours de ma thése. La partie Résultats est divisée en 2 parties. La premiére partie
concerne la caractérisation d’un nouveau modele in vivo d’expression de la mutation Myd88 L252P. Il a
fait I’objet d’un article scientifique publié dans Frontiers in Immunology dans lequel je suis co-1°® auteure
[1]. Pour la 1% fois, nous montrons que I’activation continue de MYD88 est suffisante pour induire un
LPL ressemblant & la MW. La 2°™ partie de mes résultats porte sur la création d’un modéle in vitro
d’expression de la mutation humaine MYD88 L265P et fait 1’objet d’un article scientifique en cours
d’écriture. Dans cet article, nous étudions 1’impact de la mutation MYD88 L265P sur les cellules B de
I’EBV en quiescence. L’objectif est de mieux comprendre les changements aussi bien au niveau
phenotypique qu’au niveau fonctionnel qu’engendre directement la mutation MYD88 L265P. Cela
permettra de mieux comprendre comment MYD88 contribue a 1I’émergence de la MW. L’ensemble de ces
résultats feront 1’objet d’une discussion spécifique qui permettra d’aborder les perspectives possibles a

I’ensemble de ce travail.



Chapitre 1 : Réponse Immunitaire : Généralités

Le systeme immunitaire (SI) est un mécanisme de défense utilisé par les organismes multicellulaires.
Il vise a protéger 1’organisme contre ce qui lui est étranger (le non-soi) et de tolérer ce qui lui est propre
(le soi). Parmi les agents pathogénes, on retrouve les bactéries, les virus et les parasites. Le Sl est
compos¢ d’un ensemble d’organes, tissus, cellules et molécules qui contribuent au maintien de
I’intégrité de 1’organisme.

Ces mécanismes sont devenus de plus en plus complexes au fur et a mesure de 1’évolution des espéces
afin de combattre des agents pathogenes en constante évolution. Tous les organismes pluricellulaires
possedent un systéeme immunitaire plus ou moins développé. Selon les organismes, il existe deux types

de réponse immunitaire : I’immunité innée (ou naturelle) et I’immunité adaptative (ou a médiation

cellulaire) (cf._Eigure 1). [2]
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Figure 1 : Schéma d’évolution des systemes immunitaires

A ce jour, il existe environ 2 millions d’organismes pluricellulaires faisant
appel a la réponse immunitaire innée pour combattre les infections par les
micro-organismes. En revanche seule, 45 000 espéces vertébrées font appel
a la réponse immunitaire innée et adaptative. D’aprés Cooper et al. [2]



1.1L’immunité naturelle (innée) et I’'immunité adaptative

1.1.1. L’immunité naturelle (innée)

Le Sl inné est un systeme de défense de I'ndte conservé au cours de I'évolution dont les principales
caractéristiques sont partagees entre les plantes, les invertébres et les mammiferes [3][4]. La premiére

fonction du SI inné est d’empécher la pénétration des agents infectieux dans I’organisme par

I’intermédiaire de barriéres physiques telles que la peau ou les surfaces muqueuses des voies
respiratoires et gastro-intestinales, et de barrieres chimiques constituées par les sécrétions biologiques

(le mucus, la salive et les sucs gastriques) [3]

1.1.1.1. Les PAMPs et les PRRs

Il arrive parfois que des agents bactériens franchissent ces barrieres physiques de la peau. Des lors le
Sl inné fait intervenir une seconde fonction qui consiste a déclencher une action en réponse a ce signal

de danger. Cette action de détection et d’identification passe par I’intermédiaire de récepteurs de

reconnaissance des motifs moléculaires (PRRs: Pattern Recognition Receptors). Les PPRs sont
exprimés par les macrophages, les cellules dendritiques (CD), les cellules tueuses naturelles NK («
Natural Killer »), les polynucléaires, les mastocytes, les lymphocytes B et les cellules résidentes
(fibroblastes, cellules musculaires, cellules épithéliales)[5] Ces récepteurs PRRs reconnaissent des
motifs moléculaires associés aux pathogénes ou PAMPs (pour « Pathogen Associated Molecular
Patterns »)) ou des motifs moléculaires associés aux microbes ou MAMP (pour « Microbial
Associated Molecular Patterns ») [6] [7] [8], présents a la surface des agents pathogénes et provoquant
initialement la sécrétion de peptides antimicrobiens génériques (AMP) telle que la dermcidine sécrétée
par les glandes sudoripares eccrines présentes dans la peau [9] [10].

Les PAMPs sont des motifs moléculaires tres conservés du non-soi, car essentiels pour la survie des
micro-organismes. Parmi ces PAMPs, on retrouve les lipopolysaccharides bactériens (LPS,
endotoxines présentes sur les membranes cellulaires des bactéries Gram négatif) [11], la flagelline
bactérienne, I'acide lipotéichoique pour les bactéries Gram positif, [12] le peptidoglycane et les variants
d'acides nucléiques normalement associes aux virus (I’ARN double brin (ARNdb), ou motifs CpG non
méthylés) [12] [13].



Les PRRs peuvent étre classées en trois groupes :

o Les PRR solubles (opsonines) qui jouent un rble dans la phagocytose et dans
I’inflammation. Il s’agit notamment des facteurs du complément [14] et des molécules de la phase
aigiie de I’inflammation comme les pentraxines, CRP (protéine C réactive), SAP (sérum amyloide P),
et la molécule PTX3 (pentraxin3) [15].

o Les récepteurs cytosoliques qui sont impliqués dans la reconnaissance des composants
bactériens ou viraux intracellulaires. Ils appartiennent a la famille des récepteurs NOD (Nucleotide-
binding Oligomerization Domain proteins) [16] et a la famille des hélicases [17].

o Les récepteurs membranaires d’endocytose qui sont impliqués dans la phagocytose,
I’inflammation, la réponse antivirale. Ils sont exprimés par les cellules a forte activité d’endocytose,
telles que les CD et les macrophages. lls appartiennent a la famille des récepteurs scavenger [18], a la
famille des récepteurs aux lectines de type C (DC-SIGN, par exemple) [19], a la famille des récepteurs
Toll-like (TLR) [19].

1.1.1.2. La phagocytose et la réaction inflammatoire

La troisieme fonction du Sl inné est de déclencher une réaction inflammatoire en recrutant sur le site

de I’infection des cellules phagocytaires et des protéines du systéme immunitaire. Ces cellules, attirées
par les gradients de chimiokines, migrent dans l'organe cible infecté pour internaliser et digérer les
particules et micro-organismes pathogenes [20]. Ce processus, appelé phagocytose, comprend une
phase d’adhésion, d’ingestion, de digestion et d’¢limination de 1’agent pathogene. Cette phagocytose

est principalement exécutée par les neutrophiles, les CD et les macrophages [21].



1.1.2. L’immunité adaptative a médiation cellulaire

La réponse adaptative est un second systeme de défense contre les agents infectieux. Il est retrouvé
uniquement chez les vertébres (cf._Eigure 1). C’est une réponse lente et spécifique. Cette spécificité
lui permet de s’adapter a I’apparition de diverses formes de variants & méme de subir rapidement des
modifications génétiques entrainant un échappement a la réponse immunitaire. Les cellules impliquées
dans cette réponse sont les CPA (monocytes, macrophages, CD)[22], les lymphocytes B (LB) et les
lymphocytes T (LT) de type CD4 et CD8. L’immunité adaptative fait intervenir les récepteurs BCR
présents a la surface des LB et les récepteurs TCR présents a la surface des LT. Ces récepteurs
reconnaissent des parties d’éléments du non-soi (Ag). Les Ag sont présentés aux TCR d’un LT par
I’intermédiaire du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité). Les CD8 reconnaissent le CMH-I
présent a la surface de toutes les cellules nucléées alors que les CD4 reconnaissent le CMH-II présent
uniquement a la surface des CPA. Une fois que le LT CD4 ou CD8 via son TCR reconnait I’ Ag présenté
par le CMH, il subit un processus de maturation et d’activation pour devenir respectivement un CD4
auxiliaire ou un CD8 cytotoxique. Ce processus est caractéris¢ par une augmentation d’expression des
molécules de co-stimulation (IL-12, TGFp, IL-10, IL-6...). De fagon simplifié et classique Le LT CD4
auxiliaire est dit « le chef d’orchestre de la réponse immuns spécifique », c’est autour de lui que
s’organise la réponse immune. Le LT CDS8 cytotoxique détruit les cellules infectées en libérant par
exocytose des vésicules contenant des granzymes et des perforines [23]. Comme exemple : les

perforines forment des pores au sein de la membrane des cellules infectées.

Contrairement a I’immunité innée, I’immunité adaptative a pour résultat m’établissement d’une
mémoire immunitaire qui permet une réponse rapide en cas de rencontre ultérieure avec le méme Ag.
Cette réponse devient spécifique et adaptative puisqu’elle est renforcée lors d’un nouveau contact (=

réponse anamnestique).

Les cellules cancéreuses produisent des néo-antigénes en rapport avec les altérations de leur génome.
Ces néo-antigenes induisent une réponse immune chronique contre ces cellules de méme type que la
réponse contre les agents pathogénes [24] [25]. Malheureusement, ce systéme de défense n’est pas
infaillible et les cellules cancéreuses disposent d’outils qui permettent de le neutraliser, de s’en
dissimuler, voire de le détourner mettant 3 mal ’homéostasie tissulaire. Les anomalies de cette
homéostasie, par augmentation de la prolifération et/ou diminution de la mort cellulaire, sont a I’origine
de I’accumulation des cellules malignes donnant naissance a une tumeur. Cette affection clonale peut
toucher tout aussi bien la prolifération des lymphocytes B que la production d’immunoglobuline

engendrant des lymphopathies malignes.



Chapitre 2 : Les TLRs et MYD88

Les récepteurs de type Toll-like appartiennent a la famille des PRRs. Leur découverte s’appuie sur les
travaux du groupe de Jules Hoffmann qui a mis en évidence I’existence chez la drosophile de
récepteurs Toll-like capables de reconnaitre certains champignons et permettant d’activer la synthése
de molécules antifongiques [26].

Il faut attendre les années 2000 pour montrer qu’il existe treize paralogues TLRs identifiés chez les
mammiferes [27] [28] [29]. 1ls sont au nombre de 10 chez I’'Homme (TLR1 a 10) et 13 chez la souris
(TLR1 a 13) bien que le TLR10 soit non fonctionnel chez cette derniere [30]. Le fait qu'une seule
famille de récepteurs puisse servir a la reconnaissance microbienne chez des espéces aussi divergentes
que la Drosophila melanogaster et Mus musculus, suggére que les séquences des TLRs sont fortement
conservées au cours de 1’évolution [31]. Ces récepteurs sont spécialisés dans la reconnaissance de
certains PAMPs. Par exemple, les TLR1, 2, 4, 5, 6 situés au niveau de la membrane cytoplasmique
reconnaissent des antigenes exogenes protéiques ou lipidiques : les TLR1, 2 et 6 reconnaissent les
lipopeptides bactériens, le TLR5 reconnait la flagelline, le TLR4 reconnait le LPS [31] (cf._figure 2).

En revanche, les TLR3, 7, 8, 9 sont spécialisés dans la détection des composants viraux ou bactériens
en reconnaissant surtout les acides nucléiques. Ils sont situés au niveau de la membrane endosomale
ou lysosomale. Ces acides nucléiques peuvent notamment étre de I’ARN viral double brin (TLR3) ou
simple brin (TLR7 et 8) ou de I’ADN bactérien hypométhylé (TLR9). lls sont surtout situés sur les

cellules folliculaires dendritiques, les macrophages et les cellules B (cf._figure2) [32].
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Figure 2 : Les différents TLR et leurs ligands :

Diacyllipopeptides activateur du TLR6-2, Triacyllipopeptides

activateur du TLR 1-2, Flagéline activateur du TLR5, LPS activateur

du TLR 4, dsRNA : ARN double brin, ssSRNA : ARN simple brin, CpG

DNA : ADN hypométhylé activateur des TLR 3-7 et 9 d’aprés Takeda 7
etal. [32]



2.1. Structure des TLRs

Les TLRs présentent une structure proche de celle des récepteurs a ’interleukine 1 (IL-1R). Les TLRs
sont des protéines transmembranaires de type | composés :
1. D’un domaine intracytoplasmique de 150 a 200 acides aminés environ, commun avec celui des
IL-1R : le domaine TIR (Toll/IL-1R/R).
2. D’un domaine transmembranaire riche en cystéine.
3. D’une partie extracellulaire qui est différente des IL-1R. Elle comporte des domaines riches en
leucines (les LRR, régions riches en leucine) alors que celle des IL-1R possede trois domaines

immunoglobulines : [33] (cf. figure 3).
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Figure 3 : Structures des TLR et IL-1R

Les deux récepteurs different par leur domaine extracellulaire, dans lequel IL-1R posséde
un domaine de type lg, tandis que TLR a des répétitions riches en leucine (LRR). La
région intracellulaire est la méme, et contient le domaine Toll/IL-1R (TIR) responsable
de la similitude de signalisation entre les récepteurs. D’aprés Essakalli et al. [33]

Bien que la plupart des TLRs semblent fonctionner comme des homodimeéres, certains TLR tels que
les TLR2 forment des hétérodiméres avec TLR1 ou TLR®.

Ces changements de conformation font suite a I’activation des TLRs par leurs ligands. La signalisation
des TLRs se fait par le recrutement de molécules adaptatrices spécifiques conduisant a 1’activation des
facteurs de transcription AP-1, NF-kB et IRF que je décrirai plus loin, et aboutit & la libération de
diverses cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6, I'lL-1 ou TNF-a. L'initiation de cette cascade
de signalisation dépend de la liaison du domaine TIR de la partie intracellulaire des TLR aux protéines

adaptatrices cytosoliques contenant aussi un domaine TIR [34].



2.1.1. Les protéines adaptatrices des TLRs

Les quatre principales protéines adaptatrices sont : la protéine MYD88, la protéine TIRAP (Toll/IL-1
Receptor Adapter Protein), connue aussi sous le nom de MAL (pour MYD88 Adapter-like Protein),
la protéine TRIFF (TIR-containing adapter Inducing IFNf, également connu sous le nom de TICAM1)
et la protéine adaptatrice TRAM, (également connu sous le nom de TICAM?2) (cf. figure 4) [35] [36]
[37][38].

Ces molécules sont tres importantes pour la transduction de la signalisation TLR. Une fois actives,
tous les TLR recrutent MYD88 sauf TLR3 qui fait intervenir TRIFF [39] [40]. En plus de MYD88,
certains TLR recrutent d’autres molécules adaptatrices : c’est le cas des TLR 2 et 4 qui font appel a
une protéine adaptatrice supplémentaire TIRAP qui interagit avec le domaine TIR de MYD88 [41]
[42](cf._figure 5). On distingue deux voies de signalisation pour la transduction de signalisation des
TLRs : une voie dépendante de MYDB88 dans laguelle MYD88 joue un réle central et la voie
indépendante de MYD88 faisant intervenir TRIF. Il est intéressant de noter que TLR4 est capable
d'utiliser I'une ou l'autre des voies de signalisation en associant respectivement MYD88 a TIRAP et
TRIFF a TRAM.
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Figure 4 : Les TLRs et leurs molécules adaptatrices. Le recrutement des protéines
adaptatrices différe en fonction des TLRs activés. Tous les TLRs font intervenir la
protéine adaptatrice MYD88 a I’exception de TLR 3 qui fait intervenir TRIFF d’apres
Kawai et al. [35]



2.1.2. Structure de la protéine MYDSS8

La protéine MYDB88 a été décrite pour la premiere fois en 1990, en tant que facteur de différenciation
myéloide 88 (MYD88) [43] [44] [45]. Le gene MYDB88, positionné en 3p22.2 (bras court du
chromosome 3) chez I’homme, code une protéine adaptatrice cytoplasmique de 296 acides aminés.
MY D88 est cruciale pour le recrutement des protéines de signalisation aux récepteurs TLR/IL-1R [46].
La protéine MYD88 a une structure modulaire composée d'un domaine de mort (DD, Death Domain)
a l'extrémité N-terminale et d'un domaine de récepteur Toll/IL-1 (TIR) & I'extrémité C-terminale

séparée par une courte région de liaison, appelée domaine intermédiaire [37] [43] (cf.figure 5).

Intermediate
domain
r—l*s‘

TIR —

296

Figure 5 : Structure de MYD88.
La protéine MYDSS est constituée d’un domaine DD, d’un domaine
intermédiaire et d’un domaine TIR. Adapté d’apres GAY et al [37]

10



2.2. Signalisations TLRs MYDS88 dépendantes

Les voies de signalisation TLRs dépendantes de MYDS88 conduisent a 1’activation des voies MAP
kinases, NF-kxB et IRF aboutissant a la translocation dans le noyau de ces facteurs de transcription AP-
1, NF-xB et IRF (IRF1, IRF3, IRF5, IRF7) qui induissent I’expression et la production de cytokines
inflammatoires (IL-1a, IL1-B, TNFa, IL6) ou des Interférons de type | (IFNa, IFN) [47] (cf._figure
6).

Dans les paragraphes suivants, nous allons étudier en détail chacune de ces voies et plus

particulierement la voie NF-xB qui est au cceur de mon sujet (cf. chapitre 3).

TLR2 TLR4/MD2

~
A .
|
> CpGDNA
RORR,

TLR9

&0
&

Pl AP) Paar
M@wx\ P “m
Inflammatory Cytokines Typel Interferons
(IL-1a, IL-1b, TNFa, IL6) (IFNa, IFNb)

Figure 6 : Les fonctions de MYD88

Dans la signalisation TLR MyD88 dépendante, Myd88 est décrit pour activée les facteurs
de transcription NF-xB, JNK, p38, IRF1-5 et IRF7 en réponse a tous les TLRs sauf TLR3.
Ce cas particulier utilise la protéine adaptatrice TRIF pour activer lui aussi les facteurs de
transcription NF-xB, JNK, p38 et IRF3. Myd88 en activant ces divers facteurs de
transcription induit l'expression, aprés stimulation des TLRs, de cytokines pro-
inflammatoires, IFN, du TNFa etc... Adapté d’aprés Thompson et al.[47]
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2.2.1. Myddosome

Lorsque les TLRs sont activés, ils recrutent une molécule adaptatrice telle que MY D88 pour propager le
signal au niveau du domaine DD. Pour cela, MYD8S interagit par 1’intermédiaire de son domaine TIR
avec le domaine analogue des récepteurs IL-1R ou TLR [48]. Il a été montré que MYD88 forme des
homodimeres et favorise I'activation et le recrutement a la membrane plasmique de deux kinases associées
au récepteur IL-1 : IRAK-4 et IRAK-1 (IL-1R-associated kinase 4 et 1) [49]. Une interaction homophile
entre le DD de MYDB88 et son homologue trouvée a I'extrémité N-terminale des Kinases est requise pour
un tel événement [50]. L’oligomérisation des 6 a 8 sous-unités de MYDB88 et de 4 sous-unités d'IRAK-4
avec 4 sous-unités d'IRAK-1/2, [51] [52] forme un complexe moléculaire appelé le myddosome [53] [54]

(cf.figure 7).

AR AR AR
PUEPPEYEY!
MyD88 4 I
| |
IRAK4 ; |
KD | |
IRAK1/2 = I |
I I
I I
| |
\ 1 |
I
N (2
ITLR LRR domain TMdomain [  TIRdomain 0
PIP2 binding mott
MAL i I TiRdomain @
115 35 84 235
MyD88 Death domain I  TIR domain
1 110 155 296
IRAK4 Death domain © Kinase domain ]
1 95 166 460
TRAFE binding motifs
IRAK1 Death domain T Kinase domain S ]
1 103 198 522 72
TRAFE binding motits
IRAK2 Death domain . Kinasedomain [ K]
1 94 166 489 590

Figure 7 : Le myddosome.

Ce schéma représente un dimere TLR4 montrant I'arrangement de
ses domaines TIR cytosoliques (en vert) en association avec les
domaines MYD88 TIR (en vert), les domaines de mort (DD) de
MYD88 et des kinases associées au récepteur de I'interleukine-1
(IRAK-4 et IRAK-1/2) sont représentés en orange. Les six
domaines DD de MYD88 disposés en 2 anneaux fournissent une
plate-forme pour le recrutement de 2 couches successives de 4
IRAK4 et 4 IRAK1/2, dont I’ensemble forme le complexe
Myddosome. Adaptées d’aprés Katherine R et al [53] .
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2.2.2. Les complexes TRIKA

Un modeéle récent propose que MYD88 se lie a IRAK-4 et favorise I’activation et la phosphorylation
d'IRAK-1 par IRAK-4 [51] [55] .

IRAK-4 libére IRAK-1 dans le cytoplasme en le phosphorylant pour former un signalosome avec
I’enzyme TRAF6 (« Tumour necrosis factor receptor-associated factor 6 ») (cf. figure 9.2). TRAF6 est
une ubiquitine ligase E3 qui a besoin, pour agir, de la présence du complexe enzymatique TRIK1.
TRIK1 est un complexe enzymatique E2 composé de Uev1A(« Ubiquitin Conjugating Enzyme E2
V1 ») et de UBC13 (« Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2N ») [56][57]. Ce complexe E2 fonctionne
avec TRAF6, pour synthétiser une chaine de polyubiquitine au niveau de la lysine K63 sur des protéines
cibles, telles que NEMO (« NF-kB Essential Modulator » ) et TRAF6 elle-méme [58] [59]. L’auto-
ubiquitination de TRAF6 facilite le recrutement du complexe trimérique TRIKA2 constitué de la
protéine kinase TAK1 (« Transforming growth factor beta-Activated Kinase 1 ») et de deux protéines
adaptatrices TABL1 et TAB2 [60] [61]. Ce recrutement facilite I’interaction directe TRAF6-TAK1 et
favorise 1’activation de TAK1 par ubiquitination K63 de TAK1 est activée [62] (cf. figure 8).

TRIKA-1

UEV-E2 (K63) conjugating
enzyme complex

UBE2V2

(mms2)

TRAF6
o E3-ligase "
D14 2 TRAF3  (ubc13) y

ring finger domain

WYL

TLR4

Figure 8 : Complexes TRIKA.

Formation de complexes de signalisation médiée par TRAF6. Recrutement de I'RAK4
apporte IRAK1 dans le complexe de signalisation. IRAK4 phosphoryle IRAK1 (1) et cela
entraine un changement de conformation qui permet a IRAK4 de phosphoryler lui-méme sur
de nombreux résidus en particulier dans la région entre le domaine de la mort et le domaine
kinase (2). Cela provoque a son tour la recrutement et activation d'un complexe de transfert
d'ubiquitine (3), comprenant TRAF6 (E3-ligase) et UBE2N (anciennement Ubc13) et UB2V?2
(anciennement mms2). Ces deux derniers constituent le Complexe enzymatique de
conjugaison EUV-E2 (TRIKAL). IRAK4 et TRAF6 sont des substrats. L'enzyme
UBE2N/UB2V?2 relie les ubiquitines via leur glycine C-terminale (G76) et la lysine en
position 63 (K63) (4). La chaine K63-ubiquitine agit comme un site d'amarrage pour deux
complexes de kinase. L'un d'eux comprend TAB2 couplé a la K63 et TAK1 avec TABL1 (5)
d’aprés Kramer et al. [62]
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2.2.3. Les facteurs IRFs
2.2.3.1. IRF7

La stimulation de TLR9 ou TLR7 situés dans I’endosome
par les acides nucléiques viraux ou bactériens declenche
I’activation du facteur de transcription IRF-7. Un
complexe comprenant MYD88, IRAK-4, TRAFG6,
TRAF3, IRAK-1, IKKa et IRF7 est recruté au niveau des
TLRs. IRF7 phosphorylé par IRAK-1 et IKKo et
ubiquitinylé par TRAF6 forme un dimere et est
transloqué au noyau pour activer la transcription de génes
des interférons de type | (IFNa et IFN) [63] [64] [65]

(cf. figure 9).
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Figure 9 : Voie de signalisation via les TLR7 et
9 aboutissant a D’activation du facteur de
transcription IRF-7.

Apres activation, IRF-7 est transloqué au noyau
afin de permettre la transcription des génes IFN-
o/B. d’apres Takeuchi et al.[63]

14



2.2.3.2. IRFlet IRF5

Dans les signalisations TLR2, 4, 5, 7 et
9, IRF5 est

complexe

recruté au niveau du
myddosome-TRAF6  puis
transloqué au noyau pour activer la
transcription  de  cytokines  pro-
inflammatoires

(IL-6, TNF-o)[66].

IRF1 est recruté de la méme maniére que
IRF5 lors des signalisations TLR7 et 9 et
contréle la production d’interleukine
IL12, de p35, d’oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS) et d’IFN-B, [38]
[67](cf. figure 10).
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Figure 10 : Signalisations TLR activant les facteurs de
transcription IRF-1 et IRF-5.

IRF-1 et IRF-5 activés sont ensuite transloqués au noyau afin de
permettre la transcription des génes pro-inflammatoires, tel qu’IL-6,
IL-12 IFN-B. d’aprés Kawai et al. [67]
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2.2.4. Le facteur de transcription AP-1 avec la voie MAP Kinases

La voie des «Mitogen Activated Protein
kinases » (MAP kinases) constitue 1’une des
voies principales de transmission des signaux
de prolifération apportés par les facteurs de
croissance [68]. Cette voie, apres activation des
TLRs, est a l'origine d’une cascade de
phosphorylation au cours desquels une MAP
Kinase d’ordre 3 (MAP K3), phosphoryle et
active une MAP Kinases d’ordre 2 (MAP KK)
qui phosphoryle et active une MAPK d’ordre 1
(MAP K). Les MAP kinases sont des Ser/Thr
kinases qui incluent INK/SAPK, ERK et p38
[69].

Lorsque TRAF®6 se lie a TAK1, cela active la
voie des MAP Kinases qui permet la
phosphorylation de p38 et JNK. JNK
phosphoryle a son tour c-Jun [70] [71]. c-Jun
activé shomodimérise et/ou s'hétérodimérise
avec c-Fos générant le complexe de
transcription de la protéine activatrice-1 (AP-1)
[72] [73]. L'activation transcriptionnelle des
composants AP-1 par les MAP kinases induit
l'expression de cytokines pro-inflammatoires tel
que IL-la, IL-1b, TNFa, IL6 [69] [74]. Les
chémokines tels que 1L8, MCP-1 (Monocyte
Chemotactic ~ Protein-1), les  molécules
d’adhésion telle que la voie VCAM (Vascular
Cell Adhesion Molecule), ICAM (Intracellular
Cell Adhesion Molecule), P-sélectine, les

récepteurs membranaires (CMH, Integrinep)

[63] (cf. figure 11).

IL-1R TLRs1,2,4,5¢et6
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Figure 11 : Signalisations TLRs activant le facteur de
transcription AP-1.

TLR2 et 4 répond & une variété de stimulus entrainant I'activation
de la voie NF-kB et MAPK via MyD88. La voie MyD88-
dépendante via l'activation transcriptionnelle des composants AP-
1 induit I'expression de cytokines pro-inflammatoires telles que
IL-1a, IL-1b, TNFa, IL6.
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2.2.5. Le facteur de transcription NF-xkB

NF-kB forme une famille de facteurs de transcription qui participent a divers processus biologiques,
notamment la réponse immunitaire, l'inflammation, la croissance et la survie cellulaire, et le
développement [75] [76] [77]. On sait maintenant que cette voie est utilisée par de nombreuses cellules
normales et cancéreuses pour favoriser leur survie. NF-xB a d’abord été défini dans les lymphocytes
B comme un facteur de transcription régulant I'expression de la chaine légére kappa des Ig [78] et
comme étant associé a la mort cellulaire. L’activation NF-xB associé a la mort cellulaire constitue un
avantage majeur pour la transformation du lymphocyte B. [79].

Dans les lymphocytes B, l'activation NF-kB se produit de fagon transitoire en aval de nombreux
récepteurs, tels que le BCR, le CD40, le récepteur BAFF et divers TLRs.

