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Avant-Propos

Le sang est un liquide qui permet d'acheminer les nutriments, I'oxygéne et les cellules
immunitaires afin de lutter contre les infections et d'assurer un bon fonctionnement
des organes. Il évacue également les déchets toxiques produits par les cellules (CO,
ammoniaque). Le sang est composé de cellules sanguines en suspension dans un
liquide jaunatre appelé le plasma. Le volume total du sang d'un adulte humain est de
5 litres. La morphologie des cellules sanguines peut étre étudiées a I'aide de colorant

tel que le May Grunwald Giemsa (MGG). Il existe trois grandes classes cellulaires :

- Les érythrocytes (globules rouges) qui représentent 4,5 a 5,5 millions
cellules/mm?3. Ces cellules permettent les échanges gazeux dans |'organisme par
I'intermédiaire de I'hémoglobine.

- Les leucocytes (globules blancs) qui représentent 4000 & 10 000 cellules/mm?.
Ces cellules assurent la défense de I'organisme face aux pathogenes (virus,
bactéries).

- Les thrombocytes qui vont permettre la production de plaquettes issue du
cytoplasme des cellules mégacaryocytaires (150 000 & 400 000/mm?3). Ces
cellules assurent la coagulation du sang lors de I'apparition d'une Iésion afin

d'éviter une hémorragie.

Les leucocytes regroupent les cellules de I'immunité innée telles que les monocytes, les
cellules dendritiques, les granulocytes et les cellules NK (« Natural Killer) et les cellules

de I'immunité acquise ou adaptative assurées par les lymphocytes B et T.

Les cellules sanguines ont des durées de vie variables et limitées dans le temps selon
le type cellulaire. Elles sont renouvelées en continue tout au long de la vie d'un individu
: du développement embryonnaire a I'age adulte. L'hématopoiese est I'ensemble des
processus physiologiques qui permet la production, la maturation, la libération des

difféerentes cellules matures et le réapprovisionnement en continu des cellules
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sanguines. L'hnématopoiese permet donc d’assurer le maintien de I'homéostasie du
sang. Les différents travaux réalisés de 1940 a 1980, notamment ceux de Till et
McCulloch sur la greffe de cellules murine de la moelle osseuse dans des souris
irradiées (Till et McCulloch 1961, 1980) ont permis de décrire les capacités d'auto-
renouvellement et de différentiation d’'une méme cellule. Ces cellules situées en amont
de la production des cellules sanguines sont appelées: cellules souches
hématopoiétiques (CSH). Ces CSH sont capables de s'autorenouveler et de se

différencier vers I'ensemble des cellules du sang.

L'hématopoiese chez les mammiferes est classiquement décrite comme un processus
hiérarchisé avec comme précédemment mentionné, a son sommet les CSH.
L'hématopoiese embryonnaire differe de I'hématopoiese adulte par sa localisation,
I'hématopoiese embryonnaire a lieu dans le foie foetal et la rate et 'hématopoiese
adulte a lieu dans la moelle osseuse (MO), son organisation, son programme
transcriptionnel et les capacités de prolifération des CSH (Revue, Barbovic et Eaves,

2014).

Les CSH donnent naissance a des progéniteurs multipotents (MPP) avant de se
différencier en progéniteurs myéloides communs (CMP) ou en progéniteurs
lymphoides communs (CLP). Les CLP se différencient uniquement en lignée lymphoide
tandis que les CMP peuvent se différencier en progéniteurs mégacaryocyte-érythrocyte
(MEPs) et en progéniteurs granulocyte-macrophage (GMPs) (Figure 1A). Les cellules
matures (Lin*) présentent des marqueurs spécifiques des cellules myéloides (Gr1,
Mac1), des cellules érythroides (Ter119), des mégacaryocytes (CD41, CD42), des
lymphocytes T (CD3 et TCR) et des lymphocytes B (B220, CD19 et BCR). Les études
faites pour définir la modélisation hiérarchique de I'hnématopoiese ont permis par la
suite de mettre en évidence qu'il s'agit d'un processus de différentiation continu

aboutissant a une hétérogénéité des progéniteurs et cellules hématopoiétiques. Ainsi,
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cela souligne I'existence d'un continuum sans réels états discrets (Figure 1B) (Cabezas-

Wallscheid et al., 2014, Rodriguez-Fraticelli et al., 2018, revue Zhang et al., 2018).

Native hematopoiesis

, -

Figure 1 : Du modeéle hiérarchique vers un modéle de continuum de I’hématopoiése

Figures issues de la revue de Zhang et al., 2018. A. Schéma classique de I'arborescence du modeéle hématopoiétique
B. Représentation de I'hématopoiése sous forme de continuum. Mk : mégacaryotcytes, Ery: Erythrocytes, My :

myélocytes et Ly : lymphocytes.
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INTRODUCTION

Chapitre 1 : La lymphopoiése normale

Les cellules de lI'immunité innée qui comprennent les macrophages, les cellules
dendritiques, les cellules « Natural Killer » (NK) et les granulocytes (mastocytes,
polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et basophiles) sont la premiere ligne de
défense de I'organisme pour éliminer un grand nombre de pathogénes. De plus, il
existe un autre systeme de défense en parallele qui est complémentaire de celui-ci. Il
s'agit de I'immunité acquise ou adaptative. L'immunité acquise comprend I'ensemble
des processus permettant la production de nouveaux lymphocytes, incluant les
lymphocytes B (LB) dans la moelle osseuse (MO) et les lymphocytes T (LT) dans le
thymus aboutissant a la production des cellules mature « naives ». Ce processus est ce
qu'on appelle la lymphopoiese. Durant I'évolution, les cellules issues de I'immunité
adaptative ont permis de fournir de nombreux panels de répertoires spécifiques et
variés pour la reconnaissance du soi et du non-soi. La lymphopoiése est décrite a partir
des CLP caractérisés par les marqueurs de surface CD34, Flt3 et Kit'°" et par I'expression
du récepteur de linterleukine 7 (IL-7R) chez la souris (Kondo et al, 1997). La
lymphopoiése T et B ainsi que les mécanismes de régulation seront décrits dans les

différentes parties de ce sous-chapitre.

Les étapes de lymphopoiese T et B sont caractérisées par I'expression de protéines
membranaires et des récepteurs spécifiques aux cellules T (TCR pour « T-cell Receptor)
et aux cellules B (BCR pour « B-cell Receptor »). Les récepteurs transmembranaires TCR
et BCR sont spécifiques d'un antigéne. Durant le développement des lymphocytes, la
génération des domaines du TCR et BCR reconnaissant spécifiquement I'antigene se
fait par des mécanismes de recombinaison des segments des genes V(D)) (Variable,
Diversité et Jointure : V, D, J) grace aux enzymes recombinases Rag1 et Rag2 (Oettinger

et al., 1990). Ces mécanismes moléculaires impliquant les génes V(D)) composés de
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nombreux segments et de multiples recombinaisons possibles conduisent a une haute
diversité de récepteurs (de I'ordre de 10" différents récepteurs) (Tonegawa, 1983,

revue Calis et Rosenberg, 2014).

Les recombinaisons se font en deux temps en fonction des chaines concernées et sont
associées a des stades précis de différenciation qui seront décrites dans les sous-
chapitres. La premiere recombinaison conduit a I'expression d'un pré-TCR ou pré-BCR,

puis la seconde a I'expression d'un TCR ou BCR fonctionnel.

1. Lymphopoiese T

La lymphopoiése T s'effectue a partir de progéniteurs lymphoides qui migrent vers le
thymus ou la maturation et la sélection des lymphocytes T (LT) se feront. Les
progéniteurs thymiques perdent alors de leurs capacités d'auto-renouvellement. Le
développement des LT est divisé en 3 grandes étapes en fonction des marqueurs CD4
et CD8 : le stade double négatif (CD4 CD8"), le stade double positif (CD4* CD8*) et les
stades simple positif (CD4~ CD8* ou CD4* CD8") (Revue Famili, Wiekmeijer, and Staal
2017). Les études /n vivo effectuées sur la souris ont permis de caractériser les étapes
de la lymphopoiése T ainsi que les fonctions des LT. La premiére étape est caractérisée
par les cellules progénitrices de la MO qui sont doubles négatives (DN) c'est-a-dire que
ces cellules n'expriment pas les corécepteurs CD4 et CD8 (CD4™ CD8"). Les DN sont
principalement subdivisées en 4 groupes en fonction de leurs marqueurs de surface
CD25 et CD44 qui sont respectivement le récepteur de l'interleukine 2 (IL-2) et de
I'acide hyaluronique (Godfrey et al., 1993). Les DN1 sont CD25  CD44" et contiennent
des « early thymic progenitors » (ETP) qui donneront naissance aux DN2 qui expriment
le CD25 (CD25* CD44*) (Porritt et al., 2004). Quant au stade DN3, cela est caractérisé
par la perte du marqueur CD44 (CD4  CD8 CD44  CD25%). Comme mentionné
précédemment, l'assemblage somatique des genes du TCR (7cra, Tcrb, Tcrg, Tcrd)
génerent une diversité dans le répertoire des LT. L'expression des genes Rag débute

au stade DN2, ce qui permet la recombinaison des genes T7crd, Tcrg et Tcrb. Cela
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conduit a la formation du pré-TCR au stade DN3. Les TCR sont composés de deux
chaines et il en existe deux types : soit aff pour les lymphocytes CD4*ou CD8* (Figure
2a) soit les y& pour les LT non conventionnels. Lors du stade DN3, I'arrét du cycle
cellulaire permet le réarrangement des segments du gene 7crb qui codent pour la
région variable de la chaine B du récepteur (Capone et al., 1998). Ces réarrangements
conduisent a I'expression d'une chaine B qui sera exprimée a la surface des DN3 avec
une pré-chaine a invariante pour former le pré-TCR. Ce pré-TCR, associé aux molécules
CD3 (CD3 8, y et € et deux chaines ), permet la transduction de signaux conduisant a
la répression des genes Rag, a la prolifération, la survie et la différenciation des DN3 et
DN4 qui perdent l'expression de CD25 (Figure 2b-c). Si la chaine B n'est pas
correctement réarrangée, la transduction des signaux n'a pas lieu et les DN3 sont
éliminés par apoptose. Cette étape est appelée sélection B (Krangel et al., 2009). La
deuxieme grande étape est caractérisée par des cellules doubles positives (DP) qui ont
acquis les marqueurs CD4* et CD8". A ce stade, un nouvel arrét du cycle cellulaire
permet le réarrangement des segments de la chaine a. Le TCRaf3 exprimé a la surface
des cellules est alors associé aux corécepteurs CD4 ou CD8 et définit la troisieme étape
avec des cellules simples positives. Les cellules simples positives subissent deux
sélections dépendantes du signal recu. Une premiére est dite positive et permet de
tester la fonctionnalité du TCRaf. La reconnaissance des peptides du soi qui sont
intégrés dans le complexe majeur d'histocomptabilité (CMH) sur les cellules
présentatrices de I'antigene (CPA) est critique pour déterminer le destin des cellules
Taf. La sélection positive des thymocytes permet donc la survie des cellules qui
s'engagent soit dans la lignée des cellules T CD4* (aussi appelé « helper ») soit dans la
lignée des cellules T CD8* (aussi appelé cytotoxique). D'autre part, il existe aussi une
sélection négative qui permet d'éliminer par apoptose; les cellules TCRaf3 auto-
réactives c'est-a-dire les cellules qui reconnaissent les antigenes du soi (Surh et Sprent,
1994, Revue Klein et al., 2014). A l'issue de ces étapes, les LT CD4* ou CD8* sont dits

« naifs » passent dans la circulation sanguine a la recherche d'antigénes du non-soi qui
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pourront étre reconnu par leur TCR entrainant leur activation (phase dépendante de

I'antigene rencontré). Les étapes de la lymphopoiése T sont illustrées dans la figure 3.

A
Variable s B T[‘R
V(D) — —
cD3 CcD3
a B
TCRa TCRB ‘

Membrane cytoplasmique e |8 v €
C Segments V Segments D Segments J [
BCR lourd BCR lourd BCR lourd
TCRB TCRB TCRB
BCR leger BCR léger
TCRa TCRa

—-'-' """ ﬁ// -|IH|]1 HH/— 11 7/ /—— signalisation

Tl
S

Nucléotides

Recombinaison VDJ
l jonctionnelles,

addition/délétion

—-—//—l—_l)—ll =3

Figure 2 : Schéma de la structure du récepteur TCR spécifique des LT et de la
recombinaison V(D)J des TCR.

(A) Le TCR est un récepteur transmembranaire composé deux différents sous-unités a et f et de deux grandes
parties : fixe et variable. La partie variable étant la partie ou I'antigene se lie. Cette partie variable code pour les
génes V(D)J (TCRB). (B) Les chaines a et B sont associées avec les molécules CD3 et CD4 ou CD8 permettant la
transduction du signal. (C) : Mécanisme de recombinaison V(D)J qui permet la diversification de I'anticorps. Schéma
illustrant le mécanisme de recombinaison V(D)) qui a lieu au niveau du locus TCRB. Les nombres différents des
segments des génes V(D)J, V (orange), D (vert), J (jaune) sont représentés pour chaque récepteur d'antigene.
Pendant la recombinaison, des nucléotides peuvent étre ajoutés ou délétés au niveau des jonctions de segments

(violet) contribuant a une séquence additionnelle.
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Figure 3 : Schéma de la lymphopoiése T chez la souris.

Les CLP provenant de la MO migrent vers dans le thymus ou la lymphopoiése T a lieu. La lymphopoiése T peut se
diviser en 3 grandes étapes : les cellules doubles négatives (DN1 a DN4) suivi des cellules doubles positives (DP) et

enfin les cellules simples positives (SP et CD4+ / CD8+).

2. La lymphopoiese B

La génération des LB par les CLP a lieu dans la MO. De nombreux groupes ont décrit
les différents stades de différenciation B. Deux principales nomenclatures sont
utilisées : celle de Philadelphie développée par Hardy et ses collaborateurs ; Fraction
(Fr) A, B, C,C', D, EetF (Hardy et al., 1991) et celle de Bale développée par Melchers et
ses collaborateurs ; pré-pro, pro ou preBI, pré-B ou pre-BII et immatures (F. Melchers,
1995). Ces deux nomenclatures ne se recouvrent pas totalement. Les étapes de

différenciation de la lymphopoiése B seront illustrées dans la figure 5.

De nombreux travaux réalisés chez la souris ont permis de montrer que les CLP qui
s'engagent vers la lignée B acquierent les marqueurs B220 ou CD45R, CD43 et
maintiennent I'expression de I'IL-7R a leur surface. Les progéniteurs perdent de fagon
précoce I'expression du récepteur Kit. Les progéniteurs perdent |'expression de kit des
le stade pré-proB / Fr.A (Payne et al., 1999). Les cellules pré-proB se différencient par

la suite en lymphocytes pro-B (pré-BI; early (Fr.B) et late (Fr. C) qui sont caractérisés
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par |I'expression de CD19, spécifique de I'engagement B comme le marqueur B220. Les
pro-B expriment les génes Rag7 et RagZ nécessaires pour la formation du pré-BCR
(Hardy et al., 1991). Le pré-BCR est exprimé a la fin du stade pro-B. Il est composé de
deux chaines lourdes d'immunoglobuline (IgH) identiques réarrangées (Alt et al., 1984)
associées a deux pré-chaines légeres de substitution (IglL) invariables codant pour
VpréB et A5 (Karasuyama et al., 1990). Au stade pré-BI, les deux alleles de I'IlgH subissent
une recombinaison des segments de genes D (diversité) et J (Jointure) (recombinaison
DJh). Les alleles IgH ayant subi le réarrangement VDJ complet, sont donc fonctionnels
et codent pour la chaine protéique puH qui est exprimée sur la surface des cellules.
Lorsque le pré-BCR est correctement réarrangé et associé aux pre-IgL, aux Iga (CD79a)
aux Igp (CD79b), cela va entrainer une transduction des signaux. L'Iga et I'Ilgp sont des
glycoprotéines transmembranaires appartenant a la superfamille des Ig formant un
hétérodimere indispensable pour la transduction des signaux du récepteur BCR. Ce
mécanisme, appelé sélection positive, permet de passer au stade pré-B (pré-BII) sinon
les cellules sont éliminées en grande majorité par apoptose. Les lymphocytes du stade
pré-BII sont caractérisés par un réarrangement VDJ complet des deux alléles IgH et
expriment B220, CD19 et CD25 (récepteur a I'IL-2). Une perte de I'expression de CD43
est aussi observée. (Rolink et al., 1994). Cette signalisation issue de ce pré-BCR induit
aussi la diminution de I'expression des génes Rag (Grawunder et al., 1995) et une phase
d’'expansion des « large » pré-B (Fr. C') (Martensson et al., 2002). Les récepteurs pré-
BCR induisent la prolifération des cellules (Rolink et al., 2000). Au cours des différents
stades de développement, les cellules entrent en quiescence au stade « small » pré-B
(Fr. D). La sortie du cycle cellulaire par la signalisation du pré-BCR conduit a la
répression de la cycline D3 (Mandal et al., 2009). Les genes Rag sont alors réexprimés
pour permettre le réarrangement des IgLk ou IgLA. Des études sur les souris déficientes
pour les facteurs de régulation de l'interférons 4 et 8 (Irf4”" et Irf8”") ont montré que
ces facteurs sont nécessaires /n vivo pour l'initiation de la recombinaison de I'IgLx, la

sortie du cycle cellulaire et la suppression du complexe de la chaine légere de
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substitution (SLC) (Lu. R et al,, 2003, Ma. S et al., 2008). Cela permet la formation d'un
récepteur BCR fonctionnel (Figure 4) (Liu et al, 1997, Revue Herzog, Reth et Jumaa,
2009). Le récepteur BCR est composé de deux chaines lourdes (IgH) et de deux chaines
légeres (IgL) composées de régions constantes et variables. Le BCR, entierement
réarrangé, est exprimé a la surface de cellules B immatures (Fr. E). Chaque LB exprime
un BCR unique. Les BCR interagissent avec les antigenes du soi. La qualité du signal
induit permet la sélection des cellules. Des mécanismes de tolérance ont lieu a des
stades du développement tardif. La tolérance dite centrale a un réle clé dans la
réeduction des frequences de cellules auto-réactives. En effet, grace a la sélection
négative, ces cellules sont éliminées par apoptose (Surh et Sprent, 1994 et Revue
Nemazee, 2017). Ainsi, selon I'intensité du signal du BCR, cela peut soit entrainer une
apoptose si le signal est fort soit une poursuite de la maturation dans les organes
secondaires lymphoides (rate et ganglions lymphatiques) si le signal est intermédiaire
(Revue Melchers, 2015). Les immunoglobulines, dont fait partie le BCR, se différencient
par la partie constante du BCR. Les cellules immatures sont caractérisées par
I'expression de I'IgM et les cellules matures (Fr. F) par la co-expression de I'IgM et de
I'lgD a leur surface (Lala et al., 1979). Les cellules matures naives circuleront dans le
sang a la recherche d'antigenes étrangers grace a leur BCR fonctionnel, ce qui
permettra leur activation (phase dépendante de l'antigeénes). L'ensemble des étapes de

la lymphopoiese B est présenté dans la figure 5.

3. Maturation des LB dans les organes lymphoides secondaires

Une fois que les LB immatures quittent la MO, ils sont acheminés par la circulation
sanguine vers les organes lymphoides secondaires. Parmi les organes secondaires
lymphoides, La rate est le plus grand organe appartenant au systeme immunitaire du
corps humain. Elle a pour role d'initier les réactions immunes face aux antigenes via la

circulation générale. Elle a également un réle dans I'élimination des érythrocytes
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sénescents. La rate est subdivisée en deux principaux compartiments : la pulpe rouge
(partie myéloide) et la pulpe blanche (partie lymphoide). La pulpe blanche est divisée
en deux sous-compartiments : les follicules et la zone marginale. Ainsi, dans la majorité
des cas, les LB immatures vont migrer dans la rate, dans la pulpe blanche, ou ils vont
subir une maturation soit au niveau de la zone folliculaire (FoB) ou soit au niveau de la
zone marginale (MzB) (Kumararatne et al., 1981 et Martin et Kearney, 2002). Les FoB
sont de petites tailles et expriment les immunoglobulines M a bas niveau et D a haut
niveau (IgM'°" IgD") tandis que les MzB sont de tailles moyennes et présentent comme
caractéristiques IgMM IgD'" (Kumararatne et al., 1981). Les FoB exprimant IgM'*" IgD"
CD21™Md sont appelées les cellules folliculaires de type I (FoBI). Il existe aussi une
seconde population de FoB exprimant IgM" IgD" CD21™d, cette population est ce
qgu'on appelle les cellules folliculaires de type II (FoBII). Cette derniere est en faible
quantité par rapport au MzB. Les FoBII ont la capacité de reconstituer le compartiment
des cellules MzB. Ce qui permet donc d'avoir un réservoir lorsque les MzB sont
rapidement déplétées lors de leur activation par un antigéne (Pillai S et Cariappa A,
2009). Les follicules sont adjacents a la zone des LT, ce qui permet lorsque les cellules
B folliculaires sont activées ainsi que des LT « helpers », de migrer et d'interagir a
I'interface entre les 2 zones. Ainsi, ces FoB participent aux réponses immunes en
réponse a un antigénes dépendantes des LT. Les MzB expriment fortement les
marqueurs CD21 et CD1d. Le haut niveau d'expression de CD1d permet de faciliter la
présentation des lipides des antigenes aux cellules NK (Leadbetter EA et al., 2008, Barral
P et al., 2008) et le transport de complexe immunitaire de la circulation sanguine aux
follicules. Ce complexe peut étre capturé par les cellules dendritiques folliculaires pour
ensuite permettre la présentation aux cellules FoB. Les cellules B immatures ayant
acquis la capacité de recirculer sont ce qu’on appelle des cellules B T1 (Transitionnelle
1), ces cellules T1 sont généralement situées dans la MO ou dans la rate. Les cellules B
immatures nouvellement générée qui entrent dans les follicules acquierent comme

marqueurs de surface IgD et CD23 mais restent a un stade immature. Ces cellules B
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immatures qui ont la capacité de recirculer sont ce qu'on appelle des cellules B T2
(Transitionnelle 2) (Allman D et al.,, 2001). Les cellules T1 B peuvent se différencier en
cellules indépendantes des signaux BAFF (« B cell activating factor ») et de BTK c'est-
a-dire en FoBII ou en FoBI si elles sont dépendantes de ces signaux. La décision du
destin cellulaire est dépendante du signal du BCR et de la participation de la voie de

signalisation de NOTCH2 (mécanismes seront détaillés dans le chapitre 2).

BCR
|

Variable
V(o))
lgL |
e BCR B

Light

lgH BCR

Membrane cytoplasmique Heavy

\
Signalisation

Figure 4 : Schéma du récepteur BCR spécifique des LB.

Le BCR est composé de 2 chaines lourdes (IgH) et de 2 chaines légéres (IgL) en association avec les molécules

Igap pour permettre la transduction du signal. Le schéma du BCR est issu de la revue Calis et Rosenberg, 2014.
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Figure 5 : Schéma de la lymphopoiése B.

Chez la souris, la lymphopoiése B peut étre illustrée par I'acquisition ou la perte successives de plusieurs marqueurs

de surface représentés dans le schéma. Les noms des différents stades proposés par la classification de Philadelphie

(Hardy) et de Bale (Melchers) sont exposés dans le tableau.

4.

Réqulation de la lymphopoiése

4.1. Récepteurs des antigenes et signalisation

Les pré-récepteurs et récepteurs spécifiques des LT et LB sont essentiels pour la

transmission de signaux intracellulaires permettant la maintenance, la prolifération et

la différenciation de ces cellules a des stades spécifiques. L'Ilg membranaire exprimée

par les lymphocytes B (BCR) reconnait les antigenes sous forme soluble et le récepteur

TCR reconnait le complexe peptide antigénique-CMH exprimé a la surface des cellules

présentatrices des antigenes (CPA). L'interaction des récepteurs avec leurs ligands

situés a la surface des CPA induit une cascade de signalisations aboutissant a

I'activation des cellules et a l'internalisation des complexes formés dans des vésicules,

qui sont par la suite transportés dans des endosomes et des lysosomes. Les récepteurs

TCR et BCR comme mentionné dans la partie lymphopoiese T et B sont respectivement
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couplés a des chaines invariantes dites « accessoires » qui assurent la transduction du
signal et le maintien de I'expression des récepteurs a la surface des cellules. Pour le
récepteur TCR, il s'agit du complexe CD3 (8,y et €) et deux chaines T et les molécules
CD79 (Iga/B) pour le récepteur BCR. Les molécules CD3 et CD79 possedent des motifs
conservés se situant au niveau de leurs domaines intracytoplasmiques. Ces motifs
correspondent a des motifs ITAM (« Immunoreceptor Tyrosine based Activation
Motif ») nécessaires a la transduction du signal (Bonnerot, C et Hivroz C, 1999). Les
mécanismes dépendants de ces récepteurs sont similaires dans la mesure ou leur
spécificité est assurée par les protéines accessoires et les corécepteurs associés au TCR
ou BCR impliqué en fonction du lignage. Les domaines intracellulaires des corécepteurs
CD4/CD8 et CD19, respectivement associés au TCR et BCR se lie aux protéines kinases
de la famille SRC. La famille SRC est composée de 11 membres dont Src et Fyn et sont
exprimées par toutes les cellules et Blk, Fgr, Hck, Lck et Lyn exprimés seulement par les
cellules hématopoiétiques. Ces protéines ont 4 domaines d’homologie en commun :
un domaine unique « SRC homology 4 » (SH4) et un domaine « SRC homology 3 »
(SH3), un domaine « SRC homology 2 » (SH2) et un domaine kinase « SRC homology
1» (SH1). Les domaines SH2 des protéines leur permettent d'interagir avec les résidus
tyrosines phosphorylés d'autres protéines. Lorsque le domaine SH2 se fixe a une
tyrosine phosphorylée, cela induit un changement de conformation des protéines SRC
libérant leur domaine kinase qui peut alors étre phosphorylé et conduire a I'activation
de la protéine (Revue Roskoski, 2015). Lorsque le récepteur se lie a I'antigénes, cela
induit donc un changement de conformation ce qui permet aux SRC de phosphoryler

les résidus tyrosines des motifs ITAM des molécules CD79 et CD3.
4.2. La régulation des lymphocytes T (LT) par I'activation du TCR

La protéine kinase Lck associée a CD4 ou CD8, phosphoryle les domaines ITAM du
corécepteur CD3e et des deux chaines T (Van Oers et al., 1996). La protéine kinase
ZAP70 est recrutée au niveau de CD3Z qui est lié aux ITAM phosphorylés via le domaine

SH2 (Chan, A et al,, 1992, Weiss A et al., 1994, Wange et al., 1993 et Hatada et al., 1995).
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Ainsi, la phosphorylation de ZAP70 par Lck ou Fyn permet une activation du TCR. La
protéine kinase ZAP70 phosphoryle a son tour, les résidus de la protéine
transmembranaire Lat (« Linker for Activation of T cells») et de la protéine
d'échafaudage SLP-76 (Paz et al., 2001, Sela et al., 2001) qui a un role essentiel dans le
maintien du complexe Lck/ZAP70 afin de permettre la transmission du signal en aval.
La phosphorylation du complexe Lat/SLP-76 permet le recrutement en association avec
des protéines adaptatrices et des kinases, de plusieurs effecteurs des voies de
signalisation. Ces inductions de cascades de phosphorylation induisent I'activation des
isoformes de la phospholipase C, la phospholipase C-y (PLC- y1 ou PLC- y2) (Koretzky
et al., 2006, Alvarez-Errico et al., 2009 et Kambayashi et al., 2007). En effet, la PLC- y1
se lie directement a la protéine Lat et la protéine SLP-76 se lie et active une protéine
kinase de la famille Tec : Itk qui va par la suite phosphoryler les différents sites requis
pour |'activation de cette voie (Liu et al, 1998, Houtman et al., 2005 et Bogin et al,
2007). PLC- y clive le lipide membranaire PIP2 en diacylglycerol (DAG) et en inositol
1,4,5 triphosphate (IP3), agissant comme second messager pour activer la protéine
kinase C (PKC) et la libération de calcium (Ca®*) (Rhee SG et Bae, YS, 1997) dans le
cytosol de la cellule qui va activer par la suite la phosphatase appelée calcineurine.
Celle-ci déphosphoryle les facteurs de transcription NFAT1, 2 et 4 qui vont migrer par
la suite dans le noyau pour réguler l'expression de genes impliqués dans la
différenciation et la prolifération des LT. La PKC activée par le DAG, va entrainer
I'activation de la voie de signalisation NF-kB impliquée dans les réponses
inflammatoires en phosphorylant son corépresseur IkBa. Le DAG permet également le
recrutement de la protéine adaptatrice RasGRP qui activera RAS puis la cascade de
signalisation RAS/MAPK (Ebinu et al, 2000). D'autre part, la voie RAS/MAPK est
directement activée par la protéine Lat qui recrute des protéines adaptatrices Grb2 et
Sos1. Cela va entrainer la formation du facteur de transcription AP-1 composé des

protéines c-Fos, c-Jun, Atf et Jdp (Karin. M, 1995). L'ensemble de ces FT permet la
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prolifération et la différenciation des LT. La signalisation du TCR est illustrée dans la

figure 6 (Revue Gaud et al.,, 2018).
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Figure 6 : La signalisation du TCR

Les principales voies de signalisation liées a I'activation du TCR sont représentées dans ce schéma. La transduction
du signal du TCR lié avec le complexe CMH se trouvant a la surface des cellules présentatrices d’antigéne (CPA),
entraine donc une cascade de phosphorylation de différents effecteurs entrainant I'activation de ces principales
voies de signalisation : RAS/MAPK, NF-k et NFAT. En rouge sont représentés les domaines ITAM dans le complexe
CD3 intracellulaire. Les petits points jaunes représentent les groupes phosphates. L'activation de ces principales
voies de signalisation a pour but de permettre la survie des cellules LT, la prolifération et la différenciation des LT.

