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Abstract :

Le lymphome folliculaire est I'un des exemples paradigmatiques des cancers dépendant
d'un microenvironnement tumoral spécifique. 1l comprend notamment des fibroblastes
associés au cancer (CAF) émergeant de la reprogrammation des cellules stromales lymphoides
ou de leur(s) précurseur(s) dans le ganglion et la moelle. Les cellules stromales dans le
lymphome folliculaire soutiennent directement la croissance des cellules B malignes et
orchestrent la niche tumorale en contribuant, par un dialogue bidirectionnel, au recrutement
et a la polarisation d'autres sous-populations immunitaires. Une meilleure compréhension des
voies de signalisation et des mécanismes moléculaires responsables du remodelage des
cellules stromales et de la cinétique de ce dernier seraient utiles pour définir de nouveaux
marqueurs  prédictifs et de nouvelles approches thérapeutiques dans ce
cancer encore incurable. Les modeles in vitro récapitulant les forces biomécaniques, le
microenvironnement cellulaire et I'organisation spatiale des lymphomes B restent rares, alors
que tous ces parametres constituent des éléments clés déterminants dans la lymphomagenese
et la résistance aux médicaments. En utilisant une méthode microfluidique basée sur
I'encapsulation de cellules dans des microsphéres d'alginate perméables, nous avons développé
un nouveau modele 3D incorporant des cellules B de lymphome, de la matrice extracellulaire
et/ou des cellules stromales d’amygdale. Nous avons montré que les cellules de [ymphome B
étaient capables de former des sphéroides cohésifs résultant de la surexpression des
composants de la matrice extra-cellulaire. De plus, dans ce modele, les cellules stromales
s ‘auto-organisent pour initier la prolifération des cellules tumorales. La culture 3D induit une
résistance a I'agent chimiothérapeutique classique doxorubicine, mais pas a I'inhibiteur de
BCL2 ABT-199, identifiant cette approche comme un modele in vitro pertinent pour
comprendre [’activité des agents thérapeutiques . L'analyse RNAseq a mis en évidence des
modulations des voies de signalisation similaires a celles observées dans les cellules primaires
de lymphome folliculaire. Enfin, notre modéle a permis la survie a long terme in vitro de
cellules B primaires de lymphome folliculaire. Nous proposons ainsi un nouveau modele 3D
imitant la niche tumorale du lymphome et permettant d'étudier la relation dynamique entre les
cellules tumorales et leur microenvironnement pour les tests de nouveaux médicaments
anticancéreux.

En parallele, nous avons pour la premiere fois, initié la caractérisation d’'une niche
tumorale jusqu’alors jamais explorée dans le lymphome folliculaire, située dans le tissu
adipeux péri-ganglionnaire. Dans cette niche, les cellules tumorales évoluent au contact de
cellules stromales adoptant un phénotype CAF associé aux tumeurs solides,
et de macrophages associés aux tumeurs de phénotype M2. Les lymphocytes T y présentent une
signature immunosuppressive et les cellules tumorales y adoptent un profil métabolique
quiescent et une différentiation plasmocytaire.



Follicular lymphoma is the most prototypical B-cell lymphoma that depends on a

specific tumor microenvironment, including cancer-associated fibroblasts (CAFs) arising from
the reprogramming of lymphoid stromal cells or their precursors in the lymph node and bone
marrow. Stromal cells in follicular lymphoma directly support the growth of malignant B cells
and orchestrate the tumor niche by contributing, through a bidirectional dialogue, to the
recruitment and polarization of other immune subpopulations. A better understanding of the
signaling pathways, molecular mechanisms and kinetics of stromal cell remodeling would
be instrumental in defining new predictive markers and therapeutic approaches in this still
lethal  malignancy. In  vitro models capturing the ~ biomechanical  forces, cellular
microenvironment and spatial organization of B-cell lymphomas remain scarce, while all these
parameters are key determinants of lymphomagenesis and drug resistance. Using a microfluidic
method based on cell encapsulation in permeable alginate beads, we developed a new 3D model
incorporating lymphoma B cells, extracellular matrix and/or tonsil stromal cells. We showed
that B-cells were able to form cohesive spheroids resulting from the overexpression of
extracellular matrix components. Furthermore, in this model, stromal cells self-organize to
initiate tumor cell proliferation. The 3D-culture induced resistance to the classical
chemotherapeutic agent doxorubicin, but not to the BCL2 inhibitor ABT-199, identifying this
approach as a relevant in vitro model to evaluate the activity of some? therapeutic agents.
RNAseq analysis revealed modulations of signaling pathways similar to those observed in
primary follicular lymphoma cells. Finally, our model supported long-term survival of primary
follicular lymphoma B cells. We thus propose a new 3D-model mimicking the lymphoma tumor
niche and allowing for the study of the dynamic relationship between tumor cells and their
microenvironment and the testing of new anticancer drugs.
In parallel, we have for the first time initiated the characterization of a tumor niche never
explored before in follicular lymphoma, located in the peri-nodular adipose tissue. In this niche,
tumor cells evolve in close contact with stromal cells adopting a CAF phenotype associated
with solid tumors, and macrophages presenting with M2 phenotype. Also, T cells expressed
an immunosuppressive signature and tumor cells adopt there a quiescent metabolic profile and
a plasma cell differentiation.
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Avant-propos

Avant-propos

Les lymphocytes B dépendent physiologiquement du microenvironnement stromal et
immun pour leur maturation, leur activation et leur survie. lls prennent naissance dans la moelle
et connaissent différents stades de maturation pour parachever leur développement dans le
ganglion lymphatique. Les cellules stromales organisent des compartiments anatomiques
specifiques au sein de la moelle osseuse et des organes lymphoides secondaires ou elles
déterminent le comportement des cellules B matures physiologiques. Plus précisément, les
cellules stromales lymphoides forment des compartiments phénotypiquement hétérogenes qui
favorisent de maniere variable la survie, I'activation, la prolifération et la différenciation des
lymphocytes B. A leur tour, les lymphocytes B activés déclenchent un remodelage en
profondeur des réseaux de cellules stromales lymphoides dans les ganglions lymphatiques et la
moelle osseuse. Les différentes niches jouent donc un role crucial de par leur hétérogénéité
pour les différentes étapes de maturation du lymphocyte B. Le lymphome folliculaire (LF) est
le lymphome indolent le plus fréquent. Les deux niches tumorales de ce lymphome jusqu’alors
identifiées sont le ganglion et la moelle. Il touche le lymphocyte B dont la premiere altération
génétique survient dans la moelle a un stade précoce de maturation. Le LF est le paradigme le
plus représentatif d’une néoplasie des cellules B dépendant entierement d'un
microenvironnement tumoral (TME) spécifique, comprenant des fibroblastes associés au
cancer (CAF) émergeant de la reprogrammation des cellules stromales lymphoides du ganglion
et de précurseurs locaux mal caractérisés dans la moelle. Les CAFs du LF soutiennent
directement la croissance des cellules B malignes et orchestrent la niche tumorale en
contribuant, par un dialogue bidirectionnel, au recrutement et a la polarisation des sous-
populations lymphocytaires et myéloides du TME. Le lymphocyte B tumoral de LF présente
une grande plasticité phénotypique dont le profil transcriptionnel et protéique peut étre assimilé
a des stades de maturation physiologiques du lymphocyte B. A cette hétérogénéité
phénotypique, vient s’ajouter une hétérogénéité génétique, en partie liée a 1’accumulation
d’hypermutations somatiques, pouvant générer une population tumorale hétérogene faconnant
en retour le microenvironnement. Environ 20% des patients connaissent une progression rapide
de la maladie apres le traitement de premiere ligne. Par ailleurs, la transformation histologique
constitue un événement majeur dans I'histoire naturelle du LF expliquant environ 40% des
échecs au cours de la premiére annee apres l'initiation du traitement. L’enjeu crucial de 1’étude

de I’hétérogénéité tumorale et de son microenvironnement est de pouvoir identifier les niches
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tumorales hébergeant les cellules responsables de la récidive et de la transformation de la
maladie en un lymphome plus agressif.

Dans cette introduction, nous avons dans une premiere partie déecrit le processus de
développement du lymphocytes B physiologique et ses interactions avec sa niche
microenvironnementale pour chaque étape de son développement dans la moelle et dans le
ganglion. Dans un deuxiéme temps, nous abordons le trajet du lymphocyte B tumoral dans le
LF, depuis la premiére altération génétique survenant dans la moelle, jusqu’a son arrivée dans
le ganglion. Nous décrivons ses rapports jusqu’alors identifiés avec le microenvironnement
stromal et immun dans chaque niche tumorale tout en soulignant I’impact majeur de
I’hétérogénéité tumorale sur la modulation des niches microenvironnementales et inversement.
Nous évoquons également les différents modeles d’étude jusqu’alors mis en place pour étudier

les différentes cibles thérapeutiques potentielles dans ce lymphome
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Introduction

A. Organes responsables de la maturation du lymphocyte B

1. La moelle osseuse

Chez I’Homme adulte, la moelle hématopoiétique exerce sa fonction au sein du squelette
axial, alors que chez la souris, tous les 0s sont un support d’hématopoiese. La moelle osseuse
représente une unité d’organisation comprenant la réunion de territoires intra osseux disjoints
et de niches hématopoiétiques médullaires qui seront le support de I’hématopoicse, et de la
lymphopoiese B. Ces niches sont irriguées par un réseau de capillaires sinusoides
anastomotiques, elles sont délimitées par des travées d’os spongieux, et structurées par un
réseau de fibroblastes. L’hématopoiése médullaire s’effectue dans les logettes extra vasculaires
comprenant une trame réticulaire, composée de protéines de la matrice extra cellulaire, qui va

permettre aux cellules de s’ancrer et d’interagir entre elles.

a) Vascularisation et innervation

La vascularisation de la moelle permet le passage de substances labiles nutritives dans la
cavité médullaire, et la libération des cellules matures dans le sang. Les arteres nourricieres de
I'os donnent des ramifications centrales, puis des artérioles dirigées vers la périphérie des
cavités osseuses, elles sont prolongées par des capillaires a endothélium continu, le plus souvent
situés dans la corticale osseuse qui se transforment en sinusoides en pénétrant dans la cavité
médullaire. Dans la région de I'endoste, les capillaires sont freqguemment anastomosés avec des
capillaires issus du réseau périosté qui traversent obliquement la corticalel. Ainsi, une partie du
sang artériel irriguant la moelle a préalablement irrigué I'os. Les sinusoides contournées qui
prolongent les capillaires présentent de multiples divisions et anastomoses. Elles contiennent
une couche discontinue de cellules endothéliales, une fine membrane basale et un revétement
extérieur incomplet de cellules réticulaires adventitielles couvrant environ 60% de la surface
abluminale sinusoidale?®. Les sinusoides contournées sont collectées dans les sinusoides
droites, puis dans les sinus centraux et dans les veines émergeant de I'os. Chaque bouquet de
sinusoides contournées se jetant dans le méme segment de sinusoide droit est le lieu privilégié
des migrations cellulaires trans endothéliales. Les lymphatiques sont absents dans la moelle,

les sinusoides assurant leur fonction. Le réseau vasculaire médullaire est doublé d’un réseau
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nerveux avec des fibres myélinisées, amyéliniques, vasomotrices ou nociceptives. Les nerfs
nociceptifs sont nécessaires a la mobilisation des cellules souches hématopoiétiques (HSCs) et
collaborent avec les nerfs sympathiques leur maintien dans la moelle osseuse *°. D’autre part
le systeme adrénergique est un déterminant majeur des capacités de renouvellement et de
prolifération de HSCs®.

Comprendre cette vascularisation : permet d’envisager 1’organisation des cellules

souches hématopoiétiques.

Periosteal artery

Radial
arteries

Cortical bone  Venous sinuses

Hematopoietic
tissue spaces

3
S, e g I KT
e 9 5 | e PP
{ o - ‘,’,,’ Nutrient artery

™~

~~Nutrient vein

Figure 1 : Vascularisation de la moelle osseuse : les artéres radiales relient les artéres du périoste aux artéres
centrales, avant de donner les capillaires corticaux puis les sinusoides médullaires, qui se jetteront ensuite dans le
réseau veineux 1.

b) Localisation des cellules hématopoiétiques

Les études sur la localisation des HSCs en fonction de leurs capacités de renouvellement
et du degré d’hypoxie des niches s’averent étre trés controversées. Les résultats contradictoires
s’expliquent en partie par 1’étude de la localisation des HSCs apres irradiation de la moelle
puis transplantation de ces derniéres dans la calvaria de souris’®. De ce fait, les HSCs ont
préalablement été identifiées dans la niche endostéale”® 810, constituant en réalité la seule
niche non remaniée apres irradiation. D’autre part, la localisation de niches hypoxiques
auparavant percues en zone endostéale 12, et identifiées comme ayant pu maintenir les HSCs
en état de quiescence, sont partiellement relocalisées en zone péri sinusoidale 34, Une trés
récente étude, ne relie pourtant pas les capacités prolifératives des HSCs au degré d’hypoxie de
la niche *°. En effet, dans cette étude, il a été mené une observation microscopique dynamique
en temps réel des HSCs sans irradiation préalable grace au modéle murin Mds17* FIt3-Cre
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identifiant les HSCs qui exprimeraient le géne Mdsl et n’exprimeraient pas FIt3. Ainsi, ces
cellules se trouveraient aussi bien a proximité des vaisseaux sanguins sinusoidaux qu’au niveau
de la surface endostéale, et les HSCs ne se localiseraient pas dans les niches de la moelle osseuse

ou I'nypoxie est la plus intense (Figure 2).
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Figure 2 : Mesure in vivo du taux d’oxygéne présent autour des HSCs Mds1%™* FIt3® (n=2, 15 cellules) et des
HSCs et MPPs ou Mds1¢F"* (n=2 , 7 cellules) 5.

En effet, une fraction de HSCs se développe de maniere clonale dans des endroits
spatialement restreints. Ces domaines ont des caractéristiques bien définies, car cette expansion
se trouve presque exclusivement dans un espace de la moelle osseuse ayant une activité de
remodelage osseux’®. Pour visualiser les étapes du renouvellement osseux, 1’équipe de
Christodoulou et al a administré deux marqueurs (spectralement distincts) fixant le calcium a
48 heures d'intervalle, une imagerie a ensuite été réalisée pour visualiser 1’os immédiatement
aprés la deuxieme injection. Les deux marquages signent la position de I'ancien et du nouveau
front osseux, respectivement (Figure 3). Les zones osseuses suivantes ont ainsi été distinguées
: type D (dépdt osseux prédominant), type R (résorption osseuse predominante) et type M
(mixte). En situation d'équilibre, les HSCs se trouvent en nombre similaire dans tous les types
de cavités. Il est cependant remarquable qu'apres activation avec le facteur de stimulation des
colonies de granulocytes marqueé par une molécule fluorescente (Cy/G-CSF), les cellules HSCs
se trouvent presque exclusivement dans les cavités de type M (Figure 4). En revanche, les
espaces ayant une faible activité de résorption osseuse n'abritent pas de HSCs en expansion.
Ces résultats mettent en évidence une hétérogénéité jusqu'alors inconnue au sein du

microenvironnement de la moelle osseuse, imposee par les étapes du renouvellement de I'os.
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B Calcium binding dye 1 (Day 0)

Resorption type Mixed type Deposition type | N i indi
& L2 Calcium binding dye 2 (Day 2)
(Dye1/Dye2 < 25%) (25~ 75%) (>75%)

Bone fronts

Figure 3: La double stratégie de marquage du calcium permet d'identifier les cavités de type D, M et R. Le
marquage 1 (en bleu), administré 48 heures avant I'imagerie, montre I’ancien front osseux érodé, tandis que le
marquage 2 (en rouge) administré juste avant I'imagerie montre le nouveau front osseux*s.

Une explication serait que les HSCs murines lin—Scal-+c-Kit+ expriment le Récepteur
Sensible au Calciums (CaSRs). En effet, dans les modéles CaSR—/—, les HSCs sont fortement
diminuées et les HSCs CaSR—/— transplantées échouent a s’établir prés de I’endoste 6. A

I’inverse, le traitement par un agoniste du CaSR améliore la prise de greffel’,
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Figure 4 : Quantification des HSCs dans les cavités de type D, M ou R a I'état d'équilibre et apres activation du
Cy/G-CSF. n=4 souris par groupe, représentées sous forme de symboles différents. La ligne noire représente la
moyenne, les barres d'erreur représentent la déviation standard?®.

c) Les trois lignées hématopoiétiques

Les HSCs sont multipotentes et vont permettre en se divisant de constituer d’une part un
pool de réserve de cellules de renouvellement et d’autre part, de donner les cellules des lignées
érythroblastiques, granulocytaires, mégacaryocytaires, et lymphoides.

Les cellules de la lignée érythroblastique sont groupees en flots au centre des espaces
médullaires prés des sinus 8 (Figure 5 A et B). Les macrophages sont situés au centre des flots
érythroblastiques, et aident les érythroblastes a expulser leurs noyaux avant de sortir de la
moelle . D’autre part, ils phagocytent les cellules anormales.

La lignée myeloblastique est volontiers éparse, et la maturation des granulocytes se fait
de la périphérie vers le centre de la travée avec les myéloblastes, les myelocytes et les

promyélocytes a proximité des travées osseuses®. Les cellules plus matures (myélocytes,
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métamyélocytes et granulocytes) se situent en revanche au centre des espaces médullaires
(Figure 6)*8.
Les mégacaryocytes sont isolés a distance des travées osseuses et pres des sinus

vasculaires?.

Figure 5 : Coloration HES d’une coupe de moelle osseuse, grossissement x20 en A, les flechent indiquant de
gauche a droite, un megacaryocyte, un adipocyte, une travée osseuse et crop x40 en B, centré sur un Tlot
érythroblastique.

Figure 6 : Coloration HES d’une coupe de moelle osseuse, grossissement x40 en A, montrant des granulocytes
matures (fleches) et x40 en B, montrant des granulocytes immatures, collés aux travées (fleches).
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d) Organisation des populations de cellules lymphoides matures dans la moelle

Les lymphocytes T et B sont répartis de maniere éparse, et représentent moins de 10% de

la population générale.

Les plasmocytes ainsi que les mastocytes, trés peu nombreux, sont situés dans les zones
périvasculaires 2. Les plasmocytes sont colocalisés avec les cellules stromales périsinusoidales,
des cellules T régulatrices de la MO (Tregs), des cellules dendritiques (CD) et des éosinophiles
2122 |Is recoivent la d'importants signaux de survie tels que B-cell-activating factor (BAFF),
I'interleukine-6 (IL-6), a proliferation-inducing ligand (APRIL), qui leur permettent de se
différencier en plasmocytes sécrétant des immunoglobulines & longue durée de vie 2%, La MO
contient également un nombre important de cellules B mémoires, dont la majorité sont des
cellules résidentes non circulantes de la MO qui se fixent sur des cellules stromales exprimant
Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) %6, Ces lymphocytes B mémoires peuvent se
différencier localement en plasmocytes. Enfin, dans diverses conditions dysimmunitaires, la
MO peut contenir des structures de type centres germinatifs (CG), contenant des cellules
dendritiques folliculaires (FDCs) et des cellules T auxiliaires folliculaires (TFH) 2 localisées

dans des régions centro-trabéculaires.

Les cellules T CD8+ naives se regroupent selon un rapport 10:1 autour des cellules
présentatrices d'antigénes (CPA) 8. Les cellules T CD8+ mémoires se localisent a proximité
des sinusoides et des cellules stromales VCAM-1+ périvasculaires qui assurent leur survie et
leur maintien en produisant les interleukines IL-7 et IL-15 2%, Les cellules T CD8+ mémoire
produisent le tumor necrosis factor-a (TNF-a) et l'interféron-y (IFN-y), qui peuvent réguler ou
perturber le maintien des HSCs, selon la quantité produite 3132,

Les cellules T CD4+ mémoire sont colocalisées avec les cellules stromales VCAM-1+,
qui produisent également de I'lL-7. Elles sécrétent des cytokines nécessaires au maintien des
HSCs, telles que I'lL-3 et le facteur GM-CSF 333,

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) préservent I'hnématopoiése normale grace a leur fonction
de suppression des lymphocytes T .

Enfin, la MO contient également des cellules T yd matures >, des cellules T Natural Killer

(NK) *" et des cellules lymphoides innées , mais on sait peu de choses sur leurs localisations et

fonctions précises 3.

-26 -



Introduction Organes responsables de la maturation du lymphocyte B

e) Le tissu adipeux

La décroissance du compartiment cellulaire hématopoiétique va de pair avec une
augmentation du compartiment adipeux de la moelle avec I'age . Cette involution adipeuse
peut étre quantifiée histologiquement, en mesurant le pourcentage de volume occupé par les
adipocytes par rapport au tissu médullaire total dans la piéce osseuse. Conformément a cette
idée, chez les souris irradiees, I'implantation de cellules souches hématopoiétiques avec des
progéniteurs adipogénes ou des pré-adipocytes entraine une régénération réduite de la
population de cellules souches hématopoiétiques “°. A I'4ge de 25 ans, le volume adipocytaire
occupe 50 a 70 % du volume total de la moelle osseuse #!. Cette augmentation de la masse
adipeuse s'explique en partie par une augmentation du volume des espaces médullaires au cours
du vieillissement, du fait de la diminution du volume osseux. Elle est particulierement marquée
dans I’os ostéoporotique #2. La culture de cellules mononucléées de MO de lapin sur des milieux
conditionnés par des adipocytes humains ou de lapin entraine une réduction significative du
nombre de cellules pré-pro-B CD79a+, ce qui indique que les adipocytes sont aussi capables
d'inhiber la lymphopoiése B par la sécrétion de facteurs solubles * 4. D’autre part, le blocage
de la différenciation des précurseurs mésenchymateux de MO par I’utilisation d’inhibiteurs de
PPARYy, ou en bloquant le facteur de transcription A-ZIP /F1 chez la souris, a permis la
restauration d’une hématopoiése plus efficace aprés transplantation 40 4546,

En revanche, une étude récente, montre que la restauration adipocytaire peut récupérer
une myélo-érythropoiése déficiente. En effet, il a été montré dans un modele murin de leucémie
myéloide aigue, que la suppression des adipocytes de la moelle altérait la maturation myélo-
érythroide normale, alors que I’administration de PPARy restaurant la maturation adipocytaire,
sauvait la maturation myélo-érythroide physiologique et réprimait la croissance leucémique 4.
Il est d’autre part intéressant de noter que des ilots lymphoides, constitués de GC fonctionnels
peuvent étre présents dans 1 a 2 % des cas au sein de la moelle, au centre des espaces
médullaires, notamment chez les personnes agées avec une importante involution adipeuse %’.
Bien que sécrétant des quantités moindres de TNF et de plus grandes quantités d’IL6 *® et
malgreé I’identification de plusieurs spécificités du tissu adipeux en fonction de sa localisation
chez I’humain, il convient donc de mentionner que le tissu adipeux peut héberger des structures
lymphoides matures capables de réponse antigénique *°.