NF-«B influe sur la biologie de la cellule a travers deux voies de signalisation principales, la voie
d’activation « alternative » et la voie d’activation « classique ». Ces deux voies seront détaillées dans

le chapitre 3 consacré a NF-kB.
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2.2.6. Régulation de la signalisation TLRs MYDS88 dépendante :
IRAK-M

IRAK-M connu sous le nom IRAK-3 est une sérine/thréonine kinase IRAK, codée par le géne IRAK3
[80]. La famille IRAK est composée de deux Kinases activatrices, IRAK-1 et IRAK-4, et de deux
kinases inhibitrices, IRAK-2 et IRAK-M. L'expression d'IRAK-M est limitée aux
monocytes/macrophages, alors que les autres IRAK sont omniprésents

[81].
A partir du modeéle murin déficient pour Irak3, [81] il a été observé une

PAMP

production accrue de cytokines pro-inflammatoires lorsque ces souris sont

MyD88

. , , . . - 1
infectées par des bactéries vivantes ou mortes. Dans cet article, les auteurs H - I 3
b4 A%
(@ 2
I :

Salmonella typhimurium puisque les souris Irak-m~ infectées présentent A I:

Phospho-IRAK
Phospho-IRAK4

montrent que 1’absence d’IRAK-M augmente la réaction inflammatoire

intestinale lors d’une infection avec la bactérie pathogéne entérique

des plaques de Peyer agrandies et enflammées, contrairement aux souris

de type sauvage. Figure 12 A : Activation de la
, . , \ . voie de signalisation MYD88

Au vu de ces résultats, Kobayashi et al ont proposé le modele suivant pour 1Ry gependante [81].

la fonction IRAK-M[81]. L'activation des TLRs par les PAMPs dimérisent ~ s e TN

ces recepteurs. IRAK-1, IRAK-4 et la protéine adaptatrice MYD88 sont i

ensuite recrutés, entrainant l'activation d'IRAK-1 et d'IRAK-4 et leur

phosphorylation ultérieure (cf._figure 12 A). La phosphorylation d'IRAK-1 Myoes

ou d'IRAK-4 entraine un changement de conformation, provoquant une ﬂ }1} I%

perte d'affinité pour le complexe de signalisation TLR et permettant la 1/. %
stimulation de la signalisation en aval par association avec des molécules

de signalisation telles que TRAF6. IRAK-M inhibe ce processus en inhibant e é

la dissociation de IRAK-1 et IRAK-4 du complexe de signalisation TLR

soit en inhibant la phosphorylation de IRAK-1 et IRAK-4, soit en stabilisant Fidure 12 B - Inhibition de la voie

le complexe TLR/MYD88/IRAK-4 (cf._figure 12 B). Ainsi les auteurs g? Sigga”fatisolf] MYD88 TRL
épendante .
montrent que la kinase IRAK-M exerce ce role de régulateur négatif critique

sur la voie MYD88 TLR dépendante.
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2.3. Signalisations TLRs MYDS88 indépendantes

Les voies de signalisation TLRs indépendantes de MYD88 (cf. figure 7) sont retrouvées lors de
I’activation des TLR 3 et TLR4 et faisant alors intervenir comme principale protéine adaptatrice TRIFF
[82]. En réponse a la stimulation par ’ARN double brin issu d’agents infectieux, TLR3 recrute
directement une molécule adaptatrice TRIFF, contrairement a TLR4 qui a besoin d’un intermédiaire,
TRAM [83][84]. TRIFF a la particularité de pouvoir s’associer avec TRAF3 et TRAF6 a travers ses
motifs TRAF-binding, en N-terminal [85]. La protéine RIP1 (Receptor-Interacting Protein s’associé a
TRAFG6 et au motif RHIM (Receptor-interacting protein Homotypic Interaction Motif) contenu dans
TRIFF pour activer la voie NF-«xB [86] et la voie des MAPKinases (cf. figure 13) [87] [88].

TRAF3, quant a lui, va induire la phosphorylation de IRF3 et IFR7. Le complexe IRF3/IFR7

phosphorylé est alors transloqué au noyau pour induire 1I’expression des genes des I[FNs de type I (IFN-

1) [63] (cf. figure 13).
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Figure 13 : Exemple d’une voie de signalisation indépendante de MYD88 via
P’activation du TLR3.

Au niveau de I’endosome TLR3 va étre activé par les ARNs double brin. TLR3 est activé
par la voie TRIFF dépendante et non MYD88 dépendante. L’activation de TRIFF va
permettre le recrutement de TRAF6 et RIP1 ainsi que TRAF3. Le couple TRAF6 et RIP1
est responsable de I’activation de la voie NF-xB et MAPK3 alors que TRAF3 est
responsable de la phosphorylation du complexe IRF3/IRF7 responsable de I’induction de
géne de IFN de Type I.
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Chapitre 3 : NF-xB

Bien qu’elles soient similaires en de nombreux points, les deux voies de signalisation dites
« alternative » et « classique » de NF-kB, se distinguent, non seulement par leurs acteurs moléculaires,
mais également par les activateurs de ces deux voies induisant ainsi des réponses cellulaires distinctes.
Avant de détailler chacune des deux voies, je vais revenir sur les différentes sous-unités et régulateurs
de la voie NF-«B.

3.1. Les différents régulateurs de NF-xB

3.1.1. La famille des protéines kinases IKK

Les sous-unités de NF-kB se déplacent entre le cytoplasme et le noyau. Ces déplacements sont régulés
par les protéines kinases IKK qui répondent a 1’activation des TLRs par les PAMPs.

La famille des protéines kinases IKK est constituée de deux kinases catalytiques IKKa, IKKf et d’une
sous-unité régulatrice IKKy également connue sous le nom de NEMO [89] [90] [91]. Lorsqu’elles sont
associées entre elles, elles forment le complexe IKKa/IKK /NEMO. IKK o et IKKf sont exprimés de
maniere ubiquitaire et possedent un domaine kinase en position N-terminale, un domaine Leucine
Zipper et un domaine hélice-boucle-hélice (HLH, Helix Loop Helix) en position C-terminale (Fig. 2).
Le domaine Leucine Zipper est responsable de la dimérisation des kinases et la présence de mutations
dans cette région rend les kinases inactives, contrairement au domaine HLH dont la présence peut
s’avérer superflue [92]. Les parties C-terminales de IKKa et IKKB sont essentielles pour leur
interaction avec la sous-unité régulatrice NEMO, qui est médiée par une séquence hexapeptidique
(LDWSWL) appelée domaine de liaison NEMO (NBD) (cf. figure 14)[93] [94][95].

NBD

IKKa —{ Kinase domain ;: (HLH G T
NBD

IKKp —{iinase doman ——EZ X @HLH f==(=
NEMO R
IKK 0000 SC 0= EER=zr

IKK complex

Figure 14 : Famille des IKKs.

La famille des protéines kinases IKKs est constituée de deux kinases catalytiques
IKKa, IKK et d’une sous-unité régulatrice IKKy. Les domaines kinase, leucine
zipper (LZ), hélice-boucle-hélice (HLH) et d’un domaine de liaison & NEMO
(NBD) sont caractéristiques des IKKa et IKK. Contrairement a IKKy qui lui est
constitué de deux bobines enroulées (CC1-2).'d’aprés Oeckinghaus et Ghosh [93]
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3.1.2. Les sous-unités de NF-kB

La famille de facteurs de transcription NF-kB se compose de NF-kB1 (p50 et son précurseur p105),
NF-kB2 (p52 et son précurseur p100), RelA (également appelé p65), RelB et c-Rel (cf. figure 15) [75].
Ces facteurs de transcription sont tous caractérisés par la présence d'un domaine d'homologie Rel (« Rel
Homology Domain », RHD) en position N-terminale responsable de I'nomo et hétérodimérisation ainsi
que de la liaison a I'ADN spécifique de la sequence. RelA, RelB et c-Rel possédent un domaine C-
terminal d'activation de la transcription (TAD), contrairement aux sous-unités p52 et p50 [75]. Alors
que RelB s'hétérodimerise avec les précurseurs p100 et p105 ainsi que leur forme active respective
p52 et p50, RelA et c-Rel s'hétérodimérisent majoritairement avec p50 [87][96][97] [98].
Contrairement a d'autres membres de la famille NF-kB, RelB possede également un motif de fermeture
éclair a leucine (LZ) dans son extrémité N terminale, qui joue un rdle régulateur transcriptionnel

important [75].

p65

c-Rel

p100/p52
(NF-xB2)

Multiple

nan D) x:(me N
p105/p50 3385 433 ) 924(F 933
(NF-xB1) mmooma—

Figure 15 : Famille des NF-kB/Rel . La famille de
facteur de transcription & NF-xB est composée de 5
facteurs de transcriptions qui sont p65, RelB, c-Rel, p50,
et p52. D’aprés Matthew S.Hayden et al. [75].
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Figure 16 : Famille des protéines IxB.

La famille IkB comprend IkBo, IkBp, IkBe et IkB( et Bcl-3 ainsi que les protéines
précurseurs pl05 et pl00. Les protéines 1[/B contiennent toutes des répétitions
ankyrine (ANK). Les protéines précurseurs pl00 et pl05 possedent en plus un
domaine d’homologie Rel (RHD). Les domaines qui caractérisent chaque protéine
sont indiqués schématiquement d’aprés Oeckinghaus et Ghosh [94].
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3.1.3. La famille des protéines IxB

Les protéines IxB (IkBa, IkBp et IkBg) jouent un role essentiel dans la régulation du signal NF-xB.
Toutes les protéines 1B sont caractérisées par la présence de cing & sept motifs répétés ankyrine, qui
médient leur interaction avec le RHD (domaine d’homologie a Rel) des protéines NF-xB. La famille
des protéines inhibitrices IkB posséde une séquence d’exportation nucléaire (NES, Nuclear Export
Signal) qui leur permet d’exercer un rétrocontrole négatif sur la voie NF-kB. En effet, en absence de
stimulation adéquate, les diméres NF-kB sont séquestrés dans le cytoplasme ou ils sont maintenus
inactifs suite a leur interaction avec les protéines inhibitrices kB qui, en plus de masquer le signal de
localisation nucléaire (NLS) des sous-unités de NF-kB, interfeérent au niveau de leur affinité de liaison

a ’ADN. (cf. figure 16).

Les protéines Bcl3 et IkB, sont apparentées aux IkB classiques. Elles sont constituées respectivement
de six et sept domaines de repétition ankyrine. Cependant, contrairement aux IkB classiques, elles sont
localisées dans le noyau et se comportent comme des activateurs transcriptionnels de NF-xB (cf. figure
16) [75].

En sus d’étre des précurseurs de p52 et p50 les protéines p100 et p105 ont la particularité de pouvoir
fonctionner comme des inhibiteurs de la protéine Rel de la voie alterne et classique respectivement
[99] [100]. En plus d’un domaine RHD cété N-terminal, ces précurseurs possedent un domaine
constitué de 7 répétitions ankyrines (ANK) qui joue un réle important dans 1’inhibition des protéines
NF-xB ainsi qu’une région charniére riche en glycine (GRR) [101] [102] [103]. Ce site GRR est un
site de maturation par clivage protéolytique. Bien que leur séquence et leur organisation globale soient
similaires, la génération de p50 et p52 a partir de leurs précurseurs respectifs (p105 et p100) s’effectue
par le biais de mécanismes distincts. La protéolyse de p105 en p50 est un phénomene constitutif alors
que celle de p100, dont la forme active est p50, est finement régulée [97]. p105 peut, comme IkBa,

subir une degradation compléte lors de la phosphorylation par IKKf [93] [104] [105] (cf. figure 16).

IxBa et IkBf sont principalement connues pour inhiber les complexes contenant c-Rel et p65, avec
IxBa ayant une affinité plus élevée pour p65/p50 que pour les complexes p65/p65 [106]. RelB lie
exclusivement p100, alors que Bcl-3 et IkB { s'associent préférentiellement avec homodimeéres de p50
et p52 [107].
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Figure 17 : Représentation schématique de la voie classique NF-kB médiée par

MYD88.

La voie classique est activée par des signaux transmis par plusieurs récepteurs de surface
cellulaire, tel que le TLR. L'activation se traduit par la translocation nucléaire des
hétérodimeres constitués par les sous-unités canoniques NF-kB, p65 et p50 ou ils activent

la transcription des genes cibles.
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3.2. La voie « classique » NF-kB et le myddosome

La voie d’activation « classique » de NF-kB est aussi dénommeée de voie canonique de NF-«B. Elle
implique les dimeres RelA/p50 et c-Rel/p50 (cf. figure 17). Elle intervient dans la réponse immune et
inflammatoire, dans la réponse anti-apoptotique, dans des phénomenes de différenciation normale et
de cancerogenése [108]. NF-kB a un effet direct sur la transcription des génes codant des cytokines
pro-inflammatoires (TNFa, IL-1, IL-6, IL-18...) permettant le recrutement de nouveaux macrophages
et cellules dendritiques amplifiant ainsi la réponse innée. De plus, elle favorise également la mise en
place de la réponse spécifique en permettant la synthése de co-récepteurs dont le CD40, le CD80 et le

CD86 nécessaires pour 1’activation des lymphocytes B.

De nombreux stimuli extracellulaires peuvent activer la voie classique NF-xB via I’activation des
TLRs. Des stress cellulaires tels que I’exposition a des radicaux libres, aux UV ou encore aux
irradiations gamma en sont de puissants inducteurs ; de méme que des produits viraux ou bactériens
tels que le LPS et les ARN double-brin. De nombreuses cytokines peuvent également activer la voie
classiqgue NF-kB, notamment IL-1 et TNF-a. La voie classique d'activation de NF-kB utilise le
complexe IkB kinase (IKK) composé des sous-unités a, p et y (NEMO). Comme décrit précédemment
TRAF6 ubiquitine TAB3 et NEMO en K63 et le complexe TAK1/TAB phosphoryle et active IKKa et
B. IKK a et  phosphorylent a leur tour deux résidus sérines situés dans la partie N-terminale d'TkBa
qui sera ensuite ubiquitinylée en position K48 conduisant a sa dégradation par le protéasome S26. [87]
[100] [90]. Les dimeres p50/RelA (p65) ainsi libérés sont transloqués dans le noyau rendant possible

la transcription de genes cibles spécifiques.

Cependant, la dégradation d’IkBa et par conséquent la transcription des genes pro-inflammatoires tels
que ceux codant TNFa et IL-6, peut s’effectuer par une autre voie impliquant également la voie

classique de NF-«xB : il s’agit de la voie tyrosine kinase de Bruton (Btk).

La BTK est la tyrosine kinase de maladie de Bruton. L’agammaglobulinémie liée au sexe ou la maladie
de Bruton est caractérisee par un deficit en lymphocytes B matures et d’Ac circulant, mettant en
évidence un réle critique de BTK dans le développement B [109]. Il s'est également avéré important
pour l'activation médiée par les IgE des mastocytes entrainant des réactions allergiques. En effet, il a
été demontré que la phosphorylation de la tyrosine Y551 de BTK par Lyn, induit 1’activation de BTK.
Cette activation est augmenteée lors de la réticulation ou de la stimulation du BCR, du récepteur IgE

25



(FceRI1) et d'un certain nombre de récepteurs de cytokines tels que ceux de I'lL-3, IL-5, IL-6 et IL-10,
suggerant un réle central de BTK dans la réponse immune [110] [111].

Dans les cellules B, BTK est décrit comme jouant un role ambivalent dans I'apoptose. En effet, lorsque
les cellules B sont exposées a des intermédiaires réactifs de l'oxygéne (ROI, Reactive Oxygen
Intermediates), BTK fonctionne comme une molécule pro-apoptotique en diminuant l'activité de
STATS, tandis que l'association de BTK avec FAS peut empécher l'induction de la mort induite par
FAS [112].

BTK active la voie NF-kB par le BCR via MALT1, BCL10 et CARD11 ou via MYD88 en intéragissant
directement avec le myddosome [113]. En effet en 2003, Jefferies et al. démontrent a I’aide de mutants
inhibiteurs de Btk et un inhibiteur spécifique de Btk, LFM-A13, que Btk régule I'activation de la voie
NF-xB en réponse a une stimulation au LPS [114]. Btk, en s’associant avec TIRAP et MYD88, active
par le biais soit du myddosome soit d’IKKa de la voie NF-xB [115]. (cf. figure 18)
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Figure 18 : Voie de signalisation NFKB
médiée par Btk.

Btk peut activer la voie classique NF-xB
soit par le biais du myddosome soit
d’IKKa d’aprés D’apres J. Castillo, et al
[114].
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Méme s’il est établi que Btk intervient dans la voie NF-kB, son réle au niveau de la signalisation TLR
est quant a lui controversé. En effet, des études contradictoires faites sur cellules mononucléees de
patients porteurs de mutations dans Btk, ont montré dans un cas que Btk est requis pour la signalisation
TLR4 alors que dans 1’autre cas la signalisation TLR4 se fait indépendamment de Btk [116] [117].

Malgré cette controverse, la fonction anti-apoptotique de Btk dans les cellules cancéreuses est bien
connue [118]. En effet, il a été démontré qu’au cours du développement des cellules B, la signalisation
Btk remplit une fonction de survie et son absence chez les souris Xid entraine une réduction du nombre
de cellules B [119]. Btk devient donc une cible potentielle dans les thérapies anticancéreuses. En effet,
dans des lignées cellulaires MW (Maladie de Waldenstrom), 1’utilisation de 1’ibrutinib, un inhibiteur
de I’activité de la kinase BTK, entraine une diminution de la complexation MYD88-BTK dans les

cellules exprimant MYD88 mutée.

L'ensemble, de ces résultats suggérant que Btk est un régulateur important dans la signalisation TLR
dépendante de MYDB88 via I’activation de la voie NF-kB méme s’il semble non indispensable a
I’activation des cellules via le TLR dans les mastocytes et neutrophiles. Il n’en reste pas moins un

acteur tres intéressant pour I’utilisation de molécules anticancéreuses tel que 1'ibrutinib.
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3.3. La voie « alternative » NF-xB

La voie dite « alternative » fait intervenir les protéines NF-xB p100 et sa forme active p52 associée a
RelB. Il semblerait qu’elle ne soit pas activée par les TLR mais plut6t par des ligands ayant une forte
affinité pour les membres de la superfamille du TNF (tumor necrosis factor) (CD40L, lymphotoxine
B, BAFF ou B cell-activating factor belonging to the TNF family...),[120] des protéines virales (LMP1
du virus EBV ou Epstein-Barr virus, Tax du virus HTLV1 ou hAuman T lymphotropic virus...) ou la
souche bactérienne Gram négatif Helicobacter pylori. Elle repose sur la protéolyse partielle de la
protéine p100, I’inhibiteur de RelB [121].

Lorsque la cellule est au repos (cf. figure 19 A) p100, via ses répétitions d'ankyrine C-terminale, se lie
a RelB et le complexe p100/RelB est maintenu dans le cytoplasme. La kinase MAP3K14 aussi connue
sous le nom de NIK (« NF-xB -inducing kinase »), est la kinase impliquée dans la phosphorylation de
la partie C-terminale de pl100. Elle est maintenue a des niveaux tres bas en raison de la
polyubiquitination de sa lysine 48 (K48) par le complexe E3 contenant TRAF2 et clAP1/2 qui entraine

sa dégradation par le protéasome [115].
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Figure 19 A : Signalisation de
la voie alternative lorsque la
cellule est au repos. En
I’absence  d’activation, les
dimeres RelB/p100 sont
séquestrés dans le cytoplasme.
D’aprés Castillo et al [115].

A T’inverse, lorsque la cellule est activée, par exemple, par la liaison du CD40 ligand au récepteur
CDA40 cela induit le recrutement du complexe TRAF3-TRAF2-clAP1/2 vers le récepteur, ou clAP1/2
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subit une polyubiquitination K63 TRAF2-dépendante (cf. figure 19 B) [76]. TRAF2 subit également
une auto-ubiquitination K63. L'ubiquitination de clAP1/2 induit l'ubiquitination de TRAF3 en K48,
conduisant a sa dégradation par le protéasome. En conséquence, les niveaux de TRAF3 dans la cellule
tombent en dessous d'un seuil critique et la protéine NIK ne peut plus étre piégée. Cela conduit a sa
stabilisation, son accumulation et son activation probablement par autophosphorylation. NIK activée
entraine la phosphorylation des diméres IKKa qui phosphorylent a leur tour p100 au niveau de résidus
sérine spécifiques dans son domaine répété d'ankyrine C-terminal [122] [123]. Cet événement de
phosphorylation permet la reconnaissance de p100 par le complexe ligase SCFIk B E3 entrainant sa
polyubiquitination et la libération de 1’hétérodimere p52 / RelB qui migre dans le noyau pour réguler
la transcription de ses genes cibles (BCL3, REL,STATS5, IRF5...) [123] [124].

B: cellule activée
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Figure 19 B : Signalisation de la voie
alternative lorsque la cellule est activée.
En réponse a 1’'un des stimuli cités plus
haut, la protéine NIK sera libérée puis
phosphorylée. NIK activée phosphoryle
p100 alors associée a RelB, aboutissant a
la protéolyse partielle de pl00et a la
libération des dimeres RelB/p52 D’apres
Vallabhapurapus et al [76]

29



Carcinome
pancréatique

En absence KRASG122

KRASGHD.\"\
induitle

blocage TLR4

Effet protecteur —|

MYD88

Effet inducteur =————jp

TLR2 surexprimé -
MYD88+++

MYD88 + HMGB1

G tri
EHESHERCRINS -> inflammation

*

Carcinome de la peau

Cancer Associé a la Colite

'l q’?”&—‘«“ . %

8§ B

')

g B
AC():\LII;SI;SS E ; ":’\4 :?'

8§
ApcMin/f J
AOM +IL10 7
DEN

- tumorogénese

"

Méthylcholanthrene Hépathocarcinome

- tumorogénese
-~
—

Sarcome

Figure 20 : Rdles divergents de MYD88 dans la cancérogenése. Dans divers modeles expérimentaux
de cancérogeneése, la signalisation MYDB88 en aval des récepteurs de type Toll (TLR) ou des récepteurs
de la famille de I'interleukine-1 (IL-1) a été associée a la suppression ou a l'augmentation de la formation
de tumeurs. La figure montre les principaux effets rapportés avec indication des mecanismes proposes

lorsque des effets divergents pour MYD88 d’apres Salcedo et al. [125].
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Chapitre 4 : MYD88 et cancer

Comme précédemment décrit, les TLRs régulent un large éventail de reponses biologiques, y compris
les réponses inflammatoires et immunitaires au cours de la canceérogenése. Les TLRs sont des
régulateurs clés de la signalisation inflammatoire, médiés par des voies dépendantes et indépendantes
de MYD88. Nous venons de voir que les signalisations TLRs activent notamment le facteur de
transcription NF-xB avec un risque , en cas de suractivation, d’aboutir a la cancérogenése par le biais
de signaux pro-inflammatoires, anti-apoptotiques, prolifératifs et pro-fibrogéniques [125].

De plus, lors de I’inflammation, des médiateurs pro-inflammatoires sont sécrétés non seulement par
les cellules hématopoiétiques tel que les macrophages et les cellules dendritiques qui infiltrent les tissus
enflammeés, mais également par les cellules épithéliales, stromales et endothéliales. Ces médiateurs
affectent la prolifération et la fonction des cellules hématopoiétiques et tissulaires pouvant aboutir a un
risque de transformation de ces cellules. [126]

De par les différentes voies activées par MYD88, celle-ci peut étre impliquée dans l'inflammation
intrinséque des cellules induites par les oncogénes et dans l'inflammation extrinséque associée au
cancer. De nombreux travaux ont montré que la protéine adaptatrice MYD88 contribue a la
cancérogenese, notamment dans les cancers de la peau, du foie, du pancréas et du célon, ainsi que dans
certains sarcomes, en agissant en aval des récepteurs TLR ou de la famille I1L-1[127]. MYD88 est
surexprimée dans plusieurs tumeurs solides et son expression est associée a un mauvais pronostic
comme dans le cas du cancer colorectal [128] [129]. Mais, MYDB88 joue également un réle anti-
tumoral, par exemple dans la cancérogenése virale (exemple avec le papillomavirus humain), ou dans
le cancer du colon induit par I'azoxyméthane (AOM)/dextrane sulfate de sodium (DSS) chez la souris
[127]. Dans ce chapitre, nous discutons du r6le ambivalent de MYD88 avec d’un c6té une action anti-
tumorale permettant I'nhoméostasie, la réparation tissulaire et conférant ainsi une immunité contre la
tumeur ou les agents pathogeénes oncogénes et de 1’autre une action pro-tumorale en favorisant

I'inflammation (cf. figure 20) [127].

31



4.1. Effet anti-tumoral de MYDS88

Des animaux déficients pour le géne codant MYD88 ont été utilisés pour étudier les interactions de
cette derniere avec le micro-environnement et I’impact de ces interactions sur la cancérogenese. En
effet, les données sur la fagcon dont le déficit en MYD88 affecte la cancérogenése sont en lien avec

I’inflammation et le role des molécules de signalisation situées en aval de MYD88 comme NF-«xB

[130].

La signalisation TLR/IL-1R contribue & I'homéostasie tissulaire, y compris la réparation et la
régenération des tissus, et cela s'explique en partie par les effets pro-survie de la signalisation MY D88.
Cet effet protecteur de MYDS88 est démontré a 1’aide des souris Myd88~~ qui présentent une
cicatrisation altérée ou retardée au niveau de la peau mais aussi au niveau des tissus du célon et du
foie. [131] [132] [133].

Dans le cancer du pancréas, MY D88 est également décrit pour jouer un réle anti-tumoral en bloquant
I’inflammation a 1’origine de la cancérogenése ou en maintenant 1’équilibre hote-microbiote [134]. En
effet, en utilisant un modéle murin KRASC!?P exprimant la mutation G12D de ’oncogéne KRAS dans
les cellules pancréatiques, Ochi et al. ont montré que la mutation KRAS®?? induit le blocage de la
voie TLR4 dépendante de MYD88 aboutissant a I’augmentation de I'inflammation pancréatique et de
la progression maligne. Par conséquent, en absence de mutation KRAS 2P |a voie dépendante de
MYD88 est rétablie conférant un effet anti-tumoral a MY D88 dans les cellules pancréatiques [134].
Ce role anti-tumoral de MYDS88 a également été mis en évidence lors de I’étude du maintien de
I’homéostasie/équilibre hote-microbiote. En effet, Vaishnava et al, démontrent que 1’absence de
MY D88 entraine une altération de la ségrégation héte-microbiote, se traduisant par une augmentation
du nombre de bactéries adhérentes a la muqueuse intestinale [135]. La présence d un trop grand nombre
de bactéries a induit un phénomene inflammatoire au niveau des cellules intestinales lorsque MY D88
est absente. Or il est admis que les Iésions tissulaires, la stimulation de la voie NF-kB et une activité
pro-inflammatoire agissent en synergie pour promouvoir la survenue des tumeurs, en favorisant le
développement et la diffusion métastatiques. Dans le cas de cancer gastriques la présence du pathogéne
H. pylori induit une inflammation persistante générant un microenvironnement favorable a la
cancérogenese [136]. D’aprés Zur Havsen et al, a peu prés 20% des cancers sont d’origine infecticuse
[137]. C’est dans ce contexte qu’il a aussi été décrit que, par son implication dans la réparation

tissulaire, MY D88 peut également protéger contre la formation de tumeurs [127].
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4.2. Effet pro-tumoral de MYDS88

Deepak Mittal, et al. montrent que MYD88 est impliquée dans la tumorigenése cutanée. Dans les

cancers cutanés, TLR4 est activé par un ligand généré de maniére endogene tel que le groupe a forte
mobilité box-1 (HMGB1) [138]. HMGBL est libéré par les kératinocytes nécrotiques et est nécessaire
au recrutement des cellules inflammatoires et a I'initiation de I'inflammation. Les auteurs suggerent que
la libération initiale de HMGB1 déclenche une réponse inflammatoire par I’intermédiaire de MYD88
situé en aval de la voie TLR4 ce qui conduit au développement tumoral.

L’effet pro-tumoral de MYDS88 a été décrit dans d’autres modéles de cancérogenése comme par
exemple, le modele de sarcome induit par un carcinogene, le méthylcholanthrene (MCA). Dans ce
modele, les auteurs ont montré que les souris Myd88 sont résistantes a la carcinogenése induite par le
MCA indiquant que MY D88 participe a la formation de ces tumeurs [139]. Cependant, les mécanismes
intrinséques ou extrinseques par lesquels MYD88 affecte la formation des sarcomes restent a définir
[139].

MY D88 est impliqué dans les modéles de cancérogenése chimique, tel le carcinome hépatocellulaire
(HCC) induit par la diéthylnitrosamine (DEN) chez la souris méale. Dans cette étude les auteurs
constatent que les souris males ayant recu le cancérogéne du DEN, ont une expression accrue d’IL6
dans les cellules de Kupffer, ceci de maniére dépendante de MYD88 [140]. L’augmentation de
production de I’IL6 induit par MYDS8S est a I’origine de I’apparition de CHC. En effet, les auteurs dans
leur étude démontrent qu’en administrant un traitement par les cestrogenes cela a permis de réduire la
sécrétion d’IL6 chez les males diminuant ainsi le risque de CHC. Ceci est confirmé par le fait qu’en
absence de MYD@88 les souris méles ne surexpriment plus 1’IL-6 et par conséquent sont protégées du

cancer du foie induit par le DEN.
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4.3. Role ambivalent de MYD88 : cas particulier du cancer du célon

Le r6le complexe de MY D88 dans le cancer est mieux illustré par des études sur la carcinogenese du
cblon. Le microbiote intestinal joue un réle clé dans la pathogenése de la maladie de Crohn (MC) et de
la rectocolite hémorragique (CU) collectivement appelées maladie inflammatoire de l'intestin (MII).
Des études épidéemiologiques ont fourni des preuves solides que les patients atteints de MII ont un
risque accru de développer un cancer colorectal (CCR). Plusieurs études suggerent que MYD88

interviendrait dans ce processus via les voies de signalisation TLR dépendantes.

Rakoff-Nahoum et al. en 2007 démontrent que MYD88 contribue a la croissance et a la progression
de l'adénome intestinal, dans les souris ApcM™*, présentant une mutation hétérozygote dans le géne de
la polypose adénomateuse (Apc) connue pour développer de multiples adénomes intestinaux [141]
[142]. lls ont découvert que la signalisation dépendante de MY D88 contrdle I'expression de plusieurs
génes modificateurs clés de la tumorigenése intestinale et joue un réle essentiel dans le développement
de tumeurs spontanées et induites par des cancérogenes.

En 2009, Uronis et al. utilisent des souris déficientes pour l'interleukine-10 (11107) qui présentent une
intolérance a leur microbiote intestinal. 1ls démontrent que ces souris développent une colite spontanée
a la suite de l'activation des cellules T induite par les microbes. Suite a de multiples injections d’agent
génotoxique azoxymethane (AOM) ces souris développent des tumeurs du cdlon. Ainsi, ils démontrent
que la présence de colite est directement corrélée au développement des tumeurs et agit comme un
promoteur du cancer colorectal. Contrairement aux souris 11107, les souris 11107 Myd88™ traitées par
AOM ne développent pas de tumeurs colorectales, indiquant que la signalisation bactérienne via le
systeme TLR/MYD88 est requise pour le développement de la CAC. Uronis tout comme Rakoff-
Nahoum démontrent que la voie TLR/MYDB88 est essentielle pour le développement de CAC induit

par le microbiote [143].