RE = Réticulum endoplasmique.

4.3. La régulation des lymphocytes B (LB) par I'activation du BCR

Lorsque le BCR est activé par une interaction avec un ligand, la transduction du signal
est médiée par les deux hétérodimeres Ig-o/Ig-f (CD79 o/B) qui possedent des ITAMs.
Trois familles distinctes de protéines tyrosines kinases cytoplasmiques (PTK) sont
recrutées lors de I'activation du BCR. La famille des PTK Src (cf partie 4.1.1. LT) telle que
la protéine Lyn qui est localisée en aval de la transduction BCR. L'activation par Lyn

entraine par la suite I'activation de la kinase Syk et de sa protéine d'échafaudage BInk
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(SLP-65 ou BASH) (Yamanashi et al., 1991, Tsang et al,, 2008, Stepanek et al., 2013). La
protéine Syk phosphoryle Blnk qui recrute alors la kinase Btk (Bruton Tyrosine Kinase).
Le complexe BInk/Btk, une fois phosphorylée, permet I'activation de la PLCy 2 (Niiro, H
et Clark EA, 2002) qui va par la suite réguler le flux de calcium dans le cytosol
conduisant a l'activation de la voie NF-xB et RAS/MAPK qui va permettre la
différenciation des LB. Ce complexe va également recruter la protéine Vav Guanine
Nucleotide Exchange Factor 1 (Vav1) et le facteur de croissance : Grb2 (Growth Factor
Receptor Bound Protein 2) (Revue Geahlen RL, 2009). Ces deux protéines vont par la
suite activer la voie RAS/MAPK (Fu et al., 1998, Yokozeki et al., 2003 et Vanshylla et al.,
2018). La protéine Syk phosphoryle le corécepteur CD19 induit le recrutement et
I'activation de la protéine p85 puis ensuite, I'activation de la sous-unité de PI3K de p110
ce qui entraine donc l'activation de la voie PI3K/AKT (Yokozeki T et al., 2003, Otero et
al, 2001 et Beitz LO et al., 1999). Le pré-BCR par la voie PI3K induit la phosphorylation
du FT Foxo1 levant ainsi l'inhibition de la transcription des génes Rag et conduisant
aux réarrangements des chaines légeres IgM et donc a l'expression d'un BCR
fonctionnel (Dengler et al., 2008 et revue Herzog, Reth et Jumaa, 2009). Cette
régulation est ce qu'on appelle la cascade de signalisation positive médiée par la
protéine Lyn. La protéine Lyn peut également induire une cascade de signalisation

négative (Saijo, K et al., 2003 et Chan VW et al., 1997).
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Figure 7 : Signalisation du BCR

Figure adaptée de la revue Brodie et al.,2018. Les principales voies de signalisation liées a l'activation du récepteur
BCR sont représentées sur ce schéma. Lyn initie la cascade de signalisation du BCR aprés activation de celui-ci par
un antigéne (sous forme de peptide soluble). La stimulation du BCR entraine donc I'activation de Lyn et Syk par
phosphorylation (hexagone jaune) des domaines Ig o/p. L'activité de la PLCy2 entraine I'hydrolyse du PI(4,5)P2 en
IP3 et en DAG qui stimule, d’'une part la libération de Ca®* et d'autre part, I'activation de la protéine kinase C (PKC)
et de la MAPK. La phosphorylation de CD19 entraine un recrutement au niveau de la membrane du
phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) et I'activation d'Akt induisant ainsi la phosphorylation des protéines en aval
entrainant leurs inhibitions et d'une augmentation de I'expression des génes impliqués dans la survie, la prolifération

et la différenciation des LB.

Chapitre 2 : La voie de signalisation NOTCH

1. La voie de signalisation NOTCH : origine et mécanisme

La voie de signalisation NOTCH a éte decouverte chez une souche de drosophiles
haplo-insuffisantes exprimant un phénotype avec des ailes présentant des petites
entailles (notch en anglais) au niveau de la bordure des ailes (Morgan, TH, 1917). La
voie de signalisation NOTCH est une voie de signalisation hautement conservées entre
les especes. En effet, la voie NOTCH a une expression ubiquitaire et a un role essentiel

dans les processus homéostatiques et développementaux tels que dans le destin
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cellulaire, le maintien des cellules souches, la prolifération et I'apoptose (Artavanis-
Tsakonas et al., 1999). Chez I'humain, il existe 4 récepteurs Notch (1-4). Ces récepteurs

sont des récepteurs transmembranaires de type I caractérisés par :

- Des séquences répétées EGF sur la partie extracellulaire

- D'une hétérodimérisation comprenant une partie extracellulaire, une partie
transmembranaire et une partie intracellulaire

- Des séquences répétées ankyrines sur la partie intracellulaire

- Une séquence signal de translocation dans le noyau NLS sur la partie
intracellulaire

- Un domaine PEST (voir paragraphe suivant)

Seul les récepteurs NOTCH1 et NOTCH2 possedent un domaine de transactivation
transcriptionnel (TAD) bien caractérisé (Ellisen et al., 1991, Weinmaster et al., 1991,
1992, Lardelli et al., 1994 et Uyttendaele et al,, 1996). Ces récepteurs NOTCH peuvent
interagir avec 2 grandes familles de ligands : Delta (1, 3 et 4) et Jagged (1 et 2) qui
comprennent tous deux des séquences répétées EGF et un domaine DSL impliqué dans
I'interaction avec les récepteurs NOTCH (Lindsell et al., 1995, Shawber et al., 1996, Luo
et al,, 1997, Bettenhausen et al., 1995 et Dunwoodie et al.,1997) (Figure 8a). L'activation
de la voie de signalisation NOTCH suit une stratégie de signalisation cellulaire décrite
récemment dans I'évolution et implique un nombre croissant de protéines
membranaires : RIP pour Regulated Intramembrane Proteolysis (Brown MS., et al., 2000,
Rawson RB, 2002, Selkoe D., Kopan R., 2003). Le RIP est un éveénement protéolytique
hautement régulé dans lequel une protéine membranaire va subir deux clivages
protéolytiques dans son domaine extracellulaire puis dans son domaine
transmembranaire aboutissant a une protéine soluble intracellulaire (Brown MS,, et al.,
2000, Rawson RB, 2002, Selkoe D., Kopan R., 2003). Ainsi le mécanisme d’'activation des
récepteurs NOTCH consiste en une cellule voisine qui va exprimer a la surface un ligand
appartenant soit a la famille Delta ou soit a la famille Jagged. Une fois que le ligand se

fixe sur la partie extracellulaire du récepteur NOTCH, cela va conduire a deux clivages
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protéolytiques successifs, le premier médié par une meétalloprotéase comme la
protéine ADAM10 (A desintegrin and metalloprotease 10) et le second médié par le
complexe y-sécrétase (GS). Ce dernier va entrainer le clivage de la partie intracellulaire
du récepteur Notch (ICN) et donc sa libération dans le cytoplasme. L'ICN va par la suite,
étre transloquée dans le noyau ou IICN va agir comme un coactivateur
transcriptionnel. L'ICN se lie au complexe CSL/RBP-J pour ensuite recruter des
coactivateurs tels que MAML1 (Mastermind-like 1) et I'histone acétyltransférase p300
qui vont donc conduire a l'activation de la transcription de ses genes cibles (Kopan R
et al., 2009, Oswald F et al., 2001). La protéine Notch possede une région régulatrice ;
le domaine PEST (proline-glutamate-sérine-thréonine-rich) qui se situe en C-terminal.
Ce domaine va étre phosphorylé, ce qui va permettre la reconnaissance de ce dégron
par les ubiquitines ligases, entrainant ainsi une dégradation du ICN par le protéasome
(Gordon WR et al., 2008). Le mécanisme de cette voie de signalisation est illustré dans

la figure 8b.

2. La voie de signalisation NOTCH dans la lymphopoiése normale

2.1. La voie NOTCH1 dans la différentiation des LT :

La migration des CLP dans le thymus va permettre la maturation des LT comme
précédemment mentionné (cf partie Lymphopoiese T). Les cellules « stromales » du
thymus expriment a leur surface les ligands Dll4 qui vont par la suite interagir avec les

récepteurs transmembranaires Notch présents a la surface des cellules ETP.

De nombreux études ont montré que la voie de signalisation NOTCH1 a un role dans
la différenciation du lignage T au détriment du lignage B et du lignage myéloide. Des
travaux effectués sur la souris ont démontré que la délétion du gene Notch7 (Notch1
/) dans des souris de 4 semaines entraine un blocage dans le développement des LT
et donc une diminution conséquente de la fréequence des LT immatures (DN2 et DN3)

et des LT matures (Radtke et al., 1999, Pear, WS et Radtke, 2003). Des expériences de
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gain-de-fonction ont également été realisées et confirment ces résultats obtenus (Pui,

JC et al., 1999) (Figure 9¢).

Durant la différenciation des LT, le clivage de NOTCH1 induit I'expression des genes
conduisant a la répression de la différenciation des cellules non-T (Garcia-Peydro et al.,
2006), la production de la chaine a invariante du pré-TCR (Reizis et al., 2002) et favorise
également la survie des DN3 dans la sélection  (Ciofani et al., 2005). NOTCH17 participe
a I'engagement vers la lignée CD4 ou CD8 ainsi qu'a la maturation et a la survie des
simples positifs (SP) CD4 ou CD8. Il a été montré chez des souris délétées pour NotchT,
que l'activation de la voie de signalisation NOTCH1 contréle le réarrangement VDJp et
participe également a I'apoptose des cellules DN3 défectueuses (Wolfer et al., 2002).
D’autres travaux ont également montré que l'activation de la voie de signalisation
NOTCH1 influence le lignage af} T au détriment du lignage y6 T (Washburn T et al.,
1997, Pear WS et Radtke, 2003). Chez I'humain, il a également été montré que
I'association de la voie de signalisation NOTCH1 avec celle induite par II-7R (décrite
ultérieurement) conduit a la prolifération et a I'engagement des progéniteurs
thymiques vers le lignage T (Garcia-Peydro et al., 2006). Par la suite, Notch7 est réprimé
plus tardivement par la signalisation du pré-TCR pour permettre le bon

fonctionnement de la différenciation T (Yashiro-Ohtani Y et al., 2009).

Comme mentionné précédemment, Notch1 est requis dans la différenciation des LT
(Pui et al., 1999, Radtke et al., 1999, Sambandam et al., 2005). Des études ont montré
que l'activation de la voie de signalisation NOTCH1 via I'ICN1 active le FT TCF-1
appartenant a la famille des HMG Box (Taghon TN et al., 2005). Des travaux sur des
greffes en compétition de progéniteurs issues des souris déficientes pour le géne TCF-
1 (Tcf-17") et de souris contréles présentent une reconstitution altérée du lignage T
avec une diminution significative des ETP et une absence des DN2, DN3, DP et CDA4.
L'expression ectopique de 7c¢f-7 dans ces progéniteurs lymphocytaires LMPP restaure
la différenciation T, puis la signalisation induite par la voie de signalisation NOTCH

initie I'expression de 7cf-7 qui s'auto-régule positivement par la suite, et permet
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I'expression de genes de la différenciation T indépendamment de Notch1 comme les
FT Gata-3 et Bcl11b, ou encore les composants de la signalisation du pré-TCR : CD3y,
Lat ou Lck. Ainsi TCF-1 est essentiel a la spécification et a la différenciation du lignage

T (Weber et al., 2011).

Le role de I'activation et du maintien de I'activation de la voie de signalisation NOTCH1

sont résumés dans la figure 9.

Une autre étude a permis de mettre en évidence que la voie de signalisation Notch1
est requise pour la maturation et la différenciation des LT dans le systéeme digestif au
niveau des cryptopatchs. Les cryptopatchs (CP) intestinaux sont des structures
composées de tissus lymphoides se situant a la base de la lamina propria (Saito H et
al, 1998 et Wilson A, et al,, 2000). Cependant, chez les souris knockout pour le gene
NotchT, les souris ne présentent aucun développement ectopique de LB. Ces résultats
suggerent que le microenvironnement digestif n'est pas permissif pour le
développement des LB (Saito H et al., 1998). Ce knockout conditionnel n'affecte pas le
nombre de CLP dans les cryptopatchs contrairement au CLP du thymus (Wilson A et

al., 2000).

2.2. La voie NOTCH2 dans la différenciation des MzB

Des travaux effectués sur des souris invalidées pour Notch2 (Notch2”") ont montré qu'il
y avait une déplétion totale de cellules MzB. Ainsi, ces données démontrent que
NOTCH?2 est requis pour la différenciation et la maturation des cellules B immatures en
cellules MzB dans la rate (Saito et al., 2003). D'autres travaux basés sur des expériences
génetiques sur la souris (knockout conditionnel) sur Rbpj, Mam/17 et le ligand DIIT ont
également mis en évidence que ces trois éléments indispensables a |'activation de la
voie de NOTCH2 sont essentiels a la maturation et au développement des cellules MzB
(Tanigaki K et al,, 2002, Wu L., et al, 2007, Oyama T. et al., 2006 et Hozumi K et al.,

2004). Dans la zone marginale de la rate ainsi qu’au niveau des veinules de la pulpe
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rouge, des cellules expriment le ligand DLL1. Le ligand DLL1 est requis dans I'activation
de NOTCHZ permettant le développement des MzB (Tan JB et al., 2009) (Figure 9).
Ainsi, ces différentes études démontrent que le développement et la différenciation
des MzB sont régulés par I'activation de la voie NOTCH2 en réponse a une liaison avec
le ligand DII1. La figure 10a résume l'implication de la voie de signalisation NOTCH2
dans la maturation des LB immatures vers les MzB. De plus, des études ont montré que
le signal faible du BCR est aussi un des caractéristiques permettant une différenciation

en faveur des MzB (Figure 10B-C) (Wen L., et al., 2005).
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Figure 8 : La voie de signalisation NOTCH

(A) Schéma représentant les structures des 4 récepteurs NOTCH chez I'humain ainsi que les 5 ligands Jagged 1 et 2
et Delta (DIl) 1, 2 et 3. DSL : Delta-Serrate-LAG-2 (la partie se fixant a la partie extracellulaire du récepteur Notch),
EGF repeat (Epidermal Growth Factor), LIN repeat : Lin-12/Notch séquence répétée en tandem, RAM : RBP-Jkappa-
associated module, permet de médier l'interaction de I'ICN et du CSL/RBPJ, ANK repeat : Ankyrin repeat requis pour
la transactivation de CSL/RBPJ, NLS : signal de localisation nucléaire, TAD : domaine de transactivation et PEST :
proline-glutamate-sérine-thréonine-riche, comme précédemment mentionné, ce domaine permet la dégradation
de I'ICN et donc I'arrét de I'activité de Notch. (B) Schéma illustrant le mécanisme de la voie de signalisation NOTCH,
une cellules voisine exprime un ligand soit de la famille Jagged ou DLL, celui-ci va interagir avec la partie
extracellulaire du récepteur Notch déclenchant ainsi les deux clivages protéolytiques successifs permettant le
relargage de la partie intracellulaire de Notch (ICN). L'ICN va par la suite se transloquer dans le noyau et recruter
des coactivateurs tels que MAML1 et p300 pour permettre la transcription de ses génes cibles. Cette activité est
ensuite arrétée par la reconnaissance de la phosphorylation du domaine PEST et polyubiquitinylation d'ICN par I'E3

ubiquitine ligase Fow7 (F-box/WD) et sa dégradation par le protéasome

y NOTCH1 activé

Thymus

w LT CD4+
1_|_1 DLL4

P @ - a4 -
0. 9-9-9-0
DN1/ETP DN2 B T DN4 5 N
. Sélection B ‘
Cellule B LT CD8+

Figure 9 : Schéma de I'implication de I'activation de la voie de signalisation NOTCH1
dans la différenciation des LT

(a) Développement des LT dans le thymus. Les CSH donnant naissance a des CLP qui vont par la suite migrer dans
le thymus ou ils vont soit se différencier en LT au détriment de la différenciation des LB ou des cellules myéloides.
via 'activation de la voie de NOTCH1 en réponse a sa liaison avec le ligand Dll4 exprimé a la surface d'une cellule
stromale thymique. La voie de signalisation NOTCH1 est activé entre la transition DN1 et DN2 et maintenu jusqu’a
la transition DN3 et DN4. Le maintien de I'activation de la voie NOTCH1 est illustré par la fleche violette. Schéma

adapté de la revue Radtke et al., 2013.
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Figure 10 : La maturation des LB dans la rate Schéma illustrant les signaux requis pour
le destin cellulaire des cellules B immatures dans la rate

Les CSH se spécifient en CLP avec des FTs communs impliqués dans la différenciation lymphoide. A partir des CLPs,
cela peut se différencier soit en LT a partir de FTs spécifiques a la lymphopoiése T dans le thymus ou soit en LB a
partir de FTs spécifiques a la lymphopoiése B dans la moelle osseuse. Le cellules B immatures migrent dans la rate.
Les LB immatures vont étre spécifiés en cellules B transitoires 1 et 2 (BT1, BT2). Selon I'intensité des signaux BCR et
I'activation des voies NOTCH2 ou NF-kB, les cellules BT2 peuvent se différencier en cellules B folliculaires ou en
cellules MzB. (B)Lors de la différenciation en du FoB. Un signal fort du récepteur BCR active la tyrosine kinase Btk

qui va a son tour activer la voie NF-kB, ce qui peut empécher les cellules a répondre aux signaux de NOTCH2. (C)
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Lors de la différenciation en MzB. Le signal du BCR est faible. L'interaction du ligand DLL1 exprimé ici par une cellule
endothéliale de la pulpe rouge avec le récepteur Notch2. L'activation de la voie de signalisation de NOTCH2 va
permettre la maturation des LB immatures en MzB. Ici, les signaux d( a l'interaction de BAFF avec son récepteur va

activer la voie NF-«kB permettant la prolifération des MzB

3. La voie de signalisation NOTCH dans les hémopathies

Les hémopathies sont définies comme I'ensemble des maladies affectant les cellules

du sang. Elle peuvent étre divisées en 3 grands groupes :

- Les syndromes dits « prolifératifs » (fe. lymphome et syndrome
myéloprolifératif) sont définis par une accumulation anormale de cellules
matures.

- Les syndromes dits « dysplasiques » (ie. syndrome myélodysplasique) sont
définis par une altération de la différenciation et un défaut en cellules
hématopoiétiques matures.

- Les leucémies aigués sont caractérisées par une prolifération accrue de

progéniteurs immatures combinée a un blocage de la différenciation.

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (ou WHO « World Health Organization »)
met a jour régulierement une classification internationale prenant en compte le tissu
d'origine  (myéloide et Ilymphoide), les données morphologiques et
immunophénotypiques et les données génétiques et moléculaires. Les hémopathies
du tissu lymphoide sont classées selon leurs types cellulaires : B, T et NK. Dans cette
classification, il existe deux principales classifications: les lymphomes de type

Hodgkiniens et les lymphomes de type non-Hodgkiniens (NH).

Les pathologies lymphoides B et T se divisent en deux groupes : les leucémies aigués
(LA) et les proliférations lymphoides matures incluant également les lymphomes
cutanés. Les LA sont caractérisées par la prolifération anormales de cellules blastiques
en premier lieu dans la MO. Ces cellules peuvent par la suite passer dans le sang et

coloniser d'autres organes par dissémination. Cette prolifération anarchique dérégule
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I'hématopoiese normale et se traduit par une diminution de |I'ensemble des cellules du
sang : des globules rouges (anémie, hémoglobine (Hb) < 7g/dL), des globules blancs
(cytopénie < 1G/L) et des plaquettes (thrombopénie < 0.5 G/L). Ces anomalies étant
détectées par numération sanguine. Un immunophénotypage et une observation
cytologique sur frottis de sang ou de moelle sont nécessaires pour déterminer et

classer le type de leucémie.

Des altérations génétiques et génomiques sont a l'origine de la pathogenese. Il existe
trois grands types d'altérations génétiques: les altérations chromosomiques de
structure, de nombre et les mutations ponctuelles. Au niveau fonctionnel, ces
altérations peuvent avoir des conséquences variées et affecter deux grands types de
genes : les oncogenes, dont |'expression confere un avantage sélectif aux cellules
(mutations gains de fonction, surexpression) et les genes suppresseurs de tumeurs,
affectés par des mutations pertes de fonction ou sous-expression (Revue Croce 2008).
Des études récentes ont permis de montrer que selon le contexte cellulaire dans des
modeles spécifiques, des altérations génétiques d'un méme géne peuvent avoir un réle
oncogénique et tumeur suppresseur comme NOTCH. Lorsqu'une altération est a
I'origine d'une transformation, on définit cela comme une mutation « driver » en
anglais. Ces mutations peuvent conférer dans certains cas, un avantage sélectif. A
I'opposé, la mutation dit « passenger », ne participe pas au développement de la
pathologie (Revue Pon et al, 2015). Les altérations génétiques peuvent affecter les
genes codant pour des FTs, des réegulateurs chromatiniens, des facteurs d'épissage, les
effecteurs du cycle cellulaire et des voies de signalisation et modifient les grandes
fonctions cellulaires. Tout cela est résumé dans la figure 11. Les caractéristiques les plus

communément retrouvées sont :

L'instabilité génomique

L'immortalité réplicative

Une prolifération anarchique

La dérégulation du métabolisme énergétique
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- L'échappement aux suppresseurs de croissance
- L'échappement au systeme immunitaire

- L'échappement a la mort cellulaire

Les cellules cancéreuses sont également capables d'induire une inflammation de leur
microenvironnement et une néo-angiogenese pour envahir I'organisme par le biais des

meétastases dans le cas des cancers solides (Revue Hanahan et al.,, 2011).
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Deregulating Avoiding
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Figure 11 : Principales caractéristiques des cellules cancéreuses.

Figure issue de la revue Hanahan et al., 2011.

Dans ce chapitre, je vais décrire les principales hémopathies ou la voie de signalisation

NOTCH est mutée dans la majorité des cas.
3.1. La voie de signalisation NOTCH1 dans les leucémies T aigués (LAL-T)

Le LAL-T sont caractérisées par une accumulation de cellules T immatures. Les cellules
tumorales T expriment des marqueurs T immatures. Ces cellules T immatures se
diffusent par infiltration au niveau de la MO. Les LAL-T représentent 10 a 15% de LAL
pédiatrique et 20 a 25% de LAL adulte en Europe (Hunger S et al., 2015, Litzow et al.,

2015). La LAL-T affecte deux fois plus les hommes que les femmes (Goldberg JM et al.,

37



2003). Les LAL sont les cancers pédiatriques les plus fréquents et la cause de déces lié
a un cancer chez les patients de moins de 20 ans (Smith MA et al., 2010). Les patients
des LAL-T manifestent un taux élevé de leucocytes, une cytopénie de neutrophiles, une
anémie et une thrombocytopénie. Certains patients présentent une masse thymique

avec une infiltration limitée de la MO.

La LAL-T comme les autres types de cancer, est le résultat d'un ensemble de processus
de transformations dans lequel une accumulation d'altérations génétiques aboutit a un
disfonctionnement de I'expression des genes oncogéniques clés et des genes
suppresseurs de tumeur. Les LAL-T sont caractérisés par des disfonctionnements au
niveau des voies de signalisation impliquées dans le contrdle de la croissance cellulaire,
de la prolifération, de la survie et de la différenciation durant le développement des
thymocytes. Les différentes altérations génétiques sont répertoriées dans le tableau 1.
Il existe une interconnexion entre les régulateurs clés du développement de cellules T
précoces et des signaux oncogéniques. Le meilleur exemple illustrant cette
interconnexion est la mutation gain de fonction de NOTCH1 qui un facteur clé dans la
spécification et le développement des cellules T. Cette mutation activatrice de NOTCH1
est retrouvée dans 60% des cas dans la LAL-T (Weng AP et al., 2004). Cette mutation

est généralement associée a :

- Une perte de fonction de l'inhibiteur de la cycline dépendante de la kinase 2A
(CDKN2A) qui code pour les génes suppresseur de tumeur : p16NK4A et p144RF

- Des réarrangements chromosomiques qui entrainent une transcription
aberrante de genes spécifiques au cellules T fonctionnant ainsi comme

oncogenes.