Il est donc important de rester prudent quant au réle précis que jouent les adipocytes de
moelle dans I’hématopoiése et la lymphopoiése B, les travaux préecédemment décrits ayant été

majoritairement menés chez des souris irradiées. On peut émettre 1’hypothése que les
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adipocytes jouent peut-étre un réle de «protecteurs d’une hématopoi¢se myélo-
érythoide anormale », sachant que la probabilité qu’elle s’altére avec 1’age augmente. Ces
adipocytes sont d’autre part capable d’accueillir des cellules B matures, mais sont peut-étre
également des « regulateurs » de la maturation lymphocytaire B.

En outre, les adipocytes semblent réguler differemment la maintenance des HSCs a court
et a long terme. Dans une étude de coculture adipocytes /HSCs, les adipocytes ont d'abord
induit un déclin de prolifération des HSCs les deux premiéres semaines, puis une augmentation
de leur nombre les semaines suivantes, suggérant que les adipocytes de moelle peuvent

améliorer le maintien des HSCs a long terme chez I’homme *°.

f) Caractérisation transciptomique des differentes populations stromales medullaires

Classiquement, la fonction et Il'architecture des niches de la moelle osseuse ont été
étudiées par des approches génétiques, en utilisant des systemes rapporteurs comme le systeme
Crel/lox, ciblant des expressions géniques. Les premiéres études qui ont caractérisé I'expression
de CXCL12 dans la moelle osseuse a I’aide de souris knock-in ont pu montrer que ce sont
principalement les cellules stromales périvasculaires qui produisent cette cytokine . Ces
cellules ont été nommées CXCL12-abundant reticular cell (CAR), elles se caractérisent par
leur morphologie distincte des cellules stromales s’enroulant autour des vaisseaux ou péricytes.
De plus, Nagasawa et Morrison ont permis I'identification d'un réseau fortement interconnecté
de cellules péri-sinusoidales de la lignée mésenchymateuse 3°1, qui expriment de grandes
quantités de SCF et de CXCL12 ainsi que le récepteur de la leptine (LepR). Une délétion
génétique de SCF et de CXCL12 dans ces cellules LepR+ a montré leur fonction cruciale dans
le maintien des HSCs °2°3, Ces résultats concordent avec des études montrant une localisation
préférentielle des HSCs dans le compartiment péri sinusoidal $3°1545° Un chevauchement entre
les cellules Lepr+ et CAR a été suggéré, mais ce n'est qu'avec l'avenement des récentes
technologies single cell RNA-sequencing (SCRNAseq), ou étude du transcriptome a 1’échelle
de la cellule unique, qu'il a été possible d'accéder a la caractérisation de ces populations. Le
scCRNAseq des cellules exprimant le récepteur Lepr (modéle de souris Lepr-Cre) et la
comparaison avec d'autres données sSCRNAseq publiées sur les cellules stromales de la MO ont
montré que cette population comprend deux compartiments : d’une part un compartiment de
cellules exprimant faiblement I'ARNm Lepr mais exprimant les marqueurs de la lignée
ostéoblastique, tels que l'osterix, la phosphatase alcaline et I'ostéopontine -8, et d’autre part,

un compartiment de cellules exprimant fortement Lepr, ainsi que des marqueurs adipogenes,
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tels que l'adiponectine ou la lipoprotéine lipase. Les sous-populations ont donc été désignées
respectivement comme les cellules Adipo-CAR et Osteo-CAR. Bien que la population Lepr-
Cre soit composeée des deux types cellulaires Adipo-CAR et Osteo-CAR, les cellules Osteo-
CAR présentent des niveaux d'/ARNm Lepr nettement plus faibles et sont donc susceptibles de
n'étre que partiellement représentées dans le modéle Lepr-Cre. D'autres études menées par
Nagasawa et Frenette ont révélé que ces cellules stromales sont en fait des cellules
souches/progénitrices mésenchymateuses (CSMs) capables de se différencier en cellules de
lignées adipocytaires, ostéoblastiques et chondrocytaires.>*°%% Alors que Tikhonova et al. ont
exploité le Cre-labeling spécifique des lignées vasculaires (VE-Cad+), périvasculaires (LepR+)
et ostéoblastiques (Col2.3+) pour étudier spécifiguement des sous-types de niche prédéfinis,
Wolock et al. se sont intéressés a ’ensemble des cellules de la lignée mésenchymateuse °7,
tandis que Baccin et al. et Baryawno et al. ont réalisé le sScRNAseq de toutes les populations
non hématopoiétiques (donc mésenchymateuses et endothéliales) de I'os et de la moelle
osseuse>®%L,

Bien que les résultats de ces études soient cohérents, les dénominations des cellules

stromales identifiées different (Tableau 1).

Likely popul Key cytokines/
Alternative marked by Cre/ chemokines/
Cell type annotation GFP-reporter hematopoietic factors Signature genes Localization
Sinusoidal VE-Cad-Cre Ang, DI, Dli4 Emcen, Stabl, Stab2 Webike structures
endothelial cells throughout the BM
Arterial endothelial cells VE-Cad-Cre DI, Dli4, Pdgfa Llyéa, Cavl, Cd34, Aligned in diaphyseal
Gjad, Gja5 direction
Preadipocytes Llepr-Cre Cxcl12, Adipoq Lepr, Adipoq, Cebpb, Perisinusoidal
Adipog-Cre Fosb, Junb
Pdgfra-Cre
Adipo-CAR cells LEPR + cells, Cxcl12-GFP Cxcl12, Kitl, 117, 1115, 1134, Lepr, Lpl, Adipoq, Perisinusoidal
Preadipocytes, Lepr-Cre Bmp4, Ccl2, Ccl19, Mgp, Esm1
Nes-GFP4™2 AdipogCre Csf1, Cxcl14, Agt,
Pdgfra-Cre Angptl, Angpt2,
Adipoq
Osteo-CAR cells LEPR+ cells, Cxcl12-GFP Cxcl12, Kitl, 17, 15, 134,  Wif1, Sppl, Ibsp, Periarteriolar,
Osteolineage cells,  Lepr-Cre? Ccl2, Ccl19, Csf1, Cd200, Sp7, Alpl, nonvascular,
Lepr-MSC4 Osx-Cre? Cxcl14, Angptl Esm] trabecular region
Nes-GFpime Pdgfra-Cre
(Pre)-osteoblasts Collal (Col2.3)-Cre Bglap, Bglap2, Endosteum
Osx-Cre Collal, Cor3, Sp7,
Ocn-Cre Spare, Alpl
Pdgfra-Cre
(Pro)-chondrocytes Col2al-Cre Acan, Col2al, Sox9 Epiphysis
Arterial fibroblasts PaS cells 1133-GFP 1133, Cxcl1, Ccll 1, Ccl7, Thy1, Den, Sparc, Periarteriolar
Collal (Col2.3)-Cre? Angpil1, Angptl2, Igfl, Cd34, Llyba,
Pdgfra-Cre Bmp7, Fgfl Col3al, Eln
Fibroblastlike cells PasS cells 1I33-GFP 1133, Cxcll, Cell 1, Cel7, Thy1, Den, Sparc, Stroma
Collal (Col2.3)-Cre? Angptl1, Angptl2, Igfl, Cd34, Lyéa, Epiphysis
Pdgfra-Cre Fgfl Col3al, Eln, Fbnl Periosteum
Nestin/NG2+ cells Nes-GFpBiaht Nes-GFP Sppl Cspg4, Nes Periarteriolar
NG2-Cre®*™ NG2-Creff™
Pdgfra-Cre
Smooth muscle cells Myh11-Cre Acta2, Myh11, Tagln Periarteriolar
Acta2-Cre
BM, bone marrow; CAR, Cxcll2-abundant reticular; MSC, mesenchymal stem cell.

Tableau 1 : Identification des différentes population stromales de la moelle osseuse®.
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Il est a noter que les fréquences des types de cellules varient selon les études et que
certains sous-types cellulaires n'ont été identifiés que dans les ensembles de données les plus
complets, ce qui reflete les différences dans la conception expérimentale, la préparation des
échantillons et les sources anatomiques des cellules étudiées. Les niches artériolaires semblent
contenir des cellules endothéliales artérielles, des cellules musculaires lisses, et une population
spécifique de la niche artériolaire, appelée fibroblastes artériolaires, ou cellules Nestin/NG2+
permettant la production de collagéne constituant la tunique artériolaire externe. Les CSMs
périvasculaires NG2+ et Nestin+ ont été décrites comme étant des régulateurs critiques des
HSCs par leur production de CXCL12 et de KITL52 3,

Baryawno et al. a identifié un ensemble de cellules stromales mésenchymateuses
périvasculaires/péricytes, co-exprimant des marqueurs classiques des CSMs : Nes, CPSG4, et
des marqueurs de péricytes Acta2, Myh11 et Mcam ®*. Les péricytes expriment exclusivement
Jagl, le ligand de signalisation Notch, et 11-6, qui sont également impliqués dans la maintenance
des HSCs . Il est a noter que les cellules de ce groupe n'expriment que de trés faibles niveaux
de Lepr. Ainsi, les péricytes et les CSMs Lepr+ se distinguent clairement.

Baryawno et al. distinguent cing groupes de fibroblastes exprimant les genes spécifiques
aux fibroblastes comme la Fibronectine-1 (Fnl), S100a4, Decorine (Dcn), et Sémaphorine-3C
(Sema3c), exprimant a peine les génes de chondrocyte Sox9, Acan et Col2al %, et se distinguant
des CSMs Lepr+ et des péricytes.

Le scRNAseq a identifié les cellules endothéliales sinusoidales et artérielles comme étant
les principales populations endothéliales de la moelle osseuse. Baryawno et al. ont identifié un
troisiéme type de cellules endothéliales qui proviendrait d'artérioles plus petites . Ces
différences transcriptionnelles parmi les populations endothéliales de la moelle osseuse,
refletent probablement des différences dans la taille et la fonction des vaisseaux, ou lI'exposition

a différents gradients micro environnementaux.

Les ostéoblastes semblent jouer un role primordial dans le maintien de 1’hématopoiese.
Les capacités prolifératives des HSCs semblent se développer a proximité de 1’endoste * ©7,
aprés une transplantation de HSCs dans la moelle osseuse. Les ostéoblastes sécrétent des
cytokines et des facteurs de croissance, notamment du G-CSF ®, le facteur de croissance des
hépatocytes (HGF) %8 et I'ostéopontine (OPN) %, capables de maintenir le pool de réserve des
progeniteurs CD34+ dans la moelle. Les ostéoblastes jouent un rdle dans la migration des
HSCs, principalement par le biais des axes de signalisation CXCL12/CXCR4 5! et des

molécules d’adhésion VCAM-1/VLA-4 7°, Grace & un modéle de souris knockout dépourvu du
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récepteur de la protéine de la morphogénése osseuse (BMP), Zhang et al.”* ont signalé qu'une
augmentation du nombre de HSCs était exclusivement associée a une population de cellules qui
tapissaient I'os long et qui présentaient un phénotype ostéoblastique. De méme, Calvi et al
ont démontré que l'activation des ostéoprogéniteurs ou des pré-ostéoblastes Lin- Sca-1 c-Kit
grace a I'normone parathyroidienne (PTH) permettait un enrichissement en HSCs in vivo®. I
est intéressant de noter que cette expansion des HSCs s'est produite sans affecter le nombre
total de cellules hématopoiétiques. Ces observations suggerent que la signalisation induite par
laPTH dans les cellules ostéoprogénitrices ou les pré-ostéoblastes pourrait jouer un role sélectif
dans le maintien de l'auto-renouvellement des HSCs, mais pas dans la prolifération de leurs
progéniteurs engagés. La maniere dont les ostéoblastes régulent la quiescence des HSCs a été
étudiée a de multiples reprises. Les pertes d'interactions ligand-récepteur, telles que pour le
récepteur de l'angiopoiétine > (Ang-1/Tie2) et la thrombopoiétine” (TPO/MPL), dérégulent
non seulement les points de contrdle du cycle cellulaire mais aussi les mécanismes d'adaptation
aux facteurs de stress extrinseques, ce qui entraine une diminution du nombre des HSCs
quiescents. L’inhibition de la signalisation Wingless (Wnt) dans les ostéoblastes entraine

d’autre part la réduction de la capacité d'auto-renouvellement des cellules souches.”

g) Organisation des différentes niches stromales

Baccin et al., ont récemment combiné en 2020 une analyse transcriptomique cellulaire
avec une analyse spatiale des cellules mésenchymateuses de la MO de souris et ont identifié
des niches stromales caractérisées par la production de cytokines spécifiques®. Ils ont d'abord
réalisé le scCRNAseq sur les cellules stromales et hématopoiétiques, et ont microdisséqué les
niches endostéales, sous-endostéales, artériolaires, sinusoidales et non vasculaires par capture
laser. Ceci a permis la localisation des Adipo-CARs dans les niches sinusoidales, qui
représenteraient les cellules LepR+ et qui produiraient des niveaux trés élevés de CXCL12. Les
cellules Ostéo-CARs seraient localisées dans les niches artériolaires et les niches non
vasculaires. Les principales sources de SCF et de CXCL12, IL-7 et M-CSF sembleraient
provenir des populations adipo-CARs et ostéo-CARs. Les cellules stromales NG2+
représenteraient une population hétérogene sans aucune localisation spécifique.

Enfin, des follicules reactionnels peuvent étre présents dans certaines conditions
physiologiques ou pathologiques dans la moelle osseuse et contiennent des cellules stromales
exprimant des marqueurs de FDCs qui restent par ailleurs a distance de I'os, en position centro-
trabéculaires?’. Ces observations posent la question de I’origine de ces FDCs au sein de la MO,
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et de leur localisation systématique a distance de I'os, aussi bien en situation physiologique que
pathologique. Chez la souris, les zones claires des CG des ganglions sont trés hypoxiques’™, ce
qui suggére que les FDCs sont susceptibles de résider dans des régions hypoxiques, comme
c'est le cas dans la zone péri sinusoidale de la moelle osseuse®®4. Le stroma de type FDC
semble provenir de la conversion phénotypique de cellules périsinusoidales préexistantes’,
plutdt que du recrutement de FDCs circulantes, mais leurs précurseurs dans la moelle osseuse
restent en réalité inconnus’’. Des cellules stromales périfollicullaires analogues aux
Fibroblastic Reticular Cells (FRCs) peuvent également étre présentes in vivo. Des cellules FRC-
like peuvent d’ailleurs étre induites a partir de CSMs humaines de MO in vitro en réponse a
une combinaison de TNF/ et de lymphotoxine alB2 (LT)"®7°.

scRNA-seq
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Figure 7 : Schéma de la méthode expérimentale adoptée par Baccin et al dans 1’étude et la caractérisation des
différentes niches stromales dans la moelle.

2. Le ganglion
a) Généralités

Le ganglion lymphatique est composé de 95% de leucocytes et 5% de cellules stromales
8. En raison de la diversité des points d'entrée des agents pathogénes, les humains possédent

plusieurs centaines de ganglions afin de fournir des réponses immunitaires spécifiques de la
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région drainée®!. Les ganglions qui drainent différentes régions topographiques, présentent de
ce fait, des variations fonctionnelles 8284, A titre d’exemple, les Tregs expriment des récepteurs
de surface dirigeant leur migration vers des tissus spéecifiques en fonction de leur localisation,
un phénoméne régit par les ganglions drainants dans lesquels ils résident %. De la méme
maniére, la nature des isotypes d'immunoglobulines des plasmocytes, est largement déterminée
par la région topographique drainée®. Les ganglions présentent également quelques variations

anatomiques topographiques, nous allons cependant décrire leur organisation genérale.

b) Charpente vasculaire et réticulaire

Le ganglion est organisé par une trame fibroblastique supportant I'énorme quantité de
lymphocytes en transit dans la structure. Le réseau de fibres de réticuline est particulierement
dense dans le cortex, excepté dans les zones folliculaires. La charpente réticulinique et le
collagene de la capsule ainsi que les travees sont élaborés par des fibroblastes. La capsule
fibreuse du ganglion est interrompue par les branches des vaisseaux lymphatiques afférents,
pourvus de valvules qui assurent la circulation dans un seul sens. Sous la capsule se trouve le
sinus sous-capsulaire, qui se draine vers la médullaire par les sinus corticaux. Les sinus des
ganglions lymphatiques sont tapissés par des cellules endothéliales, et une trame réticulinique,
fournissant un support de mobilité pour les macrophages.Ces derniers absorbent les particules,
les antigénes solubles et autres débris provenant de la lymphe afférente. Les sinus corticaux,

traversent ensuite la corticale et se dirigent vers la médulla (Figure 8 et 10).
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Figure 8 : Histologie générale du ganglion lymphatique, barre d’échelle 50pum. Immunofluorescence montrant les
noyaux des cellules en bleu, le CD21 en rouge souligne la structure des follicules, le collagene IV en jaune, montre
le réseau vasculaire, lymphatique et fibroblastique, ainsi que la capsule.

La médulla est le siege de larges canaux lymphatiques interconnectés, correspondant aux
sinus médullaires (Figure 9) qui convergent vers le hile. La lymphe se draine depuis le hile,
vers les vaisseaux lymphatiques efférents. Elle transporte les antigenes qui seront ensuite
présentés par les Cellules Présentatrices d’Antigénes (CPA) aux lymphocytes spécifiques &'
Les lymphocytes pénetrent dans le ganglion lymphatique principalement par le systeme des
High Endothelial Veinule ou (HEVS) et accédent au parenchyme en traversant les parois de
veinules postcapillaires spécialisées. Ces derniéres se drainent dans de petites veines qui
quittent le ganglion au niveau du hile . Les lymphocytes qui ne reconnaissent pas d'antigéne
quittent le ganglion en quelques heures par le compartiment lymphatique et la lymphe efférente
pour rejoindre la circulation lymphatique générale par le canal thoracique selon un mécanisme

finement régulé par ’expression des récepteurs a la molécule S1P 8%,
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Figure 9 : Histologie de la médulla, barre d’échelle 50pum. Immunofluorescence montrant les noyaux des cellules
en bleu, le CD21 en rouge souligne la structure des follicules, le collagéne IV en jaune, montre le réseau vasculaire,
lymphatique et fibroblastique.

c) Organisation générale de la population lymphocytaire T et myéloide

Les lymphocytes du cortex superficiel sont essentiellement disposés en follicules
lymphoides ; ceux-ci sont les principaux sites de localisation et de prolifération des
lymphocytes B activés par ’antigéne. Traditionnellement, on classe les follicules lymphoides
en « follicules primaires », s'ils ne comportent pas de centre clair, et en « follicules secondaires
», s'ils en comportent un (Figure 10). Les centres clairs sont le lieu de prolifération des
lymphocytes B et sont appelés CG. Les follicules « primaires » pourraient représenter des
follicules « secondaires » au repos, ils contiennent tous deux un type de fibroblastes particuliers
qui sont les FDCs. Les lymphocytes B du cortex superficiel sont essentiellement des cellules B
« naives » et des cellules B mémoires. L'imagerie quantitative a montré que les Tregs se
regroupent a la frontiére T — B oul ils interagissent avec les cellules T effectrices autoréactives®:.
A la limite des zones de cellules T et B, se trouve un réseau diversifié de cellules lymphoides
(cellules tueuses naturelles, cellules T yd, cellules T tueuses naturelles (NK), et cellules T CD8
+ innées) %2 situées a proximité des macrophages sentinelles des sinus lymphatiques . La zone
corticale profonde ou paracortex, est essentiellement constituée de lymphocytes T et organisée
gréace a un sous-type de cellules stromales appellées Fibroblastic Reticular Cells (FRCs). La

différenciation normale des cellules TFH nécessite généralement deux types de cellules
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présentatrices d’antigénes : les cellules dendritiques (DC) et les cellules B 9. Les DCs sont
généralement nécessaires pour la différenciation précoce des cellules TFH dans les zones inter-
folliculaires, tandis que les cellules B sont nécessaires pour les événements ultérieurs et la
maturation complete des cellules TFH dans le CG. Néanmoins, les cellules B peuvent initier
les réponses des cellules TFH dans certaines conditions %. Les cellules B sont d'excellents
producteurs d'un large éventail de cytokines, notamment I'IlL-6 qui peut faciliter la
différenciation des cellules TFH murines®. Les cellules B sont des cellules présentatrices
d’antigénes plus rares pour les cellules TFH. Les cellules B spécifiques de I'antigéne subissent

ensuite une expansion exponentielle et deviennent ainsi plus abondantes pour activer les TFHSs.

Veinules

Figure 10 : Histologie du cortex et paracortex, barre d’échelle 50pm. Immunofluorescence montrant les noyaux
des cellules en bleu, le CD21 en rouge souligne la structure des follicules, le collagéne IV en jaune, montre le
réseau vasculaire, lymphatique et fibroblastique, ainsi que la capsule. La fleche jaune indique le sinus lymphatique,
la fleche blanches les HEVs et les pointillés verts, la zone sombre des follicules qui sera détaillée plus tard.