Nous venons de voir que dans un contexte inflammatoire entrainant un déséquilibre de la flore
intestinale, MYD88 favorise la cancérogenése dans la CAC. A contrario, quand I’homéostasie
intestinale est préservée Salcedo et al. démontre que MYD88 joue un réle anti-tumoral dans le
développement de la CAC associé a I'azoxyméthane (AOM)/dextrane sulfate de sodium (DSS) [144].
En effet en 2010, ils démontrent que MYD88 joue un réle important dans le maintien de I'homéostasie
intestinale. Malgré le fait que les souris Myd88~ soient viables et qu’elles se comportent normalement
en l'absence d'infection, elles présentent une susceptibilité accrue aux CAC. De plus elles présentent,
par rapport au WT, une létalité nettement plus elevée, des scores cliniques et histologiques plus élevés

et plus séveres, ainsi qu’une ulcération et une inflammation sévere. Contrairement a Uronis les auteurs
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suggerent que via la signalisation MYD88, le systeme immunitaire inné dans l'intestin joue un role
protecteur important du CAC. Pour cela, ils s’appuient sur les données retrouvées dans la littérature
suggérant que la reconnaissance des bactéries commensales luminales par les TLR est cruciale pour la
régénération des cellules épithéliales du cdlon apres une lésion par DSS [132] [145]. Ils en concluent
que MYD88 intervient dans la régénération cellulaire, la survie des entérocytes et le maintien de
I’homéostasie de la muqueuse intestinale via NF-kB. Les auteurs suggérent que MY D88 protége contre
le développement de polypes coliques dans le modele AOM/DSS de CAC puisque les souris déficientes
pour un seul TLR n'ont jamais montré une incidence accrue de polypes induits par I'AOM/DSS comme
observé chez les souris Myd88 ™~ a I'exception possible du déficit en TLR2 [144] [146][147]

En effet, Wang et al. 2018 ont rapporté que les souris déficientes en TLR4 ont une sensibilité a la colite
similaire a celle des souris Myd88™-, mais, contrairement a ces derniéres, elles sont résistantes au cancer

colorectal associé a la colite ulcéreuse. [148]

L’ensemble de ces données suggerent que MY D88 joue un rdle ambivalent dans le cancer colorectal,
a savoir un réle pro-tumoral qui maintient un environnement inflammatoire au niveau de la tumeur et
un déséquilibre de la flore intestinale pour induire I'invasion tumorale et I'auto-renouvellement des
cellules tumorales, et le r6le anti-tumoral qui aide a maintenir I'noméostasie héte-microbiote pour

induire un arrét du cycle cellulaire tumoral et des réponses immunitaires contre les cellules cancéreuses.
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4.4. Etude de I'impact de la surexpression de MYDS8

De nombreuses études issues de données de patients rapportent qu’une surexpression de MYD88 a été
trouvée dans 80% des cancers colorectaux, 83% des cancers de la prostate et 75% des cancers
gastriques [129]. Cette augmentation d’expression a été confirmée en 2021 par Jingyao Chen et al.
[149]. En effet, les auteurs montrent que 1’expression MYD88 est considérablement accrue dans les
cellules cancereuses gastriques par rapport aux cellules normales et plus particulierement a un stade
tardif de la maladie. Il a également été démontré que l'activation de la voie NF-kB via le TLR2
impliquant MYDS88 et MAL joue un role prépondérant dans I’inflammation.

A la vue de ces constations, une attention particuliérement s’est portée sur les TLR2 et TLR4 en grande
partie en raison de leur capacité a reconnaitre la bactérie H. pylori [150]. Ainsi, il a été décrit qu’il
existait une expression accrue de ces derniers dans les biopsies tissulaires enflammées de gastrite et
de cancer gastrique [151] [152]. MYD88 étant directement associée au TLR2, il en découle que
I’augmentation de I'expression du géne TLR2 est a 1’origine de 1’augmentation de I'expression de
MYD88 du fait de leur interaction. Les auteurs suggerent qu'un gain d'expression de MYD88 dans les
cancers gastriques jouerait un rdéle dans la pathogenése du cancer en activant les fonctions
oncogeéniques de MY D88 [151] [152]

Dans les cancers hépatiques comme dans les cancers gastriques, cette surexpression de MYD88
hépatique est retrouvée chez les patients présentant un tableau clinique défavorable auquel est associée
une prolifération métastatique des cellules hépatiques [128] [153]. Les auteurs émettent 1’hypothése
que la surexpression de MYD88 pourrait étre induite par la stimulation par le LPS, I'lL-1a et IL-1B. De
plus, au cours de leur recherche Beibei Liang et al. ainsi que Seth Rakoff-Nahoum ont montré que
I'expression de MYD@88 était significativement plus élevée dans les tumeurs hépatiques que dans les

tissus adjacents non tumoraux et en particulier au stade tumoral tardif de la maladie [141] [154]

L’ensemble de ces données décrit les multiples facettes de I'activité de MY D88, se situant en particulier
a l'interface entre I'inflammation et la transformation cellulaire. Mais, ces données montrent qu’en
fonction du contexte environnemental cela conduit a un effet pro- ou anti-tumoral de MYD88. Ces
données, obtenues a partir de divers modeéles, confortent I’hypothése que la surexpression de MYD88
est impliquée dans la progression tumorale métastatique via une signalisation dépendante des TLRs et
qu’elle peut servir de facteur pronostique dans de nombreux cancers solides puisqu’elle est retrouvée

a des stades tardifs chez des patients dont le taux de survie est faible [154].
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4.5. Etudede I'impact des mutations somatiques du gene MY D88 dans les cancers

Les mutations de MYD88 ont été rapportées dans plusieurs hémopathies malignes B. Ces mutations
touchent a la fois des lymphomes agressifs (& évolution rapide, haut-grade) que des lymphomes
indolents (a évolution lente, bas grade). 14 variants ont été décrits jusque-la [155]. Le variant L265P
se distingue des autres variants (nommés ici, non-L265P) par sa fréquence d’apparition, sa localisation

et ses fonctions.

4.5.1. Localisation des mutations MYD88

L’ensemble des mutations MYD88 est retrouvé dans le domaine TIR, domaine indispensable pour son
action au niveau des voies de signalisation situées en aval (cf. Eigure 21) [155]. La mutation L265P
est la plus fréquemment retrouvée et provoque le changement de 1’acide aminé Leucine en position
265 en une Proline. Une autre mutation, M232T, affecte une Méthionine qui se trouve dans un feuillet
adjacent et entre en contact avec la leucine affectée par L265P. Un groupe de mutations se trouve dans
la « boucle B-B », une région conservée au cours de I'évolution qui médie les interactions du domaine
TIR. Deux autres mutations, S222R et S243N, modifient une face adjacente du domaine TIR. Un seul
mutant affecte le coté opposé du domaine TIR (T294P), modifiant le motif conservé « boite 3 » qui est
important dans la signalisation IL-113 [155] [156].
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Death Intermediary TIR
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V217F W218R S219C 1220T S222R M232T S243N L265P T294P
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Figure 21 : Distribution des variants sur la séquence protéique MYD88 humaine.

Ce graphique représente la protéine de MY D88, en utilisant le transcrit humain MYD88 NM_002468.4 comme référence.
Le domaine de la mort (DD) et le domaine du récepteur Toll/Interleukine 1 (TIR) sont indiqués par des rectangles bleu
sarcelle. La région séquencée par NGS est indiquée par une barre grise sous le graphique des protéines. Un zoom a été
fait sur la région TIR, dans laquelle on retrouve la majorité des mutations. Figure adaptée d’aprés Ngo et al. [155].
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4.5.2. Variant L265P

Le registre international du cancer accessible au public (AACR GENIE) ainsi que de nombreuses
études décrivent la mutation MYD88 L265P comme étant la plus représentée dans les lymphomes B.
Plus de 90 % des cas de lymphomes lymphoplasmocytaires (LPL) ou maladie de Waldenstrom (MW)
ont une mutation MYD88 L265P, tandis que de rares cas de LPL ont des mutations non L265P [157]
[158] [159]. Cependant, elle n’est pas spécifique du MW. En effet, cette méme mutation est retrouvée
dans 50 a 80% des cas de M-Gammapathie Monoclonale de Signification Indéterminée IgM (MGUS-
IgM) [155] puisque les MGUS IgM peuvent étre considérée comme un état précoce du développement
de la MW. On la retrouve également, chez 29% des patients atteints de lymphomes B Diffus a Grandes
Cellules (DLBCL) [155]. Elle survient plus exactement chez les patients atteints de DLBCL de type
ABC (Activated B-Cell) et est rare ou absente parmi les DLBCL de type GCB (Germinal Center B-
cell) [160]. Elle est aussi retrouvée chez 2,9 a 4% des cas de de Leucémie Lymphoide Chronique (LLC)
[161] [162],de méme que dans 7 a 13 % des cas de lymphome de la zone marginale (LZM), [155] [157]
[163][164]. Elle n’est par contre pas retrouvée dans le myélome multiple ni les MGUS IgG ou IgA
[163][165].

La présence de la mutation somatique L265P au sein du domaine TIR engendre un changement de
conformation favorisant une propension accrue a I’oligomérisation et a 1’agrégation spontanée de
myddosome. Ce changement de conformation stabilise I’homo-dimérisation de MYD88, étant crucial
pour son interaction avec les protéines du myddosome en imitant 1’effet des domaines TIR dimérises.
Ceci a pour conséquence d’induire une activation constitutive des voies de signalisation situées en aval
de MYDS88 et de favoriser ainsi la croissance maligne par le biais notamment de 1’activation

constitutive du facteur nucléaire kB (NF-xB) [166].
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Figure 22 : Dlagramme de frequence d’apparltlon de la mutation MYDS88 L265P dans
différents lymphomes d’origine B.

MCL, lymphome du manteau; CLL, leucémie lymphoide chronique; BL, lymphome de Burkitt;

GCB = GCB-DLBCL, lymphome B diffus & grande cellules de type centre germinatif; FL,
Lymphome Folliculaire; MZL, lymphome de la zone marginale; DLBCL ABC, lymphome B diffus

a grande cellules de type activé, PTL, lymphome testiculaire primitif ; LT, DLBCL cutané Type

Jambe ; CNS, DLBCL du systeme nerveux central ; WM, Magroglobulémie de Waldenstrém

MGUS, Gammapathie monoclonale de signification indéterminée; MM, myélome multiple. Figure

adaptée d’aprés [165]. 38
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4.5.3. Autres mutations

Alors que la MW est majoritairement caractérisée par la présence de la mutation L265P, dans les autres
lymphomes on retrouve une plus grande variabilité de mutations mais cela reste en général a une
moindre fréquence.

Ngo et al. et Dubois et al. ont déecrit plusieurs mutations MYD88 (L265P, S243N, S219C, V217F,
M232T, R264L, S222R, V144A, P258L, V1471, 1220T, P141T, Q143Let T294P) chez les patients
atteints de DLBCL [156]. Suivant les études, ces 14 variants sont retrouvés dans les proportions
suivantes L265P (62.5% a 65.0%, des cas), S243N (13,3% a 13,5%, des cas), S219C (8,3%, des cas),
P258L (1% a 6,7%, des cas), V217F (1,7% a 3,1%, des cas), M232T (absente a 3,1%, des cas), R264L
(absente a 2,1%, des cas), F283V (1,7%, n=1), P141T (1% a 1,7%, n=1). En ce qui concerne les
autres variants ils sont retrouves dans des proportions inférieures a 1% [167] [156].

L’AACR GENIE référence la mutation V217F dans environ 0,9% des cas des leucémies lymphoides,
les autres variants sont présents dans moins de 0,1% lymphomes du manteau et les LLC (cf._Eigure

23).
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Figure 23 : Schéma montrant les mutations MYDB88 caractérisées dans les
lymphomes non hodgkiniens B.

La mutation L265P est majoritairement représentée dans la MW contrairement
aux autres lymphomes ou les mutations sont plus variables.

En terme de fonction, les variants L265P, M232T et S243N activent fortement la voie NF-kB et JAK-
STAT3 [168]. Ces variants régulent positivement CD83 qui est une cible de NF-kB. Les variants
S222R et T294P activent eux aussi CD83 mais a des degrés divers. Par conséequent, ils activent plus

modestement la voie NF-«xB [155].
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4.5.4. L’impact de la présence de mutations somatiques MYD88 dans les
cancers et dans la surveillance immune

Le concept de surveillance immune tumorale, décrit par Paul Ehrlich puis repris par Burnet et al. en
1957, suggere que le systeme immunitaire joue un role dans le contrdle de la prolifération tumorale
[169][170]. Afin de se développer au sein d'hdtes immunocompétents, il est impératif que les tumeurs
développent plusieurs stratégies d'échappement immunitaire, telles que des mutations provoquant une
perte d'antigene ou une altération de la machinerie de traitement et de présentation de I'antigene [171]
[172]. D'autres mécanismes qui conduisent a I'évasion immunitaire ont également été identifiés dans
le lymphome ; ils comprennent :
1. L’altération de l'infiltration des cellules immunitaires par des défauts endothéliaux,
2. L'inhibition de I'activation immunitaire par la sécrétion de médiateurs suppresseurs tels que le
TGF-B et I'IL-10, [173]
3. L'altération des réponses anti-tumorales fonctionnelles par la régulation a la hausse de
I'expression des genes du point de contréle immunitaire [174] [175].
4. Le recrutement local de cellules immunosuppressives telles que les cellules T régulatrices
(Treg) et B (Breg), [176] [177] les macrophages associés aux tumeurs (TAM) [178], et les
cellules suppressives dérivées des myéloides (MDSC), [179] [180]

Au sein du laboratoire, de précédents travaux nous ont amené a émettre I’hypothese que les cellules B
qui suractivent NF-kB ont un profil de cellules B régulatrices (Breg) [176]. Ces cellules B proliférantes
empruntant la voie NF- kB sont connues pour exprimer deux molécules immunosuppressives, IL-10 et
PD-L1 [181]. Or I'un des points de controle le plus souvent dérégulé implique l'interaction du récepteur
de mort programmée-1 (PD-1, CD279) a la surface des lymphocytes T avec son ligand mort-ligand-1
programmé (PD-L1) ou PD-L2, qui se trouvent a la surface des macrophages et de certaines cellules
tumorales. Cette interaction délivre des signaux inhibiteurs qui provoquent finalement I'apoptose,
I'anergie ou I'épuisement fonctionnel des cellules T impliquées [182]. Récemment, plusieurs études ont
démontré qu’il y avait une surexpression de PD-L1 dans les cellules tumorales de LNH-B et une
augmentation de I'expression de PD-1 dans les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) [183] [184] [185]
[186]. Cette surexpression de PD-L1 peut étre induite par MYD88 mutée. En effet dans environ 30 %
des DLBCL de type ABC exprimant la mutation MYD88 L265P on retrouve une surexpression accrue
de PD-L1 [187]. MYD88 L265P provoque l'activation chronique de la voie JAK/STAT qui stimule a
son tour I'expression de PD-L1. De plus, MYD88 mute active AP-1 (via les composants c-Jun/Jun-B)
qui activent I’expression de PD-L1 [188] [189] [190].
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Ainsi, le traitement avec des inhibiteurs de point de contréle immunitaire ciblant PD-1/PD-L1, seul ou
en combinaison avec d'autres inhibiteurs de point de contr6le immunitaire, peut restaurer la fonction
effectrice des cellules T [191] et apparait comme étant une stratégie prometteuse pour le traitement des
hémopathies malignes, en particulier chez patients atteints d'un lymphome hodgkinien réfractaire[192]
[193] et d'autres LNH agressifs [194] [195].

41



Chapitre 5 : Les Lymphomes non Hodgkiniens a cellules
B présentant la mutation MYDS88 L.265P.

5.1. Présentation générale sur les lymphomes

En France, parmi les hémopathies malignes les lymphomes représentent la moitié des cas ce qui
correspond a 6 % de I’ensemble des nouveaux cas de cancer. Quel que soit I’age, le sexe ou les origines,
les lymphomes ont la particularité de pouvoir se déclarer tout au long de la vie. Le lymphome est un
cancer qui se développe a partir d’une prolifération de lymphocytes malins au sein d’un organe
lymphoide secondaire tel que la rate, les ganglions lymphatiques ou dans d’autres organes tels que le
tube digestif, la peau ou le cerveau. 1l existe deux types de lymphomes :

e Le lymphome hodgkinien ou maladie de Hodgkin

e Les lymphomes non hodgkiniens.

La maladie de Hodgkin a été décrite par le médecin britannique Thomas Hodgkin en 1832, elle touche
en particulier des sujets agés de 20 a 40 ans. Cette maladie est caractérisée par la présence de la cellule
de Reed Sternberg. Ces cellules dérivent d’un lymphocyte B mais sont incapables de synthétiser des Ig.

Cette maladie représente 15 % des lymphomes.

Les lymphomes non hodgkiniens (LNH), eux, sont retrouveés plus fréquemment chez les personnes de
plus de 60 ans. Le groupe des LNH regroupe plus de 80 pathologies malignes différentes. Afin de mieux
les classer ces pathologies sont répertoriées en deux sous-types de lymphomes :
e Les lymphomes de type B (LNHB), qui se développent a partir de lymphocytes B. lls
représentent 85 % des cas de lymphomes non hodgkiniens ;
e Les lymphomes de type T (LNHT), qui se développent a partir de lymphocytes T. lls

représentent 15 % des cas de lymphomes non hodgkiniens.

Les LNHB peuvent étre classés selon leur degré d’évolution [196]. Les lymphomes agressifs,
représentant 50 a 60 % des LNHB. Ils sont caractérises par une présentation clinique symptomatique a
évolution rapide en raison d’un index prolifératif élevé. A I'inverse, les LNHB indolents sont souvent
asymptomatiques. lls présentent une faible activité proliférative leur conférant une progression plus
lente. Par conséquent ils peuvent mettre des années a évoluer. 1ls représentent 40 a 50 % des LNHB.
Parmi les LNHB, on distingue 2 grandes catégories selon leur degré d’évolution : les lymphomes
agressifs et indolents a part le LNH B du manteau dit de malignité intermédiaire.

Je vais ici présenter les LNHB présentant la mutation somatique MYD88 L265P.
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5.2. Les LNH-B présentant la mutation MYD88 L265P

Méme si la mutation MYD88 L265P est majoritairement retrouvée dans la MW, elle n’est pas
specifique de cette maladie. En effet, on la retrouve dans le lymphome du manteau, le lymphome de la
zone marginale et la leucémie lymphoide chronique. La fréquence d’apparition de la mutation dans ces
lymphomes est néanmoins inférieure a 10% ce qui suggére que MYD88 joue un réle marginal dans
I’apparition de ces lymphomes. En réalité, en dehors de la MW, la mutation MYD88 265P est le plus
souvent retrouvée dans le lymphome B diffus a grandes cellules de type activé (DLBCL- ABC).

C'est la forme de DLBCL la plus couramment rencontrée chez les adultes, elle représente 3% de
I’ensemble des cancers [197]. En France, ce cancer survient principalement chez les personnes ageées,
avec un age médian au diagnostic d'environ 70 ans, [198] bien qu'il puisse survenir chez les jeunes
adultes et, dans de rares cas, chez les enfants [199]. Le premier signe de cette maladie est caractérisé
par la présence d'une masse ou d'une infiltration tissulaire a croissance rapide qui est parfois associée
a des symptémes systémiques B, par ex. fievre, perte de poids et sueurs nocturnes. Ces masses sont
retrouvées dans les ganglions, en extra ganglionnaire, dans le médiastin ou dans le systéme nerveux
central. L’analyse histologique des tumeurs révéle la présence d’une prolifération diffuse de
lymphocytes atypiques de taille moyenne a grandes cellules qui peuvent ressembler a des cellules
centroblastiques, immunoblastiques, ou néoplasiques.

Les DLBCL peuvent étre caractérisés par leur localisation, leur morphologie ou leur profil d’expression
génique [200]. Des analyses transcriptomiques réalisées sur les DLBCL ont permis de distinguer deux
sous-types : des DLBCL de type Centre Germinatif (Germinal Center, GC-Like) avec un signature
transcriptionnelle est comparable a celle des cellules B Centre Germinatif et des DLBCL de type B
post-centre germinatif qui sont en transition vers la différenciation plasmocytaire (Actived B-Cell) dont
la signature est comparable a celle de lymphocytes B actives périphériques [201].

Ces deux sous-types se distinguent également par une différence au niveau de la survie globale aprés
un traitement standard [202] [203] [190]. Alors que les patients atteints de DLBCL de type GCB a un
taux de survie a 5 ans de 70 a 80% avec une approche combinée de I'anticorps anti-CD20 rituximab et
de chimiothérapie, plus de 50 % des patients DLBCL de type ABC succomberont a leur maladie a 5
ans en deépit du traitement [202] [204]. Diverses voies oncogéniques sont dérégulees dans le DLBCL
de type GCB ce qui contribue a la pathogenése moléculaire de cette entité. Dans les DLBCL de type
GCB la translocation t(14;18) juxtaposant le gene BCL2 et le locus IgH conduit a une activation
constitutive de la protéine anti-apoptotique BCL2 [205]. Une autre caracteéristique de la biologie du
DLBCL de type GCB est la dérégulation de la voie de signalisation de la phosphatase et de I'homologue

de la tensine (PTEN) — phosphatidylinositol 3-kinase (PI13K), entrainant des processus cellulaires tels
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que la prolifération, la survie cellulaire et la croissance cellulaire [206][205]. Les DLBCL de type GCB
sont en outre caractérisés par un gain ou une amplification de c-Rel et de MDM2 qui est un régulateur
négatif du suppresseur de tumeur p53, ainsi que des délétions des genes suppresseurs de tumeur connus
TP73 et ING1 conduisant & une instabilité génomique [203] [207] [208] (cf._Eigure 24).
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Figure 24 : Voies oncogéniques présentes dans les deux sous-types de
lymphome diffus a grandes cellules B.

Sur la base du profil d'expression génique, le lymphome B diffus a grandes cellules
peut étre divisé en deux sous-types moléculaires : le sous-type de type B a centre
germinatif (GCB), et le sous-type de type B activé (ABC). Ces sous-types
proviennent de divers stades de différenciation des cellules B et acquiérent des
anomalies  oncogénes distinctes. Les anomalies répertoriées  sont
préférentiellement ou exclusivement observées dans les sous-types indiqués. Les
lignes bleues indiquent I'activation et les lignes rouges indiquent l'inhibition
d’aprés Lenz et Staudt [208].

44



Contrairement aux DLBCL de type GC, 30% des DLBCL de type activé possedent la mutation MYD88
L265P. Les profils d'expression génique des échantillons de patients DLBCL de type ABC suggeérent
que ce sous-type est dérivé de cellules B en train de se différencier en plasmocytes [205]. Au niveau
moléculaire on retrouve une surexpression de nombreux genes exprimés dans les plasmocytes [209].
Plus précisément, les DLBCL de type ABC surexpriment XBP-1 et IRF-4, deux régulateurs clés du
phenotype sécrétoire des plasmocytes [210]. Cependant, la différenciation plasmocytaire terminale est
bloquée par différentes anomalies génétiques; telles que des translocations aboutissant a la
dérégulation de BCL6 et conduisant a I’inactivation de PRDM1 qui code BLIMP1 (facteur de
transcription qui favorise la différenciation plasmocytaire en mettant fin a I'expression de la plupart
des génes de différenciation des cellules B matures) [211] [212] [213] [214][215] (cf._Eigure 24).
Enfin, 26 % des cas présentent un gain/amplification et une surexpression consécutive du facteur de
transcription de la famille ETS SPIB qui réprime également I'expression de BLIMP-1 [203][216]. Les
DLBCL de type ABC sont caractérisés par des anomalies génétiques supplémentaires qui jouent un
réle important dans leur pathogenese. Le locus suppresseur de tumeur INK4A-ARF est inactivé dans
environ 30 % [203][217]. Une autre anomalie caractéristique est le gain ou I'amplification de 18q qui
est associé a une surexpression de la protéine anti-apoptotique BCL2 [218]. De plus, la trisomie 3 est
fréquemment détectée [203][218]. FOXP1 est impliqué dans 1’oncogenése du le lymphome du MALT
et des DLBCL [203] [219] [220].

Une autre caractéristique pathogénique des DLBCL de type ABC est I'activation constitutive de la voie
de signalisation NF-kB [221]. Cette activation constitutive de la voie NF-«B est attribuée dans environ
10 % des cas a des mutations activatrices de CARD11, [222] dans environ 20% des cas a des mutations
dans les molécules de signalisation du BCR, CD79B et moins fréeqguemment dans CD79A [221]. Chez
un tiers des patients atteints de DLBCL de type ABC, ’activation constitutive de la voie NF-xB est
attribuée a I’inactivation biallélique du régulateur négatif du NF-xB A20 [223] [224] et dans 30% des
cas cela est dd a la présence de la mutation MYD88 L265P qui médie la signalisation des TLRs et du

récepteur a I’interleukine-1 [155] (cf._Eigure 24).

D’autres lymphomes tels que le DLBCL cutané de type Jambe ; le lymphome testiculaire primitif et le
DLBCL du systéme nerveux central présentent une fréquence d’apparition de la mutation MYD88
élevée. Ces lymphomes, ayant pour origine commune un DLBCL de type ABC, présentent eux aussi
un engagement partiel avec blocage de la différenciation plasmocytaire terminale et activation de NF-
«B.
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5.3. La Maladie de Waldenstrom

La MW est actuellement définie comme un syndrome lymphoprolifératif B caractérisé par une
infiltration lymphoplasmocytaire envahissant la moelle osseuse associée a la présence d’un pic
monoclonal circulant d’isotype IgM. Cette hémopathie reste a I’heure actuelle incurable [225].

Le plus souvent, la découverte de la MW est fortuite, car la majorité des personnes atteintes par cette
pathologie ne ressent aucun signe de la maladie. En 1944, le professeur Jan Gdsta Waldenstrom décrit
dans la revue Acta Medica Scandinavica [226] les principaux signes cliniques observés. 11 s’agit d’une
hépatosplénomégalie, une lymphadénopathie, des symptdémes constitutionnels (fievre, sueurs
nocturnes, les maux de téte), d’hémorragies nasales et buccales. Il observe également la présence d’une
anémie normochrome associée a une thrombocytopénie, une hypofibrinogénémie, une vitesse de
sédimentation augmentée, une hypoalbuminémie et une infiltration médullaire par des lymphocytes. A
la différence des cas de myélome multiple, également caractérises par une infiltration plasmocytaire
médullaire, aucune douleur osseuse ni aucune anomalie radiographique ne sont relevées. Il met en
évidence, la présence en exces d’une globuline de haut poids moléculaire. Celle-ci migre dans la zone
correspondant aux y-globulines a I’¢électrophoreése des protéines sériques. Cette accumulation de
globuline est caractéristique d’un cancer plasmocytaire, dans lequel un clone unique de plasmocytes

produit et sécrete une quantité excessive d'un certain type d'anticorps ici I’IgM.

5.3.1. Epidémiologie

La MW est une affection rare, représentant 1 a 2% des hémopathies malignes et 6 % des syndromes
lymphoprolifératifs en France. Son incidence est estimée a 3 nouveaux cas par million d’habitants chez
les hommes et 1 nouveau cas par million d’habitants chez les femmes. L’age médian au moment du
diagnostic est de 73 ans, avec une prédominance masculine (ratio homme/femme : 2/1) [227] [228]. Sa
fréquence d’apparition est plus élevée chez les sujets Caucasiens que chez les sujets Afro-Américains.
En effet, seuls 5 % des patients sont Afro-Ameéricains [225][229][230]. La survie médiane est de plus
de 10 ans pour les sujets de moins de 70 ans, 6 ans pour ceux agés de 70 a 79 ans et de 4 ans pour ceux
de plus de 80 ans. Chez les patients atteints de MW, la mortalité est imputable a la maladie dans
seulement 28% des cas. Parmi les causes de déces les plus fréquentes, on retrouve les tumeurs solides

(20,1%), les incidents cardiaques (14,5%) et 28,6% d’entre elles ne sont pas connues [227].
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5.3.2. Diagnostic

La MW est un lymphome indolent d’évolution lente qui se présente sous deux formes :

» Une forme asymptomatique, le patient présente une accumulation d’IgM dans le sang avec
une infiltration médullaire inférieure & 10%. A ce stade on parle de gammapathie
monoclonale de signification indéterminée (MGUS a IgM). Le MGUS est utilisé pour définir
un état précoce symptomatique de la MW. Aucun traitement n’est prodigué a ce stade. En
revanche, une surveillance médicale accrue est indispensable. Cette surveillance sans
traitement peut durer plusieurs années. Sans que cela n’ait de retentissement sur la vie au
quotidien.

» Une forme symptomatique, ce qui veut dire que le patient présente des signes d’évolution
de la maladie, nécessitant la mise en place d’un traitement. Les symptomes les plus
fréqguemment retrouvés sont :

e L’anémie arégénérative normocytaire ou faussement macrocytaire avec
présence d’hématies en rouleaux.

e Une augmentation de la vitesse de sédimentation liée a la présence d’un taux
IgM trop élevé dans le sang associé a des signes de mauvaise tolérance ou liés
a une activité auto-immune de I’IgM (atteinte neurologique Sévére,

saignements, etc...).

L’accumulation d’IgM révélée par la technique d’électrophorése des protéines sériques ainsi que
I’augmentation de la vitesse de sédimentation sont des éléments qui oriente le diagnostic en faveur
d’une macroglobulinémie. Cependant, afin de poser un diagnostic définitif il est nécessaire d’effectuer
un examen complémentaire. En effet, le pic IgM n’est pas restreint a la MW, il est retrouvé dans
d’autres pathologies tels que les rares cas de myélome multiple a IgM, ou les lymphomes ZMS, ainsi
que des affections rhumatologiques. Afin de déterminer le taux d’infiltration lymphoplasmocytaire au

niveau de la moelle osseuse, il est nécessaire d’effectuer un myélogramme.