La frequence des mutations sont retrouvées dans le tableau 1
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Table 1. Mutation frequencies in adult vs pediatric T-ALL

Frequency
Gene Type of genetic aberration Pediatric Adult
NOTCH1 signaling pathway
FBXW7 Inactivating mutations 14 14
NOTCH1 Ch 9 g 50 57
Cell cycle
CDKN2A 9p21 deletion 61 55
CDKN2B 9p21 deletion 58 48
RB1 Deletions 12"
Transcription factors
BCL11B Ir 10 9
ETVE Inactivating mutations/deletions 8 14
GATA3 Inactivating 5 3
HOXA (CALM-AF10, MLL-ENL and SET-NUP214) Ct r Xp 5 8
LEF1 Inactivating mutations/deletions 10 2
Lmo2 Ct rearrang deletions/exp: 13 21
MYB Ch T 17
NKX2.1/NKX2.2 Ct g P ] 8
RUNX1 g 8 10
TAL1 Chromosomal rearrangements/5’ super-enhancer 30 34
mutations/deletions/expression
TLX1 Ch 0 8 20
TLX3 Ct Xp! 1 19 9
wr1 Inactivating mutation/deletion 19 "
Signaling
AKT Activating mutations 2 2
DNM2 Inactivating mutations 13 13
FLT3 Activating mutations 6 4
JAK1 Activating mutations 5 7
JAK3 Activating mutations 8 12
IL7R Activating mutations 10 12
NF1 Deletions 4 4
KRAS Activating mutations 6 0
NRAS Activating mutations 14 9
NUP214-ABL1/ ABL1 gain Chromosomal rearrangement/duplication 8"
PI3KCA Activating mutations 1 5
PTEN Inactivating mutations/deletion 19 1
PTPN2 Inactivating mutations/deletion 3 7
STATsB Activating mutations 6 6
Epigenetic factors
DNMT3A Inactivating mutations 1 14
EED I g mutatior 5 5
EZH2 Inactivating mutations/deletions 12 12
KDMEAUTX Inactivating i 6 i
PHF6 Inactivating mutations/deletions 19 30
suziz ivating i " 5
Translation and RNA stability
CNOT3 Missense mutations 3 8
mTOR Activating mutations 5°
RPL5 Inactivating mutations 2 2
RPL10 Missense mutations 8 1
RPL22 Inactivating mutations/deletion 4 0o

Tableau 1 : Fréquences des mutations entre les LAL-T adultes et les LAL-T pédiatriques

Tableau issu de la revue Girardi et al., 2017. Des approches génomiques par séquencage a haut débit du génome
(de tout le génome, des exons et du transcriptome) ont permis d‘identifier plus de 100 génes mutées dans les LAL-
T adulte et pédiatrique. Parmi, les génes mutés identifiés, NOTCH7 et CDKN2A/2B sont mutés dans plus de 50% des
cas. Ici, sont donc représentés les fréquences de mutations dans les génes identifiés dans les LAL-T adulte et
pédiatrique.

Ainsi, la mutation principalement retrouvée chez les patients est la mutation au niveau

de la voie de signalisation NOTCH1 qui est retrouvée aussi bien dans les LAL-T adulte

que pédiatrique.

L'activation aberrante de la voie de signalisation NOTCH1 a été identifiée pour la

premiere fois dans les rares cas de LAL-T. Dans ces LAL-T, la mutation retrouvée dans
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1% des cas est une translocation chromosomique t(7 ;9)(q34 ;q34.3) qui entraine par la
suite I'expression d'une protéine tronquée induisant une forme constitutive de la
protéine NOTCH1 (Ellisen LW et al,, 1991). Cependant, dans la majorité des LAL-T, ce
n'est pas une translocation chromosomique qui est retrouvée mais une mutation
ponctuelle qui permet l'interruption spécifique de domaines responsables du contréle
de l'initiation et de la terminaison de la voie de signalisation NOTCH1 (Weng AP et al.,
2004). Dans 8 a 30% des cas, des mutations au niveau d'une ubiquitine ligase, le F-box
and WD repeat domain containing 7 (FBXW?7) sont également observées. Cette
mutation entraine une altération de la dégradation de la forme active de NOTCH1
(ICNT) (O'Neil J et al., 2001, Thompson BJ et al., 2007). Le r6le oncogénique de NOTCHT
dans les LAL-T a été étudié a I'aide de modéles murins pour lesquels les progéniteurs
hématopoiétiques ont été infectés par des vecteurs rétroviraux contenant la forme
active de NOTCH1 induisant une activation constitutive (Pear WS et al., 1996). Dans ces
modeles murins, une forte expression de la forme mutante de NOTCH1 peut induire
une LAL-T. Certaines formes de mutations de NOTCH1 telles que les mutants du
domaine d’hétéro-dimérisation de NOTCH7 (HD) ou le domaine mutant PEST peuvent
également induire une LAL-T avec une coopération de différents facteurs

oncogéniques comme Kras®'2P (

Chiang MY et al., 2008). Les formes oncogéniques de
NOTCH1 dans les LAL-T sont résumées dans la figure 21. Par la suite, de nombreuses
études ont permis de caractériser les voies de signalisations contrélées par I'activation
de NOTCH1 dans les LAL-T. Pour cela, des chercheurs ont identifié les genes cibles
directs de NOTCH]T. Ainsi, les genes cibles directs identifiés dans les voies de
signalisation anabolique incluent la biosynthése des ribosomes, les protéines
impliquées dans les processus de traduction protéique et dans le métabolisme des
nucléotides et des acides aminés (Palomero T et al,, 2006, Weng AP et al,, 2006). De
plus, des éetudes génomiques faites sur NOTCHT7 ont mis en évidence des sites de

fixation a I'ADN qui jouent un role dynamique dans la régulation des genes cibles de

NOTCHT via les super-enhancers (Wang H et al,, 2014). Les effets sur la croissance
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cellulaire induit par le programme transcriptionnel de NOTCH7 sont amplifiés par
I'augmentation de I'expression de I'oncogene MYC qui a été identifié comme étant le
gene cible direct de NOTCH7 (Palomero T et al.,, 2006, Herranz D et al., 2014, Yashiro-
Ohtani Y et al,, 2014). Un autre gene direct de NOTCH conservé entre les espece ; HEST
(« Hairy and enhancer of split 1 ») joue également un role dans la pathogenese. HEST
est impliqué dans l'activation des voies PI3K et de NF-kB en aval de la voie de
signalisation NOTCH. HEST est également impliqué dans la régulation inhibitrice des
récepteurs glucocorticoides et dans la suppression de |'apoptose via la diminution de
I'expression de BCL-2 (gene pro-apoptotique) (Wendorff et al., 2010). De plus, de
récentes études sur le transcriptome de NOTCH7 dans les LAL-T ont mis en évidence
la régulation des ARN longs non codants (IncRNAs) par NOTCH7 dans les LAL-T. Parmi
les IncRNAs, Les IncRNAs de /GFTR («Insulin-like growth factor 1 receptor ») et
LUNART sont requis dans la croissance tumorale dans les LAL-T (Trimarchi T al., 2014,

Revue : Belver L & Ferrando A 2016) (Figure 12).
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Figure 12 : Illustration des formes oncogéniques de NOTCH1 dans les LAL-T.

(A) Condition ou le récepteur NOTCH1 n'est pas activé par liaison a son ligand (ici DLL4). (B) Translocations
chromosomiques impliquant NOTCH1 et le locus du récepteur TCR induisant |'expression des formes tronquées de
NOTCH1 (AE-NOTCH1). La protéine AE-NOTCH1 localisée a la membrane mais posséde une forme constitutivement
active de ICN1 grace au complexe GS. (C) Les mutations de NOTCH1 impliquant le domaine régulatoire négatif
(NRR) qui entoure le domaine HD et le LINT12-NOTCH (LNR). Ce domaine NRR qui, en condition basale, entraine un

verrouillage intramoléculaire responsable du maintien du récepteur NOTCH1 dans la configuration inactif. Les
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mutations des domaines NRR, HD et de LNR entrainent une induction de I'activation de NOTCH1 en déplacant le
site de clivage de la désintégrine S2 et 'ADAM10 en dehors du complexe HD-LNR. (D) Les mutations au niveau des
alléles de I'expansion de la juxtamembrane de NOTCH1 (JME) entraine une mutation activatrice dd a des insertions
en phase de nucléotides permettant ainsi 'augmentation de la séparation du complexe HD-LNR de la membrane.
(E) Cette mutation entraine la formation d'une protéine tronquée au niveau du domaine PEST en C-terminal (APEST),
ce qui va perturber la reconnaissance de FBXW7 impactant ainsi la dégradation de I'ICN1 par le protéasome. En

rouge sont représentés les séquences altérées de NOTCH1 dans les différentes mutations représentées.

Les traitements utilisés actuellement sont des combinaisons de plusieurs
chimiothérapies a hautes doses. Ces combinaisons présentent un bon taux de survie
pour les patients pédiatriques (Hunger SP et al., 2012). Cependant, ces traitements
présentent des effets secondaires a court et long-terme au niveau du systeme nerveux
central et de la fertilité (den Hoed MA et al,, 2015). De plus, de nombreuses rechutes
sont également observées chez les patients adultes et enfants, respectivement 40% et
20%. L'utilisation du séquencage du génome a permis l'identification des mutations
activatrices responsable des rechutes dans les 5'-nucléotidase II cytosolique (NT5C2).
La NT5C2 est une enzyme responsable de l'inactivation de certaines chimiothérapies a
base d'analogue nucléoside (Tzoneva G et al., 2013, Kunz JB et al., 2015 et Brouwer C
et al,, 2005). Ainsi, plusieurs approches de traitement des LAL-T ont été établies afin de
permettre de réduire les rechutes et la toxicité des traitements déja utilisées en
association avec des nouveaux agents. Les différents traitements en cours d'essai
clinique sont résumés dans le tableau 2. NOTCH?7 est une cible potentielle dans la
thérapie des LAL-T notamment de nombreux inhibiteurs du complexe y-sécrétase (GSI)
sont en cours d'essai clinique. Cependant, I'utilisation de GSI lors des essais cliniques
aboutissent a des mauvais résultats, du fait de la toxicité engendrée, notamment au
niveau du systeme digestif (Papayannidis C et al., 2015, Zweidler-McKay P et al., 2014,
Messersmith WA et al., 2015 et Knoechel B et al., 2015). Pour pallier I'utilisation des GS],
d'autres traitements sont également testés tels que les anticorps bloquants
monoclonaux contre NOTCH1 qui présentent une toxicité gastrique moindre (Aste-

Amézaga M et al,, 2010 et Wu Y et al.,, 2010). Des inhibiteurs d’ADAM10, les anticorps
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anti- y-sécrétase (A5226A) et des analogues peptidiques qui rentrent en compétition

avec MAMLT1 dans l'interaction de NOTCH1 sur ADN (SAMH1) sont également testés
(Sulis ML et al., 2011, Moellering RE et al., 2009 et revue : Girardi et al., 2017).

Les GSI engendrent des effets indésirables séveres di a une forte toxicité au niveau du

systeme digestif. De plus des études ont mis en évidence que lorsque les GSI sont
administrés a des doses classiquement supportables, cela entraine une faible efficacité

au niveau de la survie des cellules tumorales (Papayannidis C et al., 2015, Zweidler-

McKay P et al,, 2014, Messersmith WA et al., 2015 et Knoechel B et al., 2015). Il a été

également montré que les GSI peuvent avoir d'autres substrats (APP, E-Cadherine, N-

Cadherine, ErbB4) que les récepteurs NOTCH pouvant ainsi entrainer d'autres effets

indésirables (Haapasalo A., and Kovacs DM., 2012).

Compound Specificity Clinical Disease
phase
NOTCH1
signaling
MK-0752 GSl Phase 1 T-ALL and lymphoma
PF-03084014 GSI Phase 1 Advanced-stage cancers, T-ALL,
lymphoblastic lymphoma
BMS-806024 GSl Phase 1 T-ALL or T-cell lymphoblastic lymphoma
(with
dexamethasone)
OMP-52M51 Notch1 Phase 1 Dose-escalation study in lymphoid
inhibitory malignancy
antibody
LY3039478 Notch1 Phase 1 Dose-escalation study in advanced-stage
inhibitor cancers
BMS-536924 ATP- Preclinical
competitive
IGF-1R/IR
inhibitor

Tableau 2 : Les traitements utilisées contre NOTCH1 dans les LAL-T et leurs stades de

tests cliniques.
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Tableau adapté de la revue Girardi et al., 2017. Ce tableau représente les différents inhibiteurs de la voie NOTCH1
utilisés dans les LAL-T ainsi que les différents stades de tests cliniques. (T-ALL : LAL-T, GSI: inhibiteur de la y-

sécrétase, compound : composant, specificity : spécificité, clinical phase : phase clinique et disease : maladie).

D'autres traitements en combinaison de ces inhibiteurs de NOTCH1 sont également utilisés

contre les différentes mutations associées tels que :

- Les inhibiteurs de JAK/STAT (ruxolitinib et tofacitinib)

- Les inhibiteurs de géenes anti-apoptotiques (ABT263 et ABT-199)

- Les inhibiteurs de la voie PI3K (CAL-130), des inhibiteurs de MEK (Selumetinib)
- Les inhibiteurs d’ABL (imatinib, dasatinib)

- Les inhibiteurs de la voie Hedgehog

- Les inhibiteurs de traduction (Rapamycin, 4EGI-1)

3.2. La voie de signalisation NOTCH dans les lymphomes B

Plusieurs études ont identifié des mutations au niveau de la voie de signalisation
NOTCH dans les lymphomes B. Parmi les lymphomes B, une étude menée par I'équipe
de Gascoyne RD (Kridel R, et al,, 2012) a permis de mettre en évidence une mutation
au niveau de NOTCHT dans les lymphomes B du manteau (MCL). Plus précisément, ils
ont identifié que la majorité des mutations affectent le domaine PEST, indispensable a
la dégradation de I'ICN-1. Les mutations au niveau de la voie de signalisation NOTCH1
est retrouvée dans 5 a 10% des cas, de maniere récurrente et est généralement associée
a un mauvais pronostic. Ils démontrent également que la voie de signalisation NOTCH1
est indispensable pour les signaux de survie dans les lignées MCL. Une autre étude a
permis d'identifier des genes cibles directs de la voie de signalisation NOTCH1 de
maniere /n vitro et in vivo. Parmi les genes cibles directs, nous notons I'oncogene MYC,
les genes impliquées dans la signalisation du récepteur BCR et de la signalisation des

cytokines (Ryan RJ., et al.,, 2017).
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Chapitre 3 : La voie de signalisation NOTCH dans les lymphomes B de la zone

marginale de la rate (SMZL)

L'OMS a classifié trois différentes entités clinico-pathologiques dans la catégories des

lymphomes de la zone marginale (LZM) :

- Le lymphome B de la zone marginale ganglionnaire (NMZL, de: « Nodal
Marginal Zone Lymphoma)

- Le lymphome B de la zone marginale du tissu lymphoides associé aux
muqueuses (MALT, de I'anglais : « Mucosa-associated Lymphoid Tissue ») ou
lymphome extra-ganglionnaire

- Le lymphome B de la zone marginale de la rate (SMZL, de I'anglais : « Splenic

Marginal Zone Lymphoma »)

Ces trois types de lymphomes partagent la méme origine : les cellules de la zone
marginale mais d'un point de vue clinique et moléculaire, ils sont tous trois distincts

(Swerdlow SH et al., 2012).

La zone marginale (ZM) est une structure tres développée qui a été identifiée la
premiere fois dans la rate. Il s'agit d'une entité lymphoide possédant des noyaux
réguliers avec un cytoplasme variable. Les cellules de la ZM de la rate expriment les
marqueurs suivants : CD20+, CD79a+, IgM+, CD21+, phosphatase alcaline positive,
CD23-, BCL6- et IgD-. La taille et I'immunophénotype de la ZM de la rate peuvent varier
avec l'age et dans des conditions pathologiques spécifiques (Falini B et al., 2003,
Zandvoort A et al,, 2001). La ZM de la rate joue un r6le important dans le transport de
complexes immuns au niveau des follicules afin de les présenter a la surface des cellules
folliculaires dendritiques (Spencer J et al., 2004). La ZM ganglionnaire présente les
mémes immunophénotype et topographie que celle de la rate (Camacho Fl et al., 2001,

Johrens K et al.,, 2005, Stein K et al., 1999 et van der Oord JJ et al., 1989).

Dans ce chapitre, nous allons nous intéresser au lymphome B de la zone marginale de

la rate (SMZL).
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1. Données cliniques

Le lymphome B de la zone marginale de la rate (SMZL de I'anglais : « Splenic marginale
zone lymphoma ») est un lymphome indolent et rare car il représente 1 a 2% des
lymphomes NH. Il est caractérisé par un néoplasme de cellules B impliquant la rate, la
MO et le sang. Ce type de lymphome a été décrit pour la premiere fois par I'équipe de
Schmid en 1992. Les patients manifestent une lymphocytose dans les stades avancées,
une splénomégalie et dans certains cas, une cytopénie. Dans 20% des cas, des
manifestations auto-immunes sont retrouvées. Parmi ces manifestation auto-immunes,
nous retrouvons :

- Une anémie hémolytique auto-immune

- Une thrombocytopénie immune

- Une maladie de I'agglutinine froide

- Un développement de la maladie de von Willebrand manifesté par la présence

d'anticoagulant dans la circulation systémique
- Ou une angio-cedeme di a une déficience de l'inhibiteur de la C1-estérase.
(Thieblemont C et al., 2002, Gebhart J et al., 2014, Castelli R et al., 2016).

Il est difficile de diagnostiquer ce type de lymphome du fait, de son indolence. Les
patients ont généralement une survie médiane de 8 a 10 ans (Arcaini L et al., 2006,
Oiszewski AJ et al., 2013). Les patients ayant des stades avancées peuvent subir dans 5
a 10% des cas, une transformation vers le développement de lymphome B a grandes
cellules (DLBCL) (Camacho FI et al.,, 2001, Lenglet J et al., 2014, Conconi A et al., 2015).
Le SMZL affecte principalement les adultes avec un age meédian a 69 ans. L'incidence
est estimée a 0.13 pour 100 000 personnes par an. Les méthodes employées pour
diagnostiquer ce type de lymphome sont des coupes histologiques via les biopsies et
la morphologie de la MO et de la rate. La tumeur au niveau de la rate est souvent
caractérisée par des micronodules lymphoides qui s'infiltrent de la pulpe blanche vers

la pulpe rouge. Cette infiltration influe sur la différenciation des ZM et un
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remplacement folliculaire par les cellules néoplasiques. La morphologie du SMZL avec

une implication splénique est illustrée dans la figure 13.

Figure 13 : Morphologie splénique caractéristique du SMZL.

Figure issue de la revue Mollejo M et al., 2005. (A) Un patron caractéristique montrant les micronodules lymphoides
centrés au niveau de la pulpe blanche avec une infiltration variable au niveau de la pulpe rouge. (B) Des nodules
localisées dans les follicules préexistants. (C) Résidus de GC entourés par des composants internes tels que les petits
lymphocytes, les composants des bordures de la ZM avec plusieurs blastes dispersés. (D) Composition cytologique

au niveau de la rate d'un patient SMZL.

Au niveau cytologique, l'implication du sang est fréquente. La morphologie
cytologique est caractérisée par des lymphocytes avec un noyau rond, une chromatine
condensée et un cytoplasme basophile avec des villi polaires. Cette morphologie
cellulaire est aussi appelée lymphocyte villeuse. Une hétérogénéité au niveau de la
morphologie sanguine est observée par des degrés variables de cellules monocytoides
et plasmacytoides. L'infiltration de la MO est caractérisée par des nodules inter-
trabéculaires polymorphiques et par une infiltration interstitielle et intra-sinusoidale de
lymphocytes de petites tailles (Matutes E et al., 2008). Les cellules tumorales expriment
a la surface des IgM et IgD et sont CD20+, CD43-, IgD+, BCL2+, CD5-, CD23-, Cycline
D1-, BCL6-, CD10-, DBA44+/- (Isaacson, 1997, revue : Mollejo et al., 2005).

Dans certains cas, l'infection par le VHC peut également étre un facteur du
développement d'un sous-groupe de SMZL. Cependant le lien entre l'infection par le

VHC et le développement d'un SMZL n’est, a ce jour, pas connu.
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2. La voie de signalisation NOTCH dans les SMZL

Des approches génomiques ont permis de mettre en évidence des mutations
récurrentes et signatures chez les patients SMZL (Martinez N et al., 2014, revue Arcaini
et al., 2017). Parmi ces génes, nous retrouvons : des mutations au niveau de la voie de
signalisation NOTCH. Le gene NOTCH ainsi que la transduction du signal qui suit son
activation sont mutés de facon récurrente chez les patients SMZL dans 40% des cas.
Dans ces 40% de mutations, 5% des mutations correspondent a des mutations au
niveau du récepteur NOTCH1, 7% au niveau des régulateurs négatifs de la voie de
signalisation NOTCH (SPEN et DTX1). De facon intéressante, nous notons que parmi
les 40% de mutations de la voie de signalisation NOTCH retrouvées mutées chez les
patients SMZL, 25% des mutations affectent le récepteur NOTCH?Z (Figure 14a). Cette
voie de signalisation (décrite dans le chapitre 2) joue un rdle essentiel dans le
développement et la différenciation des cellules MzB (Saito et al, 2003). Ainsi, la
mutation de NOTCHZ est donc la mutation la plus fréquemment retrouvée chez les
patients SMZL. La mutation récurrente et caractéristique retrouvée chez les patients
SMZL est une mutation non-sens conduisant a un codon stop prématuré a la place de
I'arginine en position 2400 (R2400*) sur I'exon 34 (Figure 14b-c). Cette mutation
somatique entraine une troncation du domaine PEST au niveau C-terminal. Cette
mutation entraine une altération de la dégradation de I'ICN-2 (Figure 14c-15). Cette
mutation somatique gain de fonction entraine une augmentation de l'activité de
NOTCHZ di fait d'une stabilisation de I'ITCN-2. Des mutations au niveau du domaine
de transactivation (TAD) sont retrouvées mais moins fréquemment que les mutations
au niveau du domaine PEST (Figure 14c). La voie de signalisation NOTCHZ est
fréequemment mutée chez les patients SMZL comparée aux autres pathologies incluant
d'autres types de lymphomes B et des myélomes (Figure 14b) (Rossi et al., 2012, Kiel
MJ et al., 2012, Martinez et al,, 2014, Peveling-Oberhag et al., 2015 et revue : Arcaini et

al., 2017). Les patients ayant la mutation au niveau du gene NOTCHZ sont associés a
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des pronostics mauvais (Kiel MJ., et al., 2012). Les courbes de survies sont illustrées

dans la figure 16.
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Figure 14 : La voie de signalisation NOTCH mutée dans les SMZL.

Représentation schématique de la voie de signalisation NOTCH altérée dans les SMZL. La prévalence de cette
altération génétique dans les SMZL est montrée par les pourcentages a coté de la voie de signalisation. (A) Graphque
représentant la fréquence des mutations retrouvée sur la cohorte de patients SMZL au niveau de la voie de
signalisation NOTCH. (B) Graphique représentant la fréquence des mutations au niveau du récepteur NOTCH2 chez
les patients SMZL comparée a d'autres sous-types de lymphomes B. (C) Schéma représentant 'ICN2 ainsi que les
mutations hotspots chez les patients SMZL et d'autres sous-types de lymphomes B. NMZL : lymphome de la zone
marginale ganglionnaires, HCL : leucémie a tricholeucocytes, CLL: leucémie lymphocytaire chronique, MCL:

lymphome a cellules du manteau, FL : lymphome folliculaire, MM : myélome multiple.
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Figure 15 : Conséquence de la mutation gain-de-fonction de NOTCH2 retrouvée chez les

patients SMZL.

La mutation non-sens R2400 au niveau du domaine PEST de I'ICN2 entraine une absence de phosphorylation et
donc une absence de reconnaissance par les ubiquitines ligases. L'absence de reconnaissance par les ubiquitines
ligases engendre une absence de polyubiquitination au niveau de la lysine 48 et donc une absence de dégradation

de IICN2. 1l y a donc un maintien de I'activation de la voie de signalisation NOTCH2 chez ces patients.
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Figure 16 : L'impact des mutation au niveau de la voie de NOTCH2 sur les conséquences
cliniques des patients SMZL.

Ces trois graphiques représentent des courbes de survies sont issues des travaux de Kiel MJ,, et al, 2012 et
représentent les conditions suivantes (A) : La probabilité des rechutes, de transformation ou de déces par rapport
au temps du diagnostic fait sur des biopsies. (B) : La probabilité de survie cellulaire sans risque de rechute par
rapport au temps du diagnostic fait sur des biopsies. (C) Probabilité de survie par rapport au temps du diagnostic
fait sur des biopsies. Le temps ici est représenté en mois. Les patients possédant la mutation au niveau de la voie
NOTCH2 sont représentés par les courbes rouges et les patients ne possédant pas de mutation au niveau de ka voie
NOTCH2 sont représentés par les courbes bleues. Le nombre total de patients de chaque analyse est représenté sur

|'axe des abscisses.

3. Les traitements disponibles pour traiter les patients SMZL

Il n"existe aucun essai clinique spécifique pour traiter les patients SMZL. Les traitements
disponibles pour traiter les patients SMZL consistent dans la plupart du temps a un

recours chirurgical (splénectomie), a un traitement par chimiothérapie et un traitement
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seul ou combiné avec le rituximab (anticorps bloquant CD20). Des antiviraux sont
également utilisés en parallele de ces traitements pour les patients SMZL, positif pour
le VHC (Troussard X et al., 1996, Chacon et al., 2002, Saadoun D et al.,, 2005, Mulligan
SP et al,, 1991, Tsimberidou AM et Iannitto E et al., 2015). L'évaluation des différents
stades et réponses aux traitements de la maladie doivent répondre a des critéres
spécifiques, il s'agit de la classification de Lugano (Cheson et al., 2014). L'évaluation des
réponses face aux différents moyens de traiter les patients sont évalués par le taux de
réponse complete (RC). L'établissement du taux de RC se fait apres la splénectomie. Le
compte des cellules, I'analyses histologique de la MO ainsi que des analyses en
cytométrie de flux sont effectués pour le calcul du taux de RC chez les patients SMZL.
Dans ce sous-chapitre, je vais décrire les différents moyens de traitements ainsi que

leurs différences en termes d'efficacité.

3.1.  Lasplénectomie:

La splénectomie est une ablation chirurgicale de la rate lorsque celle-ci est de taille
importante (splénomégalie). L'approche chirurgical permet d'enlever un nombre
significatif de cellules tumorales et améliore le confort au niveau abdominal. Cela a
permis de diminuer la cytopénie dii a une séquestration des cellules (Lenglet J et al.,
2014). Cependant, les conséquences a court et long-termes entrainent de graves
complications, respectivement, des complications péri-opératives et
I'immunosuppression. La splénectomie n’est pas recommandée pour les patients SMZL
ayant des comorbidités et pour les patients agés. La splénectomie est contre-indiquée

pour les cas ayant une dissémination.