Au cours d'une réponse immunitaire, la zone paracorticale peut s'étendre de facon tres
importante dans la médulla. Les cellules T activées se disséminent ensuite dans la circulation
vers les sites périphériques %, ou se déroule la majeure partie de leur activité. Les macrophages
résidents du ganglion éliminent les agents pathogenes en transit de la lymphe et jouent un role
déterminant dans la coordination de la réponse immunitaire %'. Plus précisément, une population
de macrophages CD169 + dans le sinus sous-capsulaire capture les grosses particules et les

micro-organismes qui pénétrent dans le ganglion par les vaisseaux lymphatiques afférents®.
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D’autre part, les cellules endothéliales lymphatiques (LEC) permettent leur maintien via la
production de la cytokine RANKL (également connue sous le nom de TNFSF11) et du Facteur
de survie CSF-1 *°. Ces macrophages facilitent ’initiation de I’activation des cellules B en
transférant des antigénes sous forme native aux cellules B 19194 || a également été montré que
la perturbation de ce réseau de macrophages altére les réponses des cellules B 1%, D’autre part,
des cellules dendritiques CD11b + sont stratégiquement positionnées au niveau du sinus
lymphatique, ou elles capturent les antigénes et les agents pathogenes transmis par la lymphe
pour une présentation efficace aux cellules T naives!®. Elles auraient la capacité d'initier des
réponses cellulaires T robustes bien plus tot que les DC provenant du site d'infection. Une étude
récente a démontré que les lymphocytes T CD4 + et les lymphocytes T CD8 + ne sont pas
uniformément répartis dans tout le paracortex du ganglion . Ainsi, les lymphocytes T CD4 +
seraient enrichis a la périphérie du paracortex de maniere dépendante du récepteur Ebi2 et les
cellules T CD8 + seraient plus centrales. Les cellules dendritiques Dendritic Cells type 1
(cDC1), assurant préférentiellement la présentation croisée de I'antigéne via le CMH | aux
cellules T CD8+ sont localisées au centre du paracortex , tandis que les cellules dendritiques
Dendritic Cells type 2 (cDC2), spécialisées dans la présentation de I'antigene via le CMH Il aux
cellules T CD4+ sont enrichies au niveau du sinus sous capsulaire, des zones adjacentes du

paracortex et des zones interfolliculaires %8,

La médulla contient un maillage dense de vaisseaux sanguins enrichis en plasmocytes
sécréteurs d'anticorps et en macrophages ¥’. La population de cellules qui prédomine dans les
cordons médullaires correspond aux plasmocytes. Les plasmocytes synthétisent les anticorps
qui sont transporté du ganglion vers la circulation générale par la lymphe efférente et assurent
un rétrocontréle de la réaction immunitaire dans les centres germinatifs en limitant I'accés aux
divers antigénes permettant I'émergence des cellules B de plus haute affinité 1%, Les cellules
dendritiques plasmocytoides (pDC) résidant dans la medulla sont des cellules qui répondent
principalement aux infections virales par la synthése d’interferon-a mais elles interviennent

aussi dans la présentation des antigénes °.

L’organisation et le role des lymphocytes T et des macrophages sera abordée dans la

partie concernant la maturation des lymphocytes B dans le ganglion.

d) Caractérisation des differentes populations stromales des organes lymphoides
secondaires
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Les cellules stromales conditionnent 1’organisation du ganglion en participant a la
réalisation de niches fonctionnelles qui interviendront dans la maturation et la qualité de la
réponse immune. Elles se caractérisent chez la souris par leur expression commune de
podoplanine et I’absence d’expression des marqueurs hématopoiétiques, endothéliaux et
épithéliaux'!?. Jusqu’a récemment on distinguait essentiellement les FDCs, sécrétrices de
CXCL13, de localisation intra folliculaire et les FRCs, de localisation extra-folliculaire, et
sécrétant du CCL19/CCL21. Cependant, les nouvelles stratégies de ciblage génétique,
d’imagerie cellulaire et de séquencage par scRNAseq, ont permis de mieux caractériser
I’hétérogénéité des cellules stromales du ganglion chez la souris 2. Au sein des follicules, il a
ainsi été identifieé un compartiment de cellules stromales dans la zone sombre des CG et
sécrétant du CXCL12, appelé Dark-Zone FDCs (DZ-FDC). D’autres cellules produisant
CXCL13, appelées Marginal Reticular Cells, (MRC), expriment TNFSF11/RANKL et résident
en bordure du follicule sous le sinus sous-caspulaire. D’autre part, un sous-type de cellules
exprimant CD21, non associées aux FDCs, a été identifié comme étant un compartiment de
cellules « dormantes ». Elles pourraient étre converties en cellules sécrétant du CXCL13 au
contact de cellules B activées, et seraient identifiées comme les cellules réticulaires border de
la zone T (TBRC) 314 Dans la zone extra folliculaire, au moins deux principaux
compartiments fonctionnels de cellules stromales sont mis en évidence. Les cellules réticulaires
de la zone interfolliculaire (IFRC), attirent les cellules T, B et dendritiques exprimant le
récepteur CCRY7, elles favorisent la croissance, la survie et la migration des lymphocytes. Elles
permettent également la diffusion de petites molécules dans le ganglion. Le second sous-type,
appelé cellules réticulaires médullaire ou Medullary Reticular Cells (MedRCs), constitue le
principal composant structurel de la niche des plasmocytes dans les cordons de la médulla du
ganglion®®,

Récemment, une étude chez la souris par SCRNA-seq a permis de décrire neuf sous-
populations de cellules stromales dans le ganglion, y compris les FDCs, les Marginal Reticular
Cells (MRCs), les MedRC, les TRCs, les cellules péricytaires, les cellules endothéliales
lymphatiques ou LECs et au moins 3 sous-types de cellules stromales, sans identification claire
a cette époque quant a leur fonctionnalité et leur localisation 2. Toutefois, ces sous-types ont
récemment été explorés définissant les sous-populations exprimant CXCL13 regroupés sous le
terme B-cell-interacting reticular cell (BRC), comprenant les DZ et LZ reticular cells, les
MRCs, les TBCRs, les IFRCs 16 . Il convient également de souligner que des données trés
récentes sont disponibles sur les caractéristiques des cellules stromales lymphoides humaines ;

montrant une similarité phénotypique des cellules stromales humaines et de souris 7.
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e) Précurseurs mésenchymateux des cellules stromales lymphoides

Les cellules stromales lymphoides dérivent de progeniteurs mésenchymateux locaux,
mais l'identité, la localisation et la différenciation de ces progéniteurs restent controversées. Il
a eté démontré que les précurseurs pré-adipocytaires se différencient in vivo en plusieurs sous-
types de cellules stromales lymphoides comprenant au moins les MRCs et les FRCs 8,

Les MRCs seraient les équivalents présumés chez 1’adulte des cellules stromales du tissu
lymphoide embryonnaire, et pourraient proliférer et se différencier en FDCs pendant la
réorganisation du ganglion lors de l'inflammation °. De plus, les cellules périvasculaires
pourraient étre les précurseurs de cellules stromales lymphoides méme s'il existe des points de
vue divergents concernant leurs caractéristiques spécifiques et leur origine. L’hypotheése serait
qu’elles proviendraient soit de cellules exprimant I'actine muscle lisse et le PDGFRp
(podoplanine- et CD31-), soit de cellules adventitielles exprimant la podoplanine et le CD34
76120121 11 convient de noter que le renouvellement des cellules stromales spléniques et des
cellules stromales du ganglion semble s’effectuer a partir de progéniteurs propres a chaque
tissu!?2, Chez I’homme, il a récemment été suggéré que les péricytes constitueraient les
précurseurs des FDCs et des FRCs 7. Quelle que soit leur cellule d’origine, la LT et le TNF
constituent les deux facteurs clés impliqués dans la différenciation et I'entretien des cellules

stromales lymphoides!!812,

f) Organisation des différentes niches stromales

Les FRCs résident dans le parenchyme du ganglion et ont a la fois des fonctions
structurelles et de régulation immunitaire. Les FRCs créent un réseau tridimensionnel de
conduits dont I’organisation est modulée lors de 1’inflammation *2* pour faciliter la migration
des cellules et le transport des antigénes, ainsi que pour maintenir la tension du réseau
réticulaire. Les FRCs sécretent également des cytokines de survie des cellules T et des cellules
B, notamment I'IL-7 et le BAFF 8 et aident & maintenir la tolérance des cellules T par
I'expression de complexes auto-peptide/MHCII 125126 gt I'induction de cellules Treg. Les FRCs
présentent trois profils transcriptionnels distincts en sc-RNAseq *2: les TRCs sécrétant des
niveaux élevés de CCL19/21 servant a la constitution d’un support de recrutement et de

migration des lymphocytes B et T CCR7pos et des DC matures ; les TBRCs sécretant de faibles
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niveaux de CCL21 ainsi que des niveaux élevés de BAFF et qui sont situés en bordure des
follicules et les IFRCs sécrétant du CXCL9 en zone inter folliculaire (Figure 11).

T cell zone reticular cells (TRC)

Mesenchymal LTo cells Light zone follicular dendritic cells (LZ-FDC)
Dark zone follicular dendritic cells (DZ-FDC)

: T/B border reticular cells (TBRC)

-<%-\ Interfollicular reticular cells (IFRC)

Medullary reticular cells (MedRC)
Marginal reticular cells (MRC)
Perivascular reticular cells (PRC)

Figure 11 : Schéma montrant I’organisation et la localisation de chaque type cellulaire stromal 4,

Les TBRCs vont constituer une niche de prolifération pour les cellules B matures, en
sécrétant de 1’IL6, du CXCL12 ainsi que APRIL'?'. D’autre part, les IFRCs permettent la
migration des cellules myéloides suite a I’inflammation?812°,

Les Light-Zone FDCs (LZ-FDCs) résident dans les follicules des cellules B et sécrétent
CXCL13. Au cours d'une réaction immunitaire, les LZ-FDCs sont compétentes pour la capture
d'antigenes, notamment via leur expression forte des récepteurs au complément CD21/CD35 et
des récepteurs aux IgM (FcyRAM) en vue de leur recyclage et de leur transfert aux cellules B,
ainsi que pour faciliter I'expansion des follicules en vue d'accueillir la formation du centre

germinatif. L’ensemble de ces cellules est modulable en fonction de 1’état d’inflammation, aussi

bien sur le plan transcriptionnel, qu’architectural 1*41%*, Les DZ-FDCs expriment de faibles
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niveaux de génes codant pour les composants de la matrice extracellulaire, de récepteurs du
complément et présentent un phénotype intermédiaire entre les FDCs et les TBRCs. En cas
d'inflammation, les DZ-FDCs présentent une expression élevée des chimiokines Cxcll et
Cxcl16 et de la cytokine 116, ainsi que des protéines de liaison aux intégrines et de remodelage

de la matrice extracellulaire!'*. (Figure 12)

Figure 12 : Centre germinatif d’amygdale humaine, montrant par immunofluorescence, la chemokine CXCL13
en jaune, CXCL12 en vert, démasquant les LZ-FDCs et les DZ-FDCs au sein du follicule. (Barre d’échelle : 50

pm)

Ainsi, des modifications transcriptionnelles et une adaptation topographique
supplémentaire des DZ-FDCs et des LZ-FDCs accompagne la formation des CG 4. D’autre
part les MRCs semblent étre les cellules sécrétant les niveaux les plus élevés de CXCL13, en
comparaison aux FDCs, DZ-FDCs et TBRCs (Figure 13). Les MRCs, situees dans le cortex
sur les bords extérieurs des follicules des cellules B, soutiennent I'homéostasie des macrophages
par I'expression de RANKL%2129,

Les MedRCs au niveau de la medulla expriment la Lepr et sécretent CXCL12, APRIL,
IL6 et CCL2™° leur permettant d’interagir avec les plasmocytes, les cellules NK, et les

macrophages®*.
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Figure 13 : Etude de I’identité moléculaire des TBRCs, des DZ-FDCs, des LZ-FDCs, des MRCs avant et apres
immunisation, définis par des génes des molécules de signalisation, d’addhésion, de matrice extra cellulaire, de
récepteur du complément, ou de morphologie les discriminants. Conformément aux analyses histologiques, les
FDCs expriment un niveau élevé de Cxcl13 par rapport aux DZ-FDCs et aux TBRCs, mais expriment des niveaux
plus faibles que les MRCs voisins. Les DZ-FDCs expriment de faibles quantités de transcrit Cr2 et de protéine
CD21/35 par rapport aux FDCs et moins de Cxcl12 par rapport aux TBRCs4,

g) Des cellules longtemps apparentées aux cellules stromales : les LECs

Les Lymphatic Endothélial Cells (LECs) se trouvent sur les bords extérieurs du ganglion.
Le sinus sous capsulaire est bordé par deux sous populations de LECs distinctes : les LECs du
plancher (fLEC) et les LECs du plafond (cLEC). Les fLECs sont alignées sur le sinus sous
capsulaire et soutiennent le transport des antigénes dans le parenchyme du ganglion. Les cLECs
tapissent la capsule et expriment le récepteur atypique de chimiokine CCRL1, pour diriger les
CDs dans le parenchyme en créant un gradient de Chemokine (C-C motif) ligand 19 et 21
(CCL19 et de CCL21 respectivement) , les ligands du récepteur de surface des lymphocytes
CCR7, impliqué dans la migration cellulaire!®2, Les fLEC et les cLEC se distinguent également

par leur expression du LYmphatic Vessel Endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE-1), qui est
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exprimé par les fLECs mais pas par les cLECs**2. Des études SCRNA-seq révélent la présence
d'au moins deux sous-populations de LEC médullaires'®. Les LEC du sinus médullaire sont
composées des Pentraxin 3 LECs (Ptx3-LEC) et des Macrophage Receptor with Collagenous
structure LECs (Marco-LEC). Ces sous-populations présentent des mécanismes distincts pour
les interactions avec les agents pathogenes et la modélisation de la matrice. Ainsi, les Ptx3-
LECs sont situés dans les sinus médullaires pres du hile et sont enrichis en génes contrélant la
sortie des lymphocytes. Les Marco-LECs sont situés dans les sinus médullaires péri-
folliculaires ; et expriment des genes associés aux macrophages, a la cascade du complément

et de la coagulation®,

B. Implication des cellules stromales dans la maturation et
I’activation des lymphocytes B

1. Dans la moelle osseuse
a) Maturation des lymphocytes B dans la moelle osseuse

Les principales étapes du développement des cellules B dans la moelle comprennent les
stades HSC, progéniteur multipotent (MPP), progéniteur lymphoide commun (CLP), cellule B
progénitrice (cellule pro-B) (CD34* CD10" CD19%), précurseur B (cellule pré-B) et celui de la
cellule B immature. Hardy et al. ont élégamment montré par 1’étude des marqueurs de surface
en cytométrie de flux et par le séquencage V-D-J par PCR différents stades de développement
qui peuvent étre divisés en fractions qu’ils ont dénommé A, B, C, C’, D et E 13,

En acquérant I'expression du marqueur B220 (CD45R) spécifique aux lignées de cellules
B et la hausse de I'expression du facteur de transcription early B cell factor-1 EBF1, la cellule
entre au stade de cellule pré-pro-B ***¥u fraction A. EBF1, avec ’aide de E2A, se lie au
locus d’Igh, favorisant la recombinaison de DH-JH via l'activité endonucléase des enzymes
codées par les genes activant les recombinaisons 1 et 2 (RAG-1 et -2). Aprés la recombinaison
de DH-JH, la cellule entre au stade précoce de la cellule pro-B ou fraction B 3. Pendant ce
temps, I’expression protéique de PAX5, qui est I'une des cibles du facteur de transcription
EBF1, bloque I'expression des génes de la lignée non B!%°. En outre, de nombreux génes sont
activés a ce stade, sous le contrdle de PAXS5 et d’autres facteurs de transcription. Au cours de
cette étape, I'un des composants du co-récepteur des cellules B, CD19, est exprimé. Les

segments des genes VH et DH-JH sont ensuite recombinés via l'activité endonucléase des
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enzymes codées par les génes activant les recombinaisons 1 et 2 (RAG-1 et -2) *! et la cellule
B entre dans le stade de cellule pro-B tardive ou fraction C 142143, | 'expression de la terminal
deoxynucléotidyl transférase (TdT) est détectable aux stades tardifs du CLP et atteint son
maximum au stade des cellules proB 144,

Au cours de I'étape pro-B ou des fractions A-C, Iga et IgS, qui sont des composants de
de la voie de signalisation du BCR, commencent a s'exprimer, et I'expression de C-KIT permet
a la cellule de recevoir les signaux du SCF 1#°. Cependant, au début du stade pré-B, I'expression

de C-KIT est désactivée de maniére irréversible!®

. Apres une recombinaison réussie du VH-
DH-JH, la cellule exprime un pré-BCR, qui est constitué de la chaine lourde p réarrangée,
complexée avec une pseudo-chaine légére composee de deux petits peptides liés, avec une
région variable (VPREB) et une région constante (A5), ainsi que lga et 1gp*"~24°, Cet ensemble
exerce une répression sur les expressions de RAG-1 et RAG-2'C. La cellule pré-B en
prolifération ou fraction C’ peut poursuivre sa maturation si elle a effectué un réarrangement
productif de la chaine lourde. Le pré-BCR disparait alors de la surface, et cela signale I'entrée
de la cellule au stade pré-B ou fraction D %%, A ce stade, le réarrangement des chaines légéres
est initié par la ré-expression des génes RAG1/2. Le réarrangement de la chaine légere
commence sur l'un des chromosomes de la chaine k, puis des autres si besoin. Si aucun des
réarrangements Kk, n'est productif, le réarrangement est ensuite tenté sur chacun des
chromosomes de la chaine A'%2. Le récepteur IgM (BCR) est exprimé sur la surface des cellules,
ce qui signifie que la cellule B entre dans le stade immature de la cellule B3 ou fraction E.
Tout au long du développement de la cellule B, PU.1 gere I’entrée dans la lignée lymphoide
avec la médiation d'lkaros>*>°, E2A permet de promouvoir I’expression des génes B et EBF1
joue un role important en tant que coordinateur central du développement des cellules B, en
collaboration avec FOXO1%®, EBF1 est essentiel pour I'expression de nombreuses protéines
associées aux cellules B, y compris Iga (CD79a)'*’, IgB (CD79b), et pour I’expression de génes
codant pour le pré-BCR.

Apres I'engagement des CLPs dans la différentiation B, les lymphocytes B produisent un
large répertoire de récepteurs d'antigénes par la recombinaison des segments V, (D) et J des
genes d'immunoglobulines. Les cellules reconnaissant un antigéne survivent, y compris les auto
réactives : c’est la sélection positive. Entre 55 a 75% de ces cellules produisent des Ig qui
reconnaissent des antigénes endogenes *°8. Ces cellules vont soit 1) subir une révision du BCR
(editing) qui va induire la mort par apoptose ou la délétion clonale de prés de 80% des cellules®®
ou lever la reconnaissance des antigénes endogeénes, soit 2) ne plus pouvoir répondre a

I’antigéne et devenir anergiques, soit 3) survivre et devenir « B ignorants ». Apres cette
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sélection négative (tolérance centrale), les lymphocytes B immatures quittent la moelle osseuse

et rejoignent les circulations sanguine et lymphatique 142 1€,

Bendall et al, ont élégamment utilisé 1’outil Wanderlust pour inférer a partir de données
d’expression protéique obtenues en cytométrie de masse (CYTOF) la trajectoire de la cellule B
afin de reconstruire un continuum de différentiation dans un échantillon ou I’ensemble des
populations intermédiaires sont présentes (Figure 14). Ainsi, avec 44 marqueurs protéiques et
200 000 cellules, cette equipe a pu proposer un modele hollistique ordonné par la chronologie

de la lymphopoiése B 144,
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Figure 14 : Résumé de l'expression des marqueurs phénotypiques, des signaux de régulation et des status de
recombinaison IgH, ainsi que des points de contréle proposés pour les cellules Pro et Pré-B reportées sur les
populations décrites dans les cellules B humaines.Trajectoire ordonnée par I’outil Wanderlust. En caracteres gras
. les marqueurs sont le minimum requis pour sélectionner les cellules par analyse cytométrique. En caractéres
réguliers : les marqueurs sont exprimés de maniére uniforme sur la surface. Les marqueurs en italique sont
exprimés de maniére intracellulaire. Les marqueurs entre parentheses "()" ne sont que partiellement exprimés.
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Une nouvelle technique développée par les scientifiques du New York Genome Center
(NYGC) représente une avancée importante pour le séquencage de I'ARN des cellules
individuelles, le CITE-seq, ou Cellular Indexing of Transcriptomes and Epitopes by
sequencing®®?. Elle associe la mesure des marqueurs protéiques de surface sur des milliers de
cellules individuelles au séquengage simultané de I’'ARN. Suite a cette innovation, la
lymphopoigése B fut étudiée en utilisant le CITE-Seq 2. Ainsi I’équipe de Lee a pu identifier
la protéine de liaison a 'ARN YBX3 comme un nouveau marqueur de la différenciation des
cellules pré-B. Leur analyse a d’autre part permis de découvrir plusieurs nouveaux stades de
différenciation des cellules pré-B - dont un stade pré-BCR-dépendant et deux stades pré-BCR-
indépendant qui présentaient des modalités de prolifération distinctes. Ainsi ; le processus de
différenciation des cellules pré-B s'est traduit par une régulation inattendue du facteur de
transcription EBF1 et de la protéine de liaison de I'ARN YBX3. D’autre part, les stades pré-
BCR indépendants ont été corrélés a des modifications des récepteurs de chimiokines et de
cytokines s’associant probablement avec une localisation spécifique de ces cellules dans la

moelle osseuse.

b) L’implication des différentes niches stromales de la moelle dans la maturation B

Dans de nombreux systemes biologiques, la localisation cellulaire relative a son
microenvironnement influence les décisions cellulaires telles que la quiescence, l'activation et
la différenciation. Le concept de niches microenvironnementales, ft lancé par Schofield en
1978 pour expliquer la capacité progénitrice hématopoiétique supérieure des cellules résidentes
de la moelle osseuse par rapport a celle des cellules spléniques. Cette étude en propulsa d’autres
sur les niches d’HSCs de la MO. Des études pionnieres sur la localisation des cellules de la
lignée B ont suggéré que les progeniteurs précoces de cellules B marquées par B220 et
manquant l'expression cytoplasmique d’Igu étaient enrichis dans les niches sous-endostéales,
notamment en utilisant des techniques d’immunofluorescence classique dans des tissus de
fémur de rat et en se basant sur 1’expression de la TdT ®. Les cellules pré-pro-B sont
drastiqguement diminuées chez les souris Osx-Cre/Cxcl12lox/-, soulignant I'importance de
I'expression de CXCL12 dans les ostéo-progéniteurs pour leur développement 6. En utilisant
des modele murins transgéniques et la Mb1-Cre-recombinase délétant des génes floxés comme
Fak dans les précurseurs B, mais aussi en ciblant les cellules du microenvironnement en
annulant 1’expression de Cxcl12 dans les cellules stromales ou en utilisant des systemes
rapporteurs des génes 76FP* et Cxcl129Re™* et un suivi en microscopie biphotonique

intravitale, dans la calvaria de souris, il a été montré que les cellules pro-B ont une motilité
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limitée par une forte expression de I'intégrine VLA4 1% et qu’elles dépendent considérablement
de la signalisation des cellules mésenchymateuses produisant du CXCL12 et de I’IL-7 pour leur
prolifération et leur rétention dans la moelle osseuse. La signalisation IL-7R dans les cellules
pro B controle l'expression de CXCR4 et de la kinase d’adhésion focale (FAK)?1%7 et en
consequence, leur rétention dans la moelle. Il est important de noter que la signalisation pré-
BCR contréle le passage d'une expression FAK/VLA4 élevée a une expression FAK/VLA4
plus faible et donc, I'adhésion a VCAM-1, tout en favorisant une expression CXCR4 plus élevée
et la migration. Dans une analogie simple, la signalisation pré-BCR accélére la motilité des
cellules pré-B en diminuant I’adhésion (FAK/VLA4) tout en forcant la motilité (CXCR4)68,
Les cellules pré-B définies par I'expression cytoplasmique, mais indétectable de la surface d’Igu
étaient plus uniformément réparties dans les cavités sous-endostéales et centrales. (Figure 15
et 16).
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Figure 15: Coupe longitudinale de fémur de souris irradiées 117CF* Cxcl12%Red* Ragl™" ou Ragl™" IghB¥®/+
Cxcl12-dsRed (red). (n = 3). Fréquence des cellules proB (Ragl™") et preB (Ragl™~~ Igh®®*) en contact avec les
cellules IL-7* CXCL12*. Chaque rond correspond a une souris.*, P < 0.05. test de student non pairé. Barre
d’échelle, 50 um. La moyenne est indiquée par une barre. 165
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Figure 16 : Comportement migratoire des cellules ProB et preB in vivo. (A) Distribution des cellules proB GFP+
(vert, en haut a gauche) et des cellules preB (vert, en bas a gauche) dans les calvaria de souris Cxcl12dsRed/+
irradiées létalement et reconstituées avec des cellules de moelle RaglGFP/GFP ou RaglGFP/GFP Igh3-83/+.
Mouvement des cellules GFP+ B suivi pendant 30 min in vivo par IVM. Les lignes colorées représentent les
trajectoires des cellules. Barre d'échelle, 50 um. (B) Vitesse médiane (micrometres par minute). Chaque cercle
représente une seule cellule analysée. (C) Coefficient de motilité moyen des cellules pro-B et pré-B. Le
déplacement des cellules a partir des coordonnées de départ est tracé en fonction du temps (minutes). Les lignes
représentent le coefficient de motilité moyen de trois vidéos distinctes par souris. (D) Temps (minutes) passé en
contact direct avec des cellules CXCL12+ pendant 30 minutes. (E) Temps moyen (minutes) passe par les cellules
pro-B et pré-B en contact avec des cellules CXCL12+ individuelles. Les cercles représentent les cellules
individuelles analysées. **** P < 0.00005 par le test t de I'éleve non apparié. Les données de tous les panels sont
représentatives de trois expériences indépendantes.