Dans le cas de la MW, les resultats des myélogrammes, montrent une infiltration medullaire variable
représentant 10 a 100 % des cellules médullaires au sein de laquelle il est fréquent d’observer la
présence de mastocytes (cf. figure 25). Dans 21 % 1’atteinte médullaire est caractérisée par un infiltrat
nodulaire, diffus et/ou interstitiel, constitué de petits lymphocytes prédominants associe a des
lymphoplasmocytes et plasmocytes comme évoqués precédemment les mastocystes sont augmentés
chez 26 % des patients [231].
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Les mastocytes sont localises dans les tissus conjonctifs et les muqueuses. Ces cellules peuvent étre
activées au cours de la réaction inflammatoire, pour libérer de 1’histamine qui induit la vasodilatation,
permettant ainsi le recrutement des neutrophiles et des macrophages. Ils peuvent aussi sécréter
rapidement différents médiateurs hormonaux et des chimiokines, tels que le ligand inducteur de
prolifération (APRIL) et CD40L, qui stimulent la différenciation lymphoplasmocytaire [232] [233]
[234]. Ainsi, il semblerait que les mastocytes soutiennent 1’expansion des cellules tumorales dans la

MW via la signalisation CD154-CD40 [235].

L’infiltration est caractérisée par une population lymphoide
polymorphe constituée de petits lymphocytes, lymphoplasmocytes,
mastocytes et plasmocytes, avec une prédominance de petits
lymphocytes. Issus du module de cours d’hématologie du Pr Jean
Feuillard

Les cellules lymphoplasmocytaires apparaissent de facon aléatoire dans le sang périphérique. A

contrario, il est fréquent d’observer la présence d’hématies en rouleaux sur le frottis sanguin.

Au niveau ganglionnaire, dans la majorit¢ des cas on constate que 1’architecture normale est
partiellement conservée avec des sinus dilatés constitués parfois de petits centres germinatifs résiduels.
Le ganglion est composé de petits lymphocytes, lymphoplasmocytes et plasmocytes d’aspect trés
similaire, ayant pour conséquence la formation d’une population de lymphoplasmocytes tres

homogéne. On retrouve tres peu de grandes cellules.

Dans la rate, on peut observer un infiltrat lymphoplasmocytaire formant des nodules dans la pulpe

rouge ou se développant de facon plus diffuse.

Afin d’exclure tout autre type de lymphomes des études immunophénotypiques sont effectuées pour

caractériser la MW. L’analyse par cytométrie en flux permet une évaluation plus approfondie des
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déterminants antigéniques [200]. La MW est généralement caractérisée par I'expression des marqueurs
CD19, CD20, CD22, CD24, HLA-DR, du marqueur CD200 dans 60 % des cas ainsi que par
l'expression monotypique d'IgM de surface, restreinte a la chaine 1égére k ou A avec un ratio de «:A,
égal & 5:1 [236]. Si I’on compare 1’expression des marqueurs de lymphocytes B normaux matures avec
les lymphocytes B de la MW on constate que 1'expression du CD22 est constamment plus faible qu’ils
sont positifs pour FMC7 et CD25 dans 70% et 66% des cas. Ils n’expriment pas le CD305 [237], le
CD11b, le CD11c [236] [238], le CDS5, le CD23, le CD103 et le CD10. Ces absences d’expression
permettent d’écarter du diagnostic la leucémie a tricholeucocytes et le lymphome folliculaire ou les
lymphocytes B sont CD11b* et CD11C™ ainsi que les cas de LLC ou les lymphocytes sont CD5* et
CD23". Le CD38 est présent dans la moitié des cas de MW mais expression est plus faible que celle
observée sur les progéniteurs lymphoides B et les plasmocytes. Les lymphocytes B de la MW
expriment de maniére hétérogéne l'antigéne CD27, le CD79b et le CD81 chez plus de la moitié des
patients et ils sont caractérisés par un continuum d’expression du marqueur CD138. [236] [238] [239].
De plus, les lymphocytes B de la MW sont CD25" et CD103" ce qui les différencie des lymphomes de
la zone marginale. De plus, [240] BCL2 et PAX5 présentent respectivement une immunoreactiviteé
cytoplasmocytique et nucléaire, ce qui nécessite de les évaluer par immunohistochimie sur des coupes
tissulaires [241].

Plusieurs études de génomique de patients MW révele la présence dans 90% des cas de la mutation
MYD88 L265P [242][243]._Ainsi la fréquence d’apparition de la mutation L265P rend cette maladie
génétiquement distincte des autres lymphomes.

L’implication de cette mutation est confirmée par des études de protéomique mettant en évidence, la
dérégulation de nombreuses voies de signalisation situé en aval de MYD@88 telles que les voies MAPK
et NF-kB. L ensemble de ces données met en évidence une dérégulation de I’expression de différentes
cyclines et d’histones désacétylases ainsi que des protéines impliquées dans le homing et la migration
[244].
En résumé le diagnostic de cette hémopathie lymphoide repose sur plusieurs criteres définis lors du
second Workshop International de la MW qui s’est tenu en 2003 : [240]
e Présence d’une IgM monoclonale sérique, quelle que soit sa concentration.
e Infiltration médullaire par de petits lymphocytes présentant une différenciation
plasmocytaire observée lors de la biopsie selon le stade de la maladie
e Profil immunophénotypique : Ig de surface de type M, CD5*", CD10, CD19*, CD20",
CD22", CD23,, CD25", CD27*, FMC7*, CD103", CD138"*

e La présence d'une mutation L265P sur le gene MYD88.
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5.3.3. Classification

Deux systemes de classification de la MW existent, I’un dit « de consensus » défini en 2002 par un
groupe de travail international spécialiste de la MW, le second dit « originel » par 1’équipe de la Mayo
Clinic. (cf.Tableau 1). Dans les deux cas, la MW symptomatique est définie comme étant un lymphome
lymphoplasmocytaire infiltrant la moelle osseuse, avec un pourcentage supérieur ou égal a 10% [245],
associ¢ a la présence d’'une immunoglobuline monoclonale d’isotype IgM. La MW est classée dans la
catégorie des hémopathies lymphoides de bas grade de phénotype B, de type lymphomes
lymphoplasmocytaires_[246].

La classification consensus distingue les Macroglobulinémies de Waldenstrém symptomatiques et
asymptomatiques. Dans les deux cas, elle n’exige pas de pourcentage d’infiltration médullaire ni de
tau d’IgM monoclonale minimum. Le diagnostic de la MW peut donc étre posé, quel que soit le taux
de I’IgM monoclonal du moment qu’un infiltrat médullaire de petits lymphocytes présentant une
différenciation plasmocytaire est présent [240].

En revanche, la classification originelle différencie les Gammapathie Monoclonale de Signification
Indéterminée d’isotype IgM (MGUS) des Macroglobulinémies de Waldenstrom a progression lente
(SWM pour smoldering Macroglobulinémies de Waldenstrém) de la méme fagon que pour le myélome
multiple, car elle reflete des différences de pronostic. En effet, les SWM sont définies cliniquement
comme ayant une infiltration lymphoplasmocytaire de la moelle osseuse, mais ils ne présentent aucun
signe de lésion des organes cibles (d’anémie, symptomes constitutionnels, hyperviscosité,
lymphadénopathie ou hépatosplénomégalie) [245]. Cependant, ils possédent un risque de
transformation en MW symptomatique dix fois supérieur a celui des MGUS d’isotype IgM. Cette
classification définit un seuil a 3g/dL d’IgM monoclonale et a 10% d’infiltration lymphoplasmocytaire
de la moelle osseuse pour différencier une MGUS d’isotype IgM d’une SWM lorsque le patient ne
présente aucun signe clinique [245].
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Consensus classification

’ Symptomes Pathologie

Présence IgM mais absence d’infiltrat médullaire de petits lymphocytes présentant une Ig-MGUS
différenciation plasmocytaire

Traitement effectué en absence de symptomes dés la présence d’IgM et d’infiltrat de Maladie de Waldenstrém asymptomatique
petits lymphocytes présentant une différenciation plasmocytaire dans la moelle
osseuse quel que soit leur proportion.

Traitement effectué en présence de symptomes tels qu'une hyperviscosité lié a Maladie de Waldenstréom symptomatique
1’augmentation du taux IgM, ganglions lymphatiques volumineux, neuropathie ou

amylose ou de lésions des organes terminaux en plus de la présence d’IgM et

d’infiltrat de petits lymphocytes présentant une différenciation plasmocytaire dans la

moelle osseuse.

Originale classification

’ Symptomes Pathologie

Taux IgM < 3g/dL ou un taux d’infiltrat médullaire de petits lymphocytes présentant Ig-MGUS
une différenciation plasmocytaire<10% dans la moelle osseuse, sans aucun symptdme
ni signes de la maladie ni lésions au niveau d’autres organes

Taux IgM =3g/dL ou un taux d’infiltrat médullaire de petits lymphocytes présentant Maladie de Waldenstrém asymptomatique
une différenciation plasmocytaire=10% dans la moelle osseuse, sans aucun symptéme
ni signes de la maladie ni lésions au niveau d’autres organes

Traitement effectué en présence de symptomes tels qu'une hyperviscosité lié a Maladie de Waldenstrém symptomatique
1’augmentation du taux IgM, ganglions lymphatiques volumineux, neuropathie ou

amylose ou de lésions des organes terminaux en plus de la présence d’IgM et

d’infiltrat de petits lymphocytes présentant une différenciation plasmocytaire dans la

moelle osseuse.

Tableau I: Diagnostic différentiel de la gammapathie monoclonale d'importance indéterminée [242]
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5.3.4. Etiologie et physiopathologie

L'étiologie exacte de la MW est inconnue. Cependant, un consensus semble se dégager. Les cellules
tumorales ont une différenciation clonale ayant pour conséquence la génération de petits lymphocytes
exprimant des IgM de surface, des lymphoplasmocytes et des plasmocytes avec des IgM
intracytoplasmiques. De nombre d'études épidémiologiques révelent un risque accru de MW associé a
des antécédents personnels de maladies auto-immunes (sclérodermie, lupus érythémateux, syndrome
de Sjogren, anémie hémolytique auto-immune, polyarthrite rhumatoide et maladie de Horton) et
infectieuses (infection par le VHC, pneumonie, septicémie, pyélonéphrite, sinusite, herpes zona et
grippe) allergiques et inflammatoires [247] [248]. Le lien observé entre la MW et les
infections/maladies auto-immunes suggére 1’implication éventuelle d’une perturbation du systéme
immunitaire comme événement initial du développement de la MW [249]. La stimulation chronique
des lymphocytes B dans ce contexte pourrait favoriser la survenue d’événements mutationnels a
I’origine de la transformation tumorale, conduisant au développement de la MW. Cette hypothese
s’appuie sur le fait que les cellules B tumorales de MW portent des mutations somatiques IGHV,
suggérant que ces cellules proviennent de lymphocytes B qui ont subi une stimulation antigénique
répétée et une sélection dans le centre germinatif des follicules lymphoides [250]. En effet, plusieurs
études suggerent qu’il existe, dans la MW, une sureprésentation de la famille IGHV3-23. L analyse du
statut mutationnel des genes des chaines lourdes des immunoglobulines (VH) a montré une
hypermutation des génes VH (avec une prédominance des réarrangements de la famille VVh3 et en
particulier VH3-23) et du géne IGHJ4 suggérant ’existence d’un processus de sélection antigénique.
[251] [252] [253]. Dans la plupart des études, une absence de variation intraclonale est confirmée, a la
différence de ce que 1’on retrouve dans le lymphome B folliculaire par exemple. Plusieurs études
suggeérent que les lymphocytes malins aprés avoir subi le processus d’hypermutations somatiques
resteraient bloqués a ce stade et ne pourraient pas induire le processus de commutation
[250][254][255]. En effet, & la différence des cas de myélome d’isotype IgM, la recherche
d’événements transcriptionnels de commutation isotypique est négative (présence de transcrits pL ou |
+ d et absence de transcrits a, y ou €) traduisant I’absence d’initiation du switch isotypique [251]. Le
phénotype des cellules tumorales suggere que le clone est issu d’une cellule B post centre germinatif,
hypothése soutenue par I’analyse de la distribution des mutations somatiques des régions variables des
chaines lourdes et Iégéres. De plus, I’étude du transcriptome des cellules tumorales met en évidence la
présence d’anomalies, telles que la diminution de ETS1 (Avian erythroblastosis virus E26 homolog-1)
et FLI1 (Friend leukemia integration 1 transcription factor), [256] responsable de la perturbation de
I’expression des génes xbpl (X-Box Binding Protein 1) et ernl (Endoplasmic Reticulum To Nucleus

Signaling 1) impliqués dans la différenciation plasmocytaire. Ces cellules ont ainsi un transcriptome
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plus proche des lymphocytes B matures que des plasmocytes [242]. L’ensemble de ces données
suggerent que la prolifération tumorale pourrait étre issue d’un lymphocyte B arrété dans son processus
de développement aprés son passage dans le centre germinatif, mais avant le stade de plasmocyte [257].
La MW pourrait ainsi avoir pour origine une cellule mémoire IgM+ et/ou IgM+1gD+ qui présenterait
un déficit dans le processus d’initiation du switch isotypique [246][258] (cf. figure 26).

Lymph node Bone marrow
VDJ recombination
Germinal centre B cell Pre B cell
£ g ~>-.'"\4 .
+«— | '

Isotype class
switching Plasma cell

b \
Somatic hypermutation @

IgM MGUS Smoldering WM

0-0-0

Figure 26 : Origine des lymphoplasmocytes de la MW

Les auteurs suggérent que la MW proviennent de cellules qui ont subi le
processus de somatique hypermutation au niveau du ganglion lymphatique, mais
n'ont pas encore subi de commutation de classe d’aprés Ghobrial et al. [258]
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Récemment, Roos-Weil et al. [259] a proposé une nouvelle approche de classification permettant de
classer les MW soit en cellules B mémoire (MBC) soit en cellules plasmocytaires (PC). Cette étude de
patterns de méthylation du génome a permis de classer les patients en deux sous-catégories (MBC et
PC) en fonction des différences dans leurs signatures moléculaires. La catégorie MBC-WM est
constituée de petits lymphocytes et caractérisée par la présence de la mutation MYD88 L265P et
CXCR4 S338X. La catégorie PC-WM est quant a elle constituée de lymphocytes et de cellules
plasmacytoides. Dans cette catégorie les altérations génomiques les plus couramment rencontrées sont
la délétion sur le chromosome 6q, la surexpression de CD38, IGHV et des histones. Ces différences
peuvent expliquer pourquoi certaine catégorie (MBC) sont résistantes aux différents traitements de la

MW et peuvent permettre d’affiner le traitement (cf. figure 27) [259].

DNA methylation analysis of WM patients
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Figure 27 : Mise en évidence de deux sous-types MW

L’étude transcriptomique intégrant les signatures de méthylation établie a
partir de 35 patients MW permet de classer en 2 sous-types les patients
MW : un sous-type MW au profil MBC et un sous-type MW au profil PC
normaux. Chacun de ces sous-types MW présentent des caractéristiques
génétiques, phénotypiques et cliniques différentielles. Le sous-type MW
MBC regroupe plus de mutations clonales CXCR4, délétion 13q, et présente
une splénomégalie et thrombocytopénie, alors que le sous-type MW au
profil PC regroupe plus de délétion 6q, gain de 6p, possede des fréquences
accrues de genes IGHV3, une expression de CD38 et montre un profil
caractéristique des plasmocytes d’aprés Roos-Weil et al. [259].
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Les MGUS d’isotype IgM peuvent ainsi étre considérées comme un état précoce de la MW, comme
cela est observé pour les MGUS IgG et IgA dans le myélome multiple (MM) [260]. En effet, d'apres
les données de suivi a long terme de la Mayo Clinic (Rochester, E-U), un patient possédant des
antécédents personnels de MGUS-IgM a un risque, associé a 1 a 1,5%, de développer une MW et a un
risque supplémentaire, associé a 8,5%, de développer une LLC ou un autre syndrome
lymphoproliferatif chronique B associé a une IgM [261] [262]. Ce risque est corrélé au composant
monoclonal IgM mis en évidence lors du diagnostic et/ou lors du suivi des patients.

La maladie apparait le plus fréquemment sous forme isolée bien qu’il existe des formes familiales
[263]. En effet, il décrit dans la littérature que 1’existence d’'une MW ou d’un autre syndrome
lymphoprolifératif chez les apparentés du premier degré est observée dans environ 20 % des cas de
MW. Cette prévalence est inférieure a 1% dans la population générale et est comprise entre 3,2 et 6,3%
dans les familles ayant des antécédents familiaux correspondant a la MW [264]. De plus, il a été
rapporté que les patients avec des antécédents familiaux de MW ou de MGUS IgM déclare plus

précocement la maladie et ont un niveau d’infiltration médullaire plus important.

Jusqu’en 2021, ’ensemble des données retrouvées dans la littérature suggéraient que la prolifération
tumorale pourrait étre issue d’un lymphocyte B arrété dans son processus de développement aprés son
passage dans le centre germinatif, mais avant le stade de plasmocyte. Kaushal et al. [265] ont montré
que la mutation MYD88 L265P était présente dés les premiers stades de différenciation B (cellules pre-
B), avant I'expansion du clone de cellules B malignes. En réalisant le profilage immunogénomique
unicellulaire a haute dimension d'échantillons de patients MGUS et MW, ils montrent que la croissance
du clone tumoral dans la MW est précédée d’une expansion de cellules B extrafolliculaires
polyclonales (cellules B CXCR5"™9), d’une inflammation my¢loide et de dysfonctions immunitaires

(baisse du compartiment T/NK, des lymphocytes B naifs) au cours de la phase pré-néoplasique.

Dans cet article ils proposent un nouveau modele dans lequel 1I’expansion aberrante de ces cellules B

extrafolliculaires polyclonales crée un milieu favorable pour I'émergence de la MGUS.
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Figure 28 : Résumé des résultats d’anomalies génomiques retrouvées dans la MW.
BM, moelle osseuse ; IgM, immunoglobuline M; LPC, cellule lymphoplasmocytaire ; WT,
de type sauvage d’aprés Hunter et al. [266].
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5.3.5. Les mutations autres que L265P dans la MW

En 2014, Hunter al. décrivent, deux ans apres la découverte de MYD88 dans la MW d’autres mutations
ont été trouvées dans les genes suivants : ETV6 (60%), CXCR4 (27%), ARID1A (17%), MYBBP1A
(7%) et CD79B (7%) des cas. [159]

Ces données ont été complété par 1’étude parue en 2017, dans laquelle les auteurs décrivent d’autres
génes mutés tels que MYBBP1A, TP53, MLL2, HISTIH1E et HIST1IH1B mais dans des proportions
plus faibles [266](cf. figure 28).

Cote altérations chromosomiques, les délétions les plus fréquemment retrouve au sein du chromosome
6g dans 40% et 60% des cas et 11g,13q,17q dans 20% des cas. Hunter et al., dans une autre étude,
démontrent que lorsque la migration cellulaire n’est pas imputée au récepteur membranaire CXCR4,
et son ligand CXCL12, mais a une Altération du Nombre de Copies (CNA), cela implique les génes :
PRDM2 (93 %), BTG1 (87 %), HIVEP2 (77 %), MKLN1 (77 %), PLEKHG1 (70 %), LYN (60 %),
ARID1B (50 %) et FOXP1 (37%)[159]. Les pertes de PLEKHG1, HIVEP2, ARID1B et BCLAF1
constituaient les délétions les plus courantes au sein du chromosome 6.

Aux vus de ces constations, la délétion 6q apparait comme un bon candidat pour discriminer les patients
MW des MGUS et peut servir de marqueur pronostique. Les autres délétions, tout comme la trisomie
4, 12 et 18 et les réarrangement IgH (caractéristiques du myélome a IgM) peuvent étre utilisés pour
différencier les cas de MW de ceux du myélome a IgM. CXCR4 n’étant pas décrit dans d’autres
pathologies a I’exception de quelques cas de MZL apparait comme é€tant un bon candidat pour le
diagnostic de la MW. ARID1A apparait étre un facteur de pronostic aggravant, puisque les patients
présentant la combinaison mutationnelle ARID1A et MYD88 L265P présentent un taux d’hémoglobine
et de plaquette diminueés et des atteintes au niveau de la moelle osseuse plus importantes [267].

Les patients présentant la combinaison mutationnelle CD79B et MYD88 L265P ont un risque accru de
voir leur pathologie évoluer en DLBCL de type ABC et ont une survie globale plus courte [268]. 3 a
10% des patients, ne possédant pas la mutation MYD88 L265P, présentent un profil génétique
fondamentalement différent de ceux présentant la mutation MYD88. Méme s’ils sont peu nombreux,
certains patients atteints de MW ne présentent pas de mutation au niveau de MYD88. Leur profil révéele
alors des mutations activant la voie NF-xB (TBL1XR1, PTPN13, MALT1, BCL10, NFKB2, NFKBIB,
NFKBIZ et UDRL1F), (KMT2D, KMT2C et KDMG6A) ou altérant la réparation des dommages a
I'ADN (TP53, ATM, et TRRAP). Ces patients répondent faiblement a I’ibrutinib contrairement aux
patients présentant la mutation MYD88 L265P [266] (cf. figure 28).
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5.3.6. Pronostic et traitement

La médiane de survie des patients atteints de MW est d’environ 5 ans. Les facteurs pronostiques

adoptés de maniere consensuelle sont I’anémie, la thrombopénie (qui reflete le degré d’infiltration

médullaire), le taux d’IgM, le taux de f2-microglobuline et I’age. D’apres la littérature :

Les patients asymptomatiques ne nécessitent pas d’étre traités, une simple surveillance est

recommandée.

Pour les patients symptomatiques, le statut de mutation MYD88 et CXCR4 peut étre utilisé pour le

choix du traitement. Afin de minimiser les risques d'effets secondaires indésirables liés au traitement a

court et a long terme, tels que la neuropathie, I'immunosuppression et les lésions des cellules souches,

ainsi que la myélodysplasie secondaire et les tumeurs malignes.

Chez les patients ne présentant pas la mutation CXCR4, l'utilisation d'ibrutinib (ciblant Btk)
peut étre envisagée comme un traitement de premier choix [269].

Son efficacité dépasse les 90% [270]. Toutefois, chez ces patients ne présentant ni la mutation
CXCR4, ni de signe d’hyperviscosité symptomatique et n’ayant pas un besoin urgent de
controler la maladie, 1’ Ibrutinib en association avec le Rituximab (anti-CD20) peut étre préféré
a I'lbrutinib seul. En effet, I’association Ibrutinib/Rituximab induit une réponse plus courte, 3

mois contre 6-7 mois pour I'lbrutinib seul [269].

Pour les patients présentant a la fois des mutations MYD88 et CXCR4, une réponse retardée
a I’Ibrutunib a été constatée [267]. Les patients présentant une mutation CXCR4 non-sens ont
un risque élevé de présenter une hyperviscosité symptomatique nécessitant un contréle
immédiat de la maladie [158]. La nécessité d’obtenir une réponse rapide doit donc étre prise
en compte. Par conséquent, des altérations a I’ Ibrutinib doivent étre envisagées. Pour se faire
il est possible d’utiliser les associations suivantes soit :

» la Bendamustine et le Rituximab (Benda-R)

» un traitement a base d'inhibiteurs du protéasome comme le Bortézomib, combiné avec

la Dexaméthasone et le Rituximab (BDR)

» Carfilzomib, Rituximab et Dexaméthasone (CaRD);

A\

Ixazomib, Dexaméthasone et Rituximab (IDR).
» Cyclophosphamide, Doxorubicine, Vincristine et Prednisone plus Rituximab (R-
CHOP)
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Le BDR est a privilégier chez les sujets atteints d’amylose LC symptomatique afin de
minimiser la neuropathie liée au traitement. Ce traitement est actuellement considérée comme
le traitement de premier choix [271]. C’est un traitement bien toléré, avec un taux de réponse
de 83%.

e Pour les patients atteints d'une MW de type MYD88 sauvage, un traitement a base de
Bendamustine ou de Bortezomib (inhibiteur du protéasome)/Rituximab doit étre envisagé
[272].

Chez les patients en rechute ou refractaires au traitement, il est possible de proposer les traitements
thérapeutiques utilisés en premiere ligne ou une thérapie combinée tel que le R-CHOP
(Cyclophosphamide, Doxorubicine, Vincristine, Prednisone, Rituximab). Toutefois, il est préconisé de
privilégier les alternatives aux alkylants ou aux analogues nucléosidiques surtout si elles ont déja été
utilisées pour minimiser les dommages aux cellules souches. Pour les patients qui ont connu de
multiples rechutes et qui ont déja été exposés a des agents alkylants, des inhibiteurs de protéasome et
a I'lbrutinib, l'utilisation hors AMM du Vénétoclax peut étre envisagée [273]. L’Everolimus, seul ou
en association avec le Bortézomib et le Rituximab, peuvent également étre envisagés chez les patients
précédemment exposes a des agents alkylants, des inhibiteurs de protéasome et a I'lbrutinib, bien que
des toxicités hématologiques et une pneumonie auto-immune soient notables [274] [275]. Chez les
jeunes patients ou réfractaires aux traitements 1’autogreffe peut étre envisagée. Cependant, cela n’est
possible que si un préléevement de moelle a été effectué avant une exposition prolongée aux analogues

de purines et aux agents alkylants [276] [277].

Pour les patients qui développent une intolérance a 1’lbrutinib, l'utilisation hors AMM de
I'Acalabrutinib peut étre envisagée [267]. Pour ceux développant une intolérance au Rituximab,

I'Ofatumumab est présentée comme étant une bonne alternative [278] [279].

En résumé, les principales options thérapeutiques comprennent les agents alkylants, les analogues
nucléosidiques et le Rituximab, en monothérapie ou en association. Les résultats préliminaires des
études testant de nouvelles combinaisons de chimiothérapies sont encourageants, mais aucune
association thérapeutique n’a fait la preuve de sa supériorité. Aucun d’entre eux ne permet une
rémission compléte, seule une augmentation de la survie ainsi qu’une amélioration de la qualité de vie
sont possibles.

La plupart des traitements de la MW étant agressifs et non spécifiques de la maladie, ils
s’accompagnent d’effets secondaires : nausées ou vomissements, constipation, diarrhées, faible

numération globulaire, perte de cheveux, fatigue, réactions aux perfusions, risque d’infections accru et
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neuropathie. Il faut donc développer de nouveaux agents thérapeutiques pour la MW. Une meilleure
connaissance de la physiopathogénie de cette maladie permettrait d’envisager des thérapeutiques
ciblées. Pour les patients jeunes, le but est de pouvoir controler le plus possible la maladie et établir
ainsi une stratégie thérapeutique adaptée aux facteurs pronostiques. Pour les sujets agés, le but est de

préserver une bonne qualité de vie, avec des traitements efficaces, mais peu toxiques.
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Chapitre 6: Etude de ’impact de D’expression de la
mutation L265P au travers de modele murin

Dans le cadre de 1’étude de maladies humaines, le mod¢le animal a pour but de valider ou invalider des
hypothéses en termes de physiopathologie au niveau des organes, des tissus, des cellules et/ou des
molécules impliquées. En effet, les modéles basés sur des cultures cellulaires ou des tissus ou organes
seuls ne sont souvent pas suffisants a la compréhension des maladies.

Cependant, la pertinence de I’utilisation de I’animal comme mod¢le, lors d’études d’affections
humaines, dépend de sa capacité a représenter avec précision la maladie étudiée. La souris s’est
imposée comme un choix pertinent pour de nombreuses raisons.

e La souris est le meilleur modéle pour 1’étude du systéme : immunitaire, musculaire,
endocrinien, nerveux, cardio-vasculaire et squelettique.

e Elle posseéde tous les atouts pour 1’élevage en laboratoire : une descendance nombreuse, un
développement rapide et une taille réduite, un cycle de reproduction tres court (3 semaines).
Ces caractéristiques ont ’avantage de permettre un développement rapide des lignées et des
analyses statistiques pertinentes.

e Le caractere reproductible des expériences est possible par le maintien de conditions
d’hébergement identiques et hautement standardisées d’un individu a P’autre (climat, statut
sanitaire, pression infectieuse...).

e De plus, sur le plan génétique, la souris est tres similaire a 1’homme au point de vue
physiologiques et pathologiques. Le génome de la souris est environ 14% plus petit que le
génome humain, mais les deux génomes contiennent chacun environ 24000 a 25000 génes. En
effet, plus de 75% des génes orthologues sont communs aux deux espéces et sur I’ensemble du

génome humain et murin moins de 1% des génes semblent n’avoir aucune homologie [280].

Dans notre cas, si on regarde en détail la séquence en acide aminé de la protéine MYD88 on constate
que seul 8 acides animés sur 136 different entre la séquence humaine et murine. Ce qui correspond a

plus de 95 % d’homologie entre les deux séquences.
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Figure 29 : Séquence MYD88 humaine et murine. Ces séquences présentent plus de 95% d’homologie avec seulement 8 acides aminés de
différences.

Dans le génome murin la mutation humaine L265P est retrouvée en position 252. Par conséquent,
MYD88 L252P est I’orthologue murin de la mutation MYD88 L265P chez I’humain.
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Revue des modeles publiés

Dans ce paragraphe, je vais passer en revue les modéles d’expression de la mutation humaine MYD88

L265P ou de son équivalent murin L252P développés avant et au cours de ma thése.