3.2 Traitement a base de rituximab :

Il s'agit d'un traitement alternatif de la splénectomie et de la chimiothérapie. Les

patients sont traités 1 fois par semaine pendant 6 semaines suivi d'une phase de
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maintenance a 1 fois tous les 2 mois pendant 1 a 2 ans. Aprés la phase d'induction, les
chercheurs observent que 2 ans apres le traitement a base de rituximab, le RC est a
45% et le PFS est 92% (Kalpadakis C,, et al., 2013). Ce traitement est recommandé pour
les patients n'ayant pas de dissémination et pour les patients ayant une contre-
indications pour le recours chirurgical. Des traitements combinatoires : rituximab et
chimiothérapies sont également considérés pour les patients ayant une dissémination
et/ou a un stade avancé de la maladie (Dreyling et al,, 2013).

Une étude clinique dans laquelle les patients ont été traités par une combinaison :
rituximab, cyclyophosphamide, vincristine, doxorubicin et prednisone (R-COMP) ont
montré qu’'a 3 ans apres ces traitements, le taux de réponse est 84% et 54% pour le
PFS avec un taux de survie a 72% (lannitto et al., 2015). Cependant, au cours de ces
essais cliniques, la toxicité de cette combinaison a été conclue comme non négligeable

(Tannitto et al., 2015).

A ce jour, des essais cliniques sont en cours pour traiter les MZL. Ces essais cliniques
portent sur une immunothérapie a l'aide nouveau anticorps monoclonaux dirigés
contre la protéine CD20. Cependant, il n'existe aucun essai clinique spécifique pour les

patients SMZL (revue : Arcaini et al., 2017).
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Objectif de la these

Les études mutationnelles faites sur les cohortes de patients SMZL ont donc mis en
évidence la mutation spécifique et récurrente au niveau de IICN2. Les patients
possédant cette mutation somatique de gain-de-fonction ont de tres faible taux de
survie. Les mécanismes moléculaires induits par NOTCH2 dans la pathogenese restent
obscurs. A ce jour, il n'existe aucun traitement spécifique pour traiter ces patients. La
voie signalisation NOTCH2 étant exprimée de fagon ubiquitaire, il est difficile de traiter
les patients avec un inhibiteur de I'activité de la voie de signalisation NOTCH2. En effet,
des essais cliniques faits sur les patients atteints de LAL-T avec des inhibiteurs de la
gamma-sécrétase ont mis en évidence des graves effets secondaires chez ces patients.
Il est ainsi peu probable que les patients SMZL soient traités avec des GSI. C'est la
raison pour laquelle, identifier les genes cibles directs de NOTCH2 permettrait une
meilleure compréhension des mécanismes moléculaires d'initiation et de progression
de ce lymphome B. Par conséquent, cela permettrait d'identifier les voies de
signalisations essentielles qui pourraient étre de potentiels cibles thérapeutiques. Ainsi,
tout au long de ma these, je me suis intéressée a identifier les génes cibles directs de
NOTCH2 induits dans les SMZL. Pour ce faire, j'ai dans un premier temps, caractérisé le
modele cellulaire Ri-1 comme modeéle d'étude /n vitro de la voie de signalisation
NOTCH dans un contexte cellulaire et génétique proche des patients atteints de SMZL.
Par la suite, j'ai réalisé un séquencage d'ARN afin de permettre I'identification des
changements transcriptionnels induits par NOTCH2 dans cette lignée SMZL. De par les
données obtenus, j'ai validé les fonctions biologiques de ces genes cibles
potentiellement directs identifiés par des expériences de perte de fonction et par des
expériences de complémentation fonctionnelle. Le schéma ci-dessous résume |'objectif

de ma these (Figure 17).
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Figure 17 : Schéma explicatif de I'objectif de ma thése.
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Résultats

Les résultats sont présentés sous forme d'article que je vais soumettre d'ici la fin de ma
these.

Dans cette étude, j'ai caractérisé le modele cellulaire SMZL : les cellules Ri-1. J'ai montré
que ces cellules expriment NOTCH2 et présentent une activité constitutive de la voie
de signalisation NOTCH qui est requise pour la survie cellulaire. A partir de ce modeéle
cellulaire, j'ai réalisé un séquencage d'ARN afin d'identifier le programme
transcriptionnel de la voie de signalisation NOTCH induit dans les cellules Ri-1. Le
traitement de ces cellules avec du GSI a permis d'identifier un oncogene connu et
retrouvé dans de nombreux cancers : MYC. J'ai donc caractérisé sa fonction biologique
dans les cellules Ri-1 avec des expériences de perte de fonction et de gain de fonction.
Les résultats obtenus nous ont permis de suggérer que I'expression de MYC induit par

la voie NOTCH est requise pour la survie des cellules SMZL.
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Abstract

Activating mutations in the gene encoding the cell-cell contact signaling protein
NOTCH2 are found in 25% of splenic marginal-zone lymphoma (SMZL) patient.
However, NOTCH2 target genes induced during transformation and responsible for
SMZL pathogenesis are still unknown. Here, we aim to identify NOTCH2 target genes
that could play a role in SMZL pathogenesis. Using RNA sequencing following Notch
signaling inhibition by gamma-secretase inhibitors (GSI), we have identified
transcriptome wide transcriptional changes induced by Notch signaling in a SMZL cell
line (Ri-1). Among genes that are significantly inhibited by GSI and re-expressed after
the GSI washout and among top hits in a shRNA drop out screen, we pinpointed c-
MYC oncogene. Additionally, using RNA interference experiments and CRISPR
activation (CRISPRa), we show that cell survival and proliferation induced by NOTCH
activity are mainly mediated by MYC expression suggesting that MYC is one of the
main NOTCH2 target gene involved in SMZL.
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Introduction

Splenic marginal zone lymphoma (SMZL) is a distinct lymphoma entity in the WHO
(World Health Organization) classification (Isaacson P.G et al., 1997). SMZL is a rare
indolent B-cell neoplasm involving spleen, bone marrow (BM) and frequently the
blood. It mainly affects elderly patients without gender predilection. Clinical features
are characterized by prominent splenomegaly and bone marrow and peripheral blood
infiltration. In 20% of the case, autoimmune manifestations are found in SMZL patients
(Thieblemont C. et al., 2002). In contrast to many other B cell malignancies, SMZL is not
associated with recurrent balanced translocations. Several studies based on mutational
analysis have shown that NOTCHZ mutations are recurrently found in SMZL patients
(Kiel MJ., et al., 2012).

Morgan first described the NOTCH gene in Drosophila melanogasterin 1917 (Morgan
T, 1917). In human, four Notch receptors (Notch 1 to 4) and five ligands (Jagged 1, 2 or
Delta 1, 3, 4) are reported (Ellisen et al., 1991, Weinmaster et al., 1991, 1992, Lardelli et
al, 1994, Uyttendaele 1996, Lindsell et al., 1995, Shawber et al., 1996, Bettenhausen et
al, 1995 and Dunwoodie et al, 1997). The Notch proteins are single-pass
transmembrane receptors composed of an extracellular domain responsible for
binding Notch ligands, and an intracellular domain (NICD) carrying transcriptional
transactivation activity. Upon ligand binding to Notch extracellular domain, two
successive proteolytic cleavages occur. The second cleavage operated by the gamma-
secretase complex leads to the release of NICD in the cytoplasm. NICD is then
translocated to the nucleus where it binds RBPJ and recruit co-activators leading to the
transcription of its target genes (Kopan R. et al., 2009, Oswald F. et al., 2001). This
activation is then stopped by phosphorylation, ubiquitination, and degradation by the
proteasome thanks to the regulatory PEST domain (proline-glutamate-serine-
threonine) on the C-terminal (Gordon WR et al., 2008). The NOTCH family of
transmembrane receptor proteins is important for mediating cell fate determination

and differentiation in a variety of embryonic and adult tissues (Artavanis-Tsakonas et
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al., 1999). During the hematopoietic differentiation, NOTCH signaling is known to
influence cell fate decision in B and T lymphocyte differentiation (Pui et al., 1999; Radtke
et al.,, 1999). Furthermore, Saito and its collaborators have shown that NOTCH2 has a
key role in B cell specification into cells of the marginal zone lineage in spleen (Saito et

al., 2003).

NOTCH?2 target genes involved in physiological marginal zone B cell differentiation and
involved in SMZL pathogenesis are currently unknown. Here, we aim to identify
NOTCH?2 target genes that could play a role in SMZL pathogenesis. In this study, using
RNA-seq following NOTCH signaling inhibition by gamma-secretase inhibitor, we have
identified transcriptional changes induced by NOTCH signaling in a SMZL cell line; Ri-
1. Among them, we have identified inhibition of a c-MYC activated transcriptional
program and direct regulation of MYC oncogene. Using RNA interference and CRISPR
activation (CRISPRa), we show that c-MYC is induced by NOTCH2 activity and drives
the cell proliferation and survival in Ri-1 cells. Identifying NOTCH2 target genes
induced in SMZL could provide a better understanding of the molecular mechanisms

and establish specific and targeted therapies.
Materials and Methods

Cell lines and reagents. SMZL Ri-1 cell line was obtained from DSMZ German
collection of microorganisms and cell cultures. They were grown in RPMI 1640 medium
(Sigma) supplemented with 10% FBS and 1% Penicilin/Streptomycin. 293T cell line was
similarly obtained from DSMZ German collection of microorganisms and cell cultures.
They were grown in DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle) medium (Sigma)
supplemented with 10% FBS and 1% Penicilin/Streptomycin. Cells were grown at 37°C
under 5% CO2.

Sanger Sequencing. Ri-1 cell line DNA was extracted using lysis buffer (10mM of Tris-
Cl pH 8.5, 5 mM of EDTA, 200mM of NaCl, 0.2% of SDS, 100ug/mL Proteinase K) that

have been incubated overnight. Then phenol-isoamyl-chloroform extraction was used
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to harvest aqueous phase containing DNA. DNA was then amplified by Phusion PCR.
Premixes containing 1ug of DNA, and 10 pmol/ulL of primer (Table 1) were sent to
Eurofins Genomics. Primers that were used to sequence are: N2IC_geno-FWD (5'-
CCCCATTGTGACTTTCCAGC-3") and N2IC_geno-REV (5'- TTCTCTCCCGGATGACCTTC-
3.

Gamma-secretase inhibitor (GSI) treatment and washout. Ri-1 cells were treated
with GSI, Compound E (CompkE) from Millipore, Calbiochem® (Cat: 565790-1MG). Cells
were treated with 10uM of CompE for 6h at 37°C under 5% CO2. For the washout, Ri-

1 cells treated with GSI were all washed out twice at 4°C with PBS and put back in
culture at 37°C under 5% CO2 for 2h.

IC50. 1 million of Ri-1 cells were treated overnight with these following concentrations:
DMSO, 0.1uM, 1uM, 10uM and 50uM. Apoptosis assessment was performed on 0.5
million cells using 7AAD and AnnexinV staining. Survival rate was then calculated. Using
GraphPad PRISM program, we normalized all data, transformed x axis values into log

base 10. IC50 was calculated by the software (Supplemental 1D).

RT-qPCR. RNA was extracxted using Omega Bio-Tek E.Z.N.A® Total RNA Kit I following
manufacturer’s instructions. cDNA was synthesized from RNA with High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermofisher). gPCR was done using SYBR green PCR
reagent (Promega, GoTaq® gPCR Master) and was performed with QuantStudio 6 and

7 Flex (Thermofisher). Primers used in qPCR are summarized in the table 1.

RNA sequencing (RNA-seq) and library preparation. RNA-seq was performed on
poly(A) selected RNA extracted from 5 million cells of RI-1 cell line in the following
conditions: treated with DMSO, treated with GSI and treated with GSI followed by a
washout. Poly-(A)-selected, first stranded Illumina libraries were prepared with a
modified TruSeq protocol using dUTP method (Parkhomchuk et al., 2009). Three

biological replicates per conditions were prepared. AMPure XP size selection selected
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libraries were amplified by PCR (maximum 16 cycles) and purified with AMPure XP
beads and paired-send sequenced (50 bp) on the Illumina HiSeq 4000 sequencer.
Sequencing reads were aligned to the hg19 version of the human genome using and
abundance quantified using Kallisto (Bray NL., Pimentel H., Melsted P and Pachter L.,
2016). Differential expression analysis was done using sleuth R package w0.3 (Pimentel
H., Bray NL., Puente S., Melsted P., and Pachter L., 2017). Gene Set Enrichment Analysis
(Subramanian A., Tamayo P., et al,, 2015) was performed on a pre-ranked list of genes
after filtering out non expressed genes (genes with median FPKM expression below 1
in both compared conditions). Genes were ranked using their Log2 fold change of
expression between compared conditions. GSEA was carried out using MSigDB
genesets from C2 common pathways, C3 transcription factors, C4 cancer modules, C5

molecular functions, C6 and Hallmark collections.

shRNA screen. 9537 shRNAs were designed to target 954 genes using SPLASH tool
(Sequencing of psoralen crosslinked, ligated, and selected hybrids) (Pelossof et al.,
2017). Non-targeting shRNAs were included in the pool (1 shRNA targeting Renilla, 1
shRNA targeting Luciferase and 2 shRNAs targeting mouse Lin28) as negative controls
and 10 shRNAs targeting the actin b gene (ACT7B) were used as positive controls. Oligos
were synthesized and ordered as a pool of 97-mers
(TGCTGTTGACAGTGAGCG(Y)22TAGTGAAGCCACAGATGTA(X)22TGCCTACTGCCTCGGA).
where X is the siRNA sequence and Y its reverse complement) from CustomArray Inc.
Double stranded shRNA was amplified by PCR using the 97-mer oligo and the
following primers: miRE-Xho-fwd (5'-
TGAACTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCG-3’) and miRE-EcoOligo-rev (5'-
TCTCGAATTCTAGCCCCTTGAAGTCCGAGGCAGTAGGC-3). Pooled shRNA library was
cloned into SGEP vector (Fellmann et al Cell reports 2013, AddGene #111170) using
Xhol and EcoRI restriction sites. Ri-1 cells were infected with shRNA library in duplicate.

50 million cells were infected with 15% transduction efficiency to achieve an effective
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multiplicity of infection of less than one shRNA per cell and to ensure library coverage
of 1000x. Two days after infection cells were treated with 1 ug/ml puromycin. Two days
after puromycin selection, dead cells were removed by Ficoll gradient and 8 million
GFP* cells were sampled (day O of the screen). More than 16 million GFP* cells were
maintained in the presence of 0.5 ug/ml puromycin at each passage to preserve library
representation for the next samplings. 8 million GFP* cells sampled at day O, 7, 14 and
21 of the screen were lysed in 50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS
supplemented with 0.1 mg/mL RNAse A (Thermo Scientific) and 0.2 mg/mL Proteinase
K (Invitrogen) for 12 hours at 37°C. Genomic DNA was then isolated by phenol-
chlorophorm-isoamyl alcohol extraction using PhaseLock tubes (5PRIME) followed by
100% ethanol precipitation in the presence of 0.1 M sodium acetate and 20 pg/mL
glycogen. Genomic DNA was then digested with Pstl (New England Biolabs) for 12
hours at 37°C, run on 1% agarose gel to isolate 1500 bp to 2500 bp fraction that contain
the sgRNA cassettes using E.Z.N.A. Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek). Deep
sequencing libraries were generated by PCR amplification of shRNA cassettes using
SGEP_lib_P5

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGA
AGTCCGAGGCAGTAGGCA and SGEP_LIB_P7_barcode_seq:
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT(X)eGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
AACCCAACAGAAGGCTCGAGAA where X represents six nucleotide TruSeq indexing
barcode for Illumina sequencing. We obtained at least 4 ug of 1500-2500 bp DNA
fraction from 8 million GFP™ cells that were used in total as template in multiple parallel
100 pL PCR reactions, each containing 1 pg template, 1x HiFi HotStart ReadyMix
(KAPA), and 0.125 pM of each primer, which were run using the following cycling
parameters: 98°C for 2 min; 29 cycles of 98°C for 30 s, 58°C for 15 s, 72°C for 15 s; 72°C
for 10 min. PCR products (253 bp) were combined for each sample, purified on 1%
agarose gel using E.Z.N.A. Gel Extraction Kit, further purified using 1.4 volume of

AMPure XP beads and sequenced on the Illumina HiSeq 4000 Sequencer (50bp single
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end) at a coverage of more than 8 million reads per sample. Data were analysed using

maximum likelihood of enrichment algorithm from MAGeCK software (Li et al., 2014).

RNA interference: shRNA. ShRNA targeting MYC designs was selected were designed
using SPLASH tool (Sequencing of psoralen crosslinked, ligated, and selected hybrids)
(Pelossof et al.,, 2017). 10 different MYC ShRNA were picked and cloned in PGK-SGEP-
miRE11 plasmid. The 2 shRNAs showing best knockdown efficiency were kept. MYC

shRNAs sequences are displayed on table 2.

Transfection HEBS/CaCl2 - virus production - Infection. 293T cells were plated at
semi-confluence level in 3mL of DMEM. Transfection was done with 2x HEBS and 5M
CaCl2. 1.5 pg of DNA were transfected in 293T cells as well as 1.5 ug of gag/pol and
env. Virus is then harvested at 48h to infect 1 million Ri-1 cells. 4mg/mL of polybrene

was also added.

CRISPR activation (CRISPRa). Single guide RNAs targeting a window of -300 to +500
bp around MYC transcription start TSS were designed from E-CRISP (Heigwer et al.,
2014). MYC targeting and control Renilla targeting guide RNAs were cloned in the
lentiviral vector: pLV-hU6-sgRNA-hUbC-dCAS9-VP64-T2a-GFP. Ri-1 cells were infected
with these different sgRNA. Single guide RNAs targeting MYC TSS are displayed on
table 3.

Apoptosis assessment. Ri-1 cells infected with sgRenilla or sgMYC, Ri-1 cells infected
with shMYC or shRenilla and Ri-1 cells treated with DMSO or 10uM of CompE were
harvested and stained with 7AAD-PerCPCy5.5 and AnnexinV-PE from BD Pharmigen PE
Annexin V Apoptosis Detection kit I. Apoptosis assessment was then analyzed by flow
cytometry on FACS Canto X (BD Biosciences). FACS plots were analyzed using FlowJo
9.
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SMZL whole transcriptome microarray data analysis

Microarray datasets of SMZL-patients whole transcriptome was accessed on GEO

database using accession numbers GSE35348 and GSE146814. RMA normalized data

for probesets corresponding to NOTCH2, MYC and HES1 genesets were extracted and

the probeset of highest signal was kept for each gene. Expression values were plotted

using R package ggplot2.

Statistical test. Comparison of continuous and categorical variables between

subgroups was performed by Student test (t.test).

Analysis

All barplots and scatterplots were done using GraphPad PRISM. Heatmap was done

using R Studio 1.2.1335 program using heatmaply and volcano plot was done using

ggplot2 package.

Table 1. Human gPCR primers.

HES1_FWD 5'- GAAAGATAGCTCGCGGCATTCC
HES1_Rev 5'- CTCGTTCATGCACTCGCTGAAG
GAPDH_FWD 5'-CTTTTGCGTCGCCAGCCGAG
GAPDH_Rev 5'- CCAGGCGCCCAATACGACCA
MYC_FWD 5'- GCTGCTTAGACGCTGGATTT
MYC_Rev 5'- CGAGGTCATAGTTCCTGTTGG

Table 2. shMYC sequences.

shRenilla 5'-

TGCTGTTGACAGTGAGCGCGTGCCAATAAGTACATGGTAATAGTGAAGCCACA
GATGTATTACCATGTACTTATTGGCACATGCCTACTGCCTCGGA -3
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shMYC_1 | 5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGCCACCTATGAACTTGTTTCAAATAGTGAAGCCACAG
ATGTATTTGAAACAAGTTCATAGGTGATGCCTACTGCCTCGGA -3

shMYC_3 | 5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGAACCTATGAACTTGTTTCAAATTAGTGAAGCCACAG
ATGTAATTTGAAACAAGTTCATAGGTGTGCCTACTGCCTCGGA -3

Table 3. sgRNA sequences.

sgRenilla_FWD 5'- CACCTAGATAAGCATTATAATTCC
sgRenilla_Rev 5'- AAACGGAATTATAATGCTTATCTA
sgMYC10_FWD 5'- CACCGCTGGGCTAGGGCGAGAGGG
sgMYC10_Rev 5'- AAACCCCTCTCGCCCTAGCCCAGC
sgMYC11_FWD 5'- CACCGCCTGTTCCAGAGCTGGGCT
sgMYC11_Rev 5'- AAACAGCCCAGCTCTGGAACAGGC
Results

Ri-1 cells display constitutive NOTCH activity

To study NOTCH2-induced signaling in SMZL we seek a cell line harboring recurrent
NOTCH2 mutation found in SMZL patients. Thanks to the Cancer Cell Line Encyclopedia
(Barretina et al., 2012), we pinpointed the Ri-1 cell lines as the only cell line harboring
NOTCH2R2400* mutation. To ensure that this cell line exhibit the specific NOTCH2
mutation found in SMZL patient, we first extracted genomic DNA, amplified NOTCH2
exon 34 by PCR and Sanger sequenced the amplified fragment (Supplemental Figure
1A). As reported by the CCLE, we found a C to T nucleotide heterozygous substitution
at 7198 position changing arginine at position 2400 into a premature stop codon

(R2400*) corresponding to the PEST domain confirming that Ri-1 cells harbor the
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specific NOTCH2 mutation recurrently found in SMZL patients (Supplemental Figure
1A).

To check whether Ri-1 cells express NOTCH2 receptor and/or any other NOTCH
receptor on surface, we performed a qPCR for all-4 NOTCH receptors (Figure 1A). and
observed that relative quantification shows that NOTCH2 is the main NOTCH receptor
expressed in this cell line. This relative quantification was confirmed by absolute
quantification using RNA-sequencing that shows that NOTCH2 is the main NOTCH
receptor expressed followed by NOTCH1 (Figure 1B). NOTCH2 expression and
presentation at the plasma membrane was confirmed by flow cytometry staining with
an antibody specific for NOTCH2 extracellular domain (Supplemental Figure 1B). As
gPCR and RNA-seq showed some expression of NOTCH1 receptor we thought to
investigate if NOTCH1 signaling is activated in Ri-1 cells. To assess NOTCH1 activation
we performed a western blot using an antibody specific for the activated cleaved form
of NOTCH1 (NICD). CUTTL1 T-ALL cell line was used as a positive control of NOTCH1
activation. As shown by western blot analysis we couldn’t detect any cleaved activated
form of NOTCH1 in Ri-1 cells whereas CUTTL1 cells presented with a strong band at
the expected NICD size, band that was inhibited using Gamma Secretase Inhibitor (GSI)

compound-E confirming the staining specificity (Supplemental Figure 1C).

To assess whether NOTCH signaling is constitutively active in this cell line, we
performed a qPCR on HEST. HESTis a well-characterized NOTCH target gene in almost
all tissues where NOTCH signaling is active, HEST is used as here as a NOTCH activity
readout. Ri-1 cells were either treated with DMSO or 10uM of compound-E for 6 hours,
harvested and subjected to RNA extraction. Using qPCR to detect HEST gene
expression we observed that HES7 was expressed and significantly downregulated
upon GSI treatment of Ri-1 cells (Figure 1C) using a non-toxic GSI concentration below
IC50 (Supplemental figure 1D). Interestingly, the magnitude of HES7 expression and
inhibition upon GSI treatment in Ri-1 cells was similar Jurkat T-ALL cell line known to

present with constitutive NOTCH?1 activation (Figure 1C).
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Taken together these results show that Ri-1 cells harbor constitutive NOTCH signaling
activation and suggest that this activation is mainly due to NOTCH2 receptor as the
other expressed NOTCH receptor in this cell line, NOTCH1 doesn’t show any detectable

constitutive activation.
NOTCH signaling activity is required for Ri-1 cell survival.

To check whether Ri-1 cells are dependent on NOTCH activity, we treated Ri-1 cells
with 10 uM of Compk for 4 days (Figure 1D). At each day, proportion of apoptotic cell
was monitored using Annexin V and 7AAD staining. Continuous GSI treatment induced
significant increase of apoptosis rate of Ri-1 cells whereas DMSO treatment didn't
induce any overt apoptosis (Figure 1D) at 10uM concentration, a concentration not
showing toxicity in short term treatment but sufficient to inhibit constitutive NOTCH
activity (Supplemental Figure 1D). These results show that NOTCH activity is required

for survival of Ri-1 cells.

MYC transcriptional program is regulated by NOTCH signaling in Ri-1 cells

To identify the transcriptional program regulated by NOTCH signaling in SMZL cells,
RNA sequencing (RNA-seq) was performed on Ri-1 cells under the conditions: Ri-1 cells
treated with DMSO, Ri-1 cells treated with 10uM compE for 6 hours and Ri-1 cells
treated with 10uM CompE for 6 hours and followed by a drug wash-off and a
subsequent two hours incubation without CompE. This allows a timed activation of
NOTCH (Bailis W., Yashiro-Ohtani Y., and Pear WS., 2014). Differential expression
analysis revealed that 3375 genes are significantly modulated upon GSI treatment of
Ri-1 cells (Supplemental 2A-C). Within those, a majority of 2037 genes are
downregulated in accordance with NOTCH signaling being a transcriptional activator.
Among those downregulated genes, 728 genes are subsequently re-expressed

following GSI "wash-off” (Figure 2A).
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To determine biological pathways that involve genes being significantly modulated
upon GSI treatment and GSI wash-off, we performed Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) using Hallmarks genesets (MSigDB) on pairwise comparisons GSI-treatment vs
DMSO-treatment and GSI-wash-off vs GSI treatment and focused on gene sets that
were significantly depleted in the former and concomitantly significantly enriched in
the later. This analysis revealed 14 gene sets following this pattern (Figure 2B) and
among them several gene sets associated with MYC transcriptional signatures (Figure
2C). To assess whether modulation of these MYCtranscriptional signatures was due to
MYCgene expression modulation, we explored our RNA-seq data and performed gPCR
on Ri-1 cells treated with GSI and Ri-1 cells treated with GSI followed by GSI wash off.
Both analyses revealed that GSI treatment significantly inhibited MYC expression and
that GSI wash off allowed rapid re-expression of MYCto similar extend as HEST gene
(Figure 2D). These results show that NOTCH signaling regulate MYC transcriptional

program through direct activation of MYC expression.

shRNA screening reveals MYC as an essential dependency in Ri-1 cells

To identify essential genes for Ri-1 cells proliferation and survival, we performed an
shRNA drop out screen using a custom-made library of 9542 hairpins targeting 957
genes mainly involved in epigenetic regulation, oncogenic signal transduction and
oncogenic transcription factors. Screening was performed in duplicate in Ri-1 cells
infected at a MOI of 0.25 with the shRNA library cloned in a lentiviral mir-E expression
vector. Infected cells were sampled 2 days after infection to assess original complexity
of the library and subsequently sampled at days 7, 14 and 21 post infection. Analysis
of biological replicates showed that the representation of 500 shRNAs targeting 50
genes was significantly (FDR < 0.05) decreased over time whereas 110 shRNAs
targeting 11 genes were significantly over-represented (data not shown). Among top
hits of the screen several genes known to play essential roles in B cell ymphoma and
leukemia pathogenesis such as BCLZ, ARIDTA, TCF4 and MYC were identified (Figure
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3A-B). Interestingly, 14 of these top hits were among genes significantly inhibited upon
GSI treatment of Ri-1 cells but only one, MYC, was significantly re-expressed after GSI
wash off (Figure 3C-E) suggesting that MYC is one of the main NOTCH signaling

induced dependency in this lymphoma cell line.