Une étude a proposé que le pré-BCR puisse interagir physiqguement avec la lectine
Galectin-1 associée au stroma pour activer la transduction de signaux destinés a la prolifération
et la différenciation des cellules pré-B %170 Des analyses in situ de cellules pré-B purifiées
par triage qui ont été transférées dans des souris receveuses ont montré une association étroite
entre les cellules pré-B et les cellules stromales Galectin-1+ qui n'exprimaient pas IL-7 mais
exprimaient CXCL12 dans la moelle osseuse %, La perte de I'expression de Nidogen-1 affecte
specifiqguement I'accés des cellules pro-B a I'lL-7, ce qui entraine une altération de I'expansion

et la différenciation des cellules B précoces *72.

Les principales caractéristiques du stade immature des cellules B sont la sélection
négative des BCR auto-réactives et leur sortie vers la périphérie ou elles achéevent leur
maturation. Par rapport aux cellules pro-B et pré-B, les cellules B immatures expriment de
faibles niveaux de CXCR4 et ont une capacité réduite a adhérer 8 VCAM1 %7, FLT3L est un
ligand pour FTL3, qui est essentiel pour le développement des cellules pré-pro-B 173, De plus,

lorsque des souris transgéniques pour un BCR spécifique du lysosome d'oeuf de poule (HEL)
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sont traitées avec HEL pour simuler I'engagement d'un auto-antigene, les cellules B immatures
expriment des niveaux plus élevés de CXCR4, ce qui entraine une diminution de leur sortie
vers la périphérie. Cela suggere que les cellules B immatures sont retenues dans la MO si leur
BCR est auto-reactif. En accord avec ce résultat, le récepteur cannabinoide 2 est impliqué dans
la rétention des cellules B immatures dans les sinusoides 174, De plus, les cellules B immatures
sont protégées de I'apoptose médiée par le BCR et ont la capacité de réinitialiser les génes RAG1
et RAG2 activant la recombinaison lorsqu'elles sont incubées avec des cellules du
microenvironnement de la moelle exprimant DX5 et de faibles niveaux de Thyl 1">176 Dans
I'ensemble, ces résultats montrent que les cellules endothéliales et/ou stromales jouent un réle
important dans la rétention des cellules B immatures auto-réactives dans la moelle et dans
I'édition des récepteurs. Lorsque le réarrangement des chaines légéres est terminé, une molécule
d'lgM de surface est exprimée. Enfin, les cellules matures qui quittent la moelle osseuse
expriment & la fois une IgM et une IgD. Les cellules B immatures diminuent I'expression
membranaire du récepteur CXCR4 et augmentent I’expression de S1IPR1, permettant ainsi la
sortie des cellules par les sinusoides.

Aux stades ultérieurs du développement des cellules B, les lymphocytes B immatures se
localisent principalement dans la moelle centrale avec des sinusoides de petit calibre dont la

lumiére est souvent comblée de cellules B immatures.

2. Dans le ganglion

a) Les différents états de maturation du lymphocyte B dans le ganglion
Les CGs sont des structures transitoires qui se forment dans les organes lymphoides

périphériques en réponse a une stimulation antigénique 1’”. Lors d’une activation antigénique,
les lymphocytes B naifs reconnaissent tout d’abord les antigeénes natifs sous la forme soluble
ou présentés par des cellules présentatrices d’antigénes, comme les macrophages ou les cellules
dendritiques!®®192178 1 ’objectif des structures lymphoides secondaires est d’augmenter
I’affinité de ces cellules pour les antigénes en fabriquant des anticorps de haute affinité grace a
la modification de la région variable des chaines d’immunoglobulines par des processus
d’hypermutations somatiques (HMS)!"®18, Une fois les lymphocytes B activés, ces cellules
surexpriment le récepteur CCR7 a leur surface, facilitant leur migration dans la zone T via un
gradient d’expression des chimiokines CCL21 et CCL19 8, Ces lymphocytes B viennent en
bordure du follicule a la rencontre de lymphocytes T CD4+ préalablement actives par des DCs
ou ils proliférent et interagissent en présentant les fragments antigéniques par 1’intermédiaire

du CMH de classe 11 182183 a durée de ces interactions dépend de leur spécificité et de leur
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affinité pour ’antigéne rencontré. A ce stade, certains lymphocytes B antigéne-spécifiques
proliférent dans les zones extra folliculaires, dans la medulla, pour devenir des plasmablastes a
courte durée de vie sécrétant des anticorps de faible affinité pour 1’antigéne, mais fournissant
une réponse protectrice rapide essentiellement de type IgM. Les autres lymphocytes B actives
peuvent également se différencier en lymphocytes B mémoires ou en lymphocytes destinés a
transiter dans le CG. Les cellules B mémoires et les plasmocytes résultant de ce processus de
sélection d’affinité apparaissent ensuite une semaine aprés la rencontre avec I’antigéne 184, ||
est maintenant bien établi que ce sont les lymphocytes de faible affinité pour 1’antigéne qui
seront amenés a devenir des lymphocytes B mémoires ou a transiter par le centre germinatif 85,
Au niveau de la zone inter folliculaire et de la frontiere T-B, les cellules dendritiques et B
coopérent a la production de TFH en deux phases canoniques. Premierement, les cellules TCD4
naives interagissent avec les DCs, entrainant une augmentation de 1’expression de BCL6 et
CXCRS, le récepteur de chimiokine qui dirige la migration vers le follicule de cellules devenues
pré-TFH %, Deuxiémement, en entrant dans le follicule, elles interagissent avec les cellules B
pour compléter leur différenciation en cellules TFH matures via des interactions mettant en jeu
notamment le couple ICOS-ICOSL 91:182.183.187

Le CG est divisé en deux zones histologiques qui sont la zone sombre et la zone claire.
La zone sombre est presque exclusivement constituée de de lymphocytes B proliférants appelés
centroblastes. Les centroblastes vont diversifier le domaine variable de leurs immunoglobulines
sous I’action d’HMS, dans le but de générer de nouvelles spécificités pour les antigénes 18189,
La coopération des signalisations CD40 et BCR conduit a l'induction de MYC 19019 gt
mTORC1¥2, L'activation transitoire de MYC et mTORC1 permet aux cellules de la zone claire
de devenir anaboliques et de générer les pools de précurseurs métaboliques qui seront
nécessaires a la prolifération dans la zone sombre. Normalement, ce processus est séquentiel
afin que les cellules de la zone claire ne proliférent pas pendant qu'elles subissent une charge
anabolique. En revanche, dans la zone sombre, MYC est silencieux et I'activité de mMTORC1
est reduite, ce qui peut limiter la capacité des cellules en division rapide a subir une réplication
continue. Cette séparation de I'anabolisme et de la prolifération est en partie due aux actions du
répresseur transcriptionnel BCL6, qui réduit simultanément au silence les génes MYC et les
génes de contrdle du cycle cellulaire 1°2. Toute perte de cette exclusivité mutuelle MYC/BCL6
est intrinsequement dangereuse et pourrait déclencher une prolifération lymphocytaire B
illimitée. La zone claire contient des lymphocytes B de plus petite taille, non proliférants, au
contact de lymphocytes TFH, de cellules LZ-FDCs et de macrophages. Les CGs sont depuis

longtemps considérés comme des sites dans lesquels la recombinaison des commutateurs de
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classe d'lg (CSR) est favorisée. Roco et al ont recemment démontré que la CSR se produit au
cours de l'interaction initiale entre les cellules T et les cellules B avant la formation du CG et
qu'elle diminue rapidement lorsque les cellules B se différencient en cellules du centre
germinatif et que le processus d’HMS commence 1%, Un petit pool de centrocytes deviendront
des lymphocytes B mémoires ou des plasmocytes 18 mais plus de la moitié des lymphocytes B
du centre germinatif entrent en apoptose toutes les six heures!®%_ Les centrocytes les plus
affins capturent l'antigéne a la surface du FDC via leur BCR et présentent les peptides
antigéniques résultants dans les molécules du CMH de classe Il aux cellules TFH qui délivrent
le signal limitant pour induire un nouveau cycle de prolifération dans la DZ ou la différentiation
terminale. IIs produisent de plus une quantité accrue de CCL22 et CCL17, permettant d’attirer
plus de TFH CCR4+'%, |'axe CD40L-CD40 est crucial pour le maintien des CGs car l'absence
de CD40 ou de son ligand, ou I'administration d'anticorps anti-CD40L a tout moment abolit la
réaction du CG %7, Les cellules TFH sont également connues pour sécréter des cytokines qui
influencent de facon majeure les cellules B 1%81%° Deux des principales cytokines sécrétées par
les cellules TFH sont I'lL-4 et I'IL-21. Ces cytokines favorisent la prolifération des cellules B,
et différenciation en plasmocytes. L'IL-21 favorise I'expression des génes clés tels que BCL6 et
AICDA. L’aide des cellules TFH a été identifiée comme 1’élément limitant pour la sélection des
cellules B a haute affinité du GC 2. Les cellules de forte d'affinité recoivent des signaux BCR
plus forts qui favorisent leur survie et captent plus d’antigénes. Les clones selectionnés
retourneront dans la zone sombre pour subir une deuxiéme phase d'expansion et d” HMS, ou se
différencieront en plasmocytes ou en cellules mémoires. Les clones non sélectionnés mourront
et seront endocytés par des macrophages a corps tingibles. A noter que le hasard des HMS peut
conduire a l'introduction de mutations qui conduisent a la reconnaissance d’auto-antigenes, qui
peuvent générer des anticorps autoréactifs et potentiellement provoquer une maladie auto-
immune. Ainsi, en plus de sélectionner les cellules ayant la plus grande affinité pour I'antigene
immunisant, il existe certainement des "points de contréle” pour éliminer les cellules B qui
acquiérent la capacité de se lier a l'auto-antigéne 2°*. Environ 10 a 30 % des lymphocytes B
possédent une affinité antigénique suffisante pour échapper a l'apoptose, mais ne se
différencient pas en plasmocytes ou en lymphocytes B mémoires et rentrent de nouveau dans

la zone sombre pour de nouvelles séries d'HMS et de prolifération 178194202204
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b) L’intervention cruciale du microenvironnement stromal
Les FRCs produisent des composants de la matrice extracellulaire, notamment la

laminine, la fibronectine, le collagéne 1V et la ténascine, pour former une matrice extracellulaire
fonctionnelle. Ils forment un réseau dynamique régulant l'organisation du ganglion et le trafic
de cellules immunitaires*t2°52%_Qutre leur réle crucial initialement identifié dans le transit
des cellules T, les FRCs ont également un impact sur le comportement des cellules B. Tout
d'abord, les FRCs recrutent les lymphocytes B par libération de CXCL12 et de CCL19/CCL21
et garantissent leur trafic depuis le paracortex vers les follicules 2%. Au tout début de la réponse
du centre germinatif, le TNFSF13 (APRIL), qui est produit par une population de FRCs
exprimant la podoplanine et CD157, participe conjointement a la sécrétion d'IL-6 et des
chimiokines CXCL12, CCL19 et CCL21, a la maturation des plasmablastes'?’. Deuxiémement,
les MedRC générent une structure matricielle extracellulaire différente de celle des FRCs et
produisent en particulier de grandes quantités de CXCL12, BAFF, APRIL, et d’IL-6. IL est
montré qu'elles guident la migration des plasmocytes exprimant le récepteur CXCR4 et
contribuent, en association avec les macrophages, a leur survie 1. 1l est important de noter que
les FRCs subissent des changements morphologiques massifs pour faire face a I'augmentation
du nombre de lymphocytes B et T, et ces modifications reposent sur I’interaction entre la
podoplanine/gp38 sur les FRCs et CLEC-2 exprimé par des DCs, ayant pour conséquence une
réduction de la contractilité des FRCs et de leur élongation 2°"2%, (Figure 17). Les FRCs sont
également soumises a une forte prolifération dans ce contexte qui participe également a

I’expansion du réseau nécessaire a I’augmentation de taille des ganglions .
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Figure 17 : Dépdt matriciel par les TRCs contr6lé par I’interaction CLEC-2/podoplanine, ainsi que les complexes
LL5-microtubulaires, lors de 1’inflammation.
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Les cellules B ont été récemment proposées comme contribuant a I'activation initiale et
au maintien des FRCs dans le ganglion et la rate par l'intermédiaire de la production de
LT122’209’210.

Il est intéressant de noter que les FRCs sont également impliqués dans la tolérance
immunitaire périphérique en présentant des auto antigénes aux lymphocytes T CD8+ et CD4+
par le biais des complexes peptidiques du CMHII en inhibant leur survie ou en empéchant une
stimulation ultérieure 12621 || a également été démontré qu'elles limiteraient la prolifération
des cellules T activées indépendamment de la présentation de I'antigene. Dans la souris, cette
fonction suppressive a été attribuée a l'induction de la NO synthase 2'? alors que chez I'homme,
une étude récente a proposé que les TRCs limitent I'activation des cellules T grace a une
combinaison de plusieurs facteurs, notamment I'indoleamine-2,3-dioxygénase (IDO), la
prostaglandine E2, TGF-BR, et la signalisation du récepteur de I'adénosine A2 %13, Comme IDO
a également été impliqué dans l'inhibition de la prolifération des cellules B par les cellules
stromales humaines activées par IFNy 24 il est tentant de supposer que les FRCs peuvent aussi

étre impliquées dans la régulation de la réponse des cellules B lors de 1’état inflammatoire.

) Role des FDCs dans la maturation des lymphocytes B

Les lymphocytes B activeés qui ont auparavant subi les signaux de co-stimulation des
lymphocytes T migrent vers le follicule pour y proliférer. Les LZ-FDCs sont cruciales pour
I'organisation des lymphocytes B?*>. CXCL13, une chimiokine produite par les FDCs et les
Tth, favorise la mobilité des cellules B via le récepteur CXCR5 vers la zone de lumiére du
follicule primaire et du centre germinatif. L'expression de CXCL13 dépend étroitement de la
sécrétion de lymphotoxine (LT) par des cellules B qui, a son tour, dépend de la production de
CXCL13 dans une boucle de rétroaction positive 8. Les FDCs présentent des antigénes aux
cellules B en formant des complexes immuns avec des anticorps ou avec le systéeme du
complément CR1/CR2 12 | Ensuite, les FDCs activent la cytidine désaminase induite par
I'activation (AID) pour la recombinaison isotypique et les hypermutations somatiques des
cellules B 2217, Dans un processus appelé sélection d'affinité, les cellules B sélectionnées qui
interagissent avec l'antigéne présenté sur les FDCs proliferent et deviennent des plasmocytes
ou des cellules B mémoires. Par ailleurs, les FDCs matures expriment le Toll Like Receptor 4
(TLR4), qui stimulé par les phospholipides oxydés endogeénes liberés par les cellules B
apoptotiques, augmente la capacité des FDCs a favoriser les hypermutations somatiques et la

commutation isotypique par la synthése de TGFB %8, Au cours de la réponse du centre
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germinatif, les FDCs expriment les récepteurs d'intégrines ICAM-1 et VCAM, identifiés
comme les ligands spécifiques respectifs des récepteurs LFA-1 et VLA-4 des cellules B, afin
de prévenir leur apoptose 2*° et de renforcer les interactions. En outre, la voie du ligand
Hedgehog (protéine sonique) protége les cellules B contre I'apoptose induite par Fas 2%, Les
FDCs peuvent retenir des antigénes pendant de longues périodes grace a des processus
d’internalisation non dégradative et de recyclage, pour interagir ensuite avec les rares cellules
B spécifiques d'antigénes correspondants, provenant d'organes éloignés 22!, Les FDCs
produisent des facteurs solubles comme le BAFF 222223 |'|L15 224, qui participent & la survie et
a la prolifération des cellules B. Mais les FDCs peuvent également conduire a I'élimination des
cellules B en enrobant les cellules B pré-apoptotiques de MFGES8, pour les conduire a
I'élimination par les macrophages a corps tingible ?2° . Les FDCs sont principalement identifiés
dans la zone claire, mais au cours de la différenciation des cellules B, I’Hepatocyte Growth
Factor (I'HGF) semble étre sécrété par certaines cellules stromales spécifiquement situés dans
la zone sombre (DZ-FDCs) afin d'ameéliorer la prolifération et la survie des centroblastes
exprimant la protéine Mesenchymal Epithelial Transition (MET) 2%. En outre, la PGE2 serait
un médiateur important dans les interactions entre les FDCs et les cellules B en favorisant la
survie, la prolifération et la différenciation in vitro et aurait un impact sur la production
d'anticorps pendant la réponse immunitaire 22’. Les FDCs ont surexprimé plusieurs molécules
immunosuppressives, notamment CD200, IL411 et CD274, susceptibles de limiter I'activation
et la prolifération des lymphocytes T et d'accroitre la stringence de la réponse du GC!Y. La
forte expression de PD-L1 et PD-L2 sur les FDCs agit également en faveur d’une tolérance
immunitaire en activant PD1 sur les cellules T?%8,

Les LZ-FDCs ne sont pas les seules cellules stromales présentes dans le follicule. Une
étude décrit chez la souris, un sous-type stromal sécrétant CXCL12 dans la zone sombre dont
les propriétés et la lignée seraient davantage liées aux FRCs. Ces cellules représenteraient le
sous-type stromal majoritaire de la zone sombre et leurs propriétés semblent étre indépendantes
du TNF et de la LT 19522° Ces cellules aideraient les cellules B a passer du stade centrocytes
de la zone claire au stade de centroblastes de la zone sombre par I’expression d’un gradient de
CXCL12. Les similarités entre les LZ-FDCs et les DZ-FDCs sont davantage liées a leur
morphologie et a leur conformation spatiale dans le follicule qu'a leur profil transcriptionnel.
En outre, il convient de noter que ces deux sous-types semblent partager I'expression du gene

SOX9, un géne connu pour étre impliqué dans la différenciation cellulaire 128229,

d) Les MRCs
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Les MRCs forment une monocouche de cellules sous capsulaire en contact trés étroit avec
les follicules primaires. Ces cellules sécrétent du CXCL13 et sont impliquées dans le trafic des
antigénes et/ou des cellules B du sinus sous-scapulaire vers le follicule B °2. Mais de trop rares
études sont disponibles dans la littérature, peut-étre en raison de la difficulté a suivre ces

cellules rares dans un modele murin, ou a les isoler in vitro.

e) Une niche orchestrant un positionnement stratégique des lymphocytes B

Les cellules B du CG expriment des niveaux élevés du récepteur 2 de la sphingosine-1-
phosphate (S1PR2), un membre de la famille des récepteurs de la sphingosine-1-phosphate
(S1P) 2, S1IPR2 joue un réle important dans le positionnement des lymphocytes B des CG,
ainsi que dans leur I'noméostasie 2*°. Des expériences de migration in vitro ont montré qu'en
présence de S1P, S1PR2 diminuaient la migration des cellules B des CG vers les
chimioattracteurs 23!, SIPR2 favorise le déplacement des lymphocytes B vers le centre du
follicule et leur confinement dans le CG. P2RY8 est un récepteur couplé au Gal3 qui joue un
role dans I'inhibition de la migration et la régulation de la croissance des cellules B dans les
tissus lymphoides 2%2. P2RY8 favorise le regroupement des cellules B activées dans les
follicules d'une maniére dépendante des FDCs 2%, Le S-geranylgeranyl-L-glutathione (GGG),
est un ligand de P2RY8 qui est détectable dans les tissus lymphoides au niveau nanomolaire.
Le GGG inhibe la migration médiée par les chimiokines des cellules B du centre germinatif et
des TFH, et antagonise I’activation de I'AKT phosphorylée dans les cellules B. D’autre part,
I'enzyme gamma-glutamyltransférase-5 (GGT5), fortement exprimée par les FDCs, métabolise
la GGG en une forme qui n'active pas le récepteur. La surexpression de GGT5 perturbe la
capacité de P2RY8 a favoriser le confinement des cellules B dans les centres germinatifs, ce
qui indique que GGT5 établit un gradient de GGG dans les tissus lymphoides 2**. Un autre
déterminant important dans le positionnement et I'organisation des CG est CXCL13. Sans
CXCL13, les cellules B se rassemblent toujours en anneaux sépares autour des zones T, mais
ne forment pas de clusters polarisés 2®. Les cellules B de souris déficientes en CXCL13 ou en
récepteur CXCR5 peuvent former des CG, mais plus petits que la normale et, dans la rate, les
CG se forment dans la gaine lymphoide périartériolaire plutdét que dans le follicule, ce qui
suggere que la fonction de CXCRS5 est importante pour la localisation des précurseurs des CG
236 Cependant, dans les ganglions lymphatiques des souris déficientes en CXCR5, les CG sont
toujours localisés dans les zones de cellules B, ce qui indique que des facteurs supplémentaires
peuvent participer a la localisation correcte des cellules B précurseurs de CG dans les ganglions
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lymphatiques. La ségrégation des zones claires et sombres est médiée par CXCL13 et CXCL12
237 Au sein du CG, CXCL13 est détectable sur les FDCs de la zone claire, mais pas sur les
cellules stromales de la zone sombre, et son récepteur CXCR5 est important pour la localisation
des cellules B du CG dans la zone claire. CXCL13 et CXCRS5 sont également importants pour
la polarisation correcte des FDCs associées au CG vers la zone claire. Sans CXCL13, le réseau
de FDCs du CG se forme toujours et exprime des marqueurs de maturation, mais il n'est pas
positionné par rapport a la zone T comme dans un CG normal. Ce phénomeéne se produit méme
chez les souris dépourvues de CXCR5 uniquement dans les cellules hématopoiétiques, ce qui
indique qu'il est probablement secondaire a un mauvais positionnement des lymphocytes.
CXCL12 se lie a CXCR4, qui est exprimé plus fortement sur les centroblastes que sur les
centrocytes et favorise le déplacement des centroblastes vers la zone sombre ou CXCL12 est
concentré dans le CG 2%, Lorsque la fonction de CXCR4 est perturbée, soit par une déficience
génétique dans les cellules B, soit par I'utilisation d'antagonistes chimiques, le réseau polarisé
de FDC associés au CG se disperse, ce qui démontre que la signalisation continue de CXCR4

sur les cellules B est nécessaire pour maintenir la polarisation des FDCS 2%,

f) Pourquoi ces interactions restent-elles si difficiles a étudier ?