Précédemment, nous avons vu que MYDB88 est une protéine adaptatrice en aval de la plupart des
récepteurs Toll-like (TLR) et interleukine-1 (IL-1) (cf. chapitre 2) C’est pour cette raison que Wang et
al. [281] ont traité ces tumeurs malignes avec des inhibiteurs de récepteurs endosomiques de type Toll
(TLR9, TLR7). Dans cet article, les auteurs utilisent des cellules B matures activées provenant de souris
sauvages, mutantes Unc93b13¥3 pour lesquelles la signalisation TLR9 et TLR7 est bloquée, ou
déficientes en TIr9 transduites avec un rétrovirus codant MYD88 L265P. Les analyses in vitro et in vivo
sur des souris receveuses Ragl™ transplantées (pour lequel la différenciation lymphoide est bloquée
au stade précoce du développement), montrent que la mutation Unc93b13¢% ou la déficience en TIr9
inhibent la croissance des cellules B MYD88 L265P in vitro, alors qu’elles ont augmenté in vivo
1’accumulation de ces cellules sous forme de plasmablastes CD19'°"

Ces resultats révélent un effet inhibiteur puissant et inattendu du TLR9 sur la prolifération et la
différenciation des lymphocytes B MYD88 L265P qui semble indépendant du TLR7, et ils fournissent
un indicateur préclinique pour la prudence dans les essais cliniques, des inhibiteurs TLR7/9 pour le

traitement de la maladie.

Le premier modéle murin d’expression de Myd88 L252P a été publié en 2016 par Knittel et al. [282].
Ils ont conceptuellement généré un modele de souris dans lequel le transgéne Myd88 L252P est exprimé
spécifiqguement dans les cellules B grace au systéeme Cre/lox. Dans ce modéle la mutation MYD88
L252P est intégré au niveau du locus endogene de Myd88.

Ce travail montre que ces souris développent une maladie lymphoproliférative qui se transforment
occasionnellement (~30%) en lymphomes polyclonaux. 1ls démontrent que, quel que soit le stade de
différenciation B dans lequel la mutation L252P est exprimée, (stade pro-B, centre germinatif, stade
transitionnel) cela conduit a un désordre lymphoprolifératif.

L’ensemble de leurs données semblent indiquer que I'expression de Myd88 L252P conduit a un blocage
de la différenciation des cellules B apres le centre germinatif avec des cellules B exprimant Irf-4 et non
Bcl6. Ces observations sont conformes aux données de patients atteints de lymphome humain, telles
que les DLBCL de type ABC, la MW et les LLC, ce qui suggere que les mutations oncogénes Myd88
sont enrichies dans les tumeurs malignes post-centre germinatif (GC) avec mutation IGHV et GC.
Dans cette méme étude, ils montrent que la co-expression de Myd88 L252P et BCL2 conduit dans
100% des cas au développement de DLBCL de type ABC. Le croisement de souris Myd88 L252P et
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Ep-BCL2 s’est avéré essentiel pour accélérer la lymphomagenese. Afin de valider leur approche les
auteurs ont croises leurs analyses avec celles de données de séquencage du génome DLBCL humain.
Ainsi ils ont confirmé que les amplifications de BCL2 coincidaient fréquemment avec les mutations
MYD88 chez les patients DLBCL de type ABC.

Knittel et al. ont développé un modéle Myd88 L252P qui génere principalement des DLBCL de type
ABC. Cependant, cette mutation et rencontrée dans seulement 29% des cas de DLBCL de type ABC
contre 90% des cas de MW. Selon eux, la mutation MYD88 n’est pas suffisante pour induire un LPL

de type MW suggérant que d’autres mutations secondaires sont nécessaires pour induire un MW.

En 2019 Sewastianick et al. [283] ont proposé un modele différent de celui de Knittel. Ce modeéle de
souris exprime la mutation humaine L265P et non la mutation murine L252P. De plus, le locus
endogene n’est pas modifié puisque le transgéne est inséré dans le locus Col1Al qui permet d’avoir
une expression forte du transgéne inséré.

Grace a ce modele, ils démontrent que la mutation MYD88 L265P favorise le développement d’un
trouble lymphoprolifératif non clonal de bas grade a cellules B présentant plusieurs caractéristiques
clinico-pathologiques qui ressemblent & la LPL/WM humaine, notamment une expansion des cellules
lymphoplasmacytoides, I'augmentation de la concentration sérique d'immunoglobuline M (IgM), la
formation de rouleaux et le nombre accru de mastocytes dans la moelle osseuse, et une signalisation
pro-inflammatoire qui progresse sporadiquement jusqu'a un DLBCL clonal de haut grade. Ils arrivent
a la méme conclusion que Knittel a savoir que bien que la MYD88 L265P puisse étre indispensable au
phénotype LPL/WM, elle ne suffit pas & elle seule a entrainer une transformation maligne dans les
lymphocytes B. Cette transformation dépendrait d'autres événements génétiques coopérants avec
MYD8S8.

En 2020 Schmidt et al. ont publié un nouveau mod¢le d’expression de la mutation murine Myd88
L252P en utilisant la méme stratégie que Knittel[284]. Contrairement a ce dernier, ils démontrent que,
lorsque I’expression B spécifique de la mutation Myd88 L252P est suffisante pour induire une
gammapathie prémaligne ressemblant au MGUS de type IgM. En effet, son expression induite dés les
stades précoces (stade pro-B) n’altére pas le développent B mais ils observent avec 1’adge une
accumulation anormale de plasmocytes exprimant les IgM au sein de la rate et les os, caractéristique
d’une maladie lymphoproliférative polyclonale de bas grade. Afin de tester si la mutation Myd88
L252P pouvait provoquer des expansions clonales, ils ont introduit dans une petite fraction de cellules
B CD19 positives la mutation Myd88 L252P. Ainsi, ils montrent que la mutation Myd88 L252P est
suffisante pour favoriser la survie et I'expansion des plasmocytes exprimant I’ IgM pouvant s’apparenter

au syndrome MGUS a IgM. Ce modele est celui qui se rapproche le plus de la situation chez les patients
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humains, ou la mutation MYD88 se produit vraissmblablement comme un événement rare dans une
cellule B progénitrice tumorale. Cependant, méme si ce modele semble trés proche de la pathologie
humaine, I'activation continue d'une mutation endogene Myd88 L252P par CD19-Cre n'a pas provoque
de maladie lymphoproliférative fulminante ou une transformation accrue en lymphome B ou une
mortalité accrue. Schmidt et al, émettent I’hypothése que ces divergences peuvent étre causees par
differents signaux externes (tels que la signalisation TLR induite par statut sanitaire non EOPS) ou
dues a I’effet moléculaire d'une forte surexpression transgénique, ou les deux et non a une différence

entre les protéines humaine L265P et murine L252P comme suggére par Sewastianik et al.
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OBJECTIFS

Malgré les traitements actuels mis en place, la maladie de Waldenstrém reste incurable et de nouvelles
stratégies sont nécessaires. Apres la découverte de la mutation MYD88 dans la majorité des cas de MW
en 2013, un des objectifs est de développer un modele animal mimant la pathologie humaine afin de
mieux comprendre son émergence et de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. Malgrée les
différents modéles publiés au cours de ma thése, la MW manque toujours d'un modéle de souris
génétiquement modifié pour son étude. En effet, le réle exact de la mutation MYD88 dans I'initiation
du lymphome et sa capacité a favoriser la transformation néoplasique, n’ont toujours pas entierement
compris. Il en résulte que des améliorations supplémentaires sont nécessaires pour obtenir de
meilleures corrélations avec les caractéristiques de la maladie de la MW. La stratégie adoptée par le
laboratoire en 2015, a été de créer un modéle transgénique de souris avec insertion de la mutation
murine Myd88 L252P dans le locus Rosa26. La mutation MYD88 étant retrouvée principalement dans
les LNHB de type MW (90%) et ABC-DLBCL (30%), nous avons voulu exprimer la mutation
uniquement dans le compartiment B grace au systeme Cre/Lox. Ainsi, aprés croisement avec des souris
CD19_Cre qui exprime la recombinase Cre deés les premiers stades du développement B, nous pouvons

poser la question du réle de MYD88 dans la transformation lymphocytaire B.

Le premier objectif de ma thése a alors été de caractériser ce nouveau modeéle transgénique. Comme
nous I’avons vu dans la partie introductive, la mutation MYD88 induit un changement de conformation
de la protéine aboutissant a son activation constitutive ainsi que les voies de signalisation en aval.
Parmi ces voies, on retrouve notamment une suractivation continue du facteur de transcription NF-xB
qui conduit, de part ses genes cibles, a la transformation cellulaire et I’émergence tumorale. Parmi les
génes dérégulés par la voie NF-kB, on retrouve des geénes impliqués dans 1’échappement a la réponse
immune (par exemple, 1L10, CD80, MYC, CD86, CD274, I1L6, PIM1).

Le deuxiéme objectif de ma thése a été d’initier le role de MYD88 dans le contrdle de la réponse
immune contre la tumeur. Pour cela, j’ai mis au point un mode¢le in vitro a partir d’une lignée cellulaire
humaine (EREB2.5) dans laquelle, je fais exprimer la mutation humaine MYD88 L265P. En parallele
de I’étude des conséquences de son expression en terme de signalisation, d’inflammation et de
transformation, j’ai évaluer le potentiel de ces cellules a acquérir des caractéristiques de cellules B

régulatrices
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RESULTATS

7.1. Etude du role de la mutation murine Myd88 L252P au travers de la
création d’un modéle in vivo original.

Les PAMPs tel que le LPS, les ODN CpG induisent via ’activation des TLRs et de leur protéine
adaptatrice MYD88, la prolifération des cellules B normales [285] et tumorales [286] . L’activation de
la voie NF-kB est considérée comme la clé de voute de la prolifération cellulaire induite par la
stimulation TLR. Lorsque 1’un des acteurs intervenant dans cette voie de signalisation est muté, comme
dans le cas de la maladie de Waldenstrom (MW), ou dans 90% des cas MYD88 est muté, on observe
une activation continue de la voie canonique NF-kB. La MW est un lymphome B indolent incurable.
La découverte de la mutation L265P de MYD88 activatrice de NF-kB dans plus de 90% des cas a
démontré que la MW est génétiquement distincte des autres lymphomes indolents avec sécrétion
d’IgM. MYD88 apparait donc comme étant le premier événement oncogenique de la maladie.
Cependant s’il est admis que MYD88 L265P est a I’origine de la MW, les modeles murins déja existants
(cf. Chapitre 7) ne permettent pas de démontrer le rdle exact de MYD88 mutée dans I'émergence d'un
clone lymphoplasmocytaire B de type MW. Pour cela en 2015, nous avons souhaité développer un
modele de souris « Knock-In » avec expression de la mutation murine Myd88 L252P dans les cellules
B. Pour développer ce modele, la stratégie choisie a été d’insérer par recombinaison homologue un
transgene porteur de la mutation Myd88 L252P dans le locus Rosa26.

Le locus Gt(Rosa)26, est situé sur le chromosome 6. Ce locus contient le géne d’un long ARN non-
codant sous le contréle d’un promoteur constitutif et d’expression ubiquitaire. L'activité
transcriptionnelle omniprésente du locus suggere que la région génomique n'est pas affectée par le
phénomeéne de condensation/décondensation de chromatine qui pourraient conduire a la répression
transcriptionnelle des transgenes insérés. Par conséquent, elle est devenue un site d'insertion fiable pour
les transgénes exogenes. Ces transgénes peuvent étre introduits dans le premier intron ou la présence
d'un accepteur d'épissage puissant permet a I'expression du transgene d'étre pilotée par le promoteur
ubiquitaire endogéne. De plus, I'expression du transgéne peut étre contrblée, a la fois spatialement et
temporellement, grace au systeme Cre/Lox [287] [288]. Des vecteurs de ciblage standardisés pour
Rosa26 sont maintenant facilement disponibles, dont certains ont été adaptés pour des méthodologies

de clonage facilité telles que le systéme Gateway [289] [290].
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Le transgene utilisé contient, en plus du cDNA Myd88 muté (Myd88 L252P), le cDNA du gene codant
pour une protéine de fluorescence : la Yfp (Yellow Fluorescence Protein) avec une séquence IRES entre

les deux qui permet de produire les protéines de maniere indépendante et non en fusion (cf._Eigure 30).
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Figure 30 : Recombinaison homologue du transgéne MYD88 L252P- Yfp au niveau du
locus Rosa26.

MYD88 L252P est orthologue de la séquence humaine MYD88 L265P. Le transgéne est inséré
dans le locus Rosa26 et est composé du gene de résistance a la néomycine et d’une séquence

STOP flanqués de sites LoxP (triangles noirs) en amont du cDNA de Myd88 muté (L252P) et
du cDNA de la Yfp séparés par une séquence IRES.

Gréace a la Yfp, il nous a été possible de suivre les cellules qui expriment le transgene en fonction de
leur localisation. Le transgéne est exprimé spécifiguement dans les cellules B grace au systéme Cre/lox.
Ici le géne de la recombinase Cre a été intégré dans le locus Cd19 afin que de la CRE recombinase soit
uniquement exprimée dans les lymphocytes B. Le croisement de ces souris CD19-Cre avec les souris
Myd88 L252P aboutit a I’élimination de la cassette stop permettant ainsi I’expression du transgeéne

Myd88 L252P-YFP uniquement dans les lymphocytes B (cf._ Figure 31).
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Figure 31 : Modéle murin Myd88 L252P.

Le croisement de ces souris CD19-Cre avec les souris Myd88 L252P permettra d’éliminer la cassette STOP et
I’expression du transgéne uniquement dans les cellules B
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Les souris Myd88 L252P ont montré une différenciation accrue des plasmocytes IgM caractériseée tout
d’abord par une hyper gammaglobulinémie polyclonale sérique (hyper Ig) chez les souris les plus
jeunes qui s’est transformée en pic d'immunoglobulines (Ig) chez les souris plus &gées. La présence de
ces pics d'lg monoclonaux est directement corrélée a une hypertrophie de la rate. Au niveau de la
moelle, I’augmentation du nombre des cellules B IgM+ et de plasmocytes IgM est associé¢ a un
continuum de différenciation plasmocytaire chez les souris jeunes marqué par une expression continue
du CD138 et & la perte du marqueur B220.

A partir des profils d’expression de génes des souris MYDS88 L252P, nous avons montré que les
cellules B tumorales MYD88 L252P issus de la rate possédaient une signature transcriptomique
similaire a celle de patients atteints de la MW.

L'ensemble, de ces résultats demontrent pour la premiere fois que I'activation continue de MY D88 est
spécifiquement associée a la transformation clonale des cellules B 1gM en différenciation. Malgreé le
fait que notre modéle ne mime pas toutes les caractéristiques de la MW, ce modele est actuellement le

seul qui se rapproche aussi précisement de la MW.
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Activating mutations of MYD88 (MYD88-4%°F being the far most frequent) are found in
most cases of Waldenstrém macroglobulinemia (WM) as well as in various aggressive B-
cell ymphoma entities with features of plasma cell (PC) differentiation, such as activated B-
cell type diffuse large B-cell ymphoma (DLBCL). To understand how MYD88 activation
exerts its transformation potential, we developed a new mouse model in which the
MYD88-2°?P protein, the murine ortholog of human MYD88“2%°F, is continuously
expressed in CD19 positive B-cells together with the Yellow Fluorescent Protein
(Myd88-2°2F mice). In bone marrow, IgM B and plasma cells were expanded with a
CD138 expression continuum from IgM"M" CD138"°" to IgM'®" CD138"9" cells and the
progressive loss of the B220 marker. Serum protein electrophoresis (SPE) longitudinal
analysis of 40 Myd88-2°2F mice (16 to 56 weeks old) demonstrated that ageing was first
associated with serum polyclonal hyper gammaglobulinemia (hyper Ig) and followed by a
monoclonal immunoglobulin (Ig) peak related to a progressive increase in IgM serum
levels. All Myd88-2°?F mice exhibited spleen enlargement which was directly correlated
with the SPE profile and was maximal for monoclonal Ig peaks. Myd88-2°2F mice
exhibited very early increased IgM PC differentiation. Most likely due to an early
increase in the Ki67 proliferation index, IgM lymphoplasmacytic (LP) and plasma cells
continuously expanded with age being first associated with hyper Ig and then with
monoclonal Ig peak. This peak was consistently associated with a spleen LP-like B-cell
lymphoma. Clonal expression of both membrane and secreted p chain isoforms was
demonstrated at the mRNA level by high throughput sequencing. The Myd88-2°2F tumor
transcriptomic signature identified both proliferation and canonical NF-xB p65/RelA
activation. Comparison with MYD88-2%°" WM showed that Myd88-2°?" tumors also
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shared the typical lymphoplasmacytic transcriptomic signature of WM bone marrow
purified tumor B-cells. Altogether these results demonstrate for the first time that
continuous MYD88 activation is specifically associated with clonal transformation of
differentiating IgM B-cells. Since MYD88“2°?" targets the IgM PC differentiation
continuum, it provides an interesting preclinical model for development of new
therapeutic approaches to both WM and aggressive MYD88 associated DLBCLs.

Keywords: MYD88 L265P mutation, lymphoplasmacytic lymphoma/Waldenstrom’s macroglobulinemia, IgM
secretion, monoclonal Ig peak, B-cell ymphoma, plasma cell

INTRODUCTION

Waldenstréom’s macroglobulinemia (WM) is an incurable
indolent B-cell lymphoma of the elderly accounting for less
than 5% of B-cell lymphomas with, as unique characteristics, a
serum IgM peak and primary medullary localization of
lymphoplasmacytic cells that exhibit continuous differentiation
from mature B lymphocytes to IgM secretory plasma cells (1).
Secondary lymphoid organ infiltration and/or a leukemic phase
is found in 20% cases. Other manifestations include neuropathy,
cryoglobulinemia, skin rash, cold-agglutinin hemolytic anemia,
and amyloidosis (2). The discovery of the activating mutation of
MYD88 (MYD88-?%F being the far most frequent) in more than
90% of WM cases contributed to the concept that this entity is
genetically distinct from other B-cell lymphomas (3, 4). Being
present in 50% of IgM monoclonal gammopathies of
undetermined significance (MGUS), MYD88 mutations are
most likely a primary event in WM (5). Considered as
secondary genetic events, activating mutations of CXCR4
(CXCR4>*X or CXCR4VH™) | a receptor implicated in
migration and bone marrow (BM) homing of leucocytes, are
found in 30% of WM cases (6). Additional mutations of CD79b,
ARIDIA or TP53 have been reported (7).

Despite these advances, WM pathophysiology is incompletely
understood. Its treatment remains challenging and the exact role
of MYD88 mutations in the emergence of lymphoplasmacytic B-
cell clones is not known (7, 8). Indeed, MYD88 mutations are
also found in 30% of activated B-cell type diffuse large B-cell
lymphomas (ABC-DLBCL), more than half of primary
cutaneous DLBCLs, leg type, and many DLBCLs at immune-
privileged sites but not in plasma cell myelomas, even IgM types
(9). It should be noted that IgM expression is a surrogate marker
of ABC-DLBCLs (10). Moreover, all these aggressive B-cell
tumors associated with MYD88, which often exhibit
morphological features of plasma cell (PC) differentiation, are
all associated with expression of the PC differentiation marker
IRF4. MYD88 protein is the canonical adapter for inflammatory
signaling pathways to downstream members of the Toll-like
receptor (TLR) and interleukin-1 receptor (IL-1R) families.
Forming the myddosome complex, MYD88 binds IL-1R or
TLR family members to IRAK kinases family. IRAK activation
leads to activation of the NF kappa B (NF-xB) transcription
factor and interferon 3 and 7 regulatory factors (IRF3 and 7).
MYD88"*" constitutively increases formation of the myddosome
complex with downstream NF-xB activation (3, 11, 12).

Experimentally, MYD88"***" is essential for survival of ABC-
DLBCL and WM cell lines (3, 11). A recent publication suggests
the involvement of HOIP and LUBAC-dependent NF-xB
activation in the transformation potential of MYD88 activation
in a mouse model (13). The current published mouse models with
continuous MYD88 activation in the B-cell lineage develop
aggressive clonal B-cell lymphomas that resemble human ABC-
DLBCLs (13-15). Although discussed by Jo et al. in the HOIP/
LUBAC activation context, no IgM peak was reported in these
models. Therefore, the question of a direct role for MYD88 in the
development of a lymphoplasmacytic lymphoma with monoclonal
IgM secretion is still open. Recently, K Schmidt et al. reported a
mouse model in which MYD88 activation was responsible for an
indolent lymphoproliferative disorder resembling to IgM
monoclonal gammopathy of unknown significance (IgM
MGUS), the asymptomatic preclinical stage of WM (16).

Here, we present a new mouse model in which the MYD88"*>*"
protein, the murine ortholog of human MYD88"*%*, is
continuously expressed in the B-cell lineage together with Yellow
Fluorescent Protein (YFP) (Myd88L25 2P mice). We show that these
mice first developed early expansion of CD93"® IgM PCs with an
increase in both IgM secretion and bone marrow relocalization of
IgM B-cells. Moreover, these mice also had increased percentages
of IgM™€" CD138"" and IgM"" CD138"#" cells with a CD138
expression continuum between both cell types. Then, these mice
developed an oligoclonal or clonal IgM lymphoplasmacytic-like B-
cell lymphoma together with a serum IgM monoclonal peak. These
tumors had marked transcriptomic similarities to WM but they
were located in the spleen and exhibited significant increased
proliferation. Despite differences between Myd88"***" LP-like B-
cell tumors and WM, our results demonstrate that the MYD88
transformation potential is strongly associated with a shift in B-cell
peripheral differentiation toward plasma cells with IgM secretion.
These results help explain why MYD88 activation is found in most
WM and in various aggressive B-cell lymphomas with IgM PC
differentiation engagement such as ABC DLBCLs.

MATERIALS AND METHODS

Generation of the Transgenic Mouse

Line Mydag-252F

The transgenes (cDNA) Myd88WT-IRES-Yfp and Myd88L252P -
IRES-Yfp were synthetized (Genecust, Dudelange, Luxembourg)
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and inserted into the pcDNA3.1 vector. Sequences of these
transgenes are given in Supplementary Materials and
Methods. The Myd88"*>*"-IRES-Yfp insert was cloned into the
pROSA26-1 vector (17) containing a LoxP-flanked region,
consisting of a stop cassette and the Neomycin gene (18). The
transgene Myd88"***’-IRES-Yfp was inserted downstream from
the stop cassette. JM8 embryonic stem (ES) cells were transfected
with the targeting vector according to a previously described
protocol (19). Targeted ES cells were screened for homologous
recombination by PCR. Genomic DNA (gDNA) extraction was
performed using an in house protocol and consisted of gDNA
precipitation with absolute ethanol. Twenty nanograms gDNA
were used for each PCR (primer sequences in Supplementary
Materials and Methods) using LongAmp® Taq DNA Polymerase
(New England Biolabs, Ipswich, MA) according to the
manufacturer’s recommendations. Recombined ES cells were
injected into C57BL/6] blastocysts which were transferred into
foster mothers to obtain chimeric mice (Myd88L252P AISTOP 1hjce).

Mice

Cd19°™ mice (20) and mice carrying the Myd88"***"-IRES-Yfp
allele were crossed to induce the expression of the transgene in B
cells (Myd88"***" mice). Offspring were routinely screened by
PCR using specific primers for insertion of the transgene
(Supplementary Materials and Methods). Animals were housed
at 21-23°C with a 12-hour light/dark cycle. All procedures were
conducted under an approved protocol according to European
guidelines for animal experimentation (French national
authorization number: 8708503 and French ethics committee
registration number APAFIS#14581-2018041009469362 v3).

Cell Transfection and NF-xB Dependent
Dual-Luciferase Reporter Assay

A20 cells (5.10°) were co-transfected with 5 pg of either empty
pcDNA3.1, pcDNA3.1-Myd88"™ " or pcDNA3.1-Myd88-*>**
vectors, plus 100 ng pRL-TK Renilla luciferase expression vector
(Promega Corporation, Madison, WI) and 5 ug of either the 3X-
KB-L vector with three copies of the major histocompatibility
complex (MHC) class I kB element or its mutated counterpart, the
3X-mutkB-L vector (21) using Amaxa L013 program (AMAXA
Biosystems, Cologne, Germany). Twenty four hours after
transfection, cells were lysed and luciferase activities were
measured using the Dual-Luciferase Reporter Assay System and
the Turner Designs TD-20/20 Luminometer (Promega
Corporation, Madison, WI).

Sera Analyses

Serum was obtained from blood collected retro-orbitally. Specific
ELISA and serum electrophoresis assay were performed as
previously described (19, 22).

Flow Cytometry and In Vivo

Proliferation Assays

In order to collect BM cells of Cd19“" and Myd88"***" mice,
femurs from both hind legs were rinsed with PBS and sternum

was gently crushed and cells filtered on a nylon meshwork that
was rinsed with PBS. Spleen cells from Cd19“" and Myd88"*>*"
were filtered through a sterile nylon membrane. Blood samples
were collected retro-orbitally. Red cells were lysed by RBC Lysis
Buffer (Biolegend, San Diego, CA). Cell suspensions were
resuspended at 4°C in a labeling buffer (PBS, 1% BSA, 2mM
EDTA) and labeled with fluorescent conjugated monoclonal
antibodies listed in Supplementary Materials and Methods.
Labeled cells were analyzed using a BD Fortessa SORP flow
cytometer (BD Bioscience France, Le Pont de Claix, France).
Results were analyzed using Kaluza Flow Cytometry software 1.2
(Beckman Coulter, Brea, CA).

Immunohistochemistry

Paraffin embedded tissue sections (5um) were deparaffinized as
follows: slides were immersed successively in xylene twice for
3 min, 3 times for 3 min in 100% ethanol, once for 3 min in 95%
ethanol and 3 times in PBS for 5 min. Then, slides were
immersed in citrate buffer pH7 and heated 4 times for 5 min
40 sec in a microwave at 800W. Image acquisition was performed
with the Nanozoomer 2.0RS Hamamatsu and NDP.scan software
(812 Joko-cho, Higashi-ku, Hamamatsu City, 431-3196, Japan).
Quantification of Ki67 nuclear labelling was performed with the
image]S and the Ki67 module: http://imagejs.org/?http://module.
imagejs.googlecode.com/git/mathbiol.chromomarkers.js&http://
module.imagejs.googlecode.com/git/ki67 (23).

Gene Expression Profiling

A series of seven mice (three Cd19°™ and four MdeSLZSZP) was
studied in parallel with bone marrow purified tumor B-cells from
a series of 11 patients with M YD88L?5P WM (series 1) as well as
lymph nodes from a series of 58 patients: 19 MYD88" " chronic
lymphocytic leukemia, 15 M YD88 %Y WM, 12 MYDS88" Nodal
marginal zone lymphoma, 5 MYD88" WM, 4 follicular
lymphoma and 3 patients with benign follicular hyperplasia
(series 2, Supplementary Tables 1 and 2). Approval of this
protocol was obtained from the local IRB of the CHRU of Lille
(CSTMTO043). MYD88 and CXCR4 mutational status was
determined as previously described (6). Total mRNA was extracted
from whole infiltrated tissues and purified B-cells as reported (24).
For humans and mice, RNA amplification and hybridization onto
microarrays were performed on an Affymetrix Human Genome
U133 Plus 2.0 Array and on an Affymetrix Gene Atlas system® with
the MoGene-2_1-st-vl Affymetrix chip (Affymetrix, Santa Clara, CA)
respectively according to a previously described protocol (25) (GEO
accession number GSE138273). Bioinformatic analyses are detailed in
Supplementary Materials and Methods.

Repertoire Analysis

RNA was extracted from total spleen, and 1ug was used for
sequencing. Transcripts were amplified by 5RACE PCR using
reverse primers hybridizing within either the membrane or
secreted exon of the p or v genes. ProtoScript® II Reverse
Transcriptase (New England Biolabs, Ipswich, MA) was used
for reverse transcription and amplicons were obtained using
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Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs,
Ipswich, MA) according to the manufacturer’s instructions.
Primers used are listed in Supplementary Materials and
Methods. Illumina sequencing adapter sequences were added
by primer extension, and resulting amplicons were sequenced on
an Illumina MiSeq sequencing system using MiSeq kit Reagent
V2 500 cycles. Paired reads were merged using FLASH (26).
Repertoire analysis was done using the IMGT/HighV-QUEST
online tool (http://www.imgt.org/IMGT_vquest/vquest). The
resulting output was parsed by in-house R script.

RESULTS

Generation of a Mouse Model With
Insertion of the Mouse Mutation Myd88
L252P Into the Rosa26 Locus

To study the effect of continuous MYD88 activation on B-cell
differentiation, we created a transgene containing the mutant
murine cDNA sequence of Myd88 (Myd88"***") which is
orthologous to the human mutant sequence MYD88"**, in
frame with the Yellow Fluorescent Protein (Yfp) sequence and
separated by an Internal Ribosome Entry Site (IRES) sequence
(Myd88"***"-IRES-Yfp) (Supplementary Figure 1A). To validate
this transgene, we checked that it induced expression of both
MYD88"***" and YFP proteins in the murine A20 B-cell line
(Supplementary Figures 1B, C) and that it was responsible for
constitutive NF-xB activation (Supplementary Figure 1D). The
Myd88"***"-IRES-Yfp insert was cloned into the pROSA26.1 vector
(17) (Supplementary Figure 1E). In this construct, the insert was
subcloned downstream from a Neomycin-STOP cassette flanked by
LoxP sites. Chimeric mice were intercrossed to obtain stable
germinal transmission of the Myd88"**?"-IRES-Yfp transgene
(Myd8g"2*2PISTOP ice). Myd88-*#*/STOP and Cd19“" mice
were crossed. Mice with both transgenes (Myd88"***" mice) were
then studied, with their age matched Cd19°" littermates as controls
(Cd19“" LMC). Specific B-cell expression of the transgene was
found in more than 90% of blood and spleen B cells compared to
virtually no expression in the T-cell compartment (Supplementary
Figure 1F). As expected and as evidence of NF-kB activation,
Myd88"***" splenocytes over-expressed the NF-KB target gene
Tnfaip3 at the mRNA level (Supplementary Figure 1G).