We next thought to validate MYC as an essential dependency in Ri-1 cells by using
independent hairpins for MYC knock down. Since previous studies have shown that
MYC has a critical role in lymphoma cell growth, we decided to assess cancer cell
proliferation when MYC is depleted. We first infected Ri-1 cells with either non-
targeting shRenilla control or shRNAs targeting MYC. After controlling for knockdown
efficiency of MYC mRNA using gPCR (Figure 4A). We then performed a follow-up of
proportion of infected cells in a competitive assay with non-infected cells every other
day. Competition assay of non-infected Ri-1 cells with Ri-1 cells infected with non-
targeting shRenilla was used as a control. Whereas shRenilla expression has no impact
on infected Ri-1 cell growth, Ri-1 cells infected with the two different shRNA targeting
MYCmRNA were out competed in growth by non-infected cells (Figure 4B). These data
confirm the shRNA screening results and pinpoint MYC expression as an essential

dependency for Ri-1 cell growth and/or survival.

NOTCH independent MYC expression rescues GSI-induced Ri-1 apoptosis

To validate that MYC expression-induced Ri-1 cells survival is the main downstream
effect of NOTCH signaling we performed rescue experiments. To achieve NOTCH-
independent MYC expression, we used a CRISPR activator system (CRISPRa). CRISPRa
relies on the use of catalytically inactive Cas9 (dCas9) coupled to a transcriptional
transactivator domain such as VP64 (dCas9-VP64) allowing activation of gene
expression when properly targeted by a specific single guide RNA (sgRNA) (Figure 5A).
Ri-1 cells were infected with a lentiviral expression vector allowing co-expression of the

dCas9-VP64 fusion protein together with a single guide RNA which expression is driven
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by a Pollll U6 promoter. Two independent sgRNA targeting MYC were designed in a
window of -300 to +50 bp around its Transcription Start Site (TSS). A non-targeting
control sgRNA was designed against the Renilla sequence (sgRenilla). Infected Ri-1
cells were then treated with DMSO or Compound-E. Using qPCR, we assessed MYC
expression level and observed that Compound-E treatment in Ri-1 cells infected with
sgRenilla induced a significant downregulation of MYCwhereas MYCexpression levels
were maintained in Ri-1 cells expressing MYC specific sgRNAs (Figure 5C).
Measurement of apoptosis rates using AnnexinV and 7-AAD stainings revealed that
Compound-E treatment of Ri-1 cells infected with non-targeting sgRNA significantly
induced apoptosis whereas no significant apoptosis induction was observed in Ri-1
cells expressing MYC-targeting sgRNAs (Figure 5B). Compound-E induced NOTCH
signaling inhibition was efficient in all conditions as shown by significant inhibition of

HES1 expression (Figure 5D).

Taken together, we concluded that forced MYC endogenous expression in Ri-1 cells
treated with CompE restores cell survival activated by NOTCH oncogenic program.

Therefore, MYC is critical and sufficient to rescue Ri-1 cells from NOTCH?2 inhibition.

MYC expression is correlated to NOTCH2 expression in SMZL patient whole

transcriptome datasets

To explore whether MYC expression is associated to NOTCHZ expression in SMZL
patients, we interrogated a previously published microarray dataset of 27 SMZL-
patients whole transcriptome (Watkins AJ et al., 2012). Re-analysis of this dataset
showed a strong and statistically significant correlation between MYC and NOTCHZ?
expression levels (Figure 6A) to a similar extend as the correlation between NOTCHZ
and HEST expressions, a well-characterized NOTCH signaling target (Figure 6B),
whereas no correlation of expression was found against other housekeeping genes

such as the alpha subunit of polymerase II (POLRZA) an ubiquitously expressed gene
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(Figure 6D). We also performed the correlation analysis between NOTCH7 and MYC
expression. Remarkably, we observed that there is no correlation between NOTCH7
and MYC expressions. These data suggest that MYC is not induced by NOTCH7
expression in SMZL patients (Figure 6C). These data show that MYCexpression level in
SMZL patients is specifically correlated with NOTCHZ expression and suggest that MYC
expression could be directly regulated by NOTCHZ signaling activity.

Discussion

NOTCH signaling pathway is critical for several biological processes such as apoptosis,
cell survival, stem cell maintenance and cell differentiation (Artavanis-Tsakonas et al.,
1999). Therefore, deregulations in NOTCH signaling pathway lead to activation of
oncogenic programs depending on cell-context such as in T-cell acute leukemia
(Ferrando AA., Neuberg DS, et al,, 2002) and in breast cancer (Zardawi SJ., Zardawi I,
McNeil CM.,, et al., 2010, Mikaelian I, Blades N., Churchill GA,, et al., 2004).

Previous reports have demonstrated that NOTCH2 signaling is required for marginal
zone B cell maturation in the spleen (Saito et al., 2003). Some studies on marginal zone
lymphoma have shown that NOTCH signaling is mutated in a large portion of primary
cutaneous marginal zone B-cell lymphoma. (Bray et al., 2016). NOTCH2 gene is
recurrently mutated in 25% of SMZL patients (Rossi et al., 2012, Kiel MJ et al,, 2012). So
far, there is no specific treatment to treat SMZL patients. Therefore, in this study, we
aimed to understand the molecular mechanisms induced by NOTCH2 signaling

activation in SMZL pathogenesis.

To address this biological question, we have exploited and characterized a SMZL cell
line: Ri-1 cells (Figure 1, Supplemental figures 1). We have demonstrated that Ri-1 cell
line harbors NOTCH2R2400* mutation found in SMZL patients, mainly expresses
NOTCH2 receptor, present a constitutive NOTCH activity essential for its growth and
that can be readily inhibited using gamma secretase inhibitors and therefore is a

relevant model to study NOTCH2 activation in SMZL pathogenesis.
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In this study, we have identified transcriptome wide transcriptional changes induced
by NOTCH signaling and have pinpointed MYC as an important downstream target of
NOTCH activity (Figure 2, Supplemental figure 2). We found that several gene sets
associated with MYC transcriptional signatures are significantly inhibited upon GSI-
induced NOTCH inhibition (Figures 2, Supplemental figure 2). c-MYC is a master
transcription factor that regulates the expression of numerous genes in context-specific
manners via transcriptional amplification and cofactor-dependent regulation (Hann SR,
2014, Sabo A and Amati B, 2014). c-MYC is fundamental for biological pathways such
as biogenesis, metabolism, proliferation, cell cycle, apoptosis, and pluripotency
(Conacci-Sorrell M et al., 2014). Consequently, c-MYC is a potent oncogene that is
frequently overexpressed in human cancers leading to hallmarks associated with
tumorigenesis. For instance, studies on T-ALL have highlighted that NOTCH1 directly
controls MYC expression (Satoh Y., Matsumura L, et al., 2004, Palomero T et al., 2006,
Herranz D et al., 2014 and Yashiro-Ohtani Y et al., 2014). NOTCH1 signaling drives a c-
MYC mediated transcriptional feed-forward loop promoting cell growth and
metabolism. Similarly, in breast cancer, MYC has also been identified as Notch1
transcriptional target in transgenic mice (Klinakis A., Szabolcs M., Politi K., et al., 2006).
Notch1 promotes tumorigenesis through Myc overexpression leading to aberrant

hyperproliferation of mouse mammary epithelial cells.

In our studies, we have shown that knocking down MYC leads to a significant
impairment of Ri-1 lymphoma cell growth and survival (Figure 3 and Figure 4).
Furthermore, we also demonstrated that NOTCH independent MYC expression rescues
GSI-induced Ri-1 apoptosis (Figure 5). These data suggest that NOTCH induces MYC
expression that then promotes the increase of cancer cell growth and survival in SMZL.
These findings are consistent with previous reports done on T-ALL and on breast

cancer.

The identification of NOTCH2 as a direct regulator of cell growth genes highlights the

role of this transcription factor in B cell transformation and provides a mechanism that
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couples B cell growth and survival with developmental decisions in lymphocyte
development. Overall, our identification of MYC as a potent direct target gene
regulated by NOTCH2 in SMZL highlights the importance of this regulation in the
pathogenesis of human cancer. This circuitry may tune the cancer cell growth and
survival in response to NOTCH2 activation and may potentially enhance the tumoral
effect and/or attenuate the antitumor effect of drugs targeting NOTCH signaling
similarly to what was demonstrated in T-cell acute leukemia (O'Neil J., Grim J., Strack
P., et al, 2007). Further studies based on identifying NOTCH2 binding sites would
confirm that NOTCH2 directly bind regulatory elements on promoter or distal
enhancers regulating MYC expression and it would confirm its involvement in B cell

development and transformation.

Identifying NOTCH2 direct target genes could provide a better understanding of
molecular mechanisms induced by NOTCH2 leading to the B cell development and
transformation into SMZL. Identifying downstream NOTCH signaling targets could
open avenues in the design of novel targeted and specific therapies to treat SMZL
patients. Hence, identifying MYCas a potent NOTCH2 direct target gene provides clues
on lymphoma cell growth and survival regulation in SMZL and may be a relevant

therapeutic target to treat SMZL patients.
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Figure 1: Ri-1 cells display constitutive NOTCH activity that is required for its

survival

(A) Quantitative PCR analysis of Ri-of all-4 NOTCH receptors in Ri-1 cells. Expression
are relative to the housekeeping gene expression GAPDH. Data are means + SD from
triplicate data. (B) Absolute quantification all-4 receptors by RNA-sequencing on Ri-1
cells is represented as mean TPM (=Transcript per million reads mapped) values + SD
from triplicate experiments. (C) Quantitative analysis for HES7 gene expression in Jurkat
cells treated with DMSO or 10uM of GSI (left) and Ri-1 cells treated with DMSO or
10uM of GSI mRNAs (right). HEST expression is relative to the housekeeping gene
expression GAPDH. Data are means + SD from triplicate data. P-values were calculated
using two-tailed Student's t-test: * p < 0.05 ** p < 0.005. (D) Apoptosis assessment
using AnnexinV/7AAD staining at each day for 4 days of Ri-1 cells treated with DMSO
(blue) or 10uM of GSI (red). Data are means + SD from triplicate experiments. P-values

were calculated using two-tailed Student's t-test: * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.0005.
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Figure 1: Ri-1 cells display constitutive NOTCH activity that is required for its survival
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Figure 2: MYC transcriptional program is regulated by NOTCH signaling in Ri-1
cells.

(A) Heatmap representing 3375 genes significantly differentially expressed from RNA-
seq experiments performed on Ri-1 cells treated with DMSO, or with 10uM of CompE
or with 10uM of CompE + wash-off. Values are plotted as row z-score of absolute
values. (B) Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) on pairwise comparisons GSI-
treatment vs DMSO-treatment and GSI-wash-off vs GSI treatment was conducted on
MSigDB Hallmarks collection. 14 gene sets that are significantly modulated in the GSI
treatment condition and concomitantly significantly modulated in the wash-off
condition are displayed. Size of circle represents FDR values and color-coded circle
represents normalized enrichment score (NES). (C) GSEA enrichment plots of GSI-wash-
off vs GSI treatment (left) and GSI-treatment vs DMSO-treatment (right) from MYC
targets V1 and MYC targets V2 Hallmark gene sets (FDR < 0.25). (D) Quantitative PCR
for HES I(top) and MYC (bottom) genes on Ri-1 cells treated with DMSO or treated with
10uM CompE or treated with 10uM of CompE + wash-off. Gene expressions are relative
to GAPDH. Data are represented as means + SD from triplicate data. P-values were

calculated using two-tailed Student'’s t-test: * p < 0.05, ** p < 0.005.
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Figure 2: MYC transcriptional program is regulated by NOTCH signaling in Ri-1 cells
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Figure 3: shRNA screening reveals MYC as an essential dependency in Ri-1 cells.

(A) Heatmap showing the variation of normalized counts of the 10 shRNAs that covers
each 50 genes that are significantly depleted over time. Values are plotted as row z-
score of normalized count values. (B) Dot plot representing of the 954 genes screened
ranked by their phenotype score (negative score represents depletion, positive score
enrichment). Colored dots represent genes with FDR below 0.05. 7 top hits and MYC
are highlighted. (C) Venn diagram showing genes that are significantly downregulated
by GSI treatment, upregulated by the GSI-wash-off and the 50 hits from the screen.
Their overlap shows that MYC is the only significant screen hit, downregulated by GSI
and upregulated by GSI-wash-off. (D) Heatmap depicts RNA-seq expression from 13
hit genes of the screen that overlaps with downregulated genes by GSI. (E) Plot
representing bootstrap of MYC expression evaluated by Kallisto in tpm (=transcript per

million) from each RNA-seq condition.
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Figure 3: shRNA screening reveals MYC as an essential dependency in Ri-1 cells.
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Figure 4: MYC expression as an essential dependency for Ri-1 cell growth and/or survival

(A) Quantitative PCR of MYC expression in Ri-1 cells infected with shRNAs targeting
MYC or non-targeting controls (Renilla). Data are means + SD from triplicate data. P-
values were calculated using two-tailed Student's t-test: * p < 0.05. (B) Plot representing
the variation cells infected with shRNA targeting MYC (orange and blue) or Renilla

(gray) (%GFP) over time in a competition assay with non-infected Ri-1 cells.

85



>

Expression relative to GAPDH

Figure 4: MYC expression as an essential dependency for Ri-1 cell growth and/or survival

|«
0.06 - |
S
0.04
0.02
0.00 T
ol
N !
& @@l
3 &
& &

150 7

100

%GFP

50

—®— Ri-1-ShRenilla
—— Ri-1-ShMYC1

== Ri-1-ShMYC3

00

T T T 1
10 20 30 40
Time (Day)

86



Figure 5: NOTCH independent MYC expression rescues GSI-induced Ri-1

apoptosis.

(A) Scheme that explains the endogenous MYC induction in Ri-1cells using CRISPRa
method. (B) Quantitative PCR of MYC expression in Ri-1 cells infected with sgRNAs
targeting MYC promoter or non-targeting control (sgRenil/la) and treated with DMSO
or with CompE (10pM). Expression values are relative to GADPH and normalized to the
negative control condition: sgRenilla-DMSO. Data are means + SD from triplicate
experiments. P-values were calculated using two-tailed Student'’s t-test: ** p < 0.005,
NS: non-significant. (C) Bar plot representing apoptosis induction assessed using
AnnexinV/7AAD staining on Ri-1 cells infected with sgRenilla or sgMYC. Apoptosis fold
change was normalized to the negative control: sgRenilla-DMSO. Data are means + SD
from triplicate experiments. P-values were calculated using two-tailed Student'’s t-test:
** p < 0.005, NS: non-significant. (D) Quantitative PCR of HEST expression in Ri-1 cells
infected with sgRNA targeting MYC promoter or non-targeting control sgRenilla and
treated with DMSO or with CompE. Expression values are relative to GAPDH and
normalized to negative control: sgRenilla-DMSO. Data are means + SD from triplicate

data. P-values were calculated using two-tailed Student's t-test: *** p < 0.0005.
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Figure 5: NOTCH independent MYC expression rescues GSI-induced Ri-1 apoptosis.
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Figure 6: MYC expression is correlated to NOTCH2 expression in SMZL patient

whole transcriptome datasets.

Scatterplot of gene expressions from microarray datasets of 27 SMZL-patients whole
transcriptome (Watkins AJ et al., 2012) showing (A) a positive correlation between MYC
and NOTCH?Z expressions (B) a positive correlation between HES7 and NOTCHZ
expressions (C) a negative correlation between NOTCH7 and MYC (D) and POLRZA.
Blue dots represent plotted values obtained for each or the individuals. The red line
corresponds the best fit for the correlation between them. Spearman coefficient: R? and

p = p-value.
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Figure 6: MYC expression is correlated to NOTCH2 expression in SMZL patient whole

transcriptome datasets.
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Supplemental figure 1

(A) Chromatogram representing Sanger sequencing data of Karpas 1718 (top) and Ri-
1 (bottom) cell lines. The black arrow points mutated base (T>C) at position T303C. (B)
FACS analysis of Ri-1 cells with either IgG (black) or NOTCH?2 receptor (red) antibodies.
(C) Western blot analysis of ICN1 and Actin proteins in CUTTLT and Ri-1 cell lines
treated with DMSO or 10uM of compound E. Actin is used as a loading control. (D)
Inhibitory dose-response curve to determine IC50 for Comp€E in Ri-1 cells. Y axis
represents survival rate and x axis represents concentration values transformed into log

base 10. Data are means from triplicates + SD. IC50 is calculated with GraphPad PRISM.
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Supplemental Figures 1
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Supplemental figure 2

Volcano plot displaying differential expression analysis of RNA-seq data from (A) GSI
vs DMSO comparison and (B) GSI vs GWO (=GSI Wash Off) comparison. The left panel
represents downregulated genes upon, and right panel represents upregulated genes.
Y axis shows -log10(g-value) and X axis shows beta value (Log2 Fold Change). (C)
Heatmap showing significantly modulated genes between Ri-1 cells treated with GSI
compared to Ri-1 cells treated with DMSO and their subsequent modulation upon GSI

wash-off. Values are plotted as row z-score of TPM expression values.
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Supplemental figure 3

Representative FACS plots showing AnnexinV/7AAD staining of Ri-1 cells infected with

sgRNA targeting MYC promoter or non-targeting control (sgRenilla) and treated with
DMSO or 10uM Compound-E (CompE).
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Supplemental figure 3
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Conclusions de l'article

Les mutations activatrices au niveau de la voie NOTCH2 sont retrouvées dans 25% des
patients SMZL. Cependant, les mécanismes moléculaires a I'origine de l'initiation et de
la progression de la maladie induits par la voie NOTCH2 restent encore obscurs. Ainsi,
afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires a I'origine de la pathogenese
et permettre I'établissement de thérapies ciblées, j'ai cherché a identifier les genes
cibles directs de NOTCH2 qui pourraient jouer un réle dans l'initiation et la progression
des SMZL. Au cours de ma these, j'ai mis en évidence |'expression de NOTCH et
I'activité constitutive de la voie de signalisation NOTCH dans le modéle cellulaire
SMZL : Ri-1. J'ai également réalisé un séquencage d'ARN sur ces cellules selon trois
conditions ; traitées avec du DMSO, traitées avec un inhibiteur de la gamma-sécrétase
(GSI) et traitées avec du GSI puis lavé de l'inhibiteur (Wash-off, WO). Ces résultats nous
ont permis d'identifier un oncogene connu : MYC En paralléle, nous avons réalisé un
crible par shRNA. Ce crible suivi d'une validation par déplétion de I'expression de MYC
par des shRNAs ciblant MYCont démontré que I'expression de MY était essentielle a
la survie cellulaire. Nous avons confirmé ces résultats en réalisant un CRISPR activation.
Cette expérience permettant I'induction endogene de MYCindépendante de la voie de
signalisation NOTCH, a permis de montrer que l'expression de MYC permet de
restaurer la survie des cellules SMZL dans la condition ou la voie de signalisation
NOTCH est inhibée avec du GSI. Ainsi, ces résultats suggerent que I'oncogéne MYCest
indispensable a la survie des cellules tumorales SMZL et pourrait étre un gene cible

direct de la voie de signalisation NOTCH dans les SMZL.
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Résultats supplémentaires

Ce chapitre permet de présenter des résultats d'expériences qui completent les
résultats présentés qui seront soumis dans mon article. Ces expériences sont soit en

cours ou soit donnent des résultats négatifs.

I. L'identification des sites de fixation de ICN-2 dans les cellules Ri-1

Dans un premier temps, pour compléter les résultats obtenus par RNA-seq ainsi que la
validation biologique de MYC dans les cellules Ri-1, j'ai voulu identifier les sites de
fixation de NOTCH2 dans les cellules. Pour cela, jai voulu réaliser une
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) de la partie intracellulaire de NOTCH2
(ICN-2). Cependant, il n‘existe aucun anticorps dirigé contre ICN-2 utilisable pour la

ChIP.

Le laboratoire de Spyros Artavanis-Tsakonas a développé un hybridome produisant un
anticorps monoclonal dirigé contre ICN-2. Nous avons testé I'efficacité de cet anticorps
en réalisant un western blot (WB) avec l'anticorps monoclonal de I'ICN-2 et un
anticorps anti-HA et une IP avec un anticorps monoclonal ICN-2 (Résultats
supplémentaires 1A-B) sur des cellules 293T ou nous avons intégré un tag-HA dans
I"allele endogene de ICN-2 avec la technique du CRISPR/Cas9. Nous utilisons ce modeéle
car nous voulons détecter I'ICN-2 au cas ou si I'anticorps monoclonal de I'ICN-2 ne
parvient pas a détecter I'ICN-2 en WB. De plus, les IP et les WB faits avec des anticorps
anti-HA sont généralement efficace et spécifique. Nous avons constaté que lorsque
nous avons fait le WB avec I'anticorps anti-ICN-2 produit par I'hybridome, il n'y a
aucune bande correspondante a la taille de I'ICN-2 (110 kDa). Cependant, lorsque nous
utilisons cet anticorps anti-ICN-2 en IP, nous observons sur le WB réalisé avec un
anticorps anti-HA, une bande correspondant a 110 kDa (Résultat supplémentaire 1A).
Ainsi, nous supposons que cet anticorps anti-ICN-2 semble se lier de maniere
speécifique a I'ICN-2 seulement lorsque la protéine est sous forme native. Afin de vérifier

si cet anticorps pouvait étre utilisé pour faire une ChlIP, nous avons réalisé une IP dans
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les mémes conditions que pour une ChIP (Résultat supplémentaire 1B). Nous avons
donc fixé les cellules 293T-HA avant de faire I'IP et le WB. Nous observons qu'il y a une
bande a 110 kDa, correspondant a la taille de 'ICN-2. Ainsi, ce résultat suggere que cet
anticorps peut étre utilisé pour faire une ChIP sur I'ICN-2. Ainsi, nous avons décidé de
faire une ChIP avec cet anticorps et en parallele une expérience de CUT&RUN (=
Cleavage Under Target & Release Using Nuclease) (Skene PJ and Henikoff S., 2017) qui
est une expérience alternative de la ChIP. Le principe de cette expérience se base sur
la digestion par des Nucléases Micrococcaux (pA/MNase) qui sont couplées a des
protéines A qui vont se fixer sur I'immunoglobuline de I'anticorps d'intérét. Cela va
permettre le relargage de ces régions ou I'anticorps anti-ICN-2 s’est spécifiquement
fixé. Les cellules Ri-1 ont été stimulées avec les ligands DLL4 produits par les cellules
OP9 qui possede une cassette d'expression du ligand DLL4. Cette stimulation va
permettre d'augmenter la disponibilité de la partie intracellulaire de NOTCH2 afin que
I'anticorps anti-ICN-2 puissent se fixer sur un maximum de protéines. J'ai également
fait une condition contrdle avec un anticorps anti-IgG de souris. Avant de séquencer,
j'ai effectué une gqPCR avec des primers correspondant soit aux sites de fixation de
HEST soit aux sites de fixation du gene NANOG (contrOle négatif). Les résultats de gPCR
de la ChIP (Résultats supplémentaires 1 C-D), montrent qu'il y avait aussi bien un
enrichissement sur le site HEST7 que sur le site de NANOG. Les résultats de gPCR réalisés
sur les ADN obtenues de I'expérience de CUT&RUN présentent également les mémes
résultats que la gPCR sur la ChIP (résultats non montrés). Ainsi, ces données nous
suggerent donc que cet anticorps se fixe de maniére aspécifique et donc compromet

les expériences de ChIP et de CUT&RUN.

Par la suite, du fait du manque de spécificité de cet anticorps, j'ai donc voulu insérer
un tag HA dans l'allele endogene de ICN-2 a l'aide de la recombinaison homologue
par la technique du CRISPR/cas9. J'ai transfecté les cellules Ri-1 par nucléofection. Nous
avons constaté que seulement 1% de cellules étaient transfectées avec un taux de

survie assez faible. J'ai donc réalisé une autre technique d'électroporation en utilisant
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la machine NepaGene. En faisant cela, nous avons obtenu 3% de cellules transfectées
avec un taux de survie a 40%. Cependant, apres tri, les cellules uniques dans le but de
faire des populations monoclonales ayant recombinées les alleles de NOTCHZ ne
survivent pas. Cela pouvant étre di au fait que ces cellules sont dépendantes de

signaux données par les cellules voisines ou que la délétion de NOTCHZ soit léthale.

Plusieurs études ont permis de montrer que les ChIP utilisant des anticorps anti-GFP
étaient efficaces. J'ai donc réalisé une fusion protéique entre le ICN-2 possédant la
mutation spécifique : R2400* et un tag GFP. Dans un premier temps, j'ai voulu
m'assurer que le tag GFP n'interfere pas avec l'activité de NOTCHZ dans les cellules
(Résultats supplémentaires 1E). J'ai donc transfecté cette construction dans des cellules
293T et réalisé une expérience de dual-luciférase (DLR) en cotransfectant un plasmide
contenant une répétition de 10 fois la séquence consensus de fixation de RBPJ qui va
permettre la fixation de I'ICN2 couplée avec le gene rapporteur a la luciférase et un
plasmide contenant le gene rapporteur Renilla qui sert de contrdle pour la transfection
(Résultat supplémentaire 1E). Nous observons une surexpression significative de
I'activité de NOTCHZ comparé a la condition ou les cellules 293T sont transfectées avec
le vecteur vide (Résultat supplémentaire 1E). J'ai confirmé ces résultats en réalisant un
WB avec un anticorps anti-GFP (Résultat supplémentaire 1F). Nous observons qu'il y a
une bande a 137 kDa (Résultat supplémentaire 1F). Cette bande correspond a la taille
de la fusion protéique. Ces résultats suggerent donc que le tag GFP n’interfere pas sur
I'activité de NOTCH?Z et donc, cette construction peut étre utilisée pour effectuer la
ChIP. Par la suite, j'ai effectué une infection des cellules Ri-1 avec cette construction.
Puis j'ai réalisé la ChIP anti-GFP ainsi que les ChIP sur les marques d'histones telles que
H3K4me3 et H3K27ac. Ces derniers permettent d'identifier par exemple, les sites
enhancers sur lesquels I'ICN-2 peut se fixer. De plus, cela pourrait nous permettre de
voir si le ICN-2 se fixe sur I'enhancer de MYC, expliquant ainsi I'induction de MYC par
NOTCH?Z. J'ai donc séquencé les banques que j'ai fait a partir des échantillons. A partir

des données obtenus, nous n‘avons pas obtenu de signal pour la ChIP faite avec
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I'anticorps anti-GFP. En revanche, nous notons que pour les ChIP faites sur les marques
d'histones nous montrent qu'il y a la présence d'un enhancer au niveau du gene MYC
Par la suite, nous avons cherché si les différentes régions promotrices et enhancers

pouvaient présenter les motifs du gene RBPJ par lequel ICN-2 se fixe.