Tout d'abord, les lymphocytes B du CG doivent constamment étre stimulés par des
signaux anti-apoptotiques difficiles a imiter in vitro. Néanmoins, Nojima et al ont co-cultivé
des cellules B murines naives avec des cellules stromales congues pour exprimer CD40L et
sécréter du BAFF et de I'lL21 2%. IIs ont ainsi obtenu une activation de type CG in vitro, suivie
d’un engagement réversible en cellules B mémoire de maniére dépendante a I'lL21. Puwarda
et al, ont essayé de récapituler un modeéle de follicule secondaire (Figure 18) en co-cultivant
des cellules stromales avec des cellules B activées, associé a du BAFF et de I’IL4 dans un
hydrogel 249241, Cet hydrogel pouvait contenir diverses séquences RGD, imitant les interactions
avec de la matrice extra cellulaire. De plus, des nanoparticules de silicate permettaient de
moduler la rigidité de la structure. Dans ce modéle 1’engagement des cellules B naives vers un
phénotype activé avec une signature CG était 100 fois plus élevé et rapide que dans une co-
culture 2D classique. D’autre part, cet effet a été combiné & une commutation isotypique

efficace.
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Figure 18 : Organoide folliculaire de cellules B fabriqué ex vivo. Schéma des l'interactions in vivo entre les
cellules B naives matures avec les cellules T auxiliaires folliculaires (TFH) et les FDCs dans le follicule du tissu
lymphoide. Les FDCs produisent BAFF qui favorise l'activation des cellules B naives et leur conversion en
phénotype de centre germinatif 240,

Deuxiemement, il est maintenant bien établi que les cellules stromales acquiérent des
propriétés différentes selon leur conformation, leur morphologie ainsi que leur organisation
spatiale’®, et que, dans les cultures 2D, les FRCs et les FDCs perdent rapidement leur
phénotype. C'est pourquoi Cukierman et al ont comparé la composition et la fonction des
cellules stromales cultivées dans une matrice 3D dérivée de tissu et dans une culture cellulaire
classique. 1l a été clairement mis en évidence que le modéle de matrice 3D différait par son
contenu en intégrines alphaSbetal et alphavbeta3, en paxilline, en d'autres composants du
cytosquelette avec d’autre part une activation de la kinase d'adhésion focale (FAK) dans les

cellules stromales par rapport a la culture cellulaire 2D 2*2.(Figure 19 et 20)

paxillin + paxillin fibronectin

Figure 19 : Les adhésions in vivo sur une matrice 3D different des adhésions focales ou fibrillaires sur des substrats
2D. (A a E) Images confocales d'une coloration par immunofluorescence indirecte d'un fibroblaste de souris in
vitro sur lamelle 2D recouverte de fibronectine ; (F a J) sections transversales de mésenchyme d'un embryon de
souris E13.5. L'intégrine a5 [(A) et (F), vert] et la paxilline [(B) et (G), rouge] sont colocalisées avec une
organisation fibrillaire dans le tissu mésenchymateux [(H), mais pas sur un substrat 2D in vitro (C). La fibronectine
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[(D) et (1), bleu] se localise dans les structures fibrillaires in vivo. Notez que les adhésions focales (pointes de
fleche remplies) et les adhésions fibrillaires (pointes de fleche ouvertes) montrent une localisation différentielle
des marqueurs a5 intégrine et paxilline uniquement sur des substrats plats traditionnels en 2D in vitro. Les
adhésions matricielles 3D (fleches) identifiées par la triple localisation sont présentes dans des environnements
3D in vivo. Barre d'échelle, 5 pm?%2,

+ paxillin + paxillin [pY3"] + FAK + FAK [pY3%7]

cell-derived 3D matrix »

fibronectin

in vivo

Figure 20 : Les adhésions aux matrices 3D contiennent de la paxilline phosphorylée sur la tyrosine (pY31), mais
pas de FAK phosphorylé sur la tyrosine (pY397). (A) Les fibroblastes ont été cultivés pendant une nuit dans des
matrices 3D dérivées de cellules (a a d) ou sur des lamelles recouvertes de fibronectine (e a h). L'intégrine a5 (vert)
et les molécules suivantes (rouge) : paxilline (a et e), phospho-paxilline31 (b et f), FAK (c et g) ou phospho-
FAK397 (d et h) sont présentées dans ces résultats. Notez que méme si la protéine FAK se colocalise avec
l'aSintégrine de maniére similaire a la paxilline et a la phospho-paxilline31 dans les matrices 3D, ce n'est pas le
cas de la phospho-FAK397, sauf dans de petits sites focaux. En revanche, les molécules présentent une
colocalisation minimale sur les surfaces recouvertes de fibronectine. (B) Images confocales d'une coloration par
immunofluorescence indirecte d'une coupe de mésenchyme d'un embryon de souris E13.5. Les échantillons ont
été colorés pour FAK (a, bleu), phospho-FAK397 (b, rouge), o5 intégrine (c, vert). Notez que la protéine FAK se
colocalise avec l'intégrine a5, mais que le phospho-FAK397 apparait dans un motif ponctuel se colocalisant mal
avec l'intégrine a5, comme dans la matrice 3D dérivée des cellules [comparer (A) d a (B) d]. Les encarts sont des
vues agrandies des zones encadrées. Barres d'échelle, 5 pm?42
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Troisiemement, les cellules stromales partagent des marqueurs dont certains sont
exprimés par les cellules hématopoiétiques. Les quelques marqueurs spécifiques des cellules
stromales ne suffisent pas toujours a isoler la minuscule portion de cellules stromales d'un tissu
contenant une majorité de cellules hématopoiétiques. Par conséquent, ces cellules restent
difficiles a isoler pour des études in vitro. Pour outrepasser ces obstacles, une équipe a mis au
point un modele murin en utilisant le promoteur de Ccl19 pour diriger I'expression de la
recombinase CRE dans les cellules stromales lymphoides avec une construction de
chromosome artificiel bactérien (BAC). Pour évaluer 1’évolution des LSC dans ce modeéle, ils
ont croisé ces lignées transgeniques avec des souris rapporteur de la protéine fluorescente jaune
renforcée par Rosa26 (EYFP) 12°. En revanche dans ce modele, toutes les cellules stromales
lymphoides sont visualisées, sans distinction. D’autre part, le modéle murin dont la Cre cible
le promoteur de CD21 cible également le compartiment B 243, Une irradiation, suivie d’une
reconstitution du compartiment hématopoiétique est donc nécessaire afin d’exclure le ciblage
sur les lymphocytes B*4. Le modéle CXCL13-Cre a permis de démontrer que la solubilisation
de CXCL13 par la cathepsin est un élément clef pour 1’organisation du centre germinatif °.
Les souris ColVI-Cre ciblent spécifiquement les MRCs et les FDCs, et non les FRCs dans les
plaques de Peyer ; mais pas dans les ganglions périphériques 2*°. Un autre modéle présente une
disparition du compartiment FRC par croisement du modéle murin précédent avec une souris
transgénique contenant le récepteur de la toxine Rosa26-diphteria. Cela a conduit a une délétion
efficace du compartiment FRC aprés l'administration de la toxine diphtérique aux souris 4.
Ces modeles ont mis en évidence la capacité des FRCs a maintenir la survie des cellules B et
I'organisation des follicules, et ont caractérisé I'organisation fonctionnelle des FRCs selon la
"topologie du petit monde", un réseau parfaitement organisé en trois dimensions. De plus, par
I'imagerie in vivo, ils ont pu étudier la migration des leucocytes. Récemment, Marc Bajénoff et
son equipe ont developpé des modéles de type Ubow (Figure 21) permettant d’identifier
I’origine d’un type cellulaire in situ en suivant les cellules filles qui toutes harborent la méme
couleur que la cellule mere qui a proliféré. Ainsi, son groupe a démontré que lors du
développement des ganglions lymphatiques et d'une réponse immunitaire, les FDCs
proviennent chez la souris, de la différenciation des progéniteurs MRCs 247 .

Un systéme organotypique fonctionnel d’amygdale a récemment été mis en culture afin
de récapituler les principales caractéristiques des centres germinatifs in vitro, notamment la
production d'anticorps spécifiques d'antigenes, les hypermutations somatiques et la maturation
par affinité, la différenciation des plasmablastes et la recombinaison par commutation de classe

pour les tests de différents vaccins dans un systéme humanisé 248,
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Figure 21 : Principe des stratégies Brainbow. (A) Dans Brainbow-1.0, des paires de variants lox incompatibles
(LoxP et loxN) sont imbriquées, créant deux possibilités d'excision mutuellement exclusives, médiées par la Cre-
recombinase. Chacune de ces excisions déclenche I'expression de CFP ou de YFP. (B) Dans Brainbow-2.1, les
sites loxP sont positionnés dans des orientations opposées, définissant deux cassettes inversables dans lesquelles
deux génes codant pour des protéines fluorescentes [(n)GFP/nYFP nucléaire et RFP/CFP] sont placées téte-béche.
Cette construction peut étre excisée et inversée tant que la Cre est active. Lorsqu'elle se stabilise, le géne codant
pour la protéine fluorescente se terminant dans une orientation sens est exprimé. Notez que si une cellule exprime
de maniére constitutive la Cre chez les souris Brainbow-2.1, elle continuera a changer de couleur pendant toute sa
durée de vie. Au contraire, une cellule individuelle exprimant la Cre acquerra une seule couleur pendant toute sa
durée de vie chez les souris Brainbow-1.0. Comme chaque copie de Brainbow se comporte indépendamment des
autres, la présence de copies multiples donne lieu a des combinaisons de couleurs supplémentaires (ici, deux copies
de Brainbow-1.0 donnant lieu a six résultats possibles)?*’.
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C. Lelymphome folliculaire, une pathologie dont I’hétérogénéité
est médiée a divers niveaux par ses interactions avec le
microenvironnement

Le lymphome folliculaire (FL) est le lymphome indolent le plus fréquent, il se définit
dans la quatrieme édition de la WHO (Classification of tumors of hematopoietic and lymphoid
tissues) comme une néoplasie des lymphocytes B du centre germinatif avec au minimum un

pattern histologique folliculaire focal 2%°.

1. Généralités et épidémiologie

Cette pathologie affecte en premier lieu les adultes avec une médiane d’age de 55 ans et
un sexe ratio estimé a 1,2. La survie globale et la survie nette 5 ans apres le diagnostic sont
relativement proches (respectivement de 79 % et 87 %), signifiant que les personnes atteintes
de lymphome folliculaire décedent plus fréquemment de leur maladie dans les 5 ans suivant

leur diagnostic (réseau FRANCIM FRAnNce Cancer Incidence et Mortalité) 2%°,
a) Une entité clinique hétérogene

La plupart des patients présentent une atteinte ganglionnaire disséminée atteignant les
ganglions périphériques, les ganglions mediastinaux, les ganglions rétropéritonéaux et la
moelle osseuse, qui est envahie dans 60% des cas et constitue un facteur predictif péjoratif
indépendant de rechute 2#°2°1, Certains jeunes adultes sont touchés a I’Age de 20 ans, avec une
atteinte prédominante au niveau de la téte et de la sphére ORL?%°. Cette entité est en réalité
multiple, se divisant en différents sous-types histologiques, définis pour certains d’entre eux
par ’OMS comme des variants, essentiellement reliés a leur localisation primaire.
Actuellement; 1°‘OMS reconnait 5 variants dans cette pathologie: le lymphome folliculaire de
type duodénal, le lymphome folliculaire extra ganglionnaire (majoritairement cutané), le
lymphome folliculaire diffus a délétion 1p36 (majoritairement inguinal) et le lymphome
folliculaire avec mutations de NOTCH 1 et NOTCH 2.

b) Facteurs de risques

Peu de facteurs de risque sont décrits actuellement et il existe beaucoup d’études

252

contradictoires a ce propos : pour Troy et al, le tabac aurait un réle protecteur <>, pour Talamini
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et al et Morton et al, son rdle serait délétére 2°32°4, Un indice de masse corporelle élevé pourrait
constituer un facteur de risque selon Skibola et al 2. L'exposition aux herbicides utilisés sur
les cultures (notamment le glyphosate), ainsi que la proximité résidentielle des installations
industrielles ont été reliées a un risque plus élevé de ce cancer 2°6. Notons que le glyphosate est
commercialisé depuis 1974 par Monsanto et est principalement utilisé pour détruire les
adventices. La SNCF est le premier consommateur frangais de glyphosate. L'utilisation de
glyphosate reste autorisee pour les agriculteurs, au moins jusqu'en 2022 (comme dans le reste
de I'Union européenne). Par ailleurs, I'exposition aux herbicides a été reliée au développement
de la translocation (14-18) %7258 : en effet, sur une période de 9 ans, on a constaté que la
fréquence de cette translocation était augmentée de 253 % dans un groupe exposé aux

pesticides, contre 87 % dans un groupe témoin.?%

c) Aspects pronostiques et thérapeutiques

Pour 30% des patients la stratégie du « watch and wait » sera la ligne de conduite adoptée.
Une stratégie thérapeutique peut cependant étre décidée et associera un anticorps monoclonal
anti-CD20 (comme le Rituximab) & une chimiothérapie (CHOP ou Bendamustine). Le LF
présente une évolution clinique hétérogeéne et il existe des groupes de patients a haut risque de
transformation en lymphome agressif, ou de rechute aprés une premiere ligne de traitement.
Lorsqu’elle survient, avec ou sans traitement, la progression de la maladie se produit
généralement dans un intervalle médian de 31 mois. En effet, une vaste analyse prospective
regroupant des essais randomisés de chimiothérapie, d'immunothérapie et de chimio-
immunothérapie démontre que la CR30 2 (étude du taux de réponse compléte a 30 mois) est
un critére de substitution de la survie sans progression (en général faisant 1’objet d’une
surveillance sur 7 ans) dans les essais de traitement de premiére ligne du LF. L'utilisation de ce
critere peut permettre d’anticiper la décision thérapeutique pour cette population de patients des
années avant que les résultats de la PFS n’arrivent a maturité. Environ 20% des patients
connaissent une progression rapide de la maladie apres le traitement de premiére ligne. La
progression de la maladie dans les 24 mois suivant le premier traitement (POD24) a été
identifiée comme un prédicteur robuste de la réduction de la survie globale (OS) 260 261, par
ailleurs, la transformation histologique constitue un événement important dans I'histoire
naturelle du FL expliquant environ 40% des échecs au cours de la premiere année suivant
I'initiation du traitement 22, La transformation histologique s'accompagne toujours d'une

réduction de la survie et reste un defi thérapeutique majeur.
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Les scores m7-FLIPI et 23-génes, qui intégrent des parameétres biologiques définies par
I’expression ou les mutations d’un panel de génes ont une valeur pronostique démontrée mais
restent largement dépendants des décisions thérapeutiques 2632%, Le modéle pronostique
appelé m7-FLIPI intégre le statut mutationnel de sept genes (Enhancer of Zeste Homolog 2
(EZH2), AT-Rich Interaction Domain 1A (ARID1A), Myocyte-specific Enhancer-binding
Factor 2 (MEF2B), E1A binding protein p300 (EP300), Forkhead Box O1 (FOXO1), CREB
Binding Protein (CREBBP) et Caspase Recruitment Domain Family Member 11 (CARD11))
avec des paramétres de risque clinique (tels que le FLIPI) 2%, Cette approche prometteuse
permettrait d'identifier les patients présentant un risque accru d'échec a I'immunochimiothérapie
de premiére ligne. Il est intéressant de noter que plusieurs de ces genes sont impliqués dans la
régulation épigénétique et pourraient avoir un impact théranostique potentiel également. De
méme, un panel de quatre genes mutés NOTCH2, Deltex E3 Ubiquitin Ligase 1 (DTX1),
Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 A (UBE2A) et Histone cluster 1, Hle (HIST1H1E) fortement
liés a un risque plus élevé de transformation en DLBCL a récemment été décrit, offrant un outil
moléculaire utile pour l'identification des patients dont le délai de transformation est plus court
267 Une large étude a récemment proposé le taux de NK circulants comme un nouveau
marqueur prédictif de la réponse a I’immunochimiothérapie dans le FL 2°8, Malgré leur intérét
clinique apparent, ces modeéles ne sont toujours pas utilisés dans la routine quotidienne.

Une étude nationale LymphoCare, a montré que la PFS diminuait avec l'augmentation du
nombre de lignes de traitement : 6,6, 1,5, 0,83, 0,69 et 0,68 ans apres la premiére, la deuxieme,
la troisiéme, la quatriéme et la cinquiéme ligne de traitement, respectivement 2°. Pour les
patients recevant une troisieme ligne de traitement ou plus, plusieurs nouvelles options sont
disponibles, telles que les inhibiteurs de la phosphoinositide 3-kinase (PI13K) et, récemment, les
inhibiteurs de EZH2, tels que le tazemetostat. Parmi les différents agents en développement, il

convient de mentionner les CAR-T cells, qui ont obtenu des résultats prometteurs 270 272,
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2. Toutes les routes menent a I’hétérogénéité tumorale dans le lymphome
folliculaire

a) Lymphomagénese

1. Initiation de la lymphomagénése

Dans le LF, le premier événement oncogénique se produit dans la cellule pré-B de la MO
avec l'acquisition de la translocation t(14 ;18) conduisant a I'expression constitutive de la
protéine anti-apoptotique BCL-2. Au cours de la transition des cellules pro/pré-B, la
translocation place le proto-oncogene BCL2 sous le contr6le des activateurs de transcription
d’IgH sur l'allele 1gH non exprimé lors de la recombinaison des segments V-D-J. Lors d'une
stimulation antigénique, les cellules B naives t(14;18)+ sont activées de la méme maniére que
les cellules B naives normales et possedent un avantage sélectif lors de leur passage dans le
CG, ce qui leur permet de survivre méme sans forte affinité pour 1’antigéne et de circuler a
nouveau sous forme de cellules B mémoires atypiques. La t(14 ;18), si elle s’avere nécessaire
a la lymphomagénése du LF dans 90% des cas, n’est cependant pas suffisante pour générer ce
lymphome. Des cellules B mémoires t(14 ;18)+ sont en effet fréquemment observées chez des
individus sains, avec une incidence croissante avec I'dge. Cependant, la majorité de ces
individus ne développeront pas la maladie 2’2. Ces cellules sont de ce fait des candidats
potentiels trés probables pour devenir des Clones Précurseurs Communs (CPCs) 273, En effet,
les cellules B mémoire, ont une longue durée de vie et peuvent persister pendant des décennies,
elles ont un potentiel d'auto-renouvellement 24, et partagent des similarités transcriptomiques
avec les cellules souches hématopoiétiques 2’°. Elles ont une capacité intrinséque a se
disséminer dans tout le corps et & adopter un état quiescent dans la moelle osseuse 222, Lors
d’une nouvelle stimulation antigénique, la plasticité des cellules B mémoires leur permet de
subir une différenciation plasmocytaire terminale ou plus rarement, de subir de nouvelles HMS
en repassant par le CG 278, Elles accumuleraient ainsi un premier set de mutations, comme des
génes MML2, CREBBP, EZH2 pour devenir des CPCs 27278, En considérant que ces cellules
soient a I’origine d’un clone tumoral, ce phénomeéne pourrait expliquer I'évolution trés indolente
de la maladie: ainsi, les cellules B mémoires transloquées (14;18) pourraient persister
longtemps en tant que précurseurs de cellules tumorales, avant d'entrer dans le CG avec un
avantage de survie conduisant a une exposition répétée aux HMS 2°, favorisant lI'accumulation

de mutations off target 2%°. A noter que I’existence de CPCs est attestée dans des cas oul la greffe
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de CSHs entre fréres a abouti au développement d’un LF issu du méme clone chez le donneur
et le receveur de fagon synchronisée plusieurs années apres la greffe 281282,

De facon intéressante, une large fraction des B mémoires t(14;18)+ expriment une IgM
de surface alors que 1’alléle transloqué porte des stigmates de CSR 28, confirmant que ces
cellules possedent des caractéristiques de type pré-FL. En effet, la présence de CSR sur l'alléle
non fonctionnel, et non sur l'allele productif, est atypique parmi les cellules B mémoires
circulantes normales. Ce "paradoxe allélique™ est une caractéristique du LF. Dans le LF, la CRS
se produit aussi frequemment sur les deux alleles, mais a une fréquence inhabituellement élevée
sur l'allele productif, épargnant spécifiquement la région Cp de la délétion et permettant
I'expression de IgM/D 283, Par conséquent, bien que la CSR se produise sur les deux alléles dans
>80% des cas, la plupart des cas de LF expriment toujours une IgM et seule une minorité
exprime un 1gG, un IgA, ou aucun Ig 28, Ce paradoxe allélique indique la présence d'une
pression sélective en faveur de I'expression de 1’lgM sur une population de cellules B.
L'évolution de la cellule transloquée en LF implique de plus un blocage de maturation lié a une
perturbation de la fonction normale d'un ou plusieurs régulateurs épigénétiques, codées par les
genes Lysine Methyltransferase 2D (KMT2D/MLL2), EZH2, CREBBP, p300/EP300 ou
Histone cluster 1 H1 (HIST1H1) dans plus de 95 % des cas. Ces cellules acquiérent ainsi dans
les CG des dizaines d'aberrations génétiques supplémentaires qui influencent des voies clés
controlant leur développement physiopathologique Au cours du processus d’HMS, les
mutations ont tendance a se concentrer dans les régions déterminant la complémentarité
(CDR)?®. Des motifs de séquence d'acides aminés consistant en Asn-X-Ser/Thr peuvent
apparaitre, ou X peut représenter n'importe quel acide aminé sauf la proline. Ces motifs sont
des indices pour I'ajout dans le réticulum endoplasmique (RE) d'une chaine oligosaccharidique
(Mannose) qui se liera au résidu Asparagine, un processus connu sous le nom de N-
glycosylation. Le résultat est I'expression d'un glycane mannosylé inhabituel dans le site de
liaison a I'antigene de presque tous les cas de LF.