Serum Protein Electrophoresis Profiles
Segregate Myd88-?*?F Mice According

to Age

As a first exploratory step, serum protein electrophoresis (SPE)
was systematically performed on a series of 40 Myd88"***" mice
and 26 age matched Cd19“" LMCs. As shown in Figure 1A
three SPE profiles were seen: normal, polyclonal hyper
gammaglobulinemia (hyper Ig) and a monoclonal Ig peak. All
Cd19°™ LMCs exhibited normal SPE regardless of their age. In
other words, SPEs with hyper Ig or Ig peaks were found only in
Myd88"***" mice (Figures 1A, B). Figure 1B shows the
relationship between the age of Myd88"***" mice and the SPE

profile. Young Myd88"***" mice (16-23 weeks) had a normal or
hyper Ig SPE profile. In contrast, most mice older than 32 weeks
had an Ig peak. In between these two groups, 24 to 31 week old
mice (middle age) had a hyper Ig or an Ig peak in 65% and 35%
cases respectively (Fisher test, p=2.10"*). ELISA quantification of
serum Ig revealed that young Myd88"***" mice with a normal
SPE exhibited a moderate IgM and IgG hyper Ig when compared
to their Cd19“" LMC (Figure 1C and Supplementary Figure 2).
Serum IgG levels of middle aged and old Myd88"*** mice were
variable when compared to their young counterparts. This was in
contrast to serum IgM levels that were significantly increased in
middle aged mice and even more so in old mice and correlated
with the SPE profile and age (Figure 1C and Supplementary
Figure 2).

These results first indicate that continuous MYD88 activation
in B cells was associated with a global increase in Ig secretion.
Second, age related occurrence of polyclonal hyper Ig and then
monoclonal Ig peaks correlated with the increase in serum IgM
levels. This suggests that, after a polyclonal expansion phase,
aging of Myd88">**" mice was associated with clonal restriction
of IgM-secreting B-cells, very likely reflecting the MYD88"*>*F B-
cell transformation power in these cells. Therefore, these first
results point to a strong relationship between MYD88"***" and
IgM-secreting B-cells.

Myd88-2>?F Bone Marrow IgM Plasma Cell
Content Was Increased and Displayed a
CD138 Expression Continuum

As shown in Figure 2A, Myd88"***" bone marrow global B-cell
content was comparable to that of Cd19“™ LMCs in terms of
percentages in 16 week old mice with normal SPE. Transgene
expression was mainly found in Myd88"**** CD19"¢" B-cells.
Indeed, with an on/off effect, percentages of YFP positive cells (i.e
of LoxP rearranged cells) was directly correlated with CD19 mean
fluorescence intensity (Figure 2B). Comparison of CD19” LMC
and Myd88"***" mice did not reveal any significant bone marrow
B-cell increase with age. However older Myd88"***" mice had
increased levels of IgMP* CD19"8" B-cells (Figures 3A, B, left
panel and Supplementary Figure 3 for the gating strategy).
Strikingly, a CD138 expression continuum was clearly evident in
a triple parametric B220/CD138/IgM histogram gated on mature
B-cells and/or PCs in Myd88"***" mice only (Figure 3A, lower
panel see in red the decrease in B220 and the increase in CD138
expression). This CD138 expression continuum, that we recently
showed to be characteristics of MYD88"**>* WM bone marrow
tumor B-cells (Gayet et al, Cytometry B 2021), started from
IgM"" CD138"°" and ended at IgM™" CD138"¢" cells (Figure
3A, lower panel). This CD138 expression continuum was absent
in Cd19“" LMCs. Consequently, Myd88"***" mice showed
increased percentages of both IgM"8" CD138'" B-cells (most
likely precursors of IgM PCs) and total bone marrow PCs (Figure
3B, right panel). Moreover, the proportion of bone marrow IgM
PCs was significantly increased in young Myd88"***" mice and
even more in older Myd88"***" mice (Figure 3C). Indeed,
Myd88"***" CD19P°/YFPP** B cells tended to accumulate in the
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FIGURE 1 | Myd88-2°2" transgenic mice exhibited serum IgM hypergammaglobulinemia and then monoclonal IgM peaks when ageing. (A) Examples of serum
protein electrophoresis of Cd19° mice (respectively 16 and 36 weeks-old) and three Myd88-2°2" mice (16, 24 and 36 week-old) with normal, polyclonal
hypergammaglobulinemia (hyper Ig) and monoclonal Ig peaks respectively. (B) Frequencies of cases according to SPE profile and age for Myd88-2%?F mice (n = 40).
(C) IgM and IgG serum levels in Cd19° and Myd88-2%2" mice. For Cd19°™ (n = 15), Myd88-25?F (n = 36). Results are expressed as the mean + SEM. Mann
Whitney test p-value < 0.01 and < 0.001 are symbolized by ** and *** respectively.

IgM"®" B-cell compartment when compared to its Myd88**  mainly expressed at the latest stages of B-cell lymphopoiesis

CDI19P*/YFP"® counterpart (Supplementary Figure 4). when CD19 expression was high. Evidence for bone marrow
Altogether, these results indicate that transgene expression  increase in both IgM™&" CD138!°" and PCs with the
started in a minority of CD19"*** B-cell precursors and was  characteristic CD138 expression continuum may either suggest
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that the bone marrow of Myd88"***" mice had the ability to
home IgM PC precursors and PCs and/or a shift in peripheral B-
cell differentiation toward IgM PC in Myd88"***" mice.

MYD882°?" First Induced Peripheral Early
Lymphoplasmacytic and Plasma Cells
Expansion and Then B-Cell

Transformation Into a
Lymphoplasmacytic-Like Lymphoma
Extended white blood cell differential was not altered and mice
did not exhibit any palpable/visible peripheral lymphadenopathy
(data not shown) regardless of the SPE profile. Young
Myd88"***" mice with normal SPE tended to have spleen
enlargement when compared to their age related Cd19“™
LMCs (Figure 4). Spleen enlargement was dramatically
increased in Myd88"***" mice with hyper Ig and even more so
in those with an IgM peak, a feature that was most likely to
related to B-cell transformation. Indeed, the B/T cell ratio was
markedly increased in these latter mice (Supplementary
Figure 5).

While spleen histology of young Myd88“***" mice was
comparable to that of their Cd19“"* LMCs, with an apparent
normal spleen architecture, Myd88"**** mice with hyper Ig or an
Ig peak exhibited enlarged and congruent lymphoid nodules (Figures
5A-E). At high magnification, a marked lymphoplasmacytic aspect
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FIGURE 2 | Analysis of B-cell differentiation in bone marrow from 16 week-old Cd19°® and Myd88-2°2" mice. (A): Percentage of CD19P°° and/or B220P°° B-cells in
bone marrow from 16 week-old Cd19°™ (n =9) and Myd88-2°2" mice (n = 9). Resullts are expressed as the mean = SEM. (B): Flow cytometry analysis of the
transgene expression according to CD19 expression levels (n=9). Left panel: CD19 monoparametric histogram sliced according to CD19 MFI intervals. For each
CD19 MFI interval, the percentage of bone marrow B220°°° YFP positive cells was noted. Two examples of YFP monoparametric histograms are presented in the
upper part, one for CD19'°% B220P°° B-cells and one for CD19"9" B220P°S B-cells with their respective percentages of YFPPS cells Right panel: percentage of

consisting of a mixture of small to large lymphocytes with
numerous lymphoplasmacytic cells (LP cells) and PCs was
noted in all Myd88"*>*" mice whatever their SPE profile
(Figures 5F-]). This spleen aspect was particularly striking for
mice with Ig peaks, and was characterized by massive and diffuse
infiltration of lymphoplasmacytic cells that evoked human B-cell
lymphomas with features of PC differentiation, further called
“LP-like lymphoma” or “LP-like tumors”. (see also the
cytological imprint in Supplementary Figure 6). Presence of LP
cells and PCs in Myd88"***" spleen was invariably confirmed by
immunohistochemistry after intracellular Ig labeling regardless of
SPE status, with numerous LP cells and terminally differentiated
PCs (cells with intermediate or strong intracytoplasmic Ig labeling
respectively). Noteworthy, cell densities were markedly increased
in Myd88"***" mice with hyper Ig or with an Ig peak (Figures
5K-0).

Based on B-cell expression of CD21 and CD23, frequencies of
CD21P** CD23"8" follicular B-cells were not significantly altered
in Myd88"***" mice regardless of their SPE status (Figure 6A
and Supplementary Figure 7). In contrast, a decrease of
CD21"&" CD23P* marginal zone B-cells was observed. This
cell content nearly disappeared in Myd88"***" mice with an Ig
peak. Only total PCs were increased in these mice (Figure 6B).
However, among total spleen PCs, percentages of IgM PCs were
increased in a similar manner in all Myd88"***" mice no matter
what their SPE status was (Figure 6C and Supplementary
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FIGURE 3 | Increase in the IgM PC compartment in bone marrow from Myd88-252" transgenic mice. (A) Example of bi and triple parametric flow cytometry
histograms gated on mature B or plasma cells for expression of IgM, B220 and CD138 for Cd19°" and Myd88-2%?F mice (left and right panels respectively). Upper
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parametric histograms using the radar function of the Kaluza software. Note the CD138 expression continuum on Myd88-22" bone marrow B-cells that correlated
with a progressive decrease in B220 expression. This CD138 expression continuum was virtually absent in Cd19°™ mice. (B) Percentages of total IgMP*® B cells and
IgMM9" CD138°% pre PCs and B220°" CD138"9" PCs in bone marrow from 16-24 week-old Cd19°™ (n =6) and Myd88-2°?" mice with normal SPE or hyper Ig (n =
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shown as the mean + SEM. Mann Whitney test p-value < 0.05 and < 0.01 are symbolized by * and ** respectively.
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Figure 7). Moreover IgM PCs were predominantly CD93
suggesting that they belonged to the proliferating PC
compartment (27) (Figure 6C and Supplementary Figure 7).
Therefore, morphological and immunophenotypic results
indicated that continuous MYD88 activation was associated
with continuous peripheral IgM PC differentiation very early
on and that these LP and PC subsets continuously expanded with
age first being associated with hyper Ig and then with an Ig
monoclonal peak and a LP-like lymphoma aspect in the spleen.

Proliferation Index of Myd88-?°" LP-Like
Tumors Was Moderately Increased in
Myd88-2°2P Tumors With an LP-Aspect
To better study these Myd88">>*" LP-like tumors, we compared
their Ki67 proliferation index to that their of Cd19“™ LMCs as
well as to L.CD40, L.CD40/Ac-MYC mice as controls. L.CD40
mice are a model of marginal zone spleen B cell indolent
lymphomas without plasma cell differentiation but with NF-xB
activation (28). L.CD40/Ac-MYC mice are a model of ABC-
DLBCLs with both c-Myc and NF-kB activation in B-cells (24).
Very few Ki67 positive cells were seen outside germinal centers in
spleen sections from Cd19“™ mice (Figure 7A panel A). The
Ki67 index was weak in L.CD40 mice (Figure 7A panel B). By
contrast, the vast majority of cells from L.CD40/Ac-MYC tumors
were Ki67 positive (Figure 7A panel C). Being moderately
increased in young mice with a normal SPE, the Ki67
proliferative index was further enhanced in mice with hyper Ig
and even higher in those with an Ig peak, but never reached the
proliferation index levels of L.CD40/Ac-MYC tumors (Figures 7A,
panels D-7 and 7B). In vivo incorporation of BrdU was tested for
four mice with an Ig peak and one with polyclonal hyper Ig.
Results confirmed that the proliferation index was consistently
increased (Supplementary Figure 8) albeit always less than 30%
with this technique.

Altogether, these results show that MYD88"***" expression in
B-cells was responsible for progressive peripheral B-cell
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FIGURE 4 | Myd88->°?" mice exhibited a progressively increasing splenomegaly consistently related to the SPE profile. Spleen size of Cd19°® and Mydg8-2%2"
age-paired mice. Myd88-2°" mice were sacrificed together with at least one Cd19°™ mouse of the same age. Left panel: distribution of spleen weights; right panel:
examples of spleen macroscopy (Cd19°® n = 9 for 16-31 weeks-old and n = 16 for > 32 weeks; Myd88-2°2" with normal SPE: n = 9; with hyper Ig: n = 13; with Ig
peak: n = 19). Results are given as the mean + SEM. Mann Whitney test p-value < 0.01 and p-value < 0.001 are symbolized by ** and *** respectively.

expansion related to an early increase in B-cell proliferation.
Mice with an Ig peak clearly exhibited a lymphoproliferative
disease with a marked increase in proliferation index but with
features of an LP-like lymphoma such as the presence of
numerous LP cells and PCs.

Myd88-2°2F Mice With Ig Peaks Developed
IgM but Not Igg Monoclonal or Oligoclonal
B-Cell Lymphomas With Expression of
Both Membrane and Secretory Heavy
Chain mRNA
Since Myd88"*°*" mice had a global hyper Ig even if
predominantly IgM, it was important to assess p or Y chain
clonality of tumor surface and secreted immunoglobulins at the
molecular level. Six LP-like cases with monoclonal Ig peaks and
five Cd19“" mice were studied. mRNA reverse transcription
followed by RACE PCR with primers specific for either the
membrane or secreted forms of mouse p or ¥ heavy chains was
performed, followed by high throughput sequencing (HTS) of
the VDJ-Cu or VDJ-Cy region (Figure 8A). Figures 8B, C show
the relative frequency of the five most abundant mRNA clones
for the p or y heavy chains respectively. RACE PCR and HTS
results indicate that Myd88"***" mice developed clonal or
oligoclonal B-cell expansion with expression of both secreted
and membrane forms of the u heavy chain that had the same
VDJ-Cu clonal rearrangement (Figure 8B), without any bias in
terms of V segment usage (not shown). The same RACE PCR
technique with primers specific for either the membrane or
secreted form of the mouse y heavy chain did not identify any
significant B-cell clonal expansion in Myd88“***" tumors
(Figure 8C).

These results indicate that, despite initial IgM and IgG hyper
Ig in young Myd88"***" mice, MYD88"***" specifically
promoted IgM B-cell lymphomagenesis with clonal expression
of both membrane and secreted pu chain isoforms identical VDJ
gene rearrangements. These results are in full agreement with the
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FIGURE 5 | Morphological and immunophenotypic plasma cell engagement of Myd88->2" tumors. Hematein eosin morphological aspect (A-J) and
intracytoplasmic Ig labeling (K-0) of Cd19°™ and Myd88-2>2" spleens: one 16-31 week-old Cd19°"® (A, F, K), one > 32 week-old Cd19° (B, G, L) and three
Myd88-2°2" (C, H, M) for Normal group, (D, I, N) for Hyper Ig group and E, J, O for Peak group) mice are shown. Panels (A-E) at low magnification, Mydg88-2°2"
tumors often exhibited a nodular pattern (C-E). Panels (F-J): at high magnification, most Myd88-2°2" tumors had small B-cell aspects with marked
lymphoplasmacytic engagement (panels H-J). Panels (K-0) Myd88-2°2" tumors with a lymphoplasmacytic aspect exhibited marked plasma cell differentiation as
revealed by the presence of intracytoplasmic Ig in numerous cells (arrows) with various labeling intensities (M-0).
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FIGURE 6 | B-cell differentiation in spleens from Cd19°® and Mydgg-2%2"
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Myd88-2°2" mice (with normal SPE: n = 7; with hyper Ig: n = 10; with Ig
peak: n = 9) were compared to Cd19°"® mice LMCs (16-31 week and > 32
week-old mice; n = 9 for each group) Results are presented as the mean +
SEM. Mann Whitney test p-value < 0.05, p-value < 0.01 and p-value < 0.001
are symbolized by *, ** and ***.

lymphoplasmacytic aspect Myd88"*>*" tumors and the persistent
IgM plasma cell differentiation continuum.

Transcriptomic Signature of Mydg8-2>2F
LP-like Tumors Revealed NF-xB RelA
Activation, Proliferation and Plasma Cell
Differentiation and Overlapped With
Waldenstrom’s Macroglobulinemia Gene
Expression Profile (GEP)

To explore the transcriptomic signature of Myd88"***" LP-like
tumors in conditions similar to those of most studies on human
B-cell lymphomas and to look for common features with WM,

we selected a short series of massively invaded Myd88"*>*"

spleen tumors with monoclonal Ig peaks. Comparisons were
first done with their Cd19“" LMCs, and then with WM patients.

With a fold change of 2, a set of 1515 differentially expressed
genes were found in Myd88"***" spleen tumors when compared
to spleens from Cd19“ LMCs (Supplementary Table 3). To
analyze this set of genes, we combined both K-mean and
hierarchical clustering and principal component analysis, as
already published (29). Following this methodology,
deregulated genes in Myd88"***" spleen tumors could be
segmented into 14 classes of co-regulated genes (Figure 9 with
methodological details in Supplementary Materials and
Methods, Supplementary Figure 9 and Supplementary Table
4). Consistent with increased B/T ratios in Myd88"***" LP-like
tumors, expression of genes belonging to the T-cell lineage, as
well as T-cell signaling and activation signatures was down-
regulated in Myd88">**" spleen tumors (Figure 9, see clusters I,
K and L). Of note, RelB signature was associated with that of T-
cells and was decreased in Myd88"*°*" spleen tumors. In
contrast, expression of genes belonging to the proliferation,
RelA NF-xB activation pathway and plasma cell differentiation
signatures were up-regulated (Figure 9, cluster ] mainly as well
as cluster B, G and M for proliferation).

To identify MYD88"***" deregulated genes in common with
those of WM patients having the MYD88"*°*" mutation,
transcriptomes of Myd88"***" tumors were compared to those
of purified WM bone marrow B-cells from a series of 11
MYD88"*%°" WM patients. A subset of 319 coherently
dysregulated genes in both Myd88"***" LP-like tumors and
WM tumor B-cells (163 up and 156 down, Supplementary
Tables 5, 6) was extracted from the 1515 differentially
expressed genes in Myd88"***" LP-like tumors. Unsupervised
hierarchical clustering showed a 95% coherency between the
branches of up and down regulated genes in both WM tumor B-
cells and LP-like Myd88"***" spleen tumors (Figure 10A, left
and middle panels and Supplementary Tables 5, 6). To check
whether this Myd88"*>*"/WM signature could discriminate WM
from other indolent NHLs, an independent series of 58 patients,
including 15 MYD88"***" WM, five MYD88" WM, 12 MYD88""
NMZLs and 19 MYD88" CLL was analyzed (Supplementary
Tables 2, 7). All MYD88"***” WM npatients clustered together
after unsupervised hierarchical clustering (Figure 10A, right
panel and Supplementary Tables 7, 8). Also belonging to the
MYD88"%°P WM cluster were 3/5 (60%) MYD88"' WM and 2/
12 (17%) MYD88"* NMZLs. We used the linear predicting score
described by Wright et al. (31) to estimate the informativeness of
the Myd88"*>**/WM signature for WM diagnosis. As shown in
Figure 10B, as set of 174 genes (84 up and 90 down, Figure 10B)
was found to predict WM with over 90% probability
(Supplementary Tables 9, 10).

The plasma cell signature was the main component of the
Myd88"***/ WM GEP. Genes such as EDEMI and 2, IRF4 or
XBP1 were over-expressed while others such as PAX5 or BCL6
were markedly down-regulated (Figure 10). Consistently,
functions revealed by Gene Set Enrichment analysis mainly
corresponded to endoplasmic reticulum and Golgi apparatus

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

May 2021 | Volume 12 | Article 641692


https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles

Ouk et al.

Myd88-2°2" Targets IgM Lymphoplasmacytic Differentiation

A
Controls Myd8gt252P
Cd19¢re Normal
L.CD40 Hyper Ig
L.CD40/Ac-
Peak
MYC ea
B
1001
* %
% 804 *
2 604 =
g *
2 404
~
[(=}
Pel =]
=
c T l’l T N %l \{.l T
O & LN 2 4
P & & & & d o
RO S R AN T
RS VOl
Ccd19¢re Mydg88L252°

FIGURE 7 | Intermediate increase in Myd88-2°2 tumor proliferation rate. (A) Examples of Ki67 labeling in spleen sections from three controls (panels A-C) and three
Myd88-2°2" mice (panels D-F, n=28). Controls were Cd19°® LMCs (panel A, n = 5 for 16-31 week-old mice and n = 8 for > 32 week-old mice), L.CD40 mice (panel
B) with indolent splenic lymphomas of marginal zone B-cells (n=2), as well as L.CD40/Ac-Myc mice (panel C, n=2) with a ABC-DLBCL lymphomas (24, 28). The
three Myd88-2°2" tumors (panels D-F) are one representative example of each group defined according the SPE profile (normal n = 5, hyper Ig n = 8 and Ig peak n =
15). Here, L.CD40 mice were used as a model of indolent B-cell ymphoma with a low proliferation index while L.CD40/Ac-Myc mice were a model of aggressive B-

cell lymphoma with a high proliferation index. (B) Quantification of Ki67 labeling. Box plots represent the median and quartile of percentages of Ki67 positive cells.
Mann Whitney test p-value < 0.05, p-value < 0.01 are symbolized by * and ** respectively.

(not shown). In accordance with results published by Hunter
et al. (30), expression of genes such as CXCR4, DUSP22, PIM1
and 2 or TRAM1 was increased while expression of SNEDI was
decreased. Few genes of the Myd88"*>*"/WM signature
overlapped with those of ABC/GC DLBCLs published by
Wright et al. (31). These overlapping genes, corresponding
only to those that are overexpressed in ABC DLBCLs, were
IRF4, IGHM, CXCR4, P2RX5, PIM1 and PIM2. In other words,
the Myd88">>*F/WM signature did not significantly overlap with
that of GCB DLBCLs. Among other deregulated genes were
cyclin kinase inhibitors CDKN1B (p27kip "y and CDKN2C (p18/

INK4AC), mutations of the former being found in hairy cell
leukemias (32). RASSF3 and KRAS were also up-regulated.
RASSF3 belongs to the Ras association domain family (RASSF).

Altogether, the Myd88'*°*" tumor signature highlights
proliferation as well as canonical NF-kB p65/RelA activation
(but not RelB), which is in agreement with the known fact that
MYDS88 activates the classical NF-kB pathway. The Myd8g"*>*"
tumor signature also strikingly confirms that lymphoplasmacytic
differentiation is at the heart of MYD88 related B-cell
transformation in mice, a feature shared with WM tumors
with the MYD88"**" mutation.
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FIGURE 8 | p and y heavy chain mRNA clonal abundance: (A) RACE PCR technique quantifying clonal mRNA abundance of membrane and secreted forms of
mouse W and y heavy chains. Ighw/Ighylocus (upper panel): Igh locus with variable regions (VDJ), the enhancer Ep and constant genes (for IgM or IgG). Box “S”
represents the secreted exon used for the secreted form of Ig, “M1 and M2” represent the membrane exons for the membrane form of Ig. Green or blue dotted lines
show RNA splicing respectively for secreted and membrane Ig. RACE mapping (lower panel): 5’RACE PCR followed by preparation of libraries for lllumina
sequencing. First, we amplified cDNA between the primer specific for the membrane or the secreted form (black arrows) and the 5’RACE oligonucleotide. Amplicons
for llumina sequencing were obtained after two nested PCRs; the first with the 5’ Race CAP primer and either membrane (blue arrow) or secretion (green arrow)
exon specific primer, and the second with the same 5’ primer and a CH1 exon specific primer (grey arrow). For sequencing, forward (grey) and reverse (red) primers
used for the second PCR contained adaptors (blue and purple) and a barcode (orange); each barcode sequence was specific for one sample only. (B, C) Relative
frequency of the five most abundant mRNA clones coding for membrane (left) and secreted (right) forms of p (B) and v (C) heavy chains for C€d19%® (n = 5) and
Myd88-2°2" (n = 6) mice. The most abundant clones are highlighted in red when VDJ sequences of the dominant membrane and secreted clones were identical.
Myd88-252" mice exhibited IgM but not IgG clonal expansion with expression of both secreted and membrane form of the p chain. Wilcoxon’s test p-value are given
in the figure.
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FIGURE 10 | Comparison of gene expression profile (GEP) of Mydg8-2%2"

attributed (NA) assignment is shown on the left.

242 probesets, 174 genes

mice and patients with WM or other indolent B-cell NHL. Affymetrix differential gene
expression profiles (GEP) between four Myd88-2%?F mice (MUT, n=4) and three Cd19°™ mice (WT, n=3) were compared to the Affymetrix GEP of purified bone
marrow tumor B-cells from 11 WM patients with the MYD88-2%>F mutation, resulting in selection of 462 probesets (319 genes). This selection was used on the
Affymetrix transcriptome of an independent series of lymph node biopsies from 58 patients: 19 MYD88"! chronic lymphocytic leukemias (CLL), 15 MYD88-25%" WM
(WM_L265P), 12 MYD88*! nodal marginal zone lymphomas (NMZL), 5 MYD88"* WM with IgM peaks (WM_WT), 4 follicular lymphomas (FCL) and 3 patients with
follicular hyperplasia (NT). (A) Hierarchical clustering and heatmap of the 462 selected probesets for mice (left), purified bone marrow MYD88-2%°F WM B-cells
(middle) and lymph nodes (right). Down and up-regulated genes are in blue and red respectively. Branches of down and up regulated genes in Myd88-22" mice,
MYD88-2%F WM bone marrow B-cells and MYD88-2%°” WM lymph nodes are delineated by dashed lines. Venn diagrams of the intersections between the branches
are shown, highlighting the consistency between branches across the different clustering. Some genes of interest are noted on the right. In bold are those of the
plasma cell signature; *: genes in the predictor (see Figure 7B); +: genes reported by Hunter et al. in WM (30); t : genes of the ABC/GC DLBCL signature (31). (B):
Informativeness of MYD88-2°F WM diagnosis using the 462 selected probesets defined in Figure 8A. The 462 probesets defined from MYD88-2°2" mice and bone
marrow tumor B-cells from MYD88-2°F WM patients were used to predict MYD88-2%°F WM diagnosis (WM-2%%" versus non WM) from other lymphomas within the
series of 58 lymph node biopsies. Probabilities that each sample belongs to WM-2%°F versus non WM group are indicated. The WM-2%F versus non WM or not

DISCUSSION

Different mouse preclinical models with continuous MYD88
activation in B-cells have been published; All but one
demonstrate the B-cell transformation potential of MYD88 but
without presenting evidence for a correlation between IgM B-cell
LP and PC differentiation (13-15).. The first report was
published by Kanittel et al. (14). The authors generated a mouse
model that allows B-cell conditional expression of the
Myd88"*>?" allele from the endogenous Myd88 locus. In this
model, expression of Myd88"***" would be regulated in a manner
similar to that of the wild type allele. At least three regulatory
levels of MYD88 activity have been reported. The MYD88
regulatory region harbors various transcription binding sites
such as those for NF-xB, IRF1, SP1 or STAT factors and it was
shown that this gene is regulated by IL-6 (33), which suggests a
role for its expression in either plasma cell differentiation or
inflammation. An alternative splice variant of MYD88, MYD88s,
lacks exon 2 and is unable to activate NF-xB. This variant is also
able to form a heterodimer with the full length MYD88 protein,
resulting in decreased formation of the myddosome complex
(34). MYD88s is increased during sepsis and is thought to ensure
robust termination of MYD88 dependent inflammation (35, 36).
As a third regulation mechanism, hypomethylation and
upregulation of MYD88 are important for NF-kB activation (37).
MYD88 promoter demethylation is important in glioblastoma and

is associated with increased MYD88 protein expression in lung
cancers (38, 39). Mice from Knittel’s model occasionally developed
DLBCLs when they aged. Therefore, the Knittel mouse model
raises the question of the relationship between B-cell
lymphomagenesis and regulation of the endogenous Myd88 locus
throughout B-cell life. In addition, this model also showed hyper Ig,
even if polyclonal, which may suggest that expansion of Ig secreting
B-cells could precede the lymphoma development. In that view, K
Schmidt et al. recently published a mouse model with a transgene
closed to the one of the Knittel's model. But, after exploring the
effect of MYD88 activation in three different Cre context, Cd19-
Cre, Cy1-Cre and Cd19-Cre™ "2, as well as analyzing the effect of
NP-immunization, the authors concluded that MYD88 continuous
activation promotes survival of long term IgM expressing B-cells
with clonal restriction a monoclonal serum IgM paraprotein
resulting in an IgM MGUS-like disorder (16).

To our knowledge, two papers, from Wang et al. and
Sewastianik et al. reported the effect of the human MYDg88"**"
protein in murine B-cells (15, 40). In the model of Wang et al,
primary murine B-cells were retrovirally infected ex vivo before
reinjection. In this model, an initial boost of B-cell proliferation
was seen followed by B-cell apoptosis in a Bim-dependent manner.
Importantly, no increase in immunoglobulin secretion was
reported. Beside the fact that retroviral infection of B-cells may
have its own interfering effects, this model raises the question of
whether the human MYD88"***" protein may have exactly the
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same activation properties on a mouse B-cell background as in
human B-lymphocytes. In the model of Sewastianik et al, the
human loxP-flanked-stop-MYD88"***" transgene was inserted
downstream from the mouse Collagen type I alpha 1 chain
(CollAI) gene and MYD88"***" expression was induced by
crossing with Aid®"™ mice (15). In addition to focal skin rashes,
some WM features were noted such as expansion of
lymphoplasmacytic cells and increased IgM serum levels.
However, only DLBCL clonal transformation was seen. Because
AID is mainly expressed in germinal center B-cells and because
the promoter of the ColIAI gene is highly active in fibroblasts and
osteoblasts (41), this model raises the question whether
temporality and/or expression pattern could be important in
MYD88 driven B-cell lymphomagenesis.