Afin d'optimiser la ChIP, je vais cloner ma fusion protéique dans un plasmide inductible
par la doxycycline. Cela me permettrait d'obtenir un plus grand nombre de cellules
contenant la fusion protéique pour avoir un meilleur signal sur la ChIP. Cette expérience

est en cours de réalisation.
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Résultats supplémentaires 1 : L'identification des sites de fixation de ICN-2 dans

les SMZL

(A) Immunoprécipitation (IP) utilisant I'anticorps issue de I'hybridome ICN-2 sur des
cellules 293T-N2IC-HA. L'analyse du western blot (WB) a été réalisé avec un anticorps
anti-HA. (B) Immunoprécipitation (IP) utilisant I'anticorps issue de I'hybridome ICN-2
sur des cellules 293T contenant la construction ICN2-HA en condition fixée. L'analyse
du western blot (WB) a été réalisé avec un anticorps anti-HA. (C) PCR quantitative de
I'enrichissement sur les sites de fixation de HES1. Les qPCR ont été réalisés sur les
échantillons obtenus de la ChIP sur I'IlCN-2 et sur I'lgG dans des cellules Ri-1 stimulées
avec les ligands DLL4. Cette qPCR a été réalisée sur des quantités constantes (gauche)
et sur des volumes constants (droite) de matériel immunoprécipité. La moyenne des
données est représentée et |'écart-type a été calculé par le logiciel GraphPAD PRISM.
Les valeurs sont normalisées par rapport a linput. (D) PCR quantitative de
I'enrichissement sur les sites de fixation de NANOG. Les qPCR ont été réalisés sur les
échantillons obtenus de la ChIP sur I'ICN-2 et sur I'lgG dans des cellules Ri-1 stimulées
avec les ligands DLL4. Cette qPCR a été réalisée sur des quantités constantes (gauche)
et sur des volumes constants (droite) d’ADN. La moyenne des données sont
représentée et I'écart-type a été calculé par le logiciel GraphPAD PRISM. Les valeurs
sont normalisées par rapport a l'input. (E) Expérience de dual-luciférase (DLR) sur les
cellules 293T transfectées avec les plasmides contenant les 10X-cassettes CSL-
luciférase et Renilla, plasmide MIGRI vide, plasmide MiGRI-N2IC-HA et MiGRI-N2IC-
GFP. Le signal luciférase est normalisé par rapport au signal Renilla. Les valeurs
représentées sont les moyennes calculées sur les valeurs brutes. L'écart-type a été
calculé par le logiciel GraphPad PRISM. Un test de Student bilatéral (t-test) a eté réalisé
pour comparer les moyennes deux a deux. ** p-value < 0.005 et *** p-value < 0.0005.
(F) Analyse de WB sur des cellules 293T non transfectées ou transfectées avec le vecteur
vide MIGRI ou avec le vecteur N2IC-GFP-MIGRI et sur des cellules Ri-1 non infectées

ou infectées avec un vecteur vide MiGRI ou avec le vecteur N2IC-GFP-MIGRI. Le WB a
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été réalisé avec un anticorps primaire anti-GFP puis révélé par un anticorps anti-HRP
de lapin et avec un anticorps anti-Actine couplé avec de la HRP. L'actine est utilisée ici

comme témoin de charge.
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Résultats supplémentaires 1 : L'identification des sites de fixation de ICN-2 dans les SMZL
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II. Déplétion de NOTCH?2 dans les cellules Ri-1

Afin de confirmer de maniere génétique que ces cellules expriment NOTCHZ, jai
effectué un knockdown de NOTCHZ en utilisant des shRNAs. J'ai vérifié |'efficacité de
ces shRNAs en faisant une gPCR sur le récepteur NOTCHZ. Nous observons aucune
différence significative dans |'expression de NOTCHZ pour shNOTCH2 numéro 3 et 4.
Cependant, les shNOTCH2 1 et 2 diminuent de maniere significative I'expression de
NOTCHZ (Résultat supplémentaire 2B). Ainsi, j'ai décidé de faire un suivi tous les deux
jours de la survie cellulaire de ces cellules infectées par les SANOTCH2 numéro 1 et 2.
Cependant, en suivant la proportion de ces cellules infectées avec les SANOTCH2, nous
observons qu'au bout de 15 jours de suivi, il n'y a aucune différence significative de la
survie cellulaire entre la condition contrdle et la condition avec la déplétion de NOTCHZ
(Résultat supplémentaire 2B). Ces résultats suggerent que malgré la déplétion
significative de NOTCHZ, cela ne suffit pas pour avoir une incidence sur la survie

cellulaire.
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Résultats supplémentaire 2 : Déplétion de NOTCH2 dans les cellules Ri-1

(A) PCR quantitative mesurant I'expression relative de NOTCHZ réalisé sur les cellules
Ri-1 infectées avec des vecteurs permettant I'expression de shRNAs ciblant le gene
Renifla (contrble) ou NOTCH?Z. Les valeurs représentées sont les moyennes des valeurs
2" -(delta Ct). Les valeurs ont été normalisées par rapport a I'expression de la GAPDH.
Les valeurs de I'écart-type ont été calculées par GraphPad PRISM. Un test bilatéral de
Student a été réalisé pour comparer les moyennes deux a deux. ** p-value < 0.005, ***
p-value < 0.0005. (B) Le graphique montre le suivi de la proportion des cellules
infectées soit avec un shRNA controle (shRenilla) ou soit avec un shRNA ciblant

NOTCH2.
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Résultats supplémentaire 2 : Déplétion de NOTCH2 dans les cellules Ri-1
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III. Déplétion de RBPJ dans les cellules Ri-1

La protéine RBPJ (Recombination Signal Binding Protein For Immunoglobulin Kappa J
Region). La protéine Rbpj se fixe sur le promoteur. En condition basale, La protéine
Rbpy, recrute des corépresseurs. Lorsqu’il y a une activation de NOTCH, I'ICN se fixe sur
la protéine Rbpj, ce complexe va entrainer le recrutement de différents coactivateurs,
ce qui va permettre la transcription de ces genes cibles (Kopan R & Llagan MX, 2009).
Ainsi, en déplétant la protéine Rbpj, cela empécherait la fixation de I'ICN et donc une
activation de la voie de signalisation NOTCH. Afin de vérifier si la déplétion de RBP/ a
un incidence sur la survie cellulaire, j'ai fait un knockdown de la protéine RBPJ a I'aide
de shRNAs dirigés contre la protéine RBP)J. J'ai réalisé une qPCR sur RBP/afin de vérifier
I'efficacité de ces shRNAs (Résultat supplémentaire 3A). Nous observons qu'il y a une
diminution significative de I'expression de RBPJ pour le shRBPJ-2. Ainsi, j'ai effectué un
suivi tous les 2 jours de ces cellules infectées avec le shRBPJ-2 (Résultat supplémentaire
3B). Nous observons que la proportion de cellules infectées par les shRNAs ciblant RBP/
ne présente aucune incidence sur la survie cellulaire par rapport aux cellules infectées
avec le shRNA ciblant Renilla. Cela suggere que cette diminution de I'expression de
RBPJ ne semble pas étre suffisant pour avoir un impact sur la survie cellulaire. Nous
notons, que les shRNA dirigés contre RBPJ n'agissent pas sur I'expression de HEST et
donc sur 'activité de NOTCH (Résultat supplémentaire 3C). J'ai également voulu voir si
cela pouvait également impacter I'expression de MYC (Résultat supplémentaire 3D).
Nous observons qu'il n'y a aucune différence significative de I'expression de MYCdans

ces cellules.
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Résultats supplémentaires 3 : Déplétion de RBPJ dans les cellules Ri-1

(A) PCR quantitative mesurant I'expression relative de RBPJ réalisée sur les ADNc des
cellules Ri-1 infectées avec des shRNAs ciblant le gene de la Renilla (contréle) ou RBPJ.
Les valeurs représentées sont les moyennes des valeurs 2/ -(delta Ct). (B) Le graphique
montre le suivi de la proportion des cellules infectées soit avec un shRNA ciblant
RENILLA ou soit avec un shRNA ciblant RBPJ. Ce suivi a été fait tous les 2 jours. (C) PCR
quantitative mesurant |'expression relative de HES7 (D) PCR quantitative mesurant
I'expression relative de MYC. Les valeurs représentées sont les moyennes des valeurs
2" -(delta Ct). Les valeurs ont été normalisées par rapport a I'expression de la GAPDH.
Les valeurs de I'écart-type ont été calculées par GraphPad PRISM. Un test bilatéral de
Student a été réalisé pour comparer les moyennes deux a deux. ** p-value < 0.005, NS :

non significatif.
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Résultats supplémentaires 3 : Déplétion de RBPJ dans les cellules Ri-1
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IV. Identification de BCL6 comme un potentiel géne direct de NOTCH2

Parmi les genes réprimés significativement par l'inhibition de l'activité gamma-
secretase et significativement réexprimés rapidement apres élimination de I'inhibiteur
par lavage des cellules, j'ai remarqué que le gene BCL6 en faisait partie. Dans un
premier temps, j'ai validé les résultats du RNA-seq (Résultat supplémentaire 3A). Nous
observons qu'il y a bien une répression significative de BCL6 et une réexpression
significative de BCL6 dans la condition wash-off (Résultat supplémentaire 3A). Le gene
BCL6 est un répresseur transcriptionnel qui est requis pour le développement et la
maintenance des centres germinaux dans les follicules de la rate (Dent AL et al., 1997)
et est connu pour étre un oncogene dans les lymphomes B. Le gene BCL6 réprime
I'expression de NOTCHZ dans la rate afin de permettre la différenciation des cellules B
de la rate en cellules B folliculaires (Valls E, Lobry C et al., 2017). Identifier le gene BCL6

comme étant un potentiel effecteur direct de NOTCHZ serait donc intéressant.

Déplétion de BCL6 dans les cellules Ri-1:

Afin de vérifier la fonction biologique de BCL6 dans ces cellules, j'ai fait un knockdown
de BCL6 dans les cellules Ri-1. J'ai vérifié I'efficacité de déplétion de 'ARNm codant
pour BCL6 induites par ces shRNAs en réalisant une qPCR sur BCL6 (Résultats
supplémentaires 4C). Nous notons qu'il y a une diminution significative de I'expression
de BCL6. Ainsi, j'ai fait un suivi tous les deux jours de la survie cellulaire (Résultat
supplémentaire 4D). Nous observons qu'il n'y a également aucun effet sur la survie
cellulaire car nous notons aucune différence significative dans la survie de la proportion
de cellules infectées avec les shRNAs ciblant BCL6 par rapport a celles infectées par
shRenilla (Résultats supplémentaires 4D). Malgré ces diminutions significatives de
I'expression de BCL6 obtenues avec ces shRNAs, nous ne notons aucune diminution de
la survie cellulaire. Les shBCL6 diminuent I'expression de BCL6 de seulement 50%. Nous
pouvons supposer qu'une diminution de I'expression de BCL6 de moitié n'est pas

suffisant pour impacter la survie des cellules Ri-1.
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Traitement avec un inhibiteur de BCL6:

En parallele, j'ai traité les cellules Ri-1 avec un inhibiteur de BCL6: FX1. J'ai réalisé et
déterminé la concentration de FX1 qui entraine 50% de mortalité dans les cellules
(IC50) (Résultat supplémentaire 5A). Nous notons que le IC50 est proche de 10 uM.
Nous constatons que le traitement de FX1 entraine une hausse du taux d'apoptose des
5uM de FX1 dans les cellules Ri-1 (Résultat supplémentaire 5A). Afin de vérifier si FX1
pouvait avoir un impact sur l'activité de la voie de signalisation NOTCH, j'ai réalisé une
gPCR sur I'expression de HEST sur quelques échantillons de cellules traitées avec FX1
(Résultat supplémentaire 5C). Nous constatons que des 2uM de FX1, il y a une légere
diminution de l'expression de HES7 (Résultat supplémentaire 5C). Nous pouvons
suggérer que l'inhibition de BCL6 n'influence pas de maniere spécifique I'activité de
NOTCH?Z. )'ai également fait une qPCR sur MYC nous observons, une légére diminution
de l'expression de MYC des 5uM (Résultat supplémentaire 5D). Cette concentration
correspondant a une concentration suffisante de FX1 pour induire une apoptose. Ces
résultats peuvent suggérer que l'inhibiteur FX1 n'agit pas non plus de maniére
specifique sur l'expression MYC da fait d'une légere baisse d'expression non
significative. Afin de vérifier |'efficacité de cet inhibiteur a inhiber BCL6, je ferai une
gPCR sur un des genes cibles de BCL6 qui est exprimé dans les cellules Ri-1. Le gene
BCL6 étant un répresseur transcriptionnel, si l'inhibiteur FX1 est efficace, nous

observerons donc une activation du gene cible de BCL6.

Expérience de complémentation fonctionnelle :

Afin de confirmer les résultats obtenus, jai réalisé un CRISPRa sur BCL6, ou j'ai induit
I'expression endogene de BCL6 indépendante d'une éventuelle induction de son
expression par la voie de signalisation NOTCH. J'ai analysé le taux d'apoptose dans la
condition ou l'activité de NOTCH est inhibée par un inhibiteur de la gamma-secretase.
Nous observons qu'il n'y a aucune restauration de la survie cellulaire dans la condition

ou l'activité de NOTCHZ est inhibée (Résultat supplémentaire 6A). J'ai également réalisé
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une gPCR sur BCL6 afin de voir si I'inhibition de NOTCHZ sur les cellules infectées par
SgBCL6 exerce un effet sur I'expression de BCL6 (Résultat supplémentaires 6). Nous
observons que les cellules infectées avec un sgBCL6 présentent une diminution
significative de I'expression de BCL6 lorsque ces cellules sont traitées avec du CompE
(Résultat supplémentaires 6). Ces résultats peuvent suggérer les sgRNAs ciblant BCL6
ne ciblent pas de maniere efficace le promoteur de BCL6 et donc ne permet pas le
maintien de I'expression de BCL6 en présence de GSI. Ainsi, cela ne permet pas une
restauration de la survie cellulaire en absence de I'activité de la voie de signalisation

NOTCH en présence de GSL

113



Résultats supplémentaires 4 : Inhibition de BCL6 dans les cellules Ri-1.

(A) PCR quantitative mesurant |'expression relative de BCL6 réalisée sur les ADNc des
cellules Ri-1 traitées avec du DMSO ou avec 10pM de CompE ou avec 10uM de CompE
suivi d'un wash-off. (B) Ri-1 infectées avec des shRNAs ciblant le gene de la Renilla
(contrdle) ou BCL6. Les valeurs représentées sont les moyennes des valeurs 2/ -(delta
Ct). Les valeurs ont été normalisées par rapport a I'expression de la GAPDH. Les valeurs
de I'écart-type ont été calculées par GraphPad PRISM. Un test bilatéral de Student a
été réalisé pour comparer les moyennes deux a deux. * p-value < 0.05, ** p-value <
0.005 et *** p-value < 0.0005. (C) Le graphique montre le suivi de la proportion des
cellules infectées soit avec un shRNA ciblant Renilla ou soit avec un shRNA ciblant BCL6.

Ce suivi a été fait tous les 2 jours.
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Résultats supplémentaires 4 : Inhibition de BCL6 dans les cellules Ri-1.
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Résultats supplémentaires 5 : Inhibition de BCL6 dans les cellules Ri-1 avec un

traitement pharmacologique FX1.

(A) Courbe dose-réponse a l'inhibiteur permet de déterminer I'IC50 de FX1. La
détermination de I'IC50 s'est faite par le logiciel GraphPad PRISM. Les valeurs ont été
normalisées par rapport au contrdle négatif (DMSO). Les concentrations ont été
transformées en log de base 10 sur I'abscisse. L'axe des ordonnées représente le taux
de survie des cellules calculées par rapport au taux d'apoptose dans les cellules Ri-1.
(B) FACS plot représentatifs des marquages AnnexinV/7AAD issus de l'analyse de
I'apoptose sur les cellules Ri-1 traitées avec du DMSO ou avec 5uM de CompE est
représentée sur les FACS plots. (C)(D) PCR quantitative mesurant I'expression relative
de HEST (C) de MYC (D) réalisée sur les ADNc des cellules Ri-1 traitées avec du DMSO
ou avec du FX1. Les valeurs représentées sont les moyennes des valeurs 2/ -(delta Ct).
Les valeurs ont été normalisées par rapport a |I'expression de la GAPDH. Les valeurs de
I'écart-type ont été calculées par GraphPad PRISM. Un test bilatéral de Student a été
réalisé pour comparer les moyennes deux a deux. *p-value < 0.05, ** p-value < 0.005

et *** p-value < 0.0005.
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Résultats supplémentaires 5 : Inhibition de BCL6 dans les cellules Ri-1 avec un traitement

pharmacologique FX1.
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Résultats supplémentaires 6 : Expérience de complémentation fonctionnelle de
BCL6.

(A) Analyse d'apoptose des cellules Ri-1 infectées avec les sgRNAs ciblant le gene de
la Renilla (controle) ou le promoteur de BCL6 traitées avec DMSO ou avec 10uM de
ComptE. La proportion d'apoptose a été normalisée par rapport a la condition contréle :
sgRenilla-DMSO. L'axe des abscisses indique les conditions de traitement des cellules.
Les valeurs représentées sont des moyennes. Les écart-types ont été calculés par le
logiciel GrahPad PRISM. Un test bilatéral de Student (t-test) été réalisé pour comparer
les moyennes deux a deux. (B) PCR quantitative mesurant I'expression relative de BCL6
réalisée sur les ADNc des cellules Ri-1 infectées avec sgRNAs ciblant le gene de la
Renilla (contréle) ou le promoteur de BCL6 traitées avec du DMSO ou avec du GSI. Les
valeurs représentées sont les moyennes des valeurs 2/ -(delta Ct). Les valeurs ont été
normalisées par rapport a I'expression de la GAPDH et par rapport a la condition
contréle : sgRenilla-DMSO. Les valeurs de |'écart-type ont été calculées par GraphPad
PRISM. Un test bilatéral de Student a été réalisé pour comparer les moyennes deux a

deux. *** p-value < 0.0005.
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Résultats supplémentaires 6 : Expérience de complémentation fonctionnelle de BCL6.
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V. Traitement des cellules Ri-1 avec l'inhibiteur de BRD4: JQ1

A partir des résultats obtenus sur le réle biologique de MYC, j'ai donc voulu vérifier si
le traitement avec un inhibiteur de MYC pourrait avoir un effet sur la survie des cellules
tumorales. Il n'existe pas d'inhibiteur direct de MY(C, j'ai donc utilisé un inhibiteur
indirect de MYC. 1l s'agit de I'inhibiteur de BRD4: JQ1 (Filippakopoulos et al,, 2010,
Delmore JE., Issa GC., Lemieux ME,, et al., 2012). La protéine BRD4 interagit avec des
résidus de lysines acétylées d'histone qui va permettre la transcription au niveau de
sites promotrices spécifiques, dont celle de MYC (Kanno T., Kanno Y., et al,, 2004, Jung
M., Philpott M., et al., 2014, Delmore JE., Issa GC,, et al., 2012, Dawson MA., Prinjha RK,,
et al, 2011). J'ai donc voulu établir dans un premier temps, I'IC50 dans les cellules Ri-1
(Résultat supplémentaire 7A). J'ai donc traité les cellules avec les concentrations
suivantes : DMSO, 2uM, 5uM, 10uM, 20uM, 30uM et de 50uM. Jai ensuite analysé le
taux d'apoptose en faisant un double marquage : Annexin V et 7AAD. Nous notons que
les cellules Ri-1 ne sont pas sensibles au traitement JQ1 car nous observons qu'il n'y a
pas d'augmentation significative de la proportion de cellules apoptotiques dans les
cellules Ri-1 traitées avec 2uM, 5uM et 10uM de JQ1. Nous constatons que c'est
seulement a partir d'une concentration a 20uM qu'il y a une hausse du taux d'apoptose
(Résultat supplémentaire 7A). J'ai effectué une qPCR sur MYC afin de vérifier si le
traitement JQ1 agit au niveau de I'expression de MYC (Résultat supplémentaire 7B). De
maniere surprenante, nous remarquons que le traitement JQ1 induit I'expression de
MYC (Résultat supplémentaire 7B). Ainsi, ces résultats suggerent que JQ1 n'a aucun

effet sur la survie cellulaire, du fait, d'une induction de MYC dans ces cellules.
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Résultats supplémentaires 7 : Traitement des cellules Ri-1 avec l'inhibiteur de

BRD4 : JQ1.

(A) Courbe dose-réponse a l'inhibiteur permet de déterminer I'IC50 de JQ1. La
détermination de I'IC50 s'est faite par le logiciel GraphPad PRISM. Les valeurs ont été
normalisées par rapport au contrdle négatif (DMSO). Les concentrations ont été
transformées en log de base 10 sur I'abscisse. L'axe des ordonnées représente le taux
de survie des cellules calculées par rapport au taux d'apoptose dans les cellules Ri-1.
(B) PCR quantitative mesurant |'expression relative de MYC réalisée sur les ADNc des
cellules Ri-1 traitées avec du DMSO ou du JQT1. Les valeurs représentées sont les
moyennes des valeurs 2”-(delta Ct). Les valeurs ont été normalisées par rapport a
I'expression de la GAPDH. Les valeurs de I'écart-type ont été calculées par GraphPad
PRISM. Un test bilatéral de Student a été réalisé pour comparer les moyennes deux a

deux.
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Résultats supplémentaires 7 : Traitement des cellules Ri-1 avec l'inhibiteur de BRD4 :

JQ1.
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Matériels & Méthodes : Résultats supplémentaires

Hybridome anti-ICN2. L'hybridome des anticorps monoclonaux dirigé contre ICN-2
(C651-6DbHN) provient du laboratoire du Dr. Spyros Artavanis-Tsakonas disponible
sur la base de données DSHB (https://dshb.biology.uiowa.edu/C651-6DbHN). Les

cellules ont été cultivées jusqu’a confluence (1,5-2 millions cellules / mL). Les cellules
sont ensuite cultivées dans un milieu pauvre en SVF (0.1% SVF) pendant 4 jours. La
purification des anticorps anti-ICN2 s’est faite par concentration. Le surnageant est
ensuite transféré dans un tube Amicon Ultra-15 dont la les pores de la membranes
limitent les protéines au-dessus de 10 kDa de chez Millipore. Le surnageant a été
centrifugé pendant 30 minutes a 3700 rpm a 4°C. Nous récoltons le volume mort dans

la membrane pour récolter les anticorps anti-ICN2.

Western Blot (WB). Les WB sont réalisés avec 80ug de protéines qui ont été extraites
par un tampon de lyse contenant : 50mM de Tris-HCl, 2mM de EDTA, 150mM de NaCl,
1% de NP40, gsp H20). La migration des protéines ont été effectué sur des gels BioRad
pré-coulés. Le tampon de migration a été fait a partir de 25 mM de Tris-base, 190 mM
de glycine, de 0,1% de SDS et d'eau. Les protéines ont été transférées sur une
membrane en PVDF par la machine BioRad, programme « high molecular weight ». Les
anticorps utilisés sont ceux produits par I'hybridome ICN-2 (5ug), 2ug anticorps anti-
Actine (Sigma: A1978) 2ug anticorps anti-Ig2a de souris (SCBT: sc-69917), 2ug
anticorps anti-GFP (Cell Signaling : 2956S). Les protéines qui ont été incubées avec les
anticorps primaires ICN-2, IgG ont été incubés par des anticorps secondaires anti-HRP
de souris. Pour I'anticorps primaire anti-GFP a été incubé avec un anticorps secondaire
anti-HRP de lapin. Les WB ont été révélés avec le kit ECL : SuperSignal™ West PICO
PLUS, chemiluminscent substrate (ref : 34580, Thermo Scientific). Les membranes ont
été incubées avec les réactifs pendant 5min et ont été révélé en chambre noire avec un
développeur de film d'autoradiographie (ECL Amersham Hyperfilm, GE Healthcare Life

Sciences).
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Immunoprécipitation (IP). Pour I'IP, les cellules 293T-N2IC-HA ont été lysé avec le
tampon de lyse utilisé pour le WB. Nous avons utilisé 50ug de protéines. Pour la
condition ChIP, les cellules 293T-N2IC-HA ont été fixées avec 1% de formaldhéhyde.
Les cellules ont été lysé avec un tampon de lyse cellulaire (5mM HEPES pH 8.0, 85mM
KCL, 0,5% NP40, inhibiteur de la protéase, ici Complete, gsp H20) pendant 10 minutes
dans la glace puis nous avons réalisé une lyse du noyau avec un tampon de lyse nuclaire
(50mM Tris-HCL pH 8.1, 10mM EDTA, pH 8, 1% SDS, Complete, gsp H20). Le culot a
été soniqué par le Bioruptor Pico, avec un cycle de sonication de 5 minutes (30" on /
30" off). Les ChIP, I'IP ont été incubé toute la nuit a 4°C avec 3ug d'anticorps anti-ICN2
ou 3ug d'anticorps anti-IgG2a et avec 30uL de protéine G. Pour la ChIP, 3 lavages
successifs ont été réalisé dans I'ordre suivant : Low salt (0.1% SDS, 1% Triton X-100,
2mM EDTA, 20mM Tris-Cl, pH 8.1, 150mM Nacl), High salt (0.1% SDS, 1% Triton X-100,
2mM EDTA, 20mM Tris-Cl, pH 8.1, 500mM NacCl) et LiCl (10mM Tris-Cl, pH 8, 250 mM
LiCl, 1% NP40, 1% Na deoxycholate, TmM EDTA). L'élution s'est faite avec le tampon
suivant : 100mM NaHCO3, 1% SDS). Pour les échantillons d'IP et de ChIP ont été

dénaturés a 95°C. Puis, nous avons réalisé un WB avec I'anticorps anti-HA.

CUT&RUN. Le protocole qui a été utilisé provient de I'article publié par le Dr. Henikoff
Steven (Janssens D., et Henikoff S., 2017). 2 millions de cellules ont été utilisées pour
cette expérience. Les recettes des différents tampons proviennent également du

protocole.

Stimulation des cellules Ri-1 avec DIlI4. Les cellules Ri-1 utilisées ont été induites par
stimulation de ligands DLL4 produits par les cellules OP9. 1 millions de cellules OP9-
DIl4 ont été semées dans des plaques 6 puits. 2 millions de cellules Ri-1 ont été mises
en culture avec les cellules OP9-DLL4. Les cellules Ri-1 induites ont été récoltées le

lendemain matin. Ces cellules OP9-DII4 ont été réalisées par le Dr. Camille Lobry.
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ChIP qPCR. Les qPCR ont été réalisés soit a volume constant soit a quantité constante
des ADNSs sur les sites de fixation de NANOG et HEST. Les réactifs proviennent du kit

Promega (Tableau 1).

Dual Luciferase Assay (DLR). L'activité de la luciférase a été réalisée avec le kit
Promega Dual-Luciferase® Reporter Assay System (E1910). Nous avons réalisé une co-
transfection sur des cellules 293T de plasmides : (0.5 pg) le plasmide d'intérét (N2IC-
GFP-MigRI), (0.5ug) le plasmide contenant un promoteur minimum et (50ng) le géne
rapporteur Renilla et le plasmide cloné par le Dr. Camille Lobry dans le plasmide
promega basic pGL-3, contenant une construction avec la séquence consensus
TGTGGAAC de RBPJ répétée 10 fois afin de permettre la liaison du ICN2. Le géne Renilla

ici, est transfectée 10 fois moins de fois car il est utilisé comme contrdle de transfection.