Comme chaque cas de LF posséde un récepteur distinct et que l'antigéne original
(étranger) a probablement disparu, un autre ligand, pouvant résider dans les tissus, pourrait étre
réactif. Comme pour les cellules B normales, I'immunoglobuline pourrait se lier a certains auto-
antigénes 2828 | a vimentine a été identifiée comme un potentiel auto-antigéne et serait un
facteur prédictif de transformation dans le lymphome folliculaire 22728, Cependant, le spectre
de l'autoréactivité semble variable et est moins fréquent que pour les autres tumeurs des cellules
B.
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Diagnosis FL progression
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Figure 22 : Visualisation de la structure clonale des LF évolués et transformés, déduite des études de séquencage.
On voit I'expansion des clones préexistants et résistants aux traitements entre le diagnostic et la progression, ce
qui contraste avec I'expansion clonale du lymphome folliculaire. L’émergence tumorale proviendrait d'une cellule
progénitrice commune (CPC) portant des événements génétiques clés 2%,

2. Un profil moléculaire tumoral complexe s’inscrivant dans un contexte
d’hétérogénéité cinétique et spatiale

Dans cette partie, nous rapporterons les principales mutations retrouvées dans les clones
et les sous-clones du LF. En effet, certaines mutations apparaissent au cours de 1’évolution de
la maladie, de fagon meétachrone, sous I’effet de 1 activité continue de I’enzyme AID, mais
peuvent également étre présentes dans une autre niche synchrone a celle de la tumeur d’origine,
définissant ainsi des sous-clones.

Les mutations faux-sens inactivatrices du domaine de [I'histone acétyltransférase
CREBBP sont présentes dans 50 a 75 % des cas. Elles entrainent une baisse de I’expression des
molécules du CMH de classe 11 dans les LF 2%°. Ces mutations sont retrouvées dés le début de
la pathogenése 277291, KMT2D/MLL2 code pour une histone méthyltransférase mutée dans 89%
des cas de LF?%2 . La perte d’expression de MLL2 entraine une diminution des niveaux globaux
de méthylation de H3K4 et une régulation négative d'ensembles de génes clés impliqués dans
la différenciation des cellules B, avec une recombinaison défectueuse du commutateur de classe
et un blocage strict des cellules dans un isotype IgM 2%, Sur la base de I’hétérogénéité de
I'expression tumorale du CD20, une étude a montré une représentation inégale des mutations
de MLL2 entre les sous-populations tumorales au sein d’un méme patient. De plus, ces

mutations de MLL2 seraient apparues tardivement suggérant que la mutation de MLL2 serait un
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événement secondaire dans la lymphomagenése. Ceci contraste avec d'autres études qui ont
observé des mutations MML2 au moment du diagnostic et de la rechute 27294, EZH2 est une
méthyltransférase qui est affectée par un gain de fonction somatique dans 30 % des cas ce qui
entraine une répression de la signature de différenciation des plasmocytes 2%. En conséquence,
les lymphocytes B du CG ne sont plus capables de réintégrer la zone sombre mais peuvent
proliférer en tant que centrocytes. Le gain de fonction de EZH2 peut apparaitre dans la tumeur
transformée comme un sous-clone dominant 2%, ou étre présent dans la tumeur initiale et son
expression est généralement conservée a travers le temps et les différentes niches 27"?%, Dans
une étude récente, deux mutations EZH2 différentes ont été trouvées dans le ganglion
lymphatique inguinal de LF et dans I'échantillon de LF duodénal transformé d'un patient 2%
Les mutations d'EZH2 ont été associées a une durée de vie plus longue chez les patients traités
par CHOP/CVP, mais pas chez les patients traités par Bendamustine 2%*. Le géne TNF Receptor
Superfamily Member 14 (TNFRSF14) code pour un ligand du récepteur inhibiteur B- and T-
Lymphocyte Attenuator (BTLA). TNFRSF14 est inactivé par des mutations et/ou des délétions
chez la moitié des patients atteints de LF. Cette perte de fonction empéche l'interaction entre
HVEM et BTLA qui fournit normalement des signaux inhibiteurs a la signalisation du BCR.
Pour certaines études, la mutation de TNSFR14 est un événement tertiaire 242, présent dans
les sous-clones, et non présent lors de la rechute, mais il est également considéré par d'autres
comme un événement clonal 2’’. Les mutations activatrices de Ras-related GTP binding C
(RRAGC) se produisent chez 17 % des patients. La mutation de RRAGC entraine une activation
des lymphocytes B, mais de maniére autonome, en réduisant la dépendance vis-a-vis des TFHs

297

La cathepsine S (codée par CTSS), qui est d’expression aberrante chez environ 20 % des

patients atteints de LF par mutation ponctuelle activatrice ou par amplification 2%, est

nécessaire a la liaison du CMH aux peptides antigéniques 2*°

et entraine une régulation positive
des génes du CMH de classe 11 et une infiltration plus importante des cellules T CD4+ 2%8:300,
Les genes B2M et CD58, impliqués dans I'évasion immunitaire et nécessaires a la
reconnaissance des cellules T cytotoxiques CD8+ et & la réponse des cellules NK %, peuvent
étre retrouvés dans certains sous-clones 2%, L'interruption de la voie S1IPR2/Gal3 par des
mutations inactivatrices chez 10 % des patients conduit a la dissémination du LF et a été
détectée chez un seul patient lors de la rechute et de la transformation par Araf et al. La perte
d’expression de S1IPR2 est associée & la persistance des cellules B dans le CG, a une apoptose
altérée et a des hypermutations somatiques continues, conduisant a une augmentation de

I'hétérogénéité génétique des cellules B tumorales 2332%2, Une proportion plus faible de patients
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atteints de LF est également porteuse de mutations de STAT6 (8 a 12 %). L'activation
constitutive de ce géne empéche I'apoptose, en faveur de la survie et de la prolifération des
cellules tumorales. Les mutations de STAT6 amplifient la cascade de signalisation JAK-STAT

induite par 1’1L-4 3%, La mutation de STAT6 est trouvée a un stade précoce de la maladie 2°12%,

3. Une plasticité cellulaire tumorale transcriptionnelle

La plasticité des cellules B tumorales dans le LF a été largement étudiée, soit pour
identifier des CPCs, soit pour relier un état de différenciation a un profil transcriptionnel ou
mutationnel et comprendre I'évolution clonale dynamique des cellules tumorales (Figure 22).
Ainsi, Carlotti et al ont étudie les HMS dans les IgH-VH en utilisant une technologie a haut
débit sur de I'ADN extrait de 4 sous-populations triées en cytométrie de flux, correspondant a
4 stades de maturation différents des cellules B, sur des biopsies séquentielles 28,
L’hétérogéneité clonale s'est avérée beaucoup plus importante que prévu, elle est cependant
restée stable lorsque des cas de rechute ou de transformation de LF ont été analyses. Ainsi, le
stade de maturation B ne correspondait pas a des populations sous-clonales spécifiques. D’autre
part, aucune des sous-populations triées n'a conduit a l'identification d'un clone avec un profil
d’HMS compatible avec celui d’un CPC potentiel 3. De la méme maniére, Milpied et al, ont
montré que les cellules d'un sous-clone donné pouvaient se trouver dans différents états de
maturation cellulaire 3%. Ils n'ont trouvé aucun lien entre le profil ’HMS de la chaine
d’immunoglobuline et 1’état transcriptionnel de la cellule de LF, ce qui suggére que d'autres
acteurs impactent la diversité phénotypique de la cellule tumorale. Cela contraste avec Andor
et al qui ont détecté des fréquences alléliques de génes mutés variant entre les sous-clones
définis par leur expression transcriptionnelle, suggérant que I'nétérogénéité transcriptionnelle
dans les cellules B de LF est, en partie, attribuable a I’hétérogénité sous-clonale 3%, De plus,
Attaf et al ont démontré que les cellules B de LF pourraient évoluer entre des états transitoires
correspondant a des cellules B du CG proliférantes exprimant la Regulator of G-protein
signaling 13 (RGS13), ou des cellules B quiescentes de type mémoire surexprimant CXCR4 et
CCRY7. Cette plasticité des cellules tumorales souléve des questions sur leur localisation et leur
microenvironnement relatif dans les zones intra et inter folliculaires respectivement 3%7. De la
méme maniére, une approche centrée sur I’étude des éléments regulateurs de 1’expression des
geénes a révélé deux sous-types distincts de LF de bas grade 3%, La population de sous-type 1

se rapporterait au profil des centrocytes, tandis que la population de sous-type 2 serait plus
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proche des B activés, reproduisant un modele proche de celui de la classification de Hans des
lymphomes B diffus grandes cellules (DLBCL). Cela pose des questions sur ces modes
d'évolution divergents. Le sous-type 1 maintiendrait les voies de survie en aval de la
signalisation tonique du BCR. En revanche, le sous-type 2 regirait les genes qui répondent a la
signalisation chronique du BCR. Bien que le lien n’est pas été réalisé, il est intéressant de noter
que ces voies d'activation pourraient étre liées aux profils mutationnels, car les cellules B de
LF porteuses des mutations des genes CD79B et Caspase Recruitment Domain Family Member
11 (CARD11) présentent une signalisation BCR de type chronique entrainant une activation
constitutive de la voie NF-kB. Des mutations de CD79B et Phosphatase and TENsin homolog
(PTEN) ont été trouvées dans des sous-clones de LF chez des patients par Araf et al 2%,
contrastant avec Okosun et al qui considérent les mutations de CARD11 et CD79B comme des
événements clonaux. La signalisation active chronique du BCR se distingue de la signalisation
tonique de ce dernier par sa dépendance au complexe CBM (CARD11-BCL10-. MALT1) et
par le regroupement des BCRs a la membrane. La signalisation tonique est transmise par Syk,
qui semble activer la voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT/mTOR 3%, L'inhibition
du signal tonique BCR entraine une activation accrue du géne Forkhead Box O1 (FOXO1) qui
peut étre muté avec un gain de fonction dans le LF, avec une expression accrue de ses génes
cibles, y compris l'inhibiteur du cycle cellulaire p27 3%, D’autre part, ces profils d'activation
chronique et tonique du BCR pourraient étre liés a une capacité d’interaction avec un
microenvironnement stromal spécifique, par exemple, il existe une expression accrue du gene
CCRY dans le sous-type 2.

Cette plasticité transcriptionnelle ne peut donc étre exclusivement expliquée par les

altérations genétiques survenant dans les lymphocytes B tumoraux .

4. Une héterogénéité cytologique qui constitue le premier degré de I’hétérogénéité
tissulaire:

Nous avons vu précédemment que certaines mutations pouvaient définir les sous-clones
tumoraux, sur les plans cinétique et spatial, constituant un degré d’hétérogénéité tumoral
participant & la lymphomagéneése du LF et que I’hétérogénéité transcriptionnelle constituait un
degrés d’hétérogénéité supplémentaire. Nous allons constater dans cette partie que les cellules
tumorales sont morphologiquement et phénotypiquement hétérogénes également.

Les follicules tumoraux se caractérisent par la présence de cellules tumorales de
phénotype CD20+, BCL2+, CD10+, BCL6+ 2%. Ces cellules proliférent peu et sont
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morphologiquement trés hétérogenes au sein du follicule, adoptant une petite taille cellulaire
avec un cytoplasme peu abondant et un noyau clivé, ou une grande taille cellulaire avec un
cytoplasme abondant, un noyau pléiomorphe et un ou plusieurs nucléoles bien visibles. La taille
des cellules est hétérogene dans les cellules tumorales. Ces cellules tumorales sont, de par leur
morphologie, appelées centrocytes pour les cellules de petite taille ou centroblastes pour les
celules de grande taille 2*°. La proportion de grandes cellules tumorales au sein des follicules a
une valeur pronostique et conduit a la classification du LF en plusieurs grades. Un systeme de
classification basé sur le compte du nombre absolu de centroblastes dans 10 follicules
néoplasiques par champ a fort grossissement est utilisé pour caractériser le grade histologique.
Les grades 1-2 (0 a 15 centroblastes par champs a fort grossissement) sont majoritaires (80%).
Les LF de grade 3 se définissent comme ayant plus de 15 centroblastes par champs a fort
grossissement et sont ensuite subdivisés en LF 3A (centrocytes encore présents) et LF 3B
(composés exclusivement de centroblastes), les LFs de grade 3B étant habituellement
considérés comme un lymphome agressif similaire au DLBCL3!, Cependant, on peut affirmer
que les grandes cellules ont une localisation intrafolliculaire préférentielle et que les petites
cellules semblent transiter plus facilement entre la zone interfolliculaire®®, la circulation
sanguine®!! et la moelle osseuse®!2. La plupart des patients atteints de LF présentent un petit
nombre de cellules B tumorales circulantes. Les cellules tumorales circulantes sont petites,
clivées de maniére irréguliére et présentent une morphologie résiduelle de centrocytes 312, Les
cellules tumorales interfolliculaires des ganglions lymphatiques et les cellules tumorales de la
moelle osseuse ont en commun une petite taille cellulaire et fréquemment une perte ou une
diminution de I'expression du CD10 3!3314 Cependant, aucune étude n'a comparé le profil
mutationnel et transcriptomique des cellules tumorales circulantes et des cellules tumorales
situées dans la moelle osseuse. Dans le cas du LF, il est établi que les cellules tumorales peuvent
présenter une maturation post-GC en cellules B mémoires et en plasmocytes. En effet, méme
si le phénotype plasmocytaire tumoral est tres rare, une restriction de la chaine légére dans les
plasmocytes néoplasiques peut étre observée dans les zones intra et interfolliculaires, et cet état
de différenciation est associé a une lymphocytose absolue dans le sang périphérique 3*°. En plus
de ces différents états cellulaires, une étude suggére que les cellules de la zone du manteau
IgD+ peuvent étre porteuses d'une t(14;18) 3! et donc faire partie du clone tumoral, ce qui
souligne une énorme plasticité de ces derniéres, tout au moins sur les plans morphologiques et
phénotypiques.

L'hétérogénéité génétique, transcriptionnelle, phénotypique et morphologique des

cellules B tumorales pourrait dépendre de deux mécanismes non mutuellement exclusifs: des
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altérations génétiques intrinseques a la cellule, ou la modification de facteurs extrinséques
fournis par le microenvironnement. Nous allons ainsi présenter dans une deuxiéme partie les

acteurs du microenvironnement dans le LF.

b) Hétérogénéité du microenvironnement de soutien du LF

Le LF dépend d’un microenvironnement complexe co-évoluant avec les cellules B
tumorales, qui favorise la création d’une niche de soutien a la tumeur 37, En accord avec cette
idée, la majorité des études portant sur les biomarqueurs dans le LF ont montré que les criteres
prédictifs étaient majoritairement liés a la composition et I'organisation du microenvironnement
tumoral (TME) plut6t qu’a son profil génétique. Cette notion amene incontestablement a I’idée
que cette entité est avant tout déterminée par la nature du microenvironnement local, lui-méme
hétérogeéne d’une niche tumorale a I’autre. La niche tumorale du LF dans le ganglion conserve
une architecture folliculaire, les follicules envahis contiennent, semblablement aux follicules
physiologiques, des FDCs et des TFHs associés & des cellules B tumorales, et la zone
extrafolliculaire environnante présente un réseau dense de cellules réticulaires fibroblastiques
(FRCs) et de LT CD8. Cependant, les acteurs de ces niches tumorales présentent des
caractéristiques phénotypiques, transcriptomiques et fonctionnelles spécifiques, mettant en
évidence des interactions dynamiques avec les cellules B tumorales, interagissant également
eux méme entre eux. De facon intéressante, l'infiltration de la MO au moment du diagnostic est
caractérisée par une différenciation ectopique de cellules stromales de type FDCs et FRCs
surexprimant CXCL12 et la Secreted Protein Acidic And Cysteine Rich (SPARC) 38 impliquée
dans le dépdt et l'organisation du collagéne, et exprimant de facon ectopique CXCL13 et
CCL19/21 ™. Il existe également un enrichissement local en LT CD4 319, La présence de ces
acteurs suggeére une dépendance des cellules B tumorales a un TME proche de celui des

ganglions.

5. Le microenvironnement lymphocytaire T

Les cellules T interagissent avec les cellules tumorales en favorisant des réponses
antitumorales ou, au contraire, en fournissant des signaux pro-tumoraux de soutien. Les cellules
cytotoxiques CD8+, avec les cellules NK et les cellules Ty/d, sont les médiateurs des réponses
antitumorales 29321, Cependant, les cellules de LF peuvent contrecarrer cet effet antitumoral

via de nombreux mécanismes. Tout d’abord les cellules B tumorales sécrétent de l'interleukine
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12 (IL-12) qui conduit a I'épuisement des cellules T CD8+ et au recrutement de cellules T-
régulatrices CD4+, les Tregs 322, Les cellules T de LF présentent également une motilité altérée
dépendante de LFA-1 323 et perdent leur capacité & former la synapse immunologique avec les
cellules tumorales 24, alors que les cellules T CD8 armées de Granzyme B sont retenues a la
périphérie des follicules tumoraux 3%. Le compartiment des cellules TFHs est amplifié dans le
LF. Plusieurs études ont récemment décrit le phénotype et la fonction des LT CD4 dans la niche
de LF, révélant que les TFHSs de LF surexpriment I'lL-4 et le CD40L, impliqués dans I'activation
directe des cellules tumorales 31°3%6, De plus, les cellules TFHs intratumorales exprimant I'lL-
4 et le CD40OL induisent la production de CCL17 et CCL22 par les cellules tumorales favorisant
ainsi le recrutement des Tregs *2’. L'IL-4 induit la phosphorylation du signal transducteur et
activateur de transcription 6 (STAT6) dans les cellules de LF primaires 27 et la majorité des
cellules tumorales p-STAT6+ sont localisées & proximité des TFHs 3%, D’autre part, il a été
récemment démontré que les TFHs et les cellules tumorales proliférantes formaient des
synapses immunitaires 328, La production d’IL-4 par les TFHs est également impliquée dans la
production de CXCL12 par les cellules stromales de LF °. CXCL12 induit la migration des
cellules B primaires de LF, leur adhésion au stroma et I'activation par phosphorylation de la
tyrosine kinase Syk, un autre médiateur clé de la signalisation du BCR, et de sa cible en aval,
la Extra cellular Regulated Kinase (ERK) . En conséquence, la migration des cellules B de
LF est drastiquement diminuée en réponse a un inhibiteur du récepteur CXCR4, a I'inhibiteur
de la Bruton Tyrosine Kinase (BTK) ou ibrutinib, ainsi qu’a I’inhibiteur sélectif de I'adénosine-
5'-triphosphate (ATP) qui se lie au domaine catalytique de la PI3KS$, lidelalisib °. D’autre
part, le CD40L produit par les TFHs stimulerait la capacité des cellules B de LF a répondre a
I'lL-15 dérivé des macrophages associés aux tumeurs (MATS) *2°. Par ailleurs, la production
d'IL-4 par les TFHs augmente I'expression de la protéine Dendritic Cell-Specific Intercellular
adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN) par les cellules myéloides et d’IgM
par les cellules B de LF, favorisant ainsi l'interaction BCR/DC-SIGN et, de ce fait, I'activation
du BCR 3%, || a également été proposé que les cellules B de LF engagent le récepteur inhibiteur
BTLA sur les cellules Ty$ infiltrantes, bloquant ainsi leur prolifération 3!, Cependant, il faut
rappeler que HVEM, le ligand de BTLA, est perdu par mutation chez environ 40% des LFs 3%,
Les cellules NK présentent également un phénotype modifié et pourraient étre directement
inhibées par un ligand du récepteur inhibiteur CD161, le lectin-like transcript 1 (LLT1),
surexprimé par les cellules B de LF 33, L'expansion des cellules immunosuppressives est une

autre caractéristique de la niche du LF avec une forte amplification des cellules T régulatrices
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CD25" activées, notamment les Tregs classiques CXCR5negPD1neg et les cellules T
régulatrices folliculaires (TFR) CXCR5posPD1pos 3343 Au-dela de leur recrutement, les
cellules B de LF sont impliquées dans la polarisation des cellules T vers le phénotype
régulateur, par la surexpression d'lCOS-L3%¢  de CD70 %, Les TFR sont connus pour controler
la réaction normale du CG en supprimant a la fois la fonction des TFHSs et des cellules B 3% .
Dans le LF, les Treg/TFR pourraient inhiber les TFHs et l'activation des cellules B 3343%,
entravant ainsi la croissance du LF. Ces activités opposees, entre TFH et Treg, pourraient
expliquer la controverse sur la valeur pronostique du nombre et de la localisation des Tregs
dans les LF. Par exemple, les patients présentant des cellules FoxP3+ (forkhead box protein 3)
intrafolliculaires ou périfolliculaires ont un risque significativement plus élevé de
transformation histologique et une survie plus courte que ceux présentant des cellules FoxP3+
dispersées dans un pattern diffus 3. En revanche, un nombre élevé de cellules FoxP3+ infiltrant
la tumeur est lié a une meilleure survie globale (OS) dans le LF 34, La pertinence clinique de
I’étude des Tregs et des TFHs dans le LF a été mise en évidence par l'effet d’un inhibiteur de
PI3K3, I'idelalisib qui perturbe le dialogue entre les cellules LF et les TFHs. Des etudes in vitro
ont également montré que I’idelalisib, diminuait la prolifération des cellules tumorales et
remodelait le microenvironnement immunitaire en inhibant le recrutement des cellules Treg par
le biais d’une diminution de sécrétion de CCL22 **1. Ce microenvironnement lymphocytaire T
est de ce fait hétérogene de part 1’identité de ses acteurs, mais aussi de par son organisation

spatiale.