The Rosa26 locus has been solidly proven to be valuable for
expression of numerous oncogenes in the B-cell lineage (see
reference (42) for discussion as well as the literature of the K
Rajewsky’s group). By inserting our Myd88"****-IRES-Yfp
transgene in this locus, we forced continuous expression of the
mutated MYD88 protein in a heterozygous-like context while
respecting the native MYD88 activation pathways of mouse B-
cells. Moreover, we were able to monitor our transgene
expression by flow cytometry due to YFP. Thereby, we created
a conditional Myd88"***" mouse model closed to the one
published by Jo et al. (13). However, these authors mainly
focused their work on the synergy between MYD88 and the
catalytic subunit HOIP which increases LUBAC ligase activity
that in turns promotes NF-xB canonical activation; only four so-
called CD19-cre-MYDS88LP have been studied at the
tumor stage.

Here, a longitudinal analysis of a series of 40 Myd88"***" mice
compared to their age matched Cd19“™ LMCs demonstrated
that IgM plasma cell expansion is at the heart of MYD88
dependent B-cell transformation. Indeed, by examining clonal
restriction of IgM secreting B-cells, we first showed that ageing of
Myd88"***" mice was associated with polyclonal hyper Ig
followed by monoclonal Ig peak due to increased serum IgM.
Second, we provide evidence indicating that bone marrow
relocalization of IgM B-cells, IgM"" CD138'" cells and IgM
PCs was increased in Myd88"***" mice with a CD138 expression
continuum, that is a characteristic of WM tumor B-cells. Third,
analysis of spleen morphology and spleen B-cell subsets by flow
cytometry indicated that continuous MYDS88 activation was
associated very early with peripheral LP cell and CD93"¢ IgM
PC expansion and that these cell subsets were markedly increased
at the time of the Ig monoclonal peak. Fourth, appearance of a
monoclonal Ig peak was constantly associated with a B-cell
lymphoma with marked features of lymphoplasmacytic
differentiation, so-called Myd88"***" LP-like lymphoma. Fifth, at
the molecular level, Myd88"***" specifically promoted IgM B-cell
lymphomagenesis with mRNA clonal expression of both
membrane and secreted p (but not y) chain isoforms. Finally,
the Myd88"***" tumor gene expression profile not only highlights
the canonical NF-kB p65/RelA activation pathway and
proliferation, but also strikingly shares an Xbpl centered
lymphoplasmacytic B-cell differentiation signature with

MYD88"*>" WM. This signature differentiates MYD88"**>"
WM from other indolent B-cell tumors including marginal zone
lymphomas. Our results contradict the conclusions of Sewastianik
et al. (15), and, being in line with those of K Schmidt et al. (16),
firmly demonstrate the specific transforming effect of MYD88
activation in IgM PC differentiating B-cells.

To establish the gene expression signature from bulk
Myd88"***" spleen tumors rather than from purified B-cells is
matter of discussion. The very obvious disadvantage of working
on bulk tumors is certainly that all mRNA species from all cell
types present in the tissue are mixed together. Even if massively
invaded, both stromal and other residual immune cells (T-cells,
macrophages, dendritic cells...) persist constantly in the tumor.
In these conditions, specifically assigning a given mRNA
expression pattern to tumor cells is always hazardous.
However, because tumors were immediately snap-frozen, all
mRNA species are supposed to be well preserved without any
significant experimental bias. On the other hand, working on
purified cells may also induce artefacts since the abundance of
different mRNA species may vary during the time of purification
which can also stress the cells. Above all, in the specific case of
Myd88"***" spleen tumors, which exhibit an LP aspect with
continuous PC differentiation, the key question would have been
to choose the right negative selection marker. Indeed, tumor cells
are phenotypically heterogeneous with variable expression of
B220, surface Ig or CD138 for example. Should we have selected
B220"8" versus B220'" B-cells or CD138"" versus CD138"e"
cells? Rather than make wrong or partial choices concerning
which tumor cells to purify, we chose to work on bulk
Myd88"*>*" spleen tumors with well-preserved total mRNA
and to compare this bulk signature to that of WM, including
purified WM bone marrow tumor B-cells.

One characteristic feature of Myd88"***" B-cells was the
strong reduction of the marginal zone B-cell compartment.
While also characterized by continuous activation of NF-xB,
the L.CD40 mouse model published by Homig-Hoézel et al. (28),
in which B-cells are submitted to continuous CD40 activation
signaling, showed expansion of marginal zone B-lymphocytes.
This points out the differences between TLRs and CD40 in terms
of NF-kB activation. Indeed, CD40 is able to activate both the
classical and alternative pathways, i.e. to induce the nuclear
translocation of RelA and RelB NF-kB containing complexes
while TLRs only activate the classical pathway. The effect of both
pathways as well as the strength of NF-xB activation on B-cell
fate has been extensively discussed by Pillai et al. (43). In this
review, the authors also indicate that BTK activation blocks the
Notch signaling pathway that is essential for marginal zone B-cell
differentiation. It turns out that Hunter et al. have shown that
Myd88 is able to activate BTK in a BCR independent manner
(30), which consequently could repress B-cell maturation toward
the marginal zone B-cell lineage.

Gene expression profiles of LP-like Myd8 tumors
distinctly suggest the involvement of RelA rather than RelB.
RelA, but not RelB, is clearly associated with EBV-dependent B-
cell immortalization and with EBV-associated DLBCL tumors,
which exhibit a phenotype close to that of ABC-DLBCLs (25).
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RelA is also essential for development of GC-derived PCs (44)
and immunohistochemistry detected nuclear RelA in WM B-
cells (45). Indeed, LP-like Myd88L252P B-cell tumors shared
strong overlaps with human WM in terms of gene expression
profile. Even if a few genes were in common with the ABC-DBCL
signature such as IGHM, CXCR4 or PIMI and PIM2, the
Myd88“**** WM signature points to dysregulation of plasma
cell differentiation as the keystone of MYD88 transforming
physiopathology. It also suggests that KRAS activation could be
important. RASSF3 and KRAS itself were up-regulated in both
Myd88"***F B-cell tumors and human WM. Consistently, and in
agreement with results from the group of Treon (30), we also
found RASSF6 overexpression in WM patients (NG and JF
unpublished results). CXCR4, whose expression is increased in
WM, may activate the RAS pathway through RasGAP-associated
proteins (46). The most frequent mutations involve KRAS and
NRAS genes in multiple myeloma (47). Even if such mutations
have not been reported in WM (6), our results highlight the
putative role of the Ras activating pathway in WM, which may
lead to the design of novel therapies.

Despite similarities between WM and Myd88"***" LP-like tumors
such as serum Ig monoclonal peak, increase in IgM prePCs, PC
bone marrow relocalization and marked lymphoplasmacytic
differentiation of tumor cells some major differences exist. The first
difference, is the predominant site of tumor involvement. Even if
splenomegaly is found in 20% of bona fide WM patients, it is largely
admitted that bone marrow is the primary tumor site. In contrast,
Myd88"***" LP-like mouse tumors mainly developed in the spleen.
Physiologically, IgM PCs tend to reside mainly in the spleen whereas
switched IgG PCs migrate to the bone marrow (48). This raises the
question of why WM IgM tumor B-cells migrate to bone marrow. In
that view, it is largely suspected that CXCR4 mutation could play a
role in bone marrow homing. Further studies could also evaluate the
transforming potential of Myd88 by adoptive transfer of LP-like
tumor B-cells. Whether the transferred tumor will retain the
lymphoplasmacytic aspect would also be interesting.

Another significant difference is the presence of large cells and
increased proliferation in Myd88"***" LP-like mouse tumors. The
increased proliferation index was an early event since it was also
found in young Myd88"***" mice with normal SPE. As we
previously discussed (24), only three mouse models for indolent
lymphomas of the spleen have been published, one mimicking
TRAF3 inactivation, the second with constitutive expression of
BCL10 and the last one with continuous CD40 signaling (the
L.CD40 model that we used as a control in Figure 7) (28, 49, 50).
These three models are characterized by increased RelB activation.
We previously demonstrated that immune surveillance may
influence morphology and proliferation in the L.CD40 model. In
this model, immunosuppression led to transformation of small
indolent B-cell L.CD40 tumors into large B-cells with increased
proliferation. Reactivating the anti-tumor response using anti-PD-
L1 immunotherapy led to tumor regression (51, 52). These results
on this mouse model suggest that the immunologically silent
“indolent phenotype” of a B-cell tumor could be related to the
immune pressure exerted on tumor B-cells. Whether and how
activation of the alternative and canonical NF-xB pathways

differently disturb immune surveillance remains to be
determined, and comparison of both L.CD40 and Myd8s"***"
mouse models could provide answers. However, as in the L.CD40
tumor model and in spleen marginal zone lymphomas (52, 53),
the PD1/PD-L1 axis is most likely playing a role in the immune
escape of aggressive tumor B-cells with MYD88 activation. Using
Eu-MYC transgenic hematopoietic stem cells (HSC) stably
transduced with naturally occurring NF-xB mutants to generate
various primary mouse lymphomas, Reimann et al. recently
showed that MYD88 tumors express high levels of PD-L1 and
that anti-PD-1 therapies induce T-cell dependent senescence of
tumor cells (54). PD-L1 surface expression is weak or absent on
WM tumor B-cells. However soluble PD-L1 serum levels are
increased in WM patients and PD-L1 is upregulated by IL6 (55).

In summary, our longitudinal study of Myd88"***" mice
demonstrated that continuous MYD88 activation is able to
promote early expansion of IgM LP cells and PCs with, first,
serum polyclonal hyper Ig and then a monoclonal Ig peak. Ig
peaks were constantly associated with B-cell lymphomas sharing
characteristics with WM. Two major differences with WM were the
spleen localization of Myd88"***" tumors and increased
proliferation. Here, we showed for the first time that IgM
lymphoplasmacytic B-cell differentiation is at the heart of
Myd88"***F transforming potential. Thus, we also provide an
interesting preclinical model for development of new therapeutic
approaches or to study immune surveillance for example not only
in WM but also in others B-cell lymphomas with features of plasma
cell differentiation. Indeed, a better understanding of the underlying
molecular mechanisms is necessary in order to develop new
therapies for these incurable B-cell cancers.
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7.2. Etude de ’expression de la mutation humaine MYD88 L265P dans
un modéle in vitro original.

En paralléle de la création d’un modéle murin d’expression de la mutation MYDS88 L252P, j’ai mis au
point un nouveau modele cellulaire pour étudier I’impact de I’expression de la mutation humaine
L265P dans la lignée cellulaire humaine EREB2.5.

Ce projet est basé sur une précédente étude du laboratoire ou nous avions étudié le devenir
phénotypique et fonctionnel des cellules B proliférantes infectées par le virus d’Epstein Barr (EBV).
L'EBV a été découvert dans la forme « africaine » (également connue sous le nom « endémique » a
forte incidence) du lymphome de Burkitt (BL). Ses pouvoirs oncogéniques ont été confirmés par sa
capacité a transformer des cellules B au repos in vitro [291]. Cependant bien qu'il ait été démontré qu'il
infecte de maniére asymptomatique la plupart de la population adulte mondiale, 'EBV réussit a rester
silencieux dans le compartiment B mémoire, démontrant la capacité¢ de ces cellules B infectées a
¢chapper au syst¢tme immunitaire de I'hote. Les résultats de cette précédente étude montre que les
cellules infectées par ’EBYV et en latence I1I (correspondant a la phase de prolifération) présentent un
phénotype de cellules B régulatrices (Breg), caractéris¢ par I’expression de niveaux élevés de CD24 et
CD38 ainsi que de la molécule immunorégulatrice CD274/PD-L1 [291]. De plus elles sécretent des
niveaux ¢élevés de trois cytokines immunosuppressives caractéristiques des Breg : IL-10, IL-35 et TGF-
B1. La co-culture de cellules B de latence III de I’EBV avec leurs cellules T autologues pré-activées
par CD2, CD3 et CD28 a conduit a la répression de la prolifération des cellules T et a I'expansion des
cellules T régulatrices (Treg) CD4pos FoxP3Hi¢" 3 partir de cellules T autologues quiescentes. La co-
incubation avec des anticorps contre PD-L1 a montré que cette expansion de Treg était dépendante de
l'axe PD-1/PD-LI1.

Dans ce contexte, 1’activation constitutive de MYDS8S via sa mutation L265P étant connue pour jouer
un rdle intrinseque dans la signalisation continue de la voie NF-xB, nous avons émis I’hypothéese que
ces cellules B mutées pouvaient avoir un potentiel a devenir des cellules Breg [176]. Nous avons alors
développé un modéle cellulaire pour étudier I’implication de la mutation MYDS88 dans la signalisation

NF-+ B ainsi que dans I’inflammation et la transformation cellulaire.
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7.2.1. Matériel utilisé pour I’étude

7.2.1.1. Lignée cellulaire humaine EREB2.5

Le mode¢le cellulaire choisi pour cette étude est une lignée de cellules lymphoblastoides humaines
(LCL). Les cellules EREB2.5 sont des lymphocytes B issus de sang de cordon ombilical immortalisés
apres infection par la souche du virus Epstein-Barr (EBV) déficiente en EBNA-2 appelée P3HR1. Au
sein de la souche, P3HRI1 est complété par un vecteur de type mini RBV permettant I’expression d’une
protéine de fusion EBNA2-Estrogen Receptor. L’ajout d’cestradiol, analogue de 1’ cestrogéne, provoque
la translocation dans le noyau de EBNA2-ER. EBNA2-ER restaure alors la latence virale de type III.
La protéine LMP1 de ’EBV est exprimée en présence d’cestradiol et induit I’activation de la voie NF -
kB et par conséquent la prolifération cellulaire. Le programme de prolifération associ¢ a la latence 111
peut étre ainsi réversiblement induit ou réprimé par 1’ajout ou le retrait d’oestradiol (1 pM) dans le

milieu de culture [292] (cf._Figure 32).
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Souche vira provenant de sang de
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¥ 4
Quiescence Latence ITI
¥ (proliferation)
S +EBNA2

Figure 32 : Représentation schématique de
P’obtention de la lignée EREB2.5

Les cellules EREB2.5 en absence cestradiol sont
bloquées en quiescence (E0) et inversement en
présence d’cestradiol elles activent le programme
de la latence III de EBV.
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7.2.1.2. Vecteur épisomique inductible

Les vecteurs utilisés dans cette étude sont des vecteurs épisomiques inductibles développés en 2005
par Jean Feuillard sous la direction du professeur Pr Georg W. Bornkamm [293][294]. Le systéme
d’induction de ce vecteur est de type « Tet-On », c’est-a-dire que I’expression des protéines d’intérét
est induite en présence de tetracycline [295]. Ce vecteur posseéde différentes propriétés (cf._Figure 33) :

1. 11 posséde une résistance a I’hygromycine (Hygro) permettant la sélection des cellules
contenant ce vecteur.

2. 1l se maintient dans la cellule sous forme épisomique grace a ’expression constitutive de la
protéine EBNA-1 qui se fixe a ’origine de réplication dérivée de ’EBV, EBV-OriP, présente
dans ce vecteur.

3. Il est composé d’un promoteur pCMV-TetO7 inductible a la doxycycline et permettant
I’expression bidirectionnelle du géne NGFRt qui code une forme tronquée du récepteur NGFR
et le géne d’intérét a étudier. Dans notre cas, le géne correspond a celui de la LUCIFERASE
(Luc, vecteur contrdle) ou a celui de MYDS8S sauvage (MYD88 WT) ou a celle de MYDS88 muté
(MYDB88 L265P). Concernant la protéine NGFRt, une fois exprimée, elle est localisée a la
membrane plasmique mais elle est dépourvue de signalisation du fait de I’absence de sa partie
cytoplasmique. L’intérét de ce marqueur d’induction est de pouvoir sélectionner les cellules
induites, exprimant donc le NGFRt, soit par tri magnétique, soit par cytométrie en flux.

4. Tl est inductible par la doxycycline, analogue de la tétracycline (Tet). La doxycycline se fixe au
transactivateur rtTA (reverse tetracyclin TransActivator), augmentant ainsi 1’affinité¢ de rtTA
pour ’opéron TetO du promoteur bidirectionnel (Bi Tet O7). Le promoteur bidirectionnel
permet la transcription simultanée d’un marqueur d’induction (NGFRt) et de notre protéine

d’intérét LUCIFERASE ou MYDS88 WT ou L625P selon les conditions.

Sfil

«—
pRTIN-MyD&8 2739pb
(17,5 Kb)

Sfil

Figure 33 : Schéma du vecteur d’expression Prtl-
MYD88 WT ou L265P

Le vecteur plasmidique pRTl est composé d’un
promoteur pCMV-TetO7 inductible par la doxycycline
et permettant 1’expression bidirectionelle du gene
marqueur NGFRt et du gene MYDSS sauvage ou muté.
I posséde un geéne de résistance a 1’hygromycine

72
(Hygro).



7.2.2. Résultats non publiés

L’intérét de la lignée EREB2.5 est de pouvoir éteindre le programme de latence III de I’EBV et donc

d’arréter la prolifération cellulaire et ’activation de la voie NF-kB en privant les cellules d’cestradiol

(le virus se trouve en latence 0 avec absence d’expression de LMP1) ce qui induit une entrée en

quiescence des cellules (cf._Figure 32). 11 devient alors possible d’étudier spécifiquement I’effet de

I’expression de la mutation MYDS88 L265P sur les voies de signalisation situées en aval notamment la

voie NF-xB (cf._Figure 34).
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Figure 34 : Représentation schématique de ’activation de la voie NF-kB en présence ou en absence
eestradiol.

La protéine LMP1 de I’EBV est exprimée en présence d’cestradiol et induit ’activation de la voie NF-kB. Le
programme de prolifération associé a la latence III peut étre ainsi réversiblement induit ou réprimé par I’ajout ou
le retrait d’cestradiol. Ce systéme permet d’étudier la voie MYDS8 indépendamment de LMP1.
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7.2.2.1. Validation du modele cellulaire

7.2.2.1.1. Vérification de la lignée cellulaire EREB2.5

Comme évoqué plus haut, les EREB2.5 sont des cellules B humaines immortalisées par I’EBV dont la
prolifération est dépendante de 1’cestradiol. En présence d’cestradiol la protéine LMP1 de ’EBV active
de la voie NF-kB (phase de prolifération, latence III). En privant les cellules en cestradiol, le virus se
trouve en latence 0 (absence d’expression de LMP1) et les cellules rentrent en quiescence. Afin de
vérifier le bon mécanisme d’induction des cellules, elles sont cultivées pendant 3 jours avec et sans
cestradiol. Un western blot est ensuite effectué pour mettre en évidence dans nos différentes conditions
(lignée PRI témoin positif, lignée EREB non privée/ privé) la quantité de protéine TRAF1 produite,
TRAFI étant un gene cible de la voie NF-xB (cf._Figure 35).

PRI EREB avec EREB Privé

Témoin positf oestradiol en oestradiol

Tubulin [ —

Figure 35 : Vérification de la potentialité de
privation des EREB 2.5

Afin de vérifier le bon mécanisme d’induction des
EREB?2.5, les cellules sont cultivées pendant 3 jours
sans cestradiol. On utilise un témoin positif qui
exprime TRAFI, la lignée PRI Ainsi par
comparaison, on constate qu’il y a une production
conséquente de TRAF1 dans la ligne PRI et les
EREB2.5 + oestradiol, ce qui n’est pas retrouvé en
absence cestradiol dans les EREB2.5 privées
d’cestradiol.

Comme le montre la figure 33, en présence d’cestradiol, la protéine TRAF1 est produite en grande
quantité dans la lignée EREB2.5 comme dans la lignée lymphoblastoide en latence III PRI (controle)
alors qu’en absence d’cestradiol, elle n’est quasiment plus produite par les cellules EREB2.5. Ces
résultats permettent alors de vérifier que le mécanisme d’induction est intact dans ce type cellulaire et,
par conséquent que le matériel initial est fiable. L’intérét de cette lignée réside dans le fait qu’il est
possible a tout moment d’éteindre la voie de NF-kB en les privant d’cestradiol. Il devient ainsi possible
d’étudier spécifiquement 1’effet, dans notre cas, de I’expression de la mutation MY D88 L265P sur cette

voie de signalisation dans des cellules quasi quiescentes.
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7.2.2.1.2. Validation des différentes constructions dans la
lignée cellulaire EREB2.5

Pour cette étude, 3 vecteurs PRT1'YC, PRT1 MYDS88WT, PRT1 MYDS88“%P ont été utilisés. La

1Y€ permet d’avoir un contrle sur I'impact de la transfection, tandis que la

construction PRT
construction PRT1 MYD88WT sera le témoin négatif et permettra de comparer I’impact de I’expression
de la protéine normale sans activation par rapport a la version mutée constitutivement active. Il devient
ainsi possible de s’assurer que les effets engendrés sont liés spécifiquement a I’activit¢ de MYDS8S et
non a I’augmentation de I’expression de MYDS8S. En plus du cDNA d’intérét, ce vecteur contient la
séquence du geéne codant pour la protéine NGFR tronquée (NGFRt) qui permet d’identifier et
sélectionner les cellules transfectées. Afin de vérifier le bon mécanisme d’induction des EREB2.5
transfectées, les cellules sont privées 3 jours en cestradiol et induit a la doxycycline pendant 48h, puis
trices NGFR positive. On utilise un témoin positif qui exprime LMP1 (lignée PRI). Ainsi par
comparaison, on constate qu’il y a une expression conséquente sur le témoin positif. Cette expression

n’est pas retrouvée dans les EREB privées transfectées avec les vecteurs PRT1MVC PRT1 MYDSSWT,

PRT1 MYD88Y2? (cf. Figure 36).

Luc WT L265P PRI

LMP1 ’ !

Tubuline- .

Figure 36 : Vérification de D’efficacité et potentialité de
privation des EREB 2.5 transfectées.

Afin de vérifier le bon mécanisme d’induction des EREB2.5
transfectées les cellules sont privées 3 jours en oestradiol et
induit a la doxycycline pendant 48h puis triées. On utilise un
témoin positif (lignée PRI) qui exprime LMPI. Ainsi par
comparaison on constate qu’il y a une expression
conséquente sur le témoin positif. Cette expression n’est pas
retrouvée dans les EREB privés transfectées.

Ces résultats montrent qu’il est possible d’étudier précisément 1’impact d’une surexpression de la

mutation MYD88 L265P sur la voie NF-kB et les génes cibles de cette voie de signalisation.
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Enfin, pour valider le modéele cellulaire, une RT-qPCR est réalisée afin de quantifier la production
d’ARN de MYDSS. Les expressions de MYDS8S8 et de HPRTI (« géne de ménage ») ont été quantifiées.
Les cellules EREB2.5 transfectées LUC ont été choisies comme référence. Pour chaque échantillon, le
A CT (= moyenne CT (MYD88)-moyenne CT HPRT1), puis le AA CT (= AA CT (MYDSS) de
I’échantillon-A CT Luc), et enfin I’expression relative (=2 4 T) ont été calculés. Les barres d’erreur
représentent les écart-types des moyennes de trois expériences indépendantes. Les analyses statistiques
obtenus a partir du test de Student ont, comme attendu, confirmé que la transcription de MYDS8S est
plus importante dans les cellules transfectées MYDS8W! et MYD882%P par rapport au contrdle
MYD88LYC. On remarque également que la transcription de MYDSS est plus importante dans la
condition MYD882%F par rapport a la condition MYDS88WT (cf._Figure 37). Ces résultats ont aussi été
confirmés au niveau protéique par Western Blot (cf._Figure 38).
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Figure 38 : Vérification de ’expression de MYDS88 dans les
EREB 2.5 transfectées.
Figure 37 : Etude du profil d’expression Afin de vérifier le bon mécanisme d’induction des EREB2.5
de MYD88 par qPCR aprés privation en transfectées les cellules sont privées 3 jours en oestradiol et
eestradiol et activation a la doxycycline. induit 4 la doxycycline pendant 48h puis triées. Ainsi par
Les EREB2.5 ont été privées 3 jours, activées comparaison entre les différentes conditions de transfection on
48 h a la doxycycline et triées NGFR constate qu’il y a une expression conséquente de la protéine
positives. En présence de la mutation MYD88 MYDS88 dans le EREB L265P.

L265P et en absence de LMP1 grace a la
privation on observe une augmentation de
I’expression des ARNm MYDS8S. Cette
expression nous permet de valider 1’efficacité
de nos constructions. *p<0.5, **p<0.05,
**%p<0.005.

Ceci permet de valider le mode¢le cellulaire exprimant MYDSS.
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7.2.2.2. Etude de ’'impact de ’expression de MYD88 L265P sur
la voie NF-kB

Une nouvelle analyse en qRT-PCR a été réalisée afin de mesurer le niveau de transcription des genes
exprimant les protéines A20 et TRAF1, génes cibles de la voie NF-kB. Pour cette étude les EREB2.5
ont été privées en cestradiol pendant 3 jours, activées 48 h a la doxycycline et trié¢es NGFR positives.
Les expressions de 420 et TRAFI a été normalisées par rapport au géne de ménage HPRTI. En
présence de la mutation MYDS88 6P et en absence de LMP1, on observe une augmentation de
I’expression des ARNm 420 (A) et TRAFI (B) qui indique une activation constitutive de NF-kB. Cette
analyse confirme que la protéine MYDS88 129" active constitutivement la voie NF-kB (cf._Figure 39).
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Figure 39 : Etude du profil d’expression de 420 et TRAF1 aprés privation et activation 2 la
doxycycline

Les EREB ont été privées en cestradiol 3 jours, induites 48 h a la doxycycline et triées NGFR
positives. En présence de la mutation MYDS8S L265P et en absence de LMP1 on observe une
augmentation de I’expression des ARNm A20 (A) et TRAFI (B) génes cibles de la voie NF-«B.
*p<0.5, **p<0.05, ***p<0.005.
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7.2.2.3. Transcriptome EREB a comparer avec les patients

Afin d’identifier une signature moléculaire propre a la mutation MYD88 L265P une analyse
transcriptomique sur une puce Affymetrix a été réalisée sur des cellules EREB transfectées privées,
induites a la doxycycline (conditions PRT1VC, PRT1 MYD88YT, PRT1 MYD88"2%°") et triées sur la
base de I’expression du NGFRt. En parralléle, une partie de ces cellules a été cultivée avec des oligo

désoxynucléotides CpG- synthétiques modifiés au phosphorothiolate (+CpG-ODN)pour activer la
signalisationTLRO (cf._Figure 40).

B Statut: Luc
B Statut : MUT
O Statut: WT
B QDN :-
B ODN:+

Figure 40 : Analyse transcriptomique des EREB exprimant la mutation
MYD88 L265P

Les EREB2.5 PRT1"", PRT1 MYD8S8"", PRT1 MYDS8"**" ont été privées trois
jours en cestradiol et cultivées avec (+CpQ) et sans CpG (-CpG). Ces cellules
NGFR+ sont ensuite triées a 1’aide d’un ARIA III (trieur cellulaire) afin de
réaliser une étude transciptomique.

Une premicre analyse transcriptomique a été réalisée afin d’identifier les génes dérégulés dans la
condition EREB MYD88L265P par rapport au controle EREB Luc. Cette analyse permet de regrouper
les différents échantillons selon le statut MYDS&S8. En effet dans la branche de droite on ne retrouve que
les échantillon EREB LUC ou EREB MYD&8 WT (sans signalisation TLR activée). Dans la partie du
milieu, on retrouve les EREB LUC ou MYD&88 WT stimulées par le CpG et dans la branche de gauche
sont clusterisés les échantillons possédant la mutation MYDS8S L265P +/- CpG. Parmi les geénes
dérégulés (fold change >1.5) on retouve des geénes de la signature NF-xB (TNFAIP3, EBI3 et FAS
notamment), un regroupement des génes anti-apoptotique (BCL2A1, MCLI), un regroupement des
génes impliqués dans la prolifération cellulaire (CCNL2 et CCND2 notamment), ainsi que 1’expression

du géne CD274 (classiquement nommé PDL-1) impliqué dans la réponse immunosuppressive.
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L'étude de cette puce montre que 1’activation constitutive de MYDS8S est clairement associée a une
signature NF-kB ainsi qu’a la protection contre I’apoptose, la prolifération cellulaire et un effet

immunosuppressif a I’origine de I’échappement immunitaire (cf._Figure 41).

W Statut: Luc
| statut: MuT| Statut
O Statut : WT

B ODN: -
B ODN:+ ODN

Figure 41 : Mise en évidence d’une signature immune liée a I’expression de la

mutation MYD8S 1265P dans les EREB. Les EREB2.5 PRTI'C, PRTI

MyYDS8"", PRT1 MYD88™*" ont été privées trois jours en cestradiol et cultivées
avec (+CpG) et sans CpG (-CpG). Ces cellules NGFR+ sont ensuite triées a 1’aide
d’un ARIA III (trieur cellulaire) afin de réaliser une étude transciptomique.