Transfection. La transfection a été réalisée sur des cellules 293T qui ont été semées a
semi-confluence (0.15 million de cellules / puit dans une plaque 12 puits et 0.3 millions
de cellules / puit dans une plaque 6 puits). Pour le DLR, 0.5ug des plasmides : MigRI-
N2IC-GFP, MigRI-seul, MigRI-N2IC-HA. Pour la transfection faite pour le DLR : voir la

rubrique DLR.

Fusion Protéine N2IC-GFP. La fusion de la protéine du ICN-2 et de la protéine GFP
ont été réalisée avec la technique du clonage Golden Gate. Le clonage du golden gate
s'est faite avec le programme suivant : 37°C5’, 16°C 10’, 50°C 5', 80°C 5') et les quantités
suivantes : 150ng de vecteur receveur PcDNA, 150 ng de chaque insert (N2IC et GFP).
L'enzyme de restriction utilisé ici est le BsmBI (1 unité). Le premier clonage s'est fait
avec du Xgal (Sigma: 3117073001) (2ug/mL) / IPTG (Sigma : 16758) (10pug/mL). Les
colonies blanches ont été sélectionnées puis I'extration d’ADN s'est faite par un kit de
miniprep (E.Z.N.A® Plasmid Isolation Kits, Omega-Bio-Tek VWR). La fusion protéique
a été clonée dans un plasmide rétroviral MigRL Les primers utilisés sont présentés dans

le tableau 3.
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ChIP. La ChIP a été réalisé sur un culot de 1 million de cellules. Le protocole utilisé pour
cette ChIP correspond au protocole livré avec le kit Diagenode (iDeal ChIP-seq kit for
Histones x100, cat. C01010059). Les cellules ont été soniquées par la machine Bioruptor
Pico avec un cycle de sonication de 10 minutes (30" on / 30" off). Nous avons utilisé
2ug d'anticorps pour chaque condition : anti-H3K4me3 et anti-H3K27ac viennent de
chez Diagenode. L'anticorps anti-GFP Dynabeads est couplé a des billes de protéines
A et provient de Chromatek. L'élution, I'extraction et la purification de 'ADN ont été

réalisé avec le protocole et le kit Diagenode.

Banque ChIP. La banque a été fait sur 2ng d’ADN de chaque échantillon. Nous avons
réalisé une réaction de « end repair » en utilisant les réactifs suivants : 2ng d'’ADN, T4
DNA buffer 10x avec ATP (NEB M0202S), 10mM de dNTP, : T4 DNA ligase (NEB
M0202S), T4 PNK (M0236S) pendant 30 minutes. Nous avons ensuite fais une étape de
purification par billes Ampure XP (1.8X). Une réaction dA-tailing a été réalisée avec les
réactifs suivants: 10uL d’ADN, NEB buffer 2, 10mM dATP, klenow 3'-5 exo-) Cette
réaction s'est faite a 20°C pendant 30 minutes. Une autre étape de purification a
également été faite avec des billes Ampure XP (1.8X). Par la suite, nous avons ligué les
ADN avec des adaptateurs : TuM et T4 DNA ligase pendant 30 minutes a température
ambiante. Nous avons ensuite effectué une sélection de tailles avec 3 étapes de
purification par les billes Ampure XP : 1.4X, 0.5X et 1X. Nous avons effectué une gPCR
afin de vérifier le nombre de cycles requis pour amplifier le fragment. La qPCR a été
faite avec les primers suivants : P5seq (5'- AATGATACGGCGACCACCGAGATCT-3) et
P7seq (5'- CAAGCAGAAGACGGCATACGAG - 3') et le réactif Kapa SYBR fast 2X. Le
programme PCR utilisé est le suivant : 1 minute a 95°C puis 45 cycles de 10 secondes
a 95°C et 10 secondes a 60°C. Puis nous avons fait 16 cycles de PCR pour amplifier les
fragments. Nous avons utilisé le Kapa HiFi ready mix. Les primers utilisés sont Truseq
1.1 (5'-AATGATACGGCGACCACCGAGAT-3) Truseq 2.1 (5'-
CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3"). Le programme utilisé est : 2 minutes a 98°C puis 16

cycles de 30 secondes a 98°C, 30 secondes 58°C et 30 secondes a 72°C. Apres la
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réaction d'amplification, deux étapes de purification par les billes d'ampure XP a été
réalisées (1X). Les ADNs sont quantifiés avec le kit Qubit™ dsDNA HS Assay Kit

(Thermofisher).

shRNA knockdown. Le design des ShRNAs ciblant NOTCH2, BCL6 et RBPJ a été réalisé
avec l'outil SPLASH (Pelossof et al., 2017) (Tableau 2). Les oligonucléotides ont été
synthétisés et commandés sous forme de 97 mers. Les shRNA ont été amplifié par PCR
en utilisant les oligos de 97-mers et en utilisant les primers suivants : miRE-Xho-fwd
(5'-TGAACTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCG-3) and miRE-EcoOligo-rev
(5'-TCTCGAATTCTAGCCCCTTGAAGTCCGAGGCAGTAGGC-3). Les shRNAs ont été
clonés dans le vector SGEP (Fellmann et al Cell reports 2013, AddGene #111170) en
utilisant les enzymes de restriction EcoRI et Xhol. Les shRNAs clonés ont été vérifiés

par séquencage Sanger (Eurofins).

RT-qPCR. Les ARNs ont été extraits avec le kit Omega Bio-Tek E.Z.N.A® Total RNA kit
I. Le protocole utilisé correspondant au protocole donné avec le kit. 1ug d’ARN a été
utilisé pour synthétiser les cDNAs. La rétrotranscription été faite avec le kit de
rétrotranscription : High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermofisher). La
gPCR a été réalisé en utilisant le kit SYBR green PCR (Promega, GoTaq® gPCR Master).
La machine utilisée pour faire la qPCR est le QuantStudio 6 and 7 Flex (Thermofisher).

Les primers utilisés pour cette qPCR sont dans résumés dans le tableau 4.

IC50. L'inhibiteur FX1 a été créé et synthétisé par le laboratoire du Dr. Melnick AM
(Cardenas MG., Yu W., Beguelin et al., 2016). L'inhibiteur FX1 a été acheté chez Sigma-
Aldrich. L'inhibiteur a été re-suspendu dans du DMSO afin d'atteindre une
concentration stock de 10mM (SML2074-5MG). L'IC50 a été évalué par apoptose par
marquage avec du 7AAD et AnnexinV. Le taux de survie a été calculé: (100-%
proportion de cellules apoptotiques). Les taux de survies ont été normalisés par rapport

au controle (DMSO). Les valeurs en abscisse ont été transformées sous forme de Log
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de base 10 par le logiciel GraphPad PRISM. L'IC50 a été calculé par ce programme. La

réalisation de I'IC50 de JQT1 a été réalisé de la méme facon.

CRISPRa. Les guides ARNs BCL6 ciblent entre les régions -300 a +500 pb autour du
TSS (=Transcription Start Site) de BCL6 ont été générées par E-CRISP (Heigwer et al,,
2014). Les guides ciblant BCL6 et le guide control RENILLA ont été clonés dans un
plasmide lentiviral : pLV-hU6-sgRNA-hUbC-dCAS9-VP64-T2a-GFP. Les séquences sont
présentées dans le tableau 5. Les cellules Ri-1 ont été infectées avec ces différents

sgRNAs.

Apoptose. Les cellules infectées avec les différents guides ont été récoltées et
marquées avec du 7AAD et de I'AnnexinV appartenant au kit : BD Pharmigen PE
Annexin V Apoptosis Detection kit. L'analyse a été réalisé par cytométrie en flux Canto

X et les résultats brutes ont été analysés avec le logiciel FlowJo v9.

HES1_BDS_FWD 5'- CGTGTCTCCTCCTCCATT -3

HES1_BDS_REV 5'-GGCTCTATATATATCTGGGACTGC -3’

NANOG_BDS_FWD 5'- TCAGCTTGTGTGGGAGCAAA -3’

NANOG_BDS_REV 5'- TGACTCATTCTCCTCTGCACTC

Tableau 1 : Les séquences des primers utilisés pour faire la ChIP-gPCR.

shRenilla 5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGCGTGCCAATAAGTACATGGTAATAGTGAAGCCACAGATGT
ATTACCATGTACTTATTGGCACATGCCTACTGCCTCGGA -3’

shNOTCH2 5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGACCCAATGTCTCTTGTGACATATAGTGAAGCCACAGATGTA
TATGTCACAAGAGACATTGGGCTGCCTACTGCCTCGGA -3’

shRBPJ-1 5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGACAGAACATCATTGTAATCTTATAGTGAAGCCACAGATGTA
TAAGATTACAATGATGTTCTGGTGCCTACTGCCTCGGA -3’

shRBPJ-2 5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGACGTAAGATAATTGAAATATTATAGTGAAGCCACAGATGT
ATAATATTTCAATTATCTTACGGTGCCTACTGCCTCGGA -3’
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shRBPJ-3

5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGACACGTGTGTAATGTTATACAATAGTGAAGCCACAGATGT
ATTGTATAACATTACACACGTGGTGCCTACTGCCTCGGA -3’

shRBPJ-4 5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGAAGATAGTTGTAAGATTATAAATAGTGAAGCCACAGATGT
ATTTATAATCTTACAACTATCTGTGCCTACTGCCTCGGA -3’

shRBPJ-5 5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGAACAGACTTATCTGCAATCATATAGTGAAGCCACAGATGT
ATATGATTGCAGATAAGTCTGTGTGCCTACTGCCTCGGA -3’

shBCL6_1 5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGCGGCAGAGTTGTAAATATATAATAGTGAAGCCACAGATGT
ATTATATATTTACAACTCTGCCATGCCTACTGCCTCGGA - 3'

shBCL6_2 5 -

TGCTGTTGACAGTGAGCGACAAGTGAAGGTTTACAATTTATAGTGAAGCCACAGATGT
ATAAATTGTAAACCTTCACTTGCTGCCTACTGCCTCGGA - 3'

Tableau 2 : Les séquences des shRNAs utilisés pour les différentes expériences de knockdown.

N2IC_eco FWD

5'ACAGCCTCGTCTCCCGTTAATTAATTACTTGTACAGCTCGTCC -3

GFP_pac_REV

5' ACAGCCTCGTCTCCCCCTGAATTCATGGCAAAACGAAAGCGT -3

Tableau 3 : Les séquences des primers utilisés pour faire le clonage Golden Gate pour obtenir la fusion

N2IC-GFP.
NOTCH2_FWD | 5'-GGTGGCAGAACTGATCAACTGC - 3’
NOTCH2_REV | 5'- GTTGTCCTGCATGTCTCGGTTG - 3’
BCL6_FWD 5'- GTGAAATCTGTGGCACCCGTTT -3’
BCL6_REV 5'- TGGCTTTTGTGACGGAAATGCA - 3’
RBPJ_FWD 5'- AGAGCCTTCAGTTGAATGGCG - 3’
RBPJ_REV 5'- TCTCTCCACACCTGTACATA -3’

Tableau 4 : Les séquences des primers utilisés pour faire les gPCR. Les primers de MYC, GAPDH et HES1

sont les mémes que ceux utilisés dans la partie Matériels & Méthodes du chapitre « Résultats ».

sgBCL6-1_FWD

5'- GAGGGAGTCAGACGCAGGCC - 3’

sgBCL6-1_REV

5" = GGCCTGCGTCTGACTCCCTC - 3

sgBCL6-2_FWD

5'- GAGCTGAGGGAGTCAGACGC - 3’

sgBCL6-2_REV

5'— GCGTCTGACTCCCTCAGCTC - 3’

Tableau 5 : Les séquences des guides ARNs BCL6 utilisés pour le CRISPRa.
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DISCUSSION

L Les cellules Ri-1 présentent une activité constitutive de NOTCH

Tout au long de ma these, j'ai donc cherché a identifier les genes cibles directs de
NOTCH?Z induits dans la lignée cellulaire SMZL : Ri-1. Dans un premier temps, j'ai
caractérisé la lignée cellulaire SMZL Ri-1. C'est la seule lignée cellulaire SMZL qui
possede la mutation spécifique de NOTCH?Z retrouvée chez les patients SMZL (figure
supplémentaire 1A). De plus, j'ai également montré par qPCR et RNA-seq que celles-ci
exprimaient en majorité le récepteur NOTCHZ (Figure 1A, article, Figure
supplémentaire 1B). Cependant, en analysant les valeurs d'expression des différents
récepteurs NOTCH obtenus par I'expérience de RNA-seq, nous remarquons qu'il y a
une légere expression de NOTCHT7 (Figure 1B, article). Nous avons donc vérifié et
montré qu'il n'y avait aucune activité de NOTCH7 dans ces cellules en réalisant un WB
avec un anticorps anti ICN-1 (Figure supplémentaire 1C). Nous avons également
montré que cette lignée cellulaire présente une activation constitutive de NOTCH
(Figure 1C, article) et est également dépendante de la voie de signalisation NOTCH
(Figure 1D, article). En effet, lorsque I'on traite les cellules Ri-1 avec un GSI, nous avons
observé une augmentation du taux d'apoptose dans ces cellules. Le GSI comme
mentionné dans l'introduction, peut avoir d'autres cibles que les récepteurs NOTCH.
Ainsi, afin de vérifier si les différents substrats identifiés du GSI sont exprimés dans les
cellules Ri-1, jai interrogé les données issus du séquencage d’ARNs. Ainsi, a partir de
ces données, nous n'avons observé aucune expression des différents substrats du GSI.
Nous en déduisons que l'inhibition par le traitement GSI passe par les récepteurs
NOTCH. Afin de vérifier dans les cellules Ri-1 si I'expression de NOTCHZ est essentielle
a la survie cellulaire ainsi qu'a l'induction de I'expression de HEST7 et de MYC, j'ai fait
un knockdown de celui-ci en utilisant des shRNA dirigés contre NOTCHZ (Résultats

supplémentaire 1A). Cependant, les shRNA dirigés contre NOTCHZ ne sont pas
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suffisamment efficaces pour entrainer une diminution de la survie cellulaire. Nous
n'avons observé aucune différence entre les shRNA contrdle (shRenilla) et les sShRNA
dirigés contre NOTCH?Z (Résultat supplémentaire A). Nous pouvons supposer que les
knockdown de shRNA ne sont pas suffisamment importants pour diminuer la survie
cellulaire des cellules Ri-1, du fait, d'un signal d'activation de NOTCHZ? assez
conséquent. Les shNOTCH2 diminuent I'expression de NOTCH2 de maniere
significative, nous pouvons également vérifier I'expression de HES7 afin de voir si ces

shNOTCH2 peuvent avoir une incidence sur l'activité de NOTCHZ.

Nous avons vu qu'il n'y avait aucune activité basale de NOTCHT dans ces cellules
(Figure supplémentaire 1C). Cependant, nous avions remarqué qu'il y avait une
expression basale de NOTCHT qui est inférieure par rapport a celle de NOTCHZ (Figure
1B). Nous pouvons supposer qu'en absence de NOTCHZ, il pourrait avoir une
redondance de l'activité de NOTCH via une activation de la voie de signalisation
NOTCHT. Dans un premier lieu, pour vérifier cela, nous pouvons réaliser une gPCR sur
NOTCHT dans les cellules infectées avec le shNOTCH2. Cela permettrait de voir s'il y a
une hausse de l'expression de NOTCHT7 au niveau transcriptionnel. Nous pouvons
réaliser une qPCR sur HEST afin de quantifier I'activité de voie de signalisation NOTCH
induit par NOTCH1. Puis, nous pouvons également faire un WB avec un anticorps anti-
ICN-1. Cela permettrait de détecter la présence d'une activité de NOTCH17, en absence
de NOTCH?Z dans ces cellules. Nous pourrions aussi envisager de réaliser un double
knockdown de NOTCHT et NOTCHZ avec la technique du CRISPR interference ou
CRISPRI. A partir de ce double knockdown, nous analyserons les expressions de HEST
ainsi que les effets sur la survie. Nous avons donc observé que le knockdown de
NOTCH?Z par ARN interférence n'était pas fonctionnel. J'ai donc voulu effectuer un
knockout en utilisant la technologie du CRISPR/Cas9. J'ai donc infecté mes cellules avec
des guides ARN dirigés contre NOTCH2 afin d'obtenir une insertion ou une délétion
au niveau de la séquence d’ADN qui entrainera par la suite un décalage du cadre de

lecture aboutissant a l'introduction d’'un codon stop prématuré. Ce codon stop
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prématuré entraine l'absence d'expression protéique ou une dégradation par le
mécanisme du «nonsense mediated decay ». Cependant, jai rencontré deux
problemes lors de cette expérience. La premiere difficulté était l'infection des guides
dans les cellules Ri-1. A chaque tentative, le taux d'infection n'était que de 1 a 2%. Ces
faibles taux d'infection rendent I'étude sur le suivi de la prolifération cellulaire difficile.
La deuxieme difficulté rencontrée était que, du peu de cellules infectées obtenues, j'ai
extrait I'ADN génomique puis amplifié par PCR et séquencé par la méthode de Sanger
afin de vérifier qu'une mutation s'était bien produit au niveau de la séquence cible. Les
résultats du séquencage ont montré qu'il n'y avait aucune insertion ou délétion
observée au niveau de la région cible. Nous avons supposé que ces guides n’étaient

pas efficaces pour induire un knockout de NOTCH?Z.

En parallele, j'ai aussi fait une déplétion de RBP/(Recombination Signal Binding Protein
For Immunoglobulin Kappa J Region). La protéine Rbpj se fixe sur 'ADN. En condition
basale, La protéine Rbpj, recrute des corépresseurs. Lorsqu’il y a une activation de
NOTCH, I'ICN se fixe sur la protéine Rbpj, ce complexe va entrainer le recrutement de
différents coactivateurs, ce qui va permettre la transcription de ses genes cibles (Kopan
R & Llagan MX, 2009). Ainsi, en inhibant I'expression de RBPJ, cela empécherait la
fixation de I'ICN et donc une activation de la voie de signalisation NOTCH. J'ai donc fait
un knockdown en infectant les cellules avec des shRNAs ciblant RBPJ. Lorsque nous
avons fait un suivi de la proportion de cellules infectées par le shRBPJ-2, nous avons
observé qu'il n'y a aucun impact sur la survie cellulaire (Résultats supplémentaires 3).
Ce knockdown de 50% n’est donc pas suffisant pour avoir une incidence sur la survie
et la prolifération cellulaires. Nous observons également, qu'il n'y a aucun effet sur les
expressions de HEST (Résultat supplémentaire 3C). Ainsi, cela suggere que les shRNAs
ciblant RBP/n'affectent pas I'activité de NOTCHZ dans ces cellules. Ces shRBPJ ne sont
pas suffisant pour avoir un effet sur 'activité de la voie de signalisation NOTCH. J'ai
réalisé une qPCR sur I'expression de MYC avec les shRBPJ, nous remarquons qu'il n'y

aucun effet sur I'expression de MYC (Résultat supplémentaire 3D).
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Ainsi, nous pourrions envisager de réaliser un CRISPRi dirigé contre le récepteur
NOTCH2 et également réaliser un blocage de I'activation du récepteur NOTCH?2 a l'aide

d'un anticorps bloquant dirigé contre le récepteur NOTCH2.

Bien que les expériences génétiques effectuées sur ces cellules n‘aient pas abouti, j'ai
quand méme pris la décision, a partir des résultats obtenus, de continuer avec ce
modele cellulaire ex vivo. En effet, cette lignée cellulaire, apres caractérisation, présente
des caractéristiques propres aux patient mutés pour NOTCHZ. Les résultats obtenus
semblent nous montrer que d'une part, cette lignée cellulaire semble ne pas activer la
voie de signalisation NOTCH7 et que d'autre part, les cellules Ri-1 ont une activité
basale constitutive qui peut étre inhibée par un traitement GSI. De plus, nous avons
observé un impact au niveau des changements transcriptionnels et également au
niveau de la survie cellulaire. Nous supposons donc que l'activité constitutive que I'on

observe semble étre induite par I'activation de la voie NOTCHZ.

IL. L'identification de 'oncogéne MYC comme un géne induit par NOTCH
Nous nous sommes ensuite intéressés a l'identification du transcriptome de NOTCH,
plus précisément, aux changements transcriptionnels induits par NOTCH dans ces
cellules. Dans un premier temps, j'ai établis les trois conditions suivantes (Figure 2 A,

article, Figure supplémentaire 2C) :

e Ri-1 traitées avec du DMSO correspondant a la condition controle
e Ri-1 traitées avec 10 uM de CompkE : cette condition permet de voir les génes
induits significativement réprimés par I'absence de l'activité de NOTCH
e Ri-1 traitées avec 10 uM de CompE et lavées (« wash-off ») pendant un temps
court (2h): cette condition permet une réactivation rapide de la machine
transcriptionnelle a un instant t.
J'ai ensuite séquencé les différents ARNs. Les données d'analyses d’expression génique
différentielle, nous ont permis de réduire la liste des genes potentiellement directs de
NOTCH a 728 genes significativement réexprimées en condition wash-off (Figure 2A,

article). A partir de ces données, j'ai par la suite voulu vérifier si ces 728 genes étaient
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impliqués dans de grandes voies de signalisation. Pour ce faire, j'ai réalisé une analyse
de GSEA. Nous avons remarqué qu'il y a un enrichissement de gene sets composés de
cibles transcriptionnelles de MYC. Les gene sets composés de cibles de MYC sont
réprimés dans les conditions traitées avec du GSI et sont réexprimées dans la condition
(Figure 2B-C, article). Le géne MYC est un oncogéne clé dans de nombreux types de
cancers, notamment dans les leucémies et les lymphomes. Nous avons également
confirmé que le gene MYC suit le méme profil d'inhibition en condition GSI et de
réexpression en condition wash-off (Figure 2D, article). L'identification de MYC parmi
les genes réexprimés dans la condition « wash-off » est pertinent dans la mesure ou, il
a été montre que MYCest régulé par NOTCHT dans les leucémies aigues T (Palomero
T et al., 2006, Weng AP et al., 2006). Cela indiquerait donc que NOTCHZ pourrait
partager certains génes cibles communs avec NOTCHT dans les LAL-T. Cela peut
s'expliquer par le fait que NOTCH17 et NOTCHZ ne se fixent pas directement a 'ADN
mais se fixent sur une séquence consensus de la protéine RBPJ et donc activer des

genes cibles communs a de grandes voies de signalisation.

De nombreuses études ont également permis de montrer que I'expression aberrante
de MYCest retrouvée dans certains lymphomes B (Kridel R, et al., 2012, Palmedo et al.,,

2007).

Ces différents travaux ont mis en évidence que la régulation de I'expression de MYC
par |I'expression de NOTCHT se fait via la fixation de 'ICN1 au niveau d'un enhancer de
MYC. Cet enhancer de MYCsur lequel se fixe I'ICN dans les lymphomes B est appelé B-
NDME pour « B-cell NOTCH MYC Dependent Enhancer » (Lancho O et Herranz D,
2018). J'ai réalisé une immunoprécipitation de la chromatine suivi d'un séquencage
haut débit (ChIP-seq) avec des anticorps dirigés contre les modifications post-
traductionnelles des queues d'histones telles que : la triméthylation de la lysine 4 de
I'histone 3 (H3K4me3) qui est enrichi au niveau des promoteurs bivalents et des
promoteurs activement transcrits et I'acétylation de la lysine 27 de [I'histone 3

(H3K27ac) qui est enrichi au niveau des enhancer et des promoteurs activement
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transcrits. En analysant ces données au niveau du locus de MYCet en comparant avec
des données publiées sur des lymphomes B possédant une mutation activatrice de
NOTCHT (Ryan RJH et al,, 2017), nous avons identifié le B-NMDE. Ainsi, nous avons
émis I'hypothése que la régulation de I'expression de MYC se fait via une fixation de

I'ICN2 sur ce méme enhancer.

Ainsi, cela pourrait nous donner un indice sur une activation d'une expression
aberrante de MYC dans la pathogenese des SMZL qui pourrait étre controlée par

['activation de NOTCH?2.

III. L'induction par la voie NOTCH de MYC est essentielle a la régulation de
la survie cellulaire

Nous avons donc identifié MYCcomme étant potentiellement un gene cible de NOTCH
induit dans les SMZL. Un crible par ARNs interférents a été effectué par une post-
doctorante du laboratoire. Ce crible a permis de mettre en évidence que le gene MYC
est essentiel a la survie et/ou a la croissance cellulaires (Figure 3, article). Afin
d'identifier le role biologique de MYC dans les SMZL, j'ai effectué deux types
d’'expériences afin de valider les fonctions biologiques de MYC. Pour cette premiere
expérience, nous avons voulu voir I'effet de I'inhibition de MYC dans ces cellules. Un
knockdown par shRNA dirigé contre MYC a été donc réalisé. J'ai démontré que
I'inhibition de MYC dans ces cellules entrainent une diminution significative de la
proportion de cellules infectées par les shRNAs ciblant MYC (Figure 4, article). L'effet
de l'inhibition de MYC sur les cellules Ri-1 indique que I'expression de MYC semble
étre essentiel a la survie et a la croissance cellulaires. Ces résultats sont retrouvés
dans les différents types de lymphomes et leucémies ou I'expression de MYC est
induite. Ces résultats suggerent que MYC pourrait jouer un rdle essentiel en aval de
I'activation de la voie de signalisation NOTCH dans les processus d'initiation et/ou de

progression tumorales des cellules dans les SMZL.
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Ces données nous confortent dans I'idée que MYC est d'une part, potentiellement un
gene cible direct de NOTCHZ et d'autre part, que MYCait un rdle crucial au niveau de

la survie et de la croissance des cellules cancéreuses.

IV. L'expression de MYC est critique et suffisante pour restaurer la survie
cellulaire lorsque I'activité de NOTCH?Z est inhibée.