6. Le microenvironnement macrophagique

Les macrophages présentent une plasticité remarquable et ont été initialement divisés en
Six sous-types (immunosuppresseur, angiogénique, associé aux métastases, invasif, activé et
périvasculaire), en fonction des stimuli qui déclenchent leur activation 342, Les MATSs se
caractérisent par une grande hétérogénéité morphologique, phénotypique et fonctionnelle 34,
Cependant, de facon trés grossiére et imparfaite les MATSs ont été historiquement divisés en
M1 (proinflammatoires) et M2 (anti-inflammatoires), représentant probablement les deux
extrémités d'un spectre continu de différentiation®*43 . Les MATs M1 pourraient provoquer
une réponse Th-1 pour jouer un réle antinéoplasique conduisant a la suppression de la tumeur,
tandis que les MATs M2, avec une faible capacité de présentation de I'antigene, pourraient
favoriser la croissance et la survie de la tumeur en induisant l'angiogenése et

I'immunosuppression 3. Le recrutement des MATS est médié par des chimiokines telles que
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CCL2, CCL5, CCL7 et CXCLL et par le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF)
348-353  Au niveau du site tumoral, une interaction complexe se produit entre les MATS, les
cellules malignes et les cellules stromales, dans laquelle les facteurs dérivés du stroma et de la
tumeur, tels que IL4, IL-10, IL-13 et TGF-B, provoquent un changement vers la polarisation
M2 354357 | e sous-type M1, induit par le GM-CSF et l'interféron-y, sécréte des molécules pro-
inflammatoires, telles que l'interleukine (IL)-1, 1L-6, IL-12, IL-23, TNF-a, NO, CXCL9,
CXCL10, CXCL11 et des radicaux libres ; a I'inverse, le sous-type M2 exprime des molécules
anti-inflammatoires, telles que I'lL-10, le Tumoral Growth Factor (TGF-B), CCL17, CCL18,
CCL22, le récepteur de mannose C de type 1 (CD206), le récepteur scavenger de classe A
(CD204) et le récepteur scavenger de I'nemoglobine (CD163), qui sont actuellement utilisés
comme marqueurs associés aux M2 344347 |La molécule cluster of differentiation 47 (CD47) est
une protéine membranaire largement distribuée sur les surfaces membranaires de diverses
cellules, y compris les cellules tumorales. Son ligand correspondant, la protéine régulatrice du
signal alpha (SIRPa), est une protéine membranaire exprimée notamment sur les macrophages,
leur interaction directe inhibe la phagocytose. C'est pourquoi le CD47 est souvent appelé le
signal "don’t-eat-me". Chen et al ont récemment proposé une autre classification des
macrophages dans le LF: ils ont ainsi identifié trois sous-populations de
monocytes/macrophages basés sur I'expression de CD14 et SIRPa (CD14+SIRPahi, CD14-
SIRPalow, et CD14-SIRPoneg). Les cellules CD14+SIRPahi seraient immunosuppressives en
inhibant I’activité cytotoxique T. Les cellules CD14-SIRPalow présenteraient des capacités de
mobilité et de phagocytose moindres, et stimuleraient la fonction des cellules T au lieu de la
supprimer. Il est intéressant de noter que le sous-ensemble CD14-SIRPaneg exprime des
marqueurs macrophagiques distincts par rapport aux deux autres sous-populations. En effet, sa
capacité a migrer et a phagocyter serait plus limitée. Ces derniers conserveraient cependant une
fonction de stimulation des lymphocytes T. L'utilisation de SIRPa-Fc pour bloquer I'interaction
entre SIRPa et CD47, seul ou en association avec le rituximab, montre une augmentation de la
phagocytose de maniére générale pour les trois sous-populations. Cliniqguement, I'augmentation
du nombre de cellules CD14+SIRPahi serait associée a une survie inférieure dans le LF. En
revanche, la présence de cellules CD14-SIRPalow semblerait étre corrélée & une meilleure

survie 38,

Méme si la valeur pronostique de CD163 comme marqueur M2 est débattue dans le LF,
une densité élevée de MATs CD163-positifs a été associée a une néovascularisation située dans

la zone interfolliculaire ®°. A I'ére du pré-rituximab certaines études ont suggéré que
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l'infiltration de macrophages était corrélée a une survie plus faible, cependant d'autres études
ont montré des résultats opposés 23930363 depuis I'ajout du rituximab a la chimiothérapie.
Ainsi, un taux élevé de macrophages chez les patients traites par R-CHOP a finalement été
associe a une meilleure survie globale. Le Colony stimulating factor 1 receptor (CSF-1R)
exprimé par les macrophages constitue un élément important dans la différenciation et la survie
de ces derniers. Il convient de noter que des niveaux elevés d'expression du CSF-1R dans le LF
ont été associé a un grade histologique plus élevé et a un risque de transformation, ce qui
suggere que I’inhibition de CSF-1R pourrait étre pertinente dans le traitement de la maladie %4,
Bien que CSF-1R soit exprimé dans les sous-types M1 et M2, son inhibition par le pexidartinib
diminue préférentiellement la viabilité des macrophages M2 et les repolarise en macrophages
M1, ce qui suggere qu'il pourrait rééduquer les MATSs. Les sites de N-glycosylation sont
introduits chez plus de 80% des patients au sein de régions variables des chaines lourdes et
légéres du BCR et sont occupés par des oligomannoses atypiques ¢°. Cette modification est un
événement précoce dans la pathogenése des LF et est conservée a travers les événements de
rechute et de transformation malgré des preuves d'évolution subclonale du BCR, suggérant un

366 Les

avantage sélectif des clones de cellules B hébergeant des BCR N-glycosylés
macrophages surexprimant le DC-SIGN 3%, sont capables de déclencher une agrégation et une
activation prolongées du BCR N-glycosylé *’. Par ailleurs,une étude récente suggére que la
liaison du DC-SIGN sur les cellules de LF fournit un signal indépendant de I'antigene qui, bien
que de faible niveau, permettrait d'engager des voies de signalisation favorisant la survie et la
prolifération des cellules B tumorales %, Les macrophages synthétisent également la protéine
SPARC/osteonectine, qui est importante pour le dép6t de collagene IV, l'invasion accrue des
cellules tumorales et I'adhésion a d'autres composants de la MEC (comme la fibronectine). Il a
été démontré que SPARC/osteonectine était nécessaire a la formation de métastases spontanées
a partir de la tumeur primaire 3%, Le collagéne 1 fibrillaire favorise également le processus
d'invasion, car les cellules tumorales et les macrophages se déplacent environ dix fois plus vite
sur ces structures que dans le stroma lui-méme. Cela a pour conséquence de recruter les cellules
vers les vaisseaux sanguins étant donné que ces fibrilles collagéniques ancrent également ces
structures 3°. Pendant le développement de la glande mammaire, il a été démontré que les
macrophages favorisaient la fibrillogenése du collagéne 3. Ainsi, les macrophages sur les
vaisseaux émettent des signaux qui entrainent la migration des cellules tumorales le long des
fibrilles de collagéne vers les vaisseaux ou les cellules tumorales peuvent s’échapper dans le
systéme vasculaire avec l'aide des macrophages. Toutes ces études ne situent cependant pas ces

différentes sous-populations de macrophages au sain d’une niche spatiale tumorale de LF, ce
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qui reste a caractériser afin d’identifier I’impact de ces sous populations au sein de

I’organisation de la niche tumorale.

7. Meécanismes de l'activite pro-tumorale des cellules stromales

Les activités pro-tumorales des CAFs, notamment la survie, la prolifération et la
dissémination des cellules cancéreuses, I'échappement immunitaire et la résistance aux
médicaments, ont été récemment décrites dans les cancers solides. Ils pourraient également
contribuer au recrutement des cellules de LF et & leur adhésion a des niches cellulaires
protectrices. En effet, la valence des cellules stromales est double: d’une part elles présentent
des propriétés fonctionnelles propres leur permettant d’interagir avec les autres types
cellulaires, et d’autre part, elles constituent 1’échafaudage, 1’organisation et la protection
physique de la tumeur de par leur conformation tridimensionnelle et leur organisation spatiale.
On notera par ailleurs que cette conformation tridimensionnelle est un facteur clé de leur

fonctionnalité.

(a) Sur le plan fonctionnel
Une augmentation de la production de CXCL12 a récemment été mise en évidence dans

les FL-CAF du ganglion et de la moelle contribuant a la migration, a I'adhésion et a l'activation
des cellules B tumorales qui présentent un phénotype CXCR4posCXCR5posCCR710. 1 est
intéressant de noter qu'il a été récemment démontré que I'héparanase, une endoglycosidase qui
déclenche le désassemblage de la matrice extracellulaire et augmente la biodisponibilité des
facteurs de croissance liés aux sulfates d'héparine, y compris CXCL12, est fortement exprimee
dans environ 50 % des LFs et DLBCLs 3. De plus, VCAM-1/CD106, le ligand de I'intégrine
4 (VLA-4), aurait une implication dans la lymphomagénése des lymphomes a cellules B du CG
et la résistance a l'anticorps anti-CD20 Rituximab 373, Il a également été démontré que les FL-
CAFs pouvaient empécher I'apoptose des cellules B tumorales in vitro grace a un ensemble de
mécanismes qui n'ont été que partiellement elucidés, avec notamment la production de ligands
Hedgehog (Hh), de BAFF et de TGF-b, la molécule immunosuppressive prostaglandine E2
(PGE2), la production des transporteurs ABC de résistance aux médicaments et I'activation de
C-MYC dans les cellules tumorales 22373376 Qutre ces fonctions de soutien direct des cellules
B, les FL-CAFs ont été proposés comme organisateurs de la niche cellulaire du LF. Les FL-
CAFs surexpriment CCL2 et recrutent des monocytes, qui se transforment ensuite en
macrophages pro-angiogéniques et anti-inflammatoires 3. Les FL-CAFs favorisent également

le recrutement et la survie des neutrophiles pro-tumoraux, au moins en partie par la libération
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de grandes quantités d'IL-8 3’8, Par ailleurs, il a été proposé que les cellules stromales favorisent
la croissance des lymphomes a cellules B dans un modele murin de lymphome des glandes
lacrymales par le recrutement de cellules Tregs et de cellules myéloides 7°.

Il convient de noter que la majorité des études fonctionnelles ont été réalisees a l'aide de
cellules stromales maintenues in vitro sur le long terme et qu'une caractérisation détaillée in
situ/ex-vivo de I'hétérogenéité et de la fonction des CAFs reste toujours un véritable défi.
Comme nous l'avons vu plus haut, les cellules stromales lymphoides forment une entité
hétérogéne et plastique au sein des tissus lymphoides normaux, posant la question de la nature
des cellules stromales dans le LF. 1l a été démontré que les FDCs disparaissent progressivement
dans le ganglion de LF, survenant de maniére concomitante a une forte diminution de la
production de LT par les cellules B tumorales par rapport aux cellules B normales du CG
79.380381 On ne sait pas encore si cette disparition des FDCs résulte de leur dédifférenciation ou
de leur remplacement par un autre sous-type de cellules stromales. Il est intéressant de noter
que les MRCs, des précurseurs supposés des FDCs, sont pratiquement absents du ganglion de
LF (nos données non publiées). En revanche, le fait que les FL-CAFs et les DZ-FDCs sécrétent
du CXCL12 indépendamment du niveau de sécrétion de lymphotoxine fait suggérer que les
DZ-FDC pourraient constituer une partie du pool des FL-CAFs %82, Trés récemment, nous avons
également mis en évidence une surexpression de la chimiokine CCL21 par les FL-CAFs, a la
fois en péri et en intrafolliculaire ce qui pourrait participer a la sortie des B de LF qui expriment
fortement CXCR4 et CCR7 mais down-régulent 1’expression des récepteurs de confinement
S1PR2 et P2RY8 dans le CG . Finalement, il existe certainement plusieurs sous-types de FL-
CAF organisant les différentes niches cellulaires avec des fonctions spécifiques, comme cela a
été récemment proposé dans le cancer du sein 382,

Quelle que soit leur origine, connaitre les mécanismes qui sous-tendent la différenciation
des FL-CAFs et leur organisation reste d’un intérét crucial compte tenu de leur potentiel en tant
que cibles thérapeutiques. Les cellules B de LF pourraient contribuer directement a I'activation
du réseau de FRCs, en induisant la production de CCL2 et d’IL-8 de maniére TNF-dépendante
783717378 | e TNF et la LT agiraient en synergie avec le TGF—B, exprimé par les B tumoraux,
pour induire un phénotype de type FL-CAF 17 a partir des précurseurs locaux. Cependant, les
cellules non malignes du microenvironnement pourraient également participer a la polarisation
des FL-CAFs. Par exemple, les neutrophiles, recrutés par les cellules stromales productrices
d'IL-8, contribuent & leur polarisation par l'activation de la voie NF-kB 278, De plus, les TFHs
surexpriment I'lL-4 qui induit un phénotype caractérise par une forte expression de
transglutaminase, VCAM-1, CXCL12 et une baisse d’expression de la podoplanine dans les
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progéniteurs mésenchymateux humains et les cellules de type FRC, un profil proche de celui
identifié in situ °. Les TFHSs produisent également de grandes quantités de TNF et de LT et les
cellules stromales sont plus aptes a sécréter du CXCL12 sous la dépendance de I'lL-4, une fois
polarisées par le TNF/LT 7. (Figure 23). Il est également intéressant de noter la mise en
évidence d’un nouveau mécanisme de polarisation a distance du stroma pro-tumoral
médullaire: la production de vésicules extracellulaires (EVs) par les B tumoraux, ces EVs étant
capables d’induire la synthése de CXCL12 mais également d’autres facteurs caractéristiques

des niches de soutien médullaires par des précurseurs mésenchymateux.
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Figure 23: Interactions entre les cellules B et les cellules stromales au sein des niches tumorales de LF. Les
fibroblastes associés au cancer du LF (FL-CAF) forment un compartiment hétérogene surexprimant des facteurs
impliqués dans l'activation directe des cellules B du LF et dans le recrutement et I'activation d'autres composants
de la niche tumorale, tels que les macrophages associés a la tumeur (TAM) et les Tth. Dans la moelle osseuse de
LF, les vésicules extracellulaires (EVs) dérivées des cellules B de LF contribuent a la polarisation des cellules
stromales mésenchymateuses de la moelle (BM-MSC) pour créer une niche tumorale comprenant finalement des
cellules stromales lymphoides matures et des cellules T CD4pos mélangées a des cellules B malignes dans des
agrégats nodulaires®“,

(b) Les interaction B/ stroma dans le lymphome folliculaire: comment les
étudier

Si les interactions B/stroma en situation physiologique se révélent étre cruciales dans la
maturation et I’activation du lymphocyte B, le microenvironnement stromal est tout simplement

indispensable pour la survie des cellules tumorales de LF. Etudier ces interactions permettrait
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d’une part d’identifier les voies de signalisation impliquées dans la survie des cellules B
tumorales, et d’autre part, d’identifier des cibles thérapeutiques. Plusieurs équipes ont rapporté
que les cellules stromales lymphoides du LF sont impliquées dans I'organisation de la niche et
soutiennent la survie des cellules B tumorales . Plusieurs questions restent cependant en
suspens : premiérement : quel est le phénotype stromal requis pour les interactions
stroma/cellules B dans le LF ? Deuxiemement : les cellules stromales dans le LF évoluent-elles
a partir d'un précurseur indifférencié ou d'un sous-type stromal physiologique bien différencié
comme les FRCs ou les FDCs ? Une autre question sans réponse est la nature des interactions
directes et indirectes qui entrent en jeu dans I'effet de soutien des cellules stromales de LF. Et
enfin, les cellules B tumorales sont-elles nécessaires a I'acquisition et au maintien du phénotype
de ces cellules stromales ? D’autre part, I’implication de la matrice extracellulaire et les forces
biolomécaniques médiant les interactions entre les cellules B tumorales et les cellules stromales
sont des phénomeénes tres peu étudiés, nécessitant des modéles d’études complexes, laissant la
question de leur mise en jeu en suspens. Pour étudier les interactions entre les cellules stromales
et les cellules B tumorales dans le ganglion lymphatique de LF, de nombreuses limites restent
aoutrepasser: premiérement, les lignées de cellules B présentent un index de prolifération éleve,
alors que les cellules B tumorales adoptent une évolution indolente. Deuxiémement, la
conformation spatiale des cellules stromales est un élément clé de leur fonctionnalité. Par
conséquent, les modeles 2D sont limités pour les études des propriétés des cellules stromales
en présence de cellules B tumorales. Un autre point nécessite de prendre en compte les
interactions avec la matrice extracellulaire et les forces mécaniques médiant les interactions
entre les cellules B tumorales et les cellules stromales, connues pour exercer une influence
majeure sur le comportement du lymphocyte B. Les modeles murins restent actuellement tres
imparfaits méme s’ils ont permis une grande avancée dans la comprehension de la
lymphomagénese et de I’influence de certaines anomalies génétiques dans la progression
tumorale.

Les études in situ restent également limitées: les tissus humains s’avérent étre de moins
en moins disponibles en raison de l'avénement des micro-biopsies. Pourtant les organoides de
lymphomes dérivés de patients reproduisent les interactions réelles au sein du
microenvironnement du patient et pourraient constituer un modele pertinent pour récapituler le
profil transcriptionnel et mutationnel ainsi que la réponse thérapeutique de la tumeur primaire
385386 Ces modéles peuvent étre générés directement a partir d'une biopsie, en préservant les
cellules immunitaires endogénes et les autres types de cellules ou étre établis séparément des

cellules avant la co-culture, ce qui facilite I'étude des interactions cellule-cellule spécifiques 7.
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Ils représentent un outil prometteur pour développer et tester des approches de médecine
personnalisée®®. L'une des principales limites des organoides impliquant différents types de
cellules est que les conditions de co-culture doivent étre optimisées pour atteindre un équilibre
qui convient a tous les types cellulaires impliqués.

Les sphéroides tumoraux 3D sont des amas tumoraux formés in vitro par la culture
cellulaire 3D. Ces sphéroides imitent 1’architecture tridimensionnelle des organes et les limites
de diffusion des molécules thérapeutiques ainsi que le transport de molécules autre dans les
tumeurs, ce qui se révele étre pertinent pour une analyse précise de I'efficacité des médicaments
389 Au cours des derniéres décennies, diverses méthodes de culture de sphéroides 3D ont été
développées, dont la culture de sphéroides 3D avec ou sans « échafaudage » (structure
prédéterminée). La culture cellulaire 3D a base d'échafaudage utilise des polymeres naturels ou
synthétiques mimant la MEC, favorisant ainsi la croissance cellulaire. L'introduction de
matériau de MEC permet d'établir des interactions solides entre les cellules et la MEC. La
culture cellulaire 3D sans échafaudage ne nécessite pas de matériaux externes en suspension et
oblige ainsi les cellules a s'agréger. De ce fait, flacons rotatifs et spinners, gouttes suspendues,
plaques a fixation ultra-faible (plaques en U) et plagues microporeuses sont des outils
fréquemment utilisés dans la culture 3D. Cependant, ces méthodes ont leurs propres
inconvénients. Les flacons rotatifs et les flacons tournants par exemple, induisent une contrainte
de cisaillement élevée, ce qui peut entrainer des dommages cellulaires pendant la culture. 1l est
donc difficile de contréler I'uniformité des sphéroides. Une premiere avancée a été de prendre
en compte a la fois la conformation tridimensionnelle des cellules, mais aussi 1’organisation
relative au sein des trois dimensions, pouvant étre médiée par un maillage modulable de la
MEC. Le modele d'hydrogels chargés par des poly-éthyléne glycols (PEG), développé par Tian
et al, a permis la fonctionnalisation de I'nydrogel avec une densité et une spécificité précise des
intégrines. lls ont également intégré a la matrice des liaisons di-thiolées pouvant se dégrader
enzymatiquement a fagon en fonction de la conformation du maillage souhaitée et ont incorporé
des cellules stromales lymphoides comme sous-type de cellules stromales de soutien. De cette
facon, ils ont montré une expression différentielle des intégrines avB3 et o4Pfl dans les
lymphomes & cellules B 3%. Des essais in vitro et in vivo ont récemment montré que la
rigidification du maillage stromal, la nature de la MEC et des intégrines sont critiques pour la
survie et la signalisation des cellules tumorales. De plus, comme il a été demontré que le flux
lymphatique et la vascularisation sont amplifiés dans les lymphomes B, il a été proposé, que les
contraintes mécaniques et de cisaillement des fluides peuvent agir comme un stimulus

biophysique important sur les cellules de lymphome %1,
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Figure 22 : Apoorva et al. font état d'un microréacteur de lymphome permettant de comprendre les facteurs
biophysiques qui régulent la croissance des lymphomes et leurs réponses thérapeutiques. 1ls décrivent le rdle des
forces des fluides, provenant des lymphatiques et néo-vaisseaux, dans la mécanomodulation des signalisations des

intégrines et des récepteurs des cellules B.

Ainsi, les contraintes de cisaillement des fluides rapportées dans le sinus sous-capsulaire,
influenceraient la signalisation des intégrines et celle du BCR avec des conséquences sur la
prolifération cellulaire. De plus, la sécrétion de TNF par la lignée de lymphome utilisée a
augmenté dans des conditions de flux aprés 72h 3.

Mannino et al ont proposé un modéle in vitro récapitulant a 1’aide d’un systéme
microfluidique, I’impact du flux vasculaire sur la diffusion des drogues au sein des DLBCLS et

de leur microenvironnement a I’aide d’une membrane poreuse circulaire traversant un hydrogel

contenant les cellules du microenvironnement 392393,
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Figure 23 : Le modele de microvascularisation de DLBCL sur puce est fabriqué a l'aide d'articles de laboratoire
courants. A) Schéma général mettant en évidence I'hydrogel intégré (& gauche) dans la macrostructure
polydimethylsiloxane-based (PDMS) (a droite). B) Schéma du processus de fabrication. Le PDMS a été moulé
autour d'un fil d'acier inoxydable, et un trou a été percé. Ce trou a été rempli avec I'nydrogel contenant les cellules
tumorales qui a polymérisé. Le fil en acier inoxydable a été retiré et le microcanal résultant a été cultivé avec des
cellules endothéliales3¥23%,

Le premier modele de culture 3D des LF sans échafaudage, donc en auto organisation, a
été le Multi Aggregates of Lymphoma Cells (MALC) 3% adapté de la méthode de la goutte
suspendue. Ce modeéle génére de petites gouttes en suspension de cellules, conduisant a
I'agrégation de cellules primaires de LF. Ainsi, dans ce modeéle, les études de comparaison de
I'expression génique des cellules cultivées en 3D par rapport a celles cultivées en 2D ont permis
d'identifier plus de 7000 genes différentiellement exprimés. Les genes les plus
différentiellement exprimés étaient impliqués dans la réponse a I'hypoxie, la signalisation NF-
kB, la régulation négative de I'apoptose et la régulation du cycle cellulaire. Il est intéressant de
noter que les profils d'expression génique en réponse a I'nypoxie étaient analogues a ceux des
biopsies de LF, contrairement aux cultures 2D, ce qui suggere que les cultures 3D sont plus
proches des conditions in situ dans ce type de modele. Ces agrégats de LF étaient également
associés a une résistance a la doxorubicine et la bendamustine. Tous ces résultats ont mis en
évidence I'importance de l'organisation spatiale et des interactions cellulaires en culture 3D
dans la biologie des LFs. Les essais en gouttes suspendues nécessitent cependant un travail
intensif et une culture a long terme, et ces cultures ne sont pas stables, en raison de I'évaporation.
De plus, elles ne contiennent aucune cellule du TME ce qui en limite I’ intérét.

De la méme maniére, une étude a montré que les cellules lymphomateuses proliféraient
mieux en 3D qu’en 2D 3% et une autre étude a montré que la culture en 3D influencait

considérablement I’action des anti-CD20 3%, Cependant, dans ces modeles, 1’influence du
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microenvironnement n’est pas prise en considération. Foxall et al montrent un dialogue induit
en 3D entre les cellules DLBCL et des cellules stromales issues de tissu adipeux, par I’induction
de podoplanine et de BAFF suite & la production de TNF par les cellules DLBCL en 3D 3%, Ce
modele constitue le premier exemple d’étude en 3D de I’interaction B/stroma dans un
lymphome B mais n’a pas été testé dans le LF. Certaines études ont rajouté des macrophages a
la composante stromale du microenvironnement dans les cultures 3D validant 1’utilisation de
drogues tels que des inhibiteurs de CSF-R13%, les anti-BCL2 et les anti-CD20 %7 (ces derniers
constituant des molécules de grande taille et ayant pourtant une diffusion limitée dans le modéle
MALC).

Des modeles 3D ont également tenté de représenter les interactions de la niche de la MO,
montrant une mise en jeu de molécules d’adhésion comme la N-Cadhérine et moins bonne
réponse aux drogues en 3D 3983%,

Outre les modeles 3D in vitro, I'établissement de modeles murins de LF reste le meilleur outil
pour étudier la coévolution cinétique et spatiale des cellules tumorales avec leur
microenvironnement de soutien. La translocation t(14;18) associée a la surexpression de BCL2,
n'est pas suffisante pour la lymphomagéneése du LF puisqu'une faible proportion de cellules B
t(14;18)pos peut étre détectée dans le sang périphérique de la plupart des individus sains. Les
souris transgéniques Eu-BCL2, dans lesquelles Bcl2 est sous le contrdle du facteur de
transcription des géenes d'immunoglobuline, développent simplement une hyperplasie
folliculaire et non un LF, probablement en raison de la faible expression de Bcl2, du manque
de spécificité des cellules B matures (le promoteur Ep drivant plus spécifiquement 1I’expression
des immunoglobulines durant la différentiation B, contrairement a 1’enhancer 3’RR) et de
I'absence d’anomalies génétiques supplémentaires. A l'inverse, le modele vavP-BCL2 a été
rapporté comme produisant un LF chez la souris sur 12 mois, et a permis de montrer que des
altérations supplémentaires fréquentes chez les patients atteints de LF pouvaient accélérer la
lymphomagenése 4942 Cependant, dans ce modeéle, Bcl2 est surexprimé dans toutes les
cellules hématopoiétiques, y compris les cellules T du microenvironnement. Globalement, il
n'existe pas de modele de lymphome reproduisant totalement les principales caractéristiques du
LF. Néanmoins, les données récentes montrent que la suppression du récepteur inhibiteur
HVEM chez les souris transgéniques vavP-BCL2 accélere le développement du LF en

association avec une activation des cellules TFH et stromales 3%

suggerant un modele se
rapprochant de la biologie du LF. Il a été demontré que les mutations de gain de fonction
d'EZH2 survenant tot au cours de la lymphomagénese limitent la dépendance au compartiment

TFH, tout en maintenant une interaction étroite avec le compartiment FDC 4%, De méme, des
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mutations ponctuelles de I'activateur de mTORC1 Rragc sont associées a une diminution de
I'abondance des cellules TFH & la fois chez les souris VVavP-Bcl2 ; RagCmut et chez les patients
atteints de LF portant des mutations RRAGC 2% . Enfin, les altérations génétiques du géne de
la cathepsine S (Ctss), qui entrainent une hyperactivité aberrante de cette protéase et une
augmentation de la présentation des antigenes par le CMH de classe Il, déclenchent et
accélérent le développement de lymphomes dans des modeles murins et sont associées a une
augmentation de l'infiltration des lymphocytes T CD4pos alors que les lymphocytes T CD8pos
sont réduits et exclus du CG %83, Dans I'ensemble, ces données démontrent que la génétique
tumorale a un impact considérable sur la reprogrammation du TME dans le LF. Ces modéles
restent cependant imparfaits et limités pour de multiples raisons: ils reposent souvent sur des
chimeéres hématopoiétiques, procédé tres lourd créant des animaux tous différents ; générant
des tumeurs tres oligoclonales en lien sans doute avec la survenue de I’anomalie driver sur tous
ou une grande proportion des lymphocytes B et la dérégulation de Bcl2 dans tout le
compartiment hématopoiétique rend difficile I’interprétation des phénotypes tumoraux.

Les modeles de xénogreffe de souris impliquent la transplantation de cellules de
lymphome humain (soit dérivées de patients, PDX, soit de lignées cellulaires, CDX), dans des
souris immunodéficientes, pour favoriser la prise de greffe de la tumeur %4, Les modéles CDX
générés par l'injection de SUDHL-4 sont utiles pour des tests de drogues, mais les lignées
cellulaires contiennent des mutations natives qui peuvent ne pas étre observées dans le
lymphome folliculaire 40549, Les PDX, d'autre part, conservent les caractéristiques du
lymphome primaire, y compris du TME et de la signature génétique. Cela permet de tester
rigoureusement des traitements médicamenteux et des schémas thérapeutiques pour les
lymphomes. Malheureusement, les taux de prise de greffe pour le LF sont trés faibles et il existe
une limite dans les possibilités d'étudier les interactions immunitaires 404407410411 = Cette
limitation peut étre surmontée par des greffes en série, cependant, cela conduit a la perte

progressive des caractéristiques de la tumeur primaire.
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3. Concept d’hétérogeénéité tissulaire dans le lymphome folliculaire

a) Introduction au concept d’hétérogénéité tissulaire

Le terme d’hétérogénéité concerne aussi bien les cellules tumorales que le
microenvironnement. En effet, sur le plan cellulaire, le LF ne doit pas étre considére comme un
simple agglomérat de cellules tumorales, mais plutét comme une entité morpho-fonctionnelle
complexe évoluant dans différents compartiments, qui représentent ce que l'on appelle
I'nétérogénéité intra-tumorale. La plupart des patients atteints de LF présentent une tumeur
disséminée dans de multiples ganglions lymphatiques (constituant eux-mémes des niches
extrémement hétérogeénes) et dans la moelle osseuse, il apparait d’un intérét majeur de
considérer 1'étendue et I'impact de I'hétérogénéité spatiale des niches sur 1’évolution clinique du
patient, pour guider au mieux les choix thérapeutiques. Avec cette idée, il a été suggéré que les
tumeurs solides pourraient étre caractérisées par 1’évolution clonale au cours du temps et par
ses interactions avec les ressources disponibles du microenvironnement 42,

Par des interactions directes et indirectes, le microenvironnement va induire une plasticité
phénotypique et fonctionnelle des cellules tumorales au niveau morphologique, protéique et
transcriptionnel. L'hétérogénéité spatiale est un niveau d'hétérogénéité sous-estimé. En effet
comme évoqué précédemment les ganglions sont trés hétérogénes en fonction de leur
localisation spatiale et présentent d’autre part une hétérogénéité anatomique intrinseque. La
MO dans le LF présente de maniére ectopique certaines caractéristiques communes avec les
tissus lymphoides et nous n’avons aucune idée de la maniére dont le TME soutient
spécifiqguement les cellules tumorales, caractérisées par un grade cytologique inférieur, une
prolifération réduite, un phénotype modifié avec une expression réduite du CD10 et un profil
d'expression génétique inconnu?®+#13414 Notre équipe a récemment démontré que les cellules
B du LF produisent des vésicules extracellulaires qui peuvent étre internalisées par les cellules
stromales de la MO, ce qui les rend plus efficaces pour soutenir la survie et la quiescence des
cellules B de LF**®. Cette étude suggére des schémas d'interactions moléculaires localement
specifiques avec les cellules B malignes, contribuant a I'nétérogénéité spatiale de la tumeur.
L’hétérogénéité peut également se manifester au cours de I’évolution tumorale. De nombreuses
études ont décrit I'hétérogénéité tumorale chez les individus au moment du diagnostic et de la
transformation pour étudier les sous-clones sujets a la transformation.

Le microenvironnement joue un role crucial dans le pronostic de la maladie du LF. Le

Lunenburg Lymphoma Biomarker Consortium a confirmé que le microenvironnement aurait
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une influence significative sur le pronostic, et que des pourcentages plus faibles de cellules T
CD8+, la présence de macrophages M2 CD163+, le statut de type sauvage EZH2 et de gain du
chromosome 18 dans la tumeur initiale étaient des prédicteurs de mauvais pronostic3®?.
Cependant, l'introduction du rituximab inverse ce phénomene, et une forte densité en
macrophages associés a la tumeur est corrélée a des taux de survie plus longs aprés R-CHOP3°,
Ces résultats soulignent I'implication des altérations génétiques des cellules B tumorales et de
la composition du microenvironnement mais sans considérer son hétérogenéité spatiale et son
organisation relative au sein de chaque niche tumorale, expliquant les nombreuses études
contradictoires jusqu’alors menées sur les acteurs pronostiques du microenvironnement. De
plus, notre compréhension du degré d'hétérogénéité spatiale ou intra-tumorale chez les patients
est considérablement limitée par I’avénement des prélévements micro biopsiques qui prennent
souvent le pas sur I’exérese des ganglions lymphatiques pour le diagnostic.

Concernant le microenvironnement, il conviendra de distinguer I'nétérogénéité du
microenvironnement physiologique intrinseque du ganglion lymphatique et de la moelle
osseuse et I'nétérogénéité faconnée par I'nétérogénéite des cellules B de la tumeur elle-méme,
ce qui sous-tend un autre degré de complexité s’inscrivant également dans le temps avec
I’évolution clinique et les traitements. De plus, les altérations génétiques moléculaires et le
microenvironnement s'influencent probablement mutuellement : les altérations génétiques sont
permissives pour la croissance des cellules cancéreuses, mais le microenvironnement peut
favoriser le développement de sous-clones spécifiques par rapport a dautres et le
microenvironnement peut également évoluer dans le temps et avec la thérapie. Une question
rémanente est d’identifier les sous-niches favorisant la localisation des CPCs.

Dans cette revue, nous décrivons I'hétérogénéité spatiale stromale et I'organisation dans
les deux principales niches du LF, nous tenterons de définir I'nétérogénéité des cellules B
tumorales et de comprendre dans quelle mesure I'étude de cette hétérogénéité tumorale reliée a
celle de son microenvironnement, et notamment le microenvironnement stromal, est pertinente

pour prédire la rechute, la transformation et/ou influencer le succés thérapeutique.

b) Comment relier I’hétérogénéité tumorale a celle de son microenvironnement ?
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Stromal cells organize specific anatomic compartments within bone marrow (BM} and
secondary lymphoid organs where they finely regulate the behavior of mature normal
B cells. In particular, lymphoid stromal cells (LSCs} form a phenotypically heterogene-
ous compartment including various cell subsets variably supporting B-cell survival,
activation, proliferation, and differentiation. In turn, activated B cells trigger in-depth
remodeling of LSC networks within lymph nodes (LN} and BM. Follicular lymphoma
(FL) is one of the best paradigms of a B-cell neoplasia depending on a specific tumor
microenvironment {TME}, including cancer-associated fibroblasts (CAFs} emerging
from the reprogramming of LN LSCs or poorly characterized local BM precursors.
FL-CAFs support directly malignant B-cell growth and orchestrate FL permissive cell
niche by contributing, through a bidirectional crosstalk, to the recruitment and po-
larization of immune TME subsets. Recent studies have highlighted a previously un-
expected level of heterogeneity of both FL B cells and FL TME, underlined by FL-CAF
plasticity. A better understanding of the signaling pathways, molecular mechanisms,
and kinetic of stromal cell remodeling in FL would be useful to delineate new predic-

tive markers and new therapeutic approaches in this still fatal malignancy.

KEYWORDS
cancer-associated fibroblasts, cell plasticity, fibroblastic reticular cells, follicular dendritic cells,
lymphoma, tumor microenvironment

recruitment and polarization of cther immune cell subsets. In turn,
the differentiation and functional plasticity of B-cell-interacting

B cells initially differentiate within the bone marrow (BM), before
reaching the periphery as BCR-expressing immature B cells, able to
gain secondary lymphoid organs (SLO). Recognition of their cognate
antigen drives then naive B-cell activation, proliferation, selection,
and differentiation into memory B cells and plasma cells, ultimately
homing to the BM as long-lived antibody-producing cells. All stages
of B-cell life rely on strong interactions with specific subsets of stro-
mal cells, organized as discrete micrecanatomic areas contrelling B-
cell fate through direct B-cell supportive functions and through the

This article is part of a series of reviews covering Immunological functions of fibroblasts
in human health and disease appearing in Volume 302 of Immunological Reviews.

stromal cells are influenced by their contact with B cells. In agree-
ment, the development of B-cell malignancies profoundly affects
the B-cell/stromal cell bidirectional crosstalk, leading to a coevolu-
tion of both partners and resulting in malignant B-cell growth.
Follicular lymphoma (FL) is the most frequent indolent Iymphoma1
and is one of the best paradigms of a B-cell malignancy strongly de-
pendent on a permissive tumor micreenvironment (TME) including FL
cancer-associated fibroblasts (FL—CAFS).Q'4 FL results from the clonal
expansion of germinal center (GC) B cells, even if malignant trans-
formation is initiated during early B-cell development in the BM, by
aberrant repair failure of V(D)J recombination. The resulting t(14;18)

© 2021 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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translocation promotes high expression of the anti-apoptotic protein
BCL2, providing survival advantage to B cells during GC reaction,” a
place where BCL2 is normally actively repressed by the GC-specific
transcriptional machinery. Indeed, up to 50% of GC B cells underge
apoptosis every 6 hours unless they are positively selected.® B cells
carrying t(14;18) translocation recirculate as atypical memory B cells
considered as FL precursors and detected in the peripheral blood of
most healthy individuals.”® These pre-FL cells are enriched as non-
proliferating GC B cells in hyperplastic lymph nedes (LN), thus mimick-
ing the low proliferation rate of FL B cells.” Transformation into overt
FL is a very rare event, associated with the accumulation of numerous
secondary genetic hits following a complex evolutionary dynamics
from premalignant stage to FL diagnosis and pr::)gressi::)n.w’11 The
current view of FL pathogenesis is based eon the concept of long-lived
cancer precursor cells (CPCs) exhibiting driver genetic alterations
and that follow divergent intraclonal evolution, creating a landscape
of genetically distinct subclones.®>1%'® CPCs are responsible for late
relapses or transformation into aggressive Iymphc)ma.14 Impertantly,
FL is a disseminated disease, characterized by a frequent BM involve-

t,2°1¢ a property shared with t(14;18)P°° pre-FL cells. How the

men
spatial and functional heterogeneity of stromal cell niches moedulates
FL B-cell survival, growth, subclonal evolution, and drug resistance
remains essentially unknown. Moreover, the signaling pathways, mo-
lecular mechanisms, and kinetics of stromal cell reprogramming in FL
have been poorly defined. Finally, a better understanding of FL B-cell/
FL-CAF interplay would be useful to delineate new predictive markers

and new therapeutic appreaches in this still fatal malignancy.

2 | FUNCTIONAL HETEROGENEITY OF
THE STROMAL CELL NICHES OF NORMAL
MATURE B CELLS

BM constitutes the primary site for the maintenance and differentia-
tion of hematopoietic stem cells (HSCs) and for B-cell lymphopoiesis.
It has long been assumed that different stromal cell niches dynami-
cally control these processes. Seminal papers have recently pro-
posed a molecular atlas of the BM stromal cells at the single-cell
resolution, providing clues on how various stromal cell subtypes
could interact with HSCs and differentiating B-cell subsets by pro-
ducing soluble factors, such as CXCL12 and IL-7, and signals involved
in cell adhesion and retention, such as VCAM-1 or N'ldogen-l.l&19
In addition, differentiation trajectories within these newly identified
stromal cell subtypes were inferred from single-cell RNA sequencing
(scRNA-seq) data and were shown to be affected in case of acute
myeloid leukemia.?? Finally, a combination of scRNA-seq and spa-
tial transcriptomics was used to define a spatial map of BM niches,
confirming the existence of perisinusoidal and periarteriolar niches
orchestrating different aspects of hematopoiesis and B-cell dif-
ferentiation.”* An endosteal niche including osteoblasts and lining
Podoplanin/gp38P°* fibroblasts was also identified.

Besides its key hematopoietic function, the BM is a functional
reservoir for mature immune cells.?? Long-lived plasma cells are the

best-characterized mature lymphocyte subset residing in the BM,
localizing close to CXCL12-producing stromal cells. However, BM
contains also significant numbers of resident memory B cells, which
can rapidly differentiate into plasma cells locally upon stimulation.??
Interestingly, reactive GC, including mature follicular dendritic cells
(FDCs) and follicular helper T cells (Tth), can he rarely found within
BM, in the centext of autoimmune diseases, infections, or malignan-
cies, and exhibit a non-paratrabecular localization. The precursors
and differentiation pathways of these ectopic BM FDCs are un-
known. Morecver, how differentiating and mature B cells contribute
to the plasticity of BM stromal cells has never been explored.

Within SLO, lymphoid stromal cells (LSCs) pattern discrete an-
atomical niches and orchestrate adaptive immune response by
supporting lymphocyte recruitment, survival, activation, and dif-
ferentiation.”>?® Mature L$Cs are phenotypically defined by their
expression of gp38, in the absence of hematopoietic, epithelial, and
endothelial markers.”” In mouse adult SLO, perivascular cells have
been proposed as the local precursors of LSCs even if competing
views exist concerning their specific origin, including gp38"* mural
cells and gp38PPSCD34P% adventitial cells.?® 37 Historically, the two
best-defined LSC subsets are CD21/CD35P°° FDCs, populating the
light zone {LZ) of the GC and regulating guidance and selection of
high-affinity B cells, and CD21"*% fibroblastic reticular cells {(FRCs),
residing outside the follicles and supporting antigen delivery, naive
lymphocyte and mature dendritic cell recruitment, and T-cell sur-
vival and activation.>! However, new strategies of cell-fate mapping,
high-resolution imaging, and scRNA-seq have recently revealed a
higher level of diversity in LSCs, reflecting their various functions
and anatomical location.®%3

In particular, the genetic targeting of CXCL13-expressing cells
has been used to characterize B-cell-interacting reticular cell (BRC)
subsets.®® Two subsets of FDCs could be highlighted, sitting in GC
LZ and dark zene (DZ), respectively. Classical LZ FDCs are known to
recruit and sequester CXCR5-expressing GC B cells and Tfh through
the production of high amounts of CXCL13 and to retain intact anti-
gens for extended period of times by continucus rec:yc:ling.34 LZGCB
cells, called centrocytes, compete with each other for the capture of
antigens from LZ FDCs through a specific inmune synapse architec-
ture allowing stringent affinity discrimination.® Antigenic peptides
could then be presented by high-affinity centrocytes to cognate Tfh
that in turn trigger GC B-cell recycling to the DZ for further rounds
of preliferation/somatic hypermutations. GC B cells ultimately dif-
ferentiate into memory B cells and plasma cells, exiting the GC with
a different kinetic of preferential cutput. Besides BCR activation,
which is a primary determinant of GC B-cell fate, LZ FDCs have been
suggested to contribute to GC B-cell survival through a combination
of membrane and soluble factors including VCAM-1, Notch ligands,
BAFF/TNFRSF13B, IL-15, Wnt5a, or Shh,%*! but the precise roles
of these molecules remain unknown. LZ FDCs also regulate apop-
totic B-cell clearance through the production of MFGES8, premoting
GC B-cell phagocytosis by tingible body macrophages.® Conversely,
DZ FDCs are characterized by their low expression of CD21/CD35
and their high preduction of CXCL12. CXCL12 is invelved in the
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localization of CXCR4™ proliferating centreblasts inte the DZ and
plays a determinant role in the efficacy of the GC response by or-
chestrating BRC topology and resulting B-Tfh crosstalk. 24344 of
note, the glycosaminoglycan-binding property of CXCL12 is critical
for the correct GC organization, likely reflecting local retention of
CXCL12 by DZ FDCs.*3 DZ and LZ FDCs share similar morphelogy
and expression of the transcription factor SOX9,% suggestinga com-
mon origin, but subset specification of LZ and DZ FDCs was found
to be predetermined in the steady state.®® Besides FDCs, BRCs also
comprise marginal reticular cells (MRCs), interfollicular reticular cells
(IFRCs), T-B berder reticular cells (TBRCs), and medullary reticular
cells (MedRCs), all located cutside the GC. MRCs, primarily sitting
at the edge of the follicle, lining the subcapsular sinus, capture