Pour compléter cette analyse transcriptomique nous avons comparé cette premiére signature a celle de
Camille Laurent https://doi.org/10.1080/2162402X.2015.1026530. sur la surveillance immune. Les
genes sélectionnés pour étudier la réponse immune sont : ARGI, BTLA, CI0ORF54, CCL2, CCL22,
CDI163, CDID, CD24, CD25, CD27, CD274, CD38, CD39, CD80, CD86, COL17A41, CSF1, CTLA4,
EBI3, ENTPDI, FOXP3, GDF15, GZMB, HAVCR2, HGF, ICOS, IDOI, IDO2, IFNG, IL10, IL12,
IL13, IL2, IL23, IL4, IL6, IL6ST, JAK2, KIR2DLI, KIR2?DL2, KIR2DL3, LAG3, LAIRI, LGALSI,
LGALS3, MCLI, MRCI, MSRI, MYC, NT5E, PCDI1, PDCDI, PDCDILG2, PDCDILG2, PIMI,
PTGS1, PTGS2, PVR, SOCS3, STAT3, STATS, TGFB1, TIGIT, TIMP1, TNFA, TNFRSF14, VEGFA et
VTCNI.

Une nouvelle fois, les échantillons EREB MYD88 L.265P +/- CpG et les LUC
ou MYD88 + CpG se regroupent. Les génes différentiels dont I’expression est augmentée sont : MCL],
CSF1, CCL22, CD274 (PD-L1), CD163, PDCDILG2 (PD-L2), EBI3, IL6, JAK2, PTGSI, CD&0,
IL6ST et ENTPD . Par rapport au hasard, la signature MYDS88 dans les EREB est enrichie d un facteur

2.5 en géne de la réponse immune (Test de Fisher, p < 10°°)
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7.2.2.4. Inmunophénotypage B des EREB 2.5 exprimant la
mutation MYD88 L265P

MYD88 est une protéine adaptatrice, se situant a l'interface entre l'inflammation et la transformation
cellulaire. Un certain nombre de cytokines (IL-6, IL-35 et IL-10), mais également des facteurs de
croissance plus ubiquitaires jouent un role essentiel dans le déclenchement et I'amplification de la
réponse inflammatoire (cytokines pro-inflammatoires) et dans sa régulation négative (cytokines anti-
inflammatoires). Parmi les cellules qui peuvent influencer la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires on retrouve les B régulateurs (Bregs).

La fonction régulatrice des Bregs est associée a la présence et a I’activation de récepteurs comme CD40
et le BCR [296]. Chez les Bregs de multiples sous-ensembles avec des caractéristiques distinctes et
partiellement chevauchantes ont été identifiés chez I'homme. Parmi eux, on retrouve. Les Breg
immatures, définis comme étant CD19*, CD24'ieh CD38High ¢t PDL-1M2" [297], les Breg B10, décrits
comme étant CD19" CD24Mie" CD27* et dans 60% des cas CD38" [298] et les Breg plasmocytaires,
d’aprés Franquesa et al., décrits comme étant CD19" CD27"igh CD38High [298].

Nous avons alors analysé la signature Breg immunophénotypique de MYD88 par cytométrie en flux.

Dans notre mode¢le in vitro, les EREB2.5 privées 3 jours, activées 24h a la doxycycline sont marquées
avec du CD25-PE, CD27-PE, CD1d-PE, PDL1-PE, CD24APC, CD38 PECy5.5. L’analyse a été faite
sur les cellules NGFR positives. L’histogramme de la figure 38 correspond a la moyenne de
fluorescence de chaque anticorps rapporté a la moyenne de fluorescence de I’isotype contréle
correspondant (cf._Figure 42). Les résultats obtenus suggérent qu’en présence de la mutation L265P
de MYD&8 nous avons une augmentation de 1’expression des marqueurs CD25, CD27, CD1d, PDLI1,
CD38 et d’une moindre mesure CD24. Cette augmentation d’expression est corrélée avec le
pourcentage de cellules exprimant les marqueurs CD25, CD27, PDL1, CD24 et CD38 méme si pour
ce dernier ce phénomeéne est moins marqué. Concernant CD1d ’augmentation de la moyenne de

fluorescence n’est pas corrélée a I’augmentation du pourcentage de cellules marquées.
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Figure 42 : Mise en évidence de ’effet de 1a mutation MYDS88 sur le profil B régulateur des EREB2.5.
Les EREB2.5 privées 3 jours, activées 24h a la doxycycline sont marquées avec du CD25-PE, CD27-PE, CD1d-
PE, PDL1-PE, CD24APC, CD38 PECy5.5. Les histogrammes correspondent a la moyenne de fluorescence de
chaque anticorps rapporté a la moyenne de fluorescence de chaque isotype contréle. L’expression de MYDS8
L265P induit I’augmentation de I’expression de I’ensemble des marqueurs ainsi que du pourcentage de cellules,
méme si cela est moins marqué pour le CD24. *p<0.5, **p<0.05, ***p<0.005.

D’apres les résultats ci-contre, un profil de B régulateur se dessinerait en présence de la mutation
MYDS88 L265P puisque I’on observe une augmentation de 1’expression et du nombre de cellules
exprimant PDL1, CD27, CD24 et CD38. Ceci reste a confirmer avec 1’étude de I’expression des
interleukines. En effet pour qu’un lymphocyte B soit considéré comme un Breg il doit de prime abord

posséder un profil d’expression PDL1 et IL10 augmenté.
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7.2.2.5. Etude de DPeffet de la mutation L265P sur le niveau
d’expression des interleukines IL10-TGFg-IL35.

Les propriétés des Bregs sont fortement liées a la sécrétion anti-inflammatoire et immunosuppressive
des interleukines IL-10, IL-35 et TGF-B1. Lors de cette étude les EREB2.5 ont été privées 3 jours,
activées 48 h a la doxycycline et tri¢es NGFR positives. L’expression de I’ARNm des deux sous-unités
de IL35 (EBI3 et IL12),IL10, TGFf et de HPRTI (géne de ménage) a été quantifiée et une valeur de
CT (Cycle Threshold) a été obtenue. Les cellules EREB2.5 transfectées LUC ont été choisies comme
référence.

En présence de la mutation MYD88 L265P lorsque les cellules sont privées, on observe une
augmentation de I’expression de I’interleukine IL35 et une diminution de I’expression des interleukines
TGFB. En ce qui concerne IL10, il n’y a pas de différence significative entre les EREB Luc, MYD88
WT et MYDS8S 1L265P (cf._Figure 43).

L’augmentation de I’expression de I’interleukine IL35 traduit une augmentation de I’activité
immunosuppressive dans les EREB MYD88 mutées (L265P), mais en revanche le niveau d’expression
d’IL10 ne différe pas.

Par conséquent, nous pouvons émettre 1’hypothése que dans notre modéele EREB MYDS&S8 L265P, la
fonction régulatrice des LB est déficiente du fait de la faible production d’IL10 mais qu’elle peut étre
au cceur de I’échappement immunitaire comme chez les patients souffrant de lupus érythémateux
disséminé ot la population de LB est décrite comme étant CD19" CD24™" CD38™" avec une sécrétion
plus faible d’IL-10 [299]

En effet, comme le décrit I’équipe de Lemoine et al. les LB CD19* CD24%* CD38"" CD5" peuvent
inhiber la prolifération des LT, indépendamment de la production d’IL-10 [300].

Par conséquent, il semblerait que la mutation MYDS8S8 participe a 1’augmentation de D’activité

immunosuppressive comme précédemment trouvé lors de 1’étude transcriptomique.
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Figure 43 : Etude de Ieffet de 1a mutation L265P sur le niveau d’expression des interleukines IL10-TGFp-

IL35.

Les EREB ont été privées 3 jours en cestradiol, induites 48 h a la doxycycline et tri¢es NGFR positives. En présence
de la mutation MYD88 L265P lorsque les cellules sont privées on observe une augmentation de I’expression de
I’interleukine IL35 (A et B) et une diminution de I’expression des interleukines TGFp et IL10 (C et D).
L’augmentation de I’expression de I’interleukine IL35 traduit une augmentation de ’activité immunosuppressive

dans les EREB MYD88 mutées (L265P). *p<0.5, **p<0.05, ***p<0.005.

Nos résultats fournissent des indices mécanistiques sur les raisons pour lesquelles les cellules B

exprimant MYD88 L265P échappe a la surveillance immune. Grace a une étude transcriptomique, nous

montrons que 1’activation constitutive de MYDSS est clairement associée a une signature NF-kB ainsi

qu’a la protection contre I’apoptose, la prolifération cellulaire et un effet immunosuppressif a ’origine

de I’échappement immunitaire. Nous montrons également que ces cellules ont un profil de cellules

Breg, avec l'expression de CD27, CD24, CD38 et CD274/PD-L1 et la sécrétion de niveaux élevés des

cytokines immunosuppressives 1L-35.

La caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules B dans notre modéle murin est en cours

avec notamment I’étude de leur pouvoir inhibiteur sur I’activation des lymphocytes T. Une telle étude

chez ’homme serait également trés intéressante.
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Discussion et perspectives

L’amélioration des méthodes de dépistage, qui permettent de déceler les cancers a un stade plus précoce
et I’avancée des recherches en terme de traitements ont contribué au ralentissement de la mortalité dans
les lymphomes. Pour se faire, de nouvelles thérapies plus efficaces et plus ciblées ont été¢ développées
afin de réduire les effets secondaires, prévenir les risques de rechutes ainsi que d’éventuelles résistances
aux traitements. Le développement de nouvelles cibles thérapeutiques dépend de la facon dont les
modeles reproduisent fidélement la pathologie humaine. Actuellement les modéles cellulaires ne
suffisent pas et ne permettent pas de mimer pas fidélement la pathologie humaine. En effet, ils ne
reflétent pas fidelement la complexité de la modulation du microenvironnement par les cellules
tumorales et par conséquent ils ne permettent pas de comprendre les mécanismes d’émergence de la
pathologie humaine. Le mod¢le murin semble le plus adéquat et permet de prendre en compte les
altérations génétiques associées a la pathologie humaine, la croissance et I’invasion des cellules
tumorales et le microenvironnement tumoral associé a la tumeur. Les modéles murins transgéniques
doivent pouvoir mimer la réponse thérapeutique chez I’homme ainsi que les mécanismes impliqués

dans la résistance thérapeutique.

La MW est un lymphome B indolent incurable. Ce lymphome, se différencie des autres lymphomes
indolents, par I’expansion d’un clone lymphoplasmocytaire de localisation médullaire quasi constante
avec sécrétion d’une IgM monoclonale. On observe une différenciation lymphoplasmocytaire ainsi
qu’une infiltration des cellules tumorales dans la moelle osseuse. 1l est admis que ce lymphome est
généralement précédé par une phase asymptomatique au cours de laquelle seule I’'IgM monoclonale
est détectée dans le sérum (MGUS IgM). La découverte récente de la mutation L265P de MYDS&S
activatrice de NF-«xB dans plus de 90% des cas a démontré que la MW est génétiquement distincte des
autres lymphomes indolents avec sécrétion d’IgM.MYDS88 apparait donc comme étant le premier
événement oncogénique de la maladie.

C’est pour ces raisons qu’il apparait comme essentiel de continuer a étudier les effets de la mutation
MYDS8S8 sur les voies de signalisation cellulaire complexes en aval, ainsi que la fagon dont ces voies

de signalisation peuvent a leur tour promouvoir la croissance et la prolifération des cellules de la MW.

Afin de mieux comprendre la physiopathologie de MW, d’améliorer son traitement, et de connaitre le
role exact de MYDS88 dans 1’émergence d’un clone lymphoplasmocytaire a cellules B, il apparait
intéressant, voir indispensable de créer un modele animal possédant la mutation MYDS88 L265P. En
effet, les recherches sur la MW souffrent d’un manque d’un modéele préclinique pour mieux connaitre
les événements précoces de la maladie et le réle de MYDS8S8 dans la transformation. Au début de ma

84



thése nous avons décidé de créer un modele Myd88 L252P-Yfp au niveau du locus Rosa26. Puis, a
partir de 2016, plusieurs modeles d’expression de la mutation humaine ou murine de MYDS88 ont été

publiés.

Le premier modéle publié en 2016 est un modéle d’expression de la mutation murine L252P avec une
insertion du transgéne au niveau du locus endogéne Myd88 [282]. Malheureusement, ce modéle ne
permet pas de reproduire I’émergence d’un clone lymphoplasmocytaire indolent de type MW. Cela
souléve la question de la relation entre la lymphomagenése des cellules B et la régulation du locus
endogeéne Myd88 tout au long de la vie des cellules B. En effet, le modéle de Knittel révéle une hyper
gammaglobulémie polyclonale, et laisse suggérer que l'expansion des cellules B sécrétant des Ig
pourrait précéder le développement du lymphome. Cependant dans 60% des cas les souris Myd88
L252P ont un phénotype caractéristique des DLBCL de type ABC et non MW. Cependant, en 2020,
en utilisant la méme stratégie que Knittel, Schmidt e al. ont récemment publié¢ leur modéle murin et
concluent que 1'activation continue de MYDS88 favorise la survie a long terme des cellules B exprimant
une IgM monoclonale entrainant un trouble de type [gM MGUS. Par conséquent, a 1’aide de ce mode¢le,

ils suggerent que MYDS8 est suffisante pour induire un état dit « prémalin ». [282]

Wang et al. et Sewastinik ef al. dans leur travaux ont quant a eux rapporté l'effet de la protéine MYDS8S
L265P humaine dans les cellules B murines [301] [283]. Dans le modéle de Wang et al., les cellules
B murines primaires ont été infectées ex vivo par un rétrovirus modifié¢ pour exprimer MYDS88 L265P
avant réinjection. Dans ce mode¢le, une augmentation initiale de la prolifération des cellules B a été
observée, suivie d'une apoptose des cellules B d'une maniére dépendante de Bim. Il est important de
noter qu'aucune augmentation de la sécrétion d'immunoglobulines n'a été signalée. Dans le modéele de
Sewastianik et al, le transgéne humain loxP-flanked-stop-MYD88L265P a été inséré en aval du géne
de la chaine alpha 1 du collageéne de type I (CollAl) de souris et l'expression de MYD8SL265P a été
induite par croisement avec des souris 4idCre. Contrairement a notre mode¢le, il s’agit d’un transgéne
contenant la version humaine de la mutation et son expression est a un stade plus tardif dans le
développement B (stade centre germinatif avec les 4id-Cre). Méme si quelques caractéristiques de la
MW ont été notées telles que I'expansion des cellules lymphoplasmocytaires et I'augmentation des taux
sériques d'IgM, aucune transformation LPL n’a été observé. Seule la transformation clonale du DLBCL
a été observée certainement parce que 1'AID est principalement exprimé dans les cellules B du centre
germinatif et parce que le promoteur du géne CollAl est tres actif dans les fibroblastes et les
ostéoblastes. Ce modele souléve la question de savoir si la temporalité et/ou le modele d'expression

pourrait étre importants dans le devenir de la cellule B dirigé par MYDSS.
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Outre le fait que l'infection rétrovirale des lymphocytes B peut avoir ses propres effets d'interférence,
ces modeles soulévent la question de savoir si la protéine MYDSS L265P humaine peut avoir
exactement les mémes propriétés d'activation dans un fond génétique murin.

Le choix des fonds génétiques est également important. Depuis, William Castle, des centaines de
souches murines consanguines ont été développées. Aprés un minimum d'une vingtaine de générations
(le plus souvent 40 ou 60), les souris qui naissent sont « des clones » puisque homozygotes a tous les
loci et donc génétiquement identiques. Chaque lignée consanguine définit un fond génétique qui lui est
propre. Il est alors possible de comparer les différentes lignées, de les croiser, et de comparer ensuite
pour différents paramétres les variations potentiellement apparut [302]. En effet, lorsqu’une mutation
spontanée survient dans une lignée consanguine, le locus muté est la seule différence génétique entre
la lignée d’origine et la lignée portant la mutation. Les deux lignées sont dites co-isogéniques.
Cependant, méme s’il au sein de la communauté scientifique est souvent recommandé d’étudier 1’effet
d’un transgéne sur une lignée congénique afin de facilité les comparaisons des données publiées dans
la littérature. Cela a pour conséquence de supprimer 1’hétérogénéité génétique entre les individus
étudiés, et réduire les fluctuations phénotypiques incontrolées qui caractérisent les pathologies
présentent dans la population naturelle.

C’est pour ces raisons que les animaux transgéniques sont souvent produits dans des fonds génétiques
hybrides qui de surcroit procurent de meilleurs rendements de transgenése. Ces animaux possédent
alors un fonds génétique non fixé et non standardisé

En étudiant des mode¢les hybrides il est possible de caractériser la plupart des maladies génétiques en
raison de I’hétérogénéité génétique qu’elles présentent en transférant la mutation dans différentes
lignées consanguines, on peut moduler le phénotype pour le rapprocher de formes cliniques
particuliéres de la maladie humaine. En effet, un nombre croissant de publications rapporte que le
phénotype d’une mutation, spontanée ou issue d’'une mutagenése ciblée ou aléatoire, varie en fonction
du fonds génétique sur lequel elle est placée [303] [304]. Ainsi, la gravité de plusieurs mutations
responsables de polykystose rénale dépend de la lignée consanguine sur laquelle elles se trouvent [305].
Autre exemple avec la mutation ApcMin (multiple intestinal neoplasia) qui affecte le géne Apc
(adenomatous polyposis coli), homologue du géne APC de 'homme. Les souris de fonds génétique
C57BL/6 hétérozygotes pour cette mutation développent en moyenne 30 tumeurs intestinales, alors
que leurs descendants F1 hétérozygotes issus d’un croisement avec la lignée AKR ne présentent en

moyenne que 6 polypes [306].

Contrairement aux autres modeles publiés en fond pur C57b16/J, notre modéle est issu d’un croisement
entre les fonds génétiques C57bl/6 (MYD88 L252P) et Balb/c (Cd19-CRE), cette différence de fond
génétique peut étre a I’origine de ’apparition du lymphome lymphoplasmocytaire a clonalité¢ IgM de
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phénotype indolent. Toutefois, un fait trés intéressant est a souligner dans ce modéle. A savoir que
chez les souris plus agées, le lymphome se transforme en lymphome agressif a grande cellules avec un
fort pouvoir proliférant (DLBCL de type ABC). Ce phénomeéne peut étre mis en corrélation avec ce
qui se passe chez I’homme. En effet il a été rapporté que les patients qui ont des antécédents familiaux
de MW ou de MGUS IgM déclare plus précocement la maladie et ont un niveau d’infiltration

médullaire plus important comme observé dans notre modele [264].

De plus, dans nos souris Cd19-Cre Myd88 L252P les cellules tumorales sont localisées
majoritairement dans la rate, et non dans la moelle osseuse comme dans la MW humaine. Dans notre
mode¢le murin, cette absence de cellule tumorale dans la moelle osseuse pourrait étre due a I’expression
précoce de Myd88 L252P dans toutes les cellules B. Par conséquent les cellules tumorales pourraient
étre issues d’une cellule B mature naive pré-CG semblables aux B blastiques se différenciant
directement en plasmocytes a IgM de courte durée de vie. Ces plasmocytes a courte durée de vie
migrent peu dans la moelle osseuse. Du fait de I’absence d’hypermutation somatique dans notre
mode¢le, nous ne pouvons pas certifier que le clone soit issu du CG. En effet, il se pourrait que
I’expression de la mutation Myd88 L252P soit trop précoce pour observer ce phénomeéne ou alors que
ce dernier soit difficilement reproductible chez la souris. Afin de valider cette hypothése nous
développons un modéle murin exprimant la mutation MYD88 L252P plus tardivement dans le
développement B. Dans ce modéle « Knock-In » pour MYD8S L252P le transgene est toujours inséré
dans le locus Rosa26 est sous le controle du promoteur du locus de la chaine J, permettant une
expression de MYD88 1.252P a un stade plus tardif du développement B spécifique des plasmocytes.
Ainsi, la cellule B pourra suivre un développement normal jusqu’a la différenciation post-CG est

former des plasmocytes a [gM a longue durée de vie, pouvant migrer dans la moelle osseuse.

En dépit de la localisation différente, les tumeurs spléniques dans notre modele présentent néanmoins
de fortes similitudes avec ce qu’il est retrouvé chez I’Homme. Mé&me si quelques génes sont communs
a la signature DBCL de type ABC tels que /IGHM, CXCR4 ou PIMI et PIM?2, la signature MYD8S8
L252P, dans notre mod¢le, pointe vers un déréglement de la différenciation des plasmocytes. Cela
suggere que MYDS8S8 L265P peut étre considéré comme étant la clé de votte de la physiopathologie
transformatrice de la MW. Cela suggére également que I'activation de KRAS pourrait étre importante.
RASSF3 et KRAS Iui-méme étaient régulés a la hausse dans les tumeurs a cellules B MYD88 1.252P
et dans la MW humaine. De maniére cohérente, et en accord avec les résultats du groupe de Treon
[307], nous avons également trouvé une surexpression de RASSF6 chez les patients MW (résultats NG
et JF non publiés). CXCR4, dont I'expression est augmentée dans la MW, peut activer la voie RAS a

travers les protéines associées a RasGAP [308]. Les mutations les plus fréquentes impliquent les génes
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KRAS et NRAS dans le myélome multiple [309]. Méme si de telles mutations n'ont pas été rapportées
dans la MW [310], nos résultats mettent en évidence le role putatif de la voie d'activation Ras dans la

MW, ce qui peut conduire a la conception de nouvelles thérapies.

L’effet du microenvironnement est également a prendre en compte. En effet, ce dernier peut réprimer
I’expression de certaines interleukines intervenant dans les phénomenes de migration cellulaire. Ceci
pourrait étre a 1’origine de I’absence de migration des cellules vers la moelle osseuse. Cette répression
d’expression peut étre attribué aux cellules Breg. Ces Breg surexpriment a leur surface les récepteurs
PD-L1 et PD-L2. Comme nous avons pu le démontrer lors de la caractérisation des aspects
immunomodulateurs des cellules B humaines infectées par 'EBV, cette surexpression de PD-L1
favorise 1’échappement immunitaire en permettant ’expansion des cellules T régulatrices autologues
ainsi que la surexpression des cytokines IL10, IL35 et TGF-B1. Dans le modéle cellulaire, nous
montrons que I’expression de MYDS8S L265P est associée a une transformation de ces cellules en
cellules B régulatrices capables de sécréter certaines cytokines immunosuppressives (IL35, PD-L1 et
IL10 en plus faible proportion). De plus I’analyse transcriptomique a permis d’identifier une signature
de I’échappement a la réponse immune montrant clairement le pouvoir immunomodulateur de
I’activation constitutive de NF-kB induite par MYD88 L265P [311]. De plus, dans notre modéle murin
les premicres analyses montrent une augmentation de I’expression de PD-L1 a la surface des cellules
tumorales dans la rate et le sang tout comme chez les patients atteints de la MW.

L’étude récente de Kaushal et al., montre que dés le stade MGUS, le micro-environnement immun est
modifié avec une baisse des compartiments my¢loides et lymphocytaires [265]. Cette augmentation de
PD-L1 retrouvé dans nos modéles pourrait étre a I’origine de 1’épuisement des cellules T. 11 serait donc
intéressant d’¢élaborer une nouvelle approche thérapeutique acces sur la technologie des « CAR-T cell
». Les thérapies actuelles pour le traitement des patients MW se concentrent principalement sur le
ciblage des cellules cancéreuses directement en utilisant des thérapies combinées. Cela comprend des
thérapies telles que le R-CHOP (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone plus
rituximab) ou I'Ibrutinib. Cependant, ce dernier est administré indéfiniment et peut provoquer des effets
indésirables tels que diarrhée, thrombocytopénie, éruption cutanée, saignement atypique, entre autres
symptomes d’ou I’importance de trouver des traitements efficaces ciblant et inhibant des protéines tel

que PD-L1 pour améliorer les immunothérapies actuelles et éviter I’épuisement des cellules T [312].

En résumé, notre étude longitudinale des souris MYDS8S L252P a démontré que I'activation continue

de MYDS8 est capable de favoriser 1'expansion précoce des cellules [gM lymphoplasmocytaire et des
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plasmocytes avec, d'abord, une hyper Ig polyclonale sérique puis un pic d'Ig monoclonale. Les pics
d'Ig étaient constamment associés a des lymphomes a cellules B partageant des caractéristiques avec
la MW. Deux différences majeures avec la MW étaient la localisation splénique des tumeurs MYDS8S
L252P et une prolifération accrue. Ici, nous avons montré pour la premicre fois que la différenciation
des lymphocytes B lymphoplasmocytaires IgM est au cceur du potentiel de transformation de MYD8S
L252P. Ainsi, nous proposons un nouveau modele préclinique intéressant pour le développement de
nouvelles approches thérapeutiques ou pour étudier la surveillance immunitaire par exemple non
seulement dans la MW mais aussi dans d'autres lymphomes a cellules B présentant des caractéristiques
de différenciation des plasmocytes. En effet, une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires sous-jacents est nécessaire afin de développer de nouvelles thérapies pour ces cancers des

cellules B incurables.
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Résumé

Titre : Apport de la modélisation de la transformation du Lymphocyte B par MYD88 dans la compréhension de la Maladie
de Waldenstrom.

Mots clés : Waldenstrom, MYD88, L265P, NF-kB

La Maladie de Waldenstrdm (MW), est un lymphome B indolent incurable. Ce lymphome, d’un point de vue plus général,
se différencie des autres lymphomes indolents, par I’expansion d’un clone lymphoplasmocytaire de localisation médullaire
quasi constante avec sécrétion d’une IgM monoclonale. On observe une différenciation lymphoplasmocytaire ainsi qu’une
infiltration des cellules tumorales dans la moelle osseuse. Il est admis que ce lymphome est généralement précédé par une
phase asymptomatique au cours de laquelle seule I’IgM monoclonale est détectée dans le sérum (MGUS IgM). La
découverte récente de la mutation L265P de MYDSS activatrice de NF-kB dans plus de 90% des cas a démontré que la
MW est génétiquement distincte des autres lymphomes indolents avec sécrétion d’IgM.

MYD88 est une protéine adaptatrice impliquée dans I’immunité innée (action des TLR et des récepteurs a I’IL-1). Elle est
impliquée dans I’inflammation qui favorise la cancérogénése. Des mutations oncogéniques activatrices ont récemment été
identifiées comme la mutation L265P. MYD88 129" joue également un rdle intrinséque dans la signalisation constitutive
de la voie NF«B, en se liant via le domaine TIR des TLRs. Dans ce contexte il est apparu comme fondamental, compte
tenu de I’implication de MYD88 muté dans la signalisation de cette voie, d’évaluer les conséquences de la surexpression
de MYDS88 muté in vitro ainsi que ces fonctions in vivo en termes de signalisation, d’inflammation et de transformation.
Pour cela nous avons mené une étude in vitro a I’aide d’un modéle cellulaire EREB2.5 inductible a 1’cestradiol. Cette
lignée cellulaire a la particularité de pouvoir réprimé de fagon réversible la voie NF-kB en absence d’cestradiol. Il devient
alors possible d’étudier spécifiquement I’effet de 1’expression de la mutation MYD88 L265P sur les voies de signalisation
situées en aval de la voie NF-kB. Une étude in vivo a été¢ mené sur un modeéle des souris Knock-in dans lesquelles les
alleles sauvages de MYDS88 sont remplacés par des formes mutantes L265P de la protéine mutée. A 1’aide de ce modele
nous avons pu démontrer que |'activation continue de MYD88 est capable de favoriser I'expansion précoce des cellules
IgM lymphoplasmocytaire et des plasmocytes avec, d'abord, une hyper Ig polyclonale sérique puis un pic d'lg
monoclonale. Les pics d'lg étaient constamment associés a des lymphomes a cellules B partageant des caractéristiques
avec la MW. Ici, nous avons montré pour la premiére fois que la différenciation des lymphocytes B lymphoplasmocytaires
1gM est au coeur du potentiel de transformation de MYD88L252P.

Title: Contribution of the modeling of the transformation of the B Lymphocyte by Myd88 in the understanding of
Waldenstrom's disease.

Keywords: Waldenstrom, MyD88, L265P, NF-kB

Waldenstrom's Disease (WM), is an indolent, incurable B lymphoma. This lymphoma, from a more general point of view,
is differentiated from other indolent lymphomas by the expansion of a lymphoplasmacytic clone of almost constant bone
marrow localization with secretion of monoclonal IgM. Lymphoplasmacytic differentiation is observed as well as
infiltration of tumor cells into the bone marrow. It is accepted that this lymphoma is usually preceded by an
asymptomatic phase in which only monoclonal IgM is detected in the serum (MGUS IgM). The recent discovery of the
NF-kB activating MYD88 L265P mutation in over 90% of cases demonstrated that WM is genetically distinct from other
indolent lymphomas with I1gM secretion. MYD88 is an adapter protein involved in innate immunity (action of TLRs and
IL-1 receptors). It is involved in inflammation which promotes carcinogenesis. Recently, activating oncogenic mutations
have been identified as the L265P mutation. MYD88 L265P also plays an intrinsic role in the constitutive signaling of the
NF-kB pathway, by binding via the TIR domain of TLRs. In this context it appeared to be fundamental, given the
implication of mutated MYD88 in the signaling of this pathway, to evaluate the consequences of the overexpression of
mutated MYD88 in vitro as well as these functions in vivo in terms of signaling, inflammation and transformation. For it,
we performed an in vitro study using an estradiol-inducible EREB2.5 cell model. This cell line has the particularity of being
able to reversibly repress the NF-kB pathway in the absence of estradiol. It then becomes possible to specifically study
the effect of the expression of the MYD88 L265P mutation on the signaling pathways located downstream of the NF-kB
pathway. An in vivo study was carried out on a knock-in mouse model in which the wild-type MYD88 alleles are replaced
by mutant L265P forms of the mutated protein. Using this model, we were able to demonstrate that the continuous
activation of MYD88 is able to promote the early expansion of lymphoplasmacytic IgM cells and plasma cells with, first,
a serum polyclonal hyper Ig then an Ig peak. monoclonal. Ig peaks were consistently associated with B cell lymphomas
sharing features with WM. Here, we have shown for the first time that the differentiation of IgM lymphoplasmacytic B
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