La deuxieme expérience pour valider le rOle biologique de MYCdans ces cellules est la
complémentation fonctionnelle. J'ai voulu étudier l'effet d'une induction de
I'expression de MYC dans ces cellules dans la condition ou l'activité de NOTCHZ est
inhibée. Pour ce faire, il a fallu établir une stratégie pour forcer I'expression de MYC
dans ces cellules. Dans le laboratoire, un plasmide rétroviral MIGRI a déja été cloné
avec une cassette MYC J'ai donc utilisé ce plasmide MIGRI-MYC pour infecter mes
cellules. J'ai également fait une infection contrdle avec le plasmide MIGRI vide.
Cependant, j'ai constaté a 48h, une toxicité au niveau des cellules qui sur-exprimaient
MYC. A partir de ces données, nous avons donc conclu que la surexpression exogene
de MYC entrainait a une mort cellulaire et donc compromettait |'expérience. Nous
avons donc réfléchis a une stratégie pour induire I'expression endogene de MYC. Pour
ce faire, j'ai réalisé un CRISPR activation (CRISPRa). La fusion du dCas9 avec un
activateur transcriptionnel (VP64) peut étre ciblé grace a un ARN guide aux régions
autour du site d'initiation de la transcription, ici de -300 a +50 pb, ce qui va donner lieu
a une activation de I'expression endogene de MYC dans les cellules Ri-1. J'ai donc
infecte les cellules avec un plasmide permettant I'expression de la fusion dCas9-VP64
et de I'’ARN guide ciblant la région promotrice de MYC (Figure 5A, article). Ces cellules
infectées avec les différents guides control et ciblant MYCsont par la suite traitées soit
avec du DMSO ou soit avec du CompkE (Figure 5). J'ai réalisé une qPCR sur |'expression
de MYC a partir des cellules infectées avec des sgRNA ciblant le gene de la Renilla ou
MYCtraitées avec du DMSO ou avec du GSI (Figure 5B, article). Nous observons que le
niveau basal d'expression de MYCest similaire dans les cellules infectées avec le sgRNA

control (sgRenilla) ou les sgRNAs ciblant MYCtraitées avec du DMSO. Nous observons
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qu'il y a un maintien de I'expression de MYC dans les cellules infectées avec le sgRNA
control ou avec les sgRNAs ciblant MYC traitées avec du GSI (Figure 5B, article). J'ai par
la suite évalué les effets sur la survie cellulaire de ces cellules possédant le maintien de
I'expression MYC lorsque l'activité de NOTCHZ est inhibée (Figure 5C, article). J'ai
démontré que I'expression de MYC restaure la survie cellulaire dans la condition ou
I'activité de NOTCH?Z est réprimée (Figure 5C, figures supplémentaires 3). Nous nous
sommes assurés que l'activité de NOTCH?Z était bien réprimée en faisant une gPCR sur
HEST (Figure 5D, article). Ces résultats suggerent donc que MYC a un role essentiel

dans la survie des cellules cancéreuses dans les SMZL.

V. L'identification des sites de fixation de NOTCHZ2 dans les cellules Ri-1

Par la suite, a partir de ces résultats obtenus, nous avons élaboré une stratégie pour
permettre d'identifier les sites de fixation de NOTCHZ. Pour ce faire, nous avons décidé
de faire une immunoprécipitation de la chromatine suivi d'un séquencage haut débit
(ChIP-seq). Durant ma these, j'ai essayé d'optimiser et d'ajuster les parametres de la
ChIP. Dans un premier temps, nous avons testé les hybridomes d'anticorps ICN-2
produits par le laboratoire du Dr. Artavanis-Tsakonas. Apres différents test (Résultats
supplémentaires 1A-B), nous avons réalisé une ChIP et un CUT&RUN. Cependant, les
résultats de la gPCR, nous montrent qu'avec le niveau de matériel que je récupere
(quantites faibles), il est possible que lors de I'immunoprécipitation, il y ait eu un

important bruit de fond (Résultats supplémentaires 1C-D). Cela pourrait étre du :

- A un manque de spécificité de |'anticorps primaire
- Ala protéine A
- Ala présence de billes qui peuvent se coller a la chromatine
Ainsi pour ces différentes raisons, cela ne permet pas un enrichissement suffisant pour

surpasser le bruit de fond.
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Par la suite, j'ai voulu insérer un tag HA au niveau de |'allele endogene de NOTCHZ par
recombinaison homologue a l'aide de la technologie du CRISPR-Cas9. J'ai rencontré
un probleme lors de la transfection de ce systeme dans les cellules Ri-1. Jai fait dans
un premier temps, une transfection par nucléofection pour laquelle je n'ai obtenu qu'un
taux de transfection de seulement 1%. J'ai donc changé de stratégie pour transfecter
les cellules. J'ai utilisé la machine NepaGene Nepa21 pour électroporer les cellules Ri-
1. J'ai obtenu 3% de cellules transfectées avec un taux de viabilité a 40%. J'ai donc trié
ces cellules en cellule unique. Les cellules une fois triées en cellule unique n'ont pas
survécus. Nous supposons que ces cellules ont besoin de communiquer de facon
paracrine des signaux essentiels a leur survie comme l|'activation de la voie de
signalisation NOTCH. Du fait de ces problemes rencontreés, il a fallu réfléchir a une autre
stratégie pour étre en mesure de faire la ChIP. Dans le laboratoire, une post-doctorante
a réalisé pour son projet une ChIP en utilisant anticorps anti-GFP (Benbarche S., et al.,
2019). Ce type de ChIP s'est montré efficace. Ainsi, j'ai donc réalisé une fusion protéique
de ICN-2 et d'un tag GFP par la méthode de clonage Golden Gate. Cette construction
a été cloné dans un vecteur rétroviral MIGRL J'ai testé le plasmide contenant cette
construction dans les cellules 293T afin de voir si le tag GFP peut interférer I'activité
d'induction de la transcription de NOTCH2 (Résultats supplémentaires 1E-F). J'ai réalisé
une expérience de dual-luciferase assay en utilisant les genes rapporteurs Renilla et
luciférase. La construction contenant une répétition de 10 fois la séquence consensus
de RBPJ couplée a un gene rapporteur a la luciférase (Résultat supplémentaire 1E).
Cette expérience m’'a permis d'observer que le tag GFP n'interférait pas dans l'activité
fonctionnelle de ICN-2 (Résultat supplémentaire 1E). Par la suite, pour vérifier
I'expression de la protéine de fusion, j'ai réalisé un WB en utilisant un anticorps anti-
GFP (Résultat supplémentaire 1F). Nous observons une bande de taille a 137 kDa pour
I'échantillon Ri-1 infectées avec la fusion protéique (Figure 5B). Ainsi, cette construction

contenant la fusion protéique peut étre utilisée pour cette étude. Apres infection de
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cette construction dans les cellules Ri-1, nous remarquons que la surexpression de
cette construction semble avoir un effet toxique ou délétere sur la croissance des
cellules. Ce qui limite la technique du fait d'une faible quantité de cellules exprimant la
fusion protéique. La ChIP a été faite avec les anticorps anti-GFP et également contre
les marques d'histones : H3K4me3 et H3K27ac. Ces derniéres permettent de savoir si
NOTCH2 est associé a des promoteurs et/ou a des enhancers. Les banques ont été
réalisée et les échantillons ont été séquencées. Les ChIP effectuées sur les marques
d'histones nous permettent de savoir si NOTCH2 pourrait par exemple, se fixer sur
I'enhancer de MYC. Cependant, il n'y a pas eu de signal au niveau de la ChIP avec
I'anticorps anti-GFP. Cela peut s'expliquer par un faible nombre de cellules utilisé. Une
étude a permis de montrer que réaliser une ChIP avec un faible nombre de cellules
pouvait augmenter les reads qui sont soit « unmapped » c'est-a-dire des reads qui ne
sont pas retrouvés sur le génome de référence ou soit dupliqués. Ces raisons donnent
lieu a une réduction du nombre de reads uniques générés et affectent donc la

sensibilité de la ChIP (Gilfillan GD., Hughes T., Sheng Y., et al., 2012).

Ainsi, afin d'obtenir un grand nombre de cellules qui nous permettrait d'obtenir un
fort signal, je vais cloner la fusion protéique dans des plasmides inductibles par la

doxycycline.

VI. Corrélation positive de I'expression de NOTCHZ et de MYC chez les
patients SMZL

Une étude faite sur une cohorte de patients SMZL (Watkins JA et al., 2012) a permis
d'obtenir des données de microarray faits sur ces patients. Bien que nous n'ayons pas
les profils mutationnels des patients, nous avons pu effectuer une étude de corrélation
entre I'expression de NOTCHZ et de MYC (Figure 6A). Nous montrons a partir de ces
données de microarray, qu'il y a une forte corrélation positive entre I'expression de
NOTCH?Z et |'expression de MYC (Figure 6A). Ainsi, ces données réalisés sur des
patients suggerent que l'expression de NOTCHZ (couplée a son activation) induit

I'expression de MYC contrairement a NOTCH7dont I'expression n'est pas corrélée avec

139



celle de MYC Ce qui suggere que l'expression de MYC chez les patients SMZL est

spécifiquement corrélée a celle de NOTCHZ.

VII. L’identification de MYC comme cible direct de NOTCH peut étre un
début de piste vers une thérapie ciblée

La famille du gene MYC est composé de trois membres : MYC, MYCN et MYCL qui
codent respectivement pour c-MYC, N-MYC et L-MYC (Adhikari S, et al, 2005,
Pelengaris S et al., 2002 et Dang CV, 2012). Ici, dans cette étude, nous nous sommes
intéressés a MYC. Ces oncoprotéines appartiennent a la famille des « super facteurs de
transcription » qui régulent la transcription d’au moins 15% de tout le génome. Les
effecteurs en aval de c-MYC participent a de nombreux processus impliqués dans
I'homéostasie cellulaire telles que la biogenése des ribosomes, le cycle cellulaire, le
métabolisme, la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire, la survie cellulaire
et la surveillance immunitaire (Figure 18a). Le disfonctionnement de la régulation de
MYCest retrouvé dans de nombreux cancers. Dans cette étude, j'ai démontré que MYC
pouvait étre potentiellement un géne cible direct de NOTCHZ. J'ai également montré
que MYC était impliqué dans la survie cellulaire dans un lignée modele de SMZL. Ainsi,
MYC pourrait étre une cible thérapeutique potentielle pour traiter les patients SMZL
mutés pour NOTCHZ. Cependant, a ce jour, MYC est considéré comme un gene ne
pouvant étre directement ciblé par une thérapie. En effet, MYC étant un facteur de
transcription, cela complique I'élaboration d'une molécule spécifique a celui-ci dans la
mesure ou il n'y a pas de site actif spécifique pour de petites molécules. De plus, MYC
étant localisé dans le noyau, cela rend I'acces difficile et également impossible pour les
thérapies utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques (Chen H., Liu H., and Qing
G., 2018). C'est la raison pour laquelle, de nombreux laboratoires ont décidé de cibler
MYCde maniere indirecte. Certaines drogues vont le cibler a différents niveaux, soit au
niveau transcriptionnel, soit au niveau traductionnel ou soit au niveau de I'activation
(Figure 18b). Parmi I'utilisation de drogues ciblant la transcription de celui-ci, nous

comptons, l'inhibiteur de BRD4: JQ1 (Delmore JE et al.,, 2011 et Filippakopoulos P et
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al., 2010). Cet inhibiteur va rentrer en compétition avec la liaison des lysines acétylées
et donc déplacer BRD4 de I'enhancer par lequel MYC est régulé. J'ai donc testé cette
drogue sur les cellules Ri-1. JQ1 semble ne pas avoir d'effet sur la survie cellulaire des
Ri-1. Cela suggere que les cellules Ri-1 ne sont pas sensibles a cette drogue. De plus,
nous remarquons qu'il y a une induction de I'expression de MYC apres traitement JQ1
par gPCR. Ces résultats semblent aberrants par rapport a I'effet inhibiteur de JQ1 sur
I'expression de MYC dans d'autres cellules cancéreuses. Ce résultat surprenant aurait
été également observé lors du traitement de certaines lignées de LAL-T
(Communication personnelle du Dr. Puissant). De facon surprenante, nous avons
également montré que I'IC50 de I'inhibiteur JQ1 dans les cellules Ri-1 est élevé : 325
MM. En comparant cet IC50 avec des lignées de LAL-T ou de LAM connus pour étre
sensibles et efficaces pour inhiber I'activité transcriptionnelle de MYC nous pourrions
penser qu'il existe un mécanisme de résistance dans cette lignée cellulaire (résultats
non montrés). Des études ont montré que NOTCH pouvait induire des résistances face
a certains inhibiteurs dans les cancers du sein et dans les LAL-T (BeLow M., et al., 2020,
Simoes BM et al,, 2015, Rizzo P., et al., 2008, Acar et al., 2016, Knoechel B., et al., 2014,
Yashiro-Ohtani Y., et al., 2014). Ainsi, j'ai traité les cellules Ri-1 avec une combinaison
de faibles concentrations de GSI qui n‘engendrent pas d'apoptose et de JQ1. Apres
analyse par qPCR et analyse de I'apoptose, nous n'avons observé aucun effet additif.
Ainsi, nous pourrions supposer que le mécanisme de résistance pourrait étre di a une
redondance par soit une autre protéine a bromodomaine ou soit par une autre voie de
signalisation qui induirait en parallele I'expression de MYC. Pour répondre a cette
question, nous pourrions envisager de réaliser un crible par ARN interférents ciblant
des ARNm codant pour les mémes facteurs utilisés pour le crible précédent et sur des
cellules traitées avec soit du DMSO ou soit avec du JQ1 pendant 7 jours. Cela nous
donnerait une idée des facteurs pouvant induire |'expression de MYCdans la lignée Ri-
1. Il existe également un autre inhibiteur indirect de MYC ciblant la transcription ;

I'inhibiteur de la cycline kinase 7 et 9 impliqué dans la régulation du cycle cellulaire et
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dans la régulation de la transcription via leur interaction avec les facteurs généraux de
la transcription tels que TFIID. Des études ont montré que cet inhibiteur montre un
effet antitumoral dans les cellules de leucémies T aigués (Chipumuro E et al., 2014,
Chapuy B et al., 2013 et Kwiatkowski N et al., 2014). Cela pourrait étre intéressant de
traiter les cellules Ri-1 avec cet inhibiteur et d'observer un effet sur I'expression de
MYC S'il y a des effets significatifs sur la survie cellulaire, il peut étre intéressant de
faire une combinaison de traitements avec cet inhibiteur et du GSI a de faibles
concentrations. Les autres traitements agissant sur la traduction ou sur I'activation de
MYC n'ont pas été testé sur les cellules Ri-1. Cela pourrait étre pertinent, si jamais le

ciblage au niveau transcriptionnel de celui-ci était inefficace.

VIII. L’identification des génes cibles potentiellement directs de NOTCH2
induits par I'activation de la voie NOTCH dans les SMZL
A partir des résultats obtenus du RNA-seq, j'ai choisi six génes selon les criteres

suivants :

- Les genes sont significativement réprimés en présence de GSI et
significativement réexprimés dans la condition « wash-off »
- Les genes ont un réle dans le développement, la maturation et la progression
de cellules tumorales B
Nous avons identifié le géne BCL6 comme pouvant étre une cible potentiellement
direct. Le gene BCL6 peut étre intéressant a étudier car BCL6 connu pour avoir un role
d'oncogene dans les lymphomes B et de répression du gene NOTCHZ dans la
maturation de cellules B folliculaires (Valls E. et Lobry C et al., 2017). Afin de valider la
fonction biologique, jai donc réalisé un knockdown de BCL6 a l'aide de shRNAs.
Cependant, le knockdown de BCL6 ne semble pas avoir d'effet sur la survie cellulaire
par rapport au traitement par un inhibiteur de BCL6. Le traitement par FX1 provoque
une augmentation du taux d'apoptose dans ces cellules (Résultats supplémentaires
5A). L'inhibiteur de BCL6 ne présente aucun effet sur les expressions de HEST et MYC.
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Ainsi, FX1 n'agit pas sur l'activité de NOTCHZ Afin de vérifier I'efficacité de cet
inhibiteur sur I'activité de BCL6, nous pourrions faire une qPCR sur les genes cibles de
BCL6 qui sont exprimés dans cette lignée cellulaire. Le gene BCL6 étant un répresseur
transcriptionnel, si l'inhibiteur a un effet sur I'activité de BCL6, nous observerons une
activation de ses génes cibles. Cela nous permettrait également de voir si |'effet sur la
survie observée apres traitement de FX1 est soit d( a une inhibition de BCL6 ou soit dG
a une toxicité aspécifique. Le knockdown induit une diminution de seulement 50% de
I'expression de BCL6, nous pouvons supposer que cela peut étre insuffisant pour
observer une incidence sur la survie ou la prolifération cellulaire. Ainsi, afin de valider
ces résultats et donc d'inhiber de facon génétique le gene BCL6, jenvisagerais un
knockout par CRISPR/Cas9 de celui-ci ou un knockdown par CRISPRi. De plus, j'ai
également effectué une induction endogene de BCL6 par la technologie du CRISPRa.
De plus, lorsque I'on fait une gPCR sur BCL6, nous constatons qu'il y a une diminution
significative de BCL6 dans la condition ou les cellules ayant I'induction de BCL6 sont
traitées avec du CompE (Résultats complémentaires 6B). Il est difficile de conclure sur
cette expérience car la complémentation fonctionnelle, donc ici la restauration de
I'expression de BCL6 par le CRISPRa ne semble pas étre efficace. En effet, I'expression

de BCL6 est toujours inhibée lorsque I'on traite les cellules avec du GSI.

En conclusion de cette partie, nous avons trouvé pertinent d'identifier le potentiel réle
biologique de BCL6 dans cette lignée cellulaire. Ce gene n'est exprimé que dans la
maturation des cellules B folliculaires et est connu pour jouer le role d'oncogene dans
les lymphomes B folliculaires. Le gene BCL6 est également connu pour réprimer
I'expression de NOTCHZ. Ainsi, nous aurions pu penser qu'il aurait pu avoir un réle de
rétrocontréle négatif de I'activité de NOTCHZ2dans les cellules SMZL. Par exemple, nous
pouvons inhiber le gene BCL6 en faisant un knockout et observer I'expression de
NOTCH?Z ainsi que de HEST, afin d'observer un effet sur l'activite de la voie de
signalisation NOTCHZ. Nous aurions aussi pu voir si apres traitement avec du FX1, il y

avait une augmentation de l'expression de NOTCH2.
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Les cing autres genes que j'ai sélectionnés et qui peuvent étre pertinents a étudier et

a valider leurs fonctions biologiques sont :

- Le gene IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4) connu pour réguler la
différenciation des cellules pré-B. Une translocation d'/RF4 est retrouvée dans
plusieurs sous-types de lymphomes B tels que le lymphome diffus a grandes
cellules B (DLBCL) (Salaverria I, Philipp C., et al., 2011).

- Le gene GRB7 (Growth Factor Receptor Bound Protein 7) connu pour réguler la
migration de cellules tumorales dans les leucémies lymphocytiques chroniques
(Haran M., Chebatco S., et al., 2004).

- Le gene IL70Ra (Interleukin Receptor a 10) connu pour étre un facteur clé dans
les réponses inflammatoires via la voie JAK/STAT. Sa surexpression provoque
une survie et une expansion de cellules tumorales dans les lymphomes diffus a
grandes cellules B (Gupta M., Han JJ., Stenson M., Maurer M,, et al., 2012).

- Le gene CCR7 (récepteur a la cytokine 7) connu pour contréler la migration de
cellules T vers un tissu inflammé. Il a également été identifié comme un géne
direct de NOTCH17 dans les leucémies T. (Buonamici S., Trimarchi T., et al., 2009).

- Le géne BCLZ2 connu pour réguler I'apoptose intrinseque. BCLZ est un oncogene
connu dans les lymphomes B comme le lymphome diffus a grandes cellules B
(Alizadeh AA., et al., 2000).

Nous validerons leurs fonctions biologiques, nous effectuerons une expérience de

perte de fonction de ces genes ainsi qu'une expérience de gain-de-fonction. Nous

analyserons leurs roles dans la prolifération, la croissance et la survie des cellules

tumorales.
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Figure 18 : MYC régule de nombreuses fonctions cellulaires et est une cible thérapeutique

difficile a traiter directement.

(A) L'oncogéne MYC régule de nombreux processus liés a 'homéostasie cellulaire. Myc régule un grand nombre de protéines
codants et de génes non codants qui sont impliqués dans différentes fonctions cellulaires incluant le cycle cellulaire, la biogenése
des protéines, I'adhésion cellulaire, le métabolisme, la transduction du signal, la transcription et la traduction. MYC est donc
considéré comme un « super-facteur de transcription ». (B) Différentes stratégies visent a cibler MYC. Dans ce cas précis, il s'agit
de cibler de facon indirecte MYC, du fait, d'une difficulté a traiter de facon spécifique et directe MYC. Ici, les différents inhibiteurs
ciblent différents niveaux. Les inhibiteurs de BRD4, CDK7 et CDK9 inhibent I'expression de MYC au niveau transcriptionnel.

L'inhibition de la voie PI3K/AKT/mTOR permet le blocage de la traduction de la protéine Myc. L'inhibiteur du complexe d'activation

de Myc-Max permet d'inhiber I'activation de MYC.
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Perspectives

Pour les perspectives a moyen-terme, nous envisagerons d'utiliser les cellules primaires
de patients mutés pour NOTCHZ. Dans un premier temps, nous souhaiterions traiter
ces cellules primaires avec du CompE et voir s'il y une inhibition de I'activité de la voie
de signalisation NOTCH2 et s'il y a un effet sur la survie cellulaire. Nous pourrions
également traiter ces cellules avec les inhibiteurs de MYCque nous avons a disposition
et effectuer les mémes analyses que précédemment mentionnées. Nous pourrions
également effectuer un RNA-seq de ces cellules primaires traités soit avec du DMSO
ou soit avec du CompE. Cela permettrait de valider les données transcriptomiques

obtenus a partir de la lignée Ri-1.

A ce jour, il n'existe aucun modele murin de SMZL qui pourrait nous permettre de
valider /n vivo les résultats que nous avons obtenu sur la lignée Ri-1. Ainsi, nous
envisageons de réaliser un modele murin SMZL a I'aide de xénogreffe de patients afin
de valider les résultats obtenus de maniere /n vivo. Cependant, ce type de lymphome
B étant indolent, la xénogreffe risque de ne pas prendre. Ainsi, nous pourrions
envisager d'utiliser des souris invalidées pour TP53 et induire un knock-in de I'lCN-2
dans ces souris. Les mutations TP53 et NOTCH2 étant deux mutations qui co-occurrent

et qui sont spécifiquement retrouvées chez les patients SMZL.

Apres validation du modele murin SMZL, nous pourrions envisager avec les différentes
drogues inhibitrices a disposition, traiter ces souris avec du GSI, des inhibiteurs
indirects de MYC ou une combinaison des deux drogues. Apres traitement, nous
pourrions ainsi évaluer les effets sur la croissance et survie des cellules tumorales de

maniere /n vivo.
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Conclusion générale

L'objectif de ma these a été de comprendre les mécanismes moléculaires induits par
I'activation de NOTCHZ dans la pathogenése des SMZL. Pour ce faire, j'ai donc cherché
a identifier les effecteurs directs induits par NOTCHZ dans les cellules SMZL. Jai
caractérisé une lignée cellulaire Ri-1 et défini comme le modele ex vivo approprié pour
cette étude. Par la suite, les analyses transcriptomiques que j'ai réalisées ont permis
d'identifier 'oncogene MYCcomme étant un géne potentiellement direct de NOTCHZ.
J'ai donc voulu chercher a valider les fonctions biologiques de MYC dans les cellules
Ri-1. En validant les fonctions biologiques de MYC j'ai démontré que I'expression de
MYCest essentielle pour la régulation de la survie des cellules Ri-1. Cette étude permet
donc une meilleure compréhension sur les mécanismes moléculaires a I'origine de la
pathogenése. De plus, en identifiant MYC cela suggere que MYC est une cible
thérapeutique potentielle pour traiter ce type de lymphome. En effet, une combinaison
d'inhibiteur de l'activation de NOTCH et d'inhibiteur indirect de MYC pourrait étre
envisagée pour traiter ces patients. Ainsi, identifier les genes cibles directs de NOTCHZ2
permettrait d'orienter les différents types de thérapies disponibles vers ces cibles plutot
que sur NOTCHZ. En effet, I'expression de NOTCH est requise dans la majorité des
systemes, plus particulierement, le systeme gastro-intestinal. Des essais cliniques faits
sur les patients LAL-T ont montré que les inhibiteurs de la gamma-sécrétase
provoquent de fortes toxicités gastriques chez les patients. Ces résultats rendent ainsi
I'utilisation des GSI impossible chez les patients SMZL. Par conséquent, |'identification
de MYC comme un des effecteurs directs de NOTCHZ, pourrait donc aboutir a des
traitements ciblés sur I'effecteur MYC avec ou sans combinaison avec de GSI (Figure
19). Ces traitements pourraient ainsi, diminuer les effets secondaires indésirables de
I'inhibiteur de I'activité de NOTCH et donc permettre un traitement plus spécifique

pour les patients SMZL.
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Figure 19 : Identification de I'effecteur MYC comme étant un potentiel effecteur direct

de NOTCH2 pourrait étre envisagé comme une meilleure cible thérapeutique.

La liaison du ligand au récepteur NOTCHZ provoque un double clivage dont le deuxiéme opéré par la complexe

gamma-sécrétase qui va permettre le relargage et la translocation de la partie intracellulaire de NOTCHZ dans le

noyau. Cela va induire la transcription de ces génes cibles dont MYC. Ainsi, en combinant un inhibiteur de la gamma-

sécrétase avec un inhibiteur de MYC, cela permettrait de diminuer significativement la prolifération et la survie des

cellules cancéreuses.
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Des études mutationnelles basées sur les patients atteints de lymphomes B de la zone marginale de
la rate (SMZL) ont démontré que le récepteur Notch2 est mutée de facon spécifique et récurrente
dans 25% des cas. Ainsi, ces études suggerent I'importance de la voie de signalisation NOTCHZ dans
la pathogenese de ces lymphomes. Cependant les mécanismes moléculaires a l'origine de la
pathogeneése ne sont, a ce jour, pas élucidés. Par conséquent, étudier les mécanismes moléculaires
induits par l'activation de NOTCHZ permettrait une meilleure compréhension des mécanismes a
I'origine de l'initiation et de la progression de la maladie et donc pourrait permettre d'établir des
thérapies spécifiques et ciblées pour ces patients. L'objectif de ma thése a été d'identifier les genes
cibles en aval de I'activation de NOTCHZinduits dans les SMZL. Dans cette étude, nous avons identifié
I'oncogéne MYC comme étant un potentiel géne cible direct de NOTCHZ induit dans les SMZL. Nous
avons montré par un crible par ARN interférents que I'expression du géne MYC est requis pour la
croissance et/ou la survie cellulaire. Nous avons également démontré que I'expression MYCrestaure
la survie des cellules tumorales lorsque I'activité de la voie NOTCH est inhibée par un traitement
d'inhibiteur a la gamma-secretase. Ainsi, nous avons mis en évidence que I'induction de I'expression
de MYCest requise pour la prolifération et la survie des cellules tumorales dans les SMZL.

Title: Study of molecular mechanisms induced by NOTCH2 signaling activation in splenic marginal
zone lymphoma (SMZL).

Keywords : B lymphoma, NOTCHZ2, Transcriptome, MYC, Cell survival

Mutational studies based on SMZL patients have demonstrated that NO7CHZ signaling pathway is
mutated in 25% of the cases. Hence, these studies have highlighted the importance of NOTCHZ2
signaling in the pathogenesis. However, molecular mechanisms induced in the pathogenesis remains
not elucidated. Therefore, deciphering molecular mechanisms induced by NOTCHZ activation would
allow a better understanding of molecular mechanisms involved in the initiation and the progression
of the pathology and so would open avenues for designs of specific and targeted therapies for these
patients. The aim of my PhD project was to identify NOTCHZ2-induced downstream target genes in
SMZL. In this study, we have identified MYC oncogene as a potential direct NOTCHZ target induced
in SMZL. We have shown by RNA interference drop out screen that MYC expression is required for
cell growth and/or survival. We have also demonstrated that MYC expression rescues tumor cell
survival in the condition where NOTCH signaling is inhibited by GSI treatment. Hence, we have
highlighted that the induction of MYC expression is required for cell proliferation and survival in
SMZL.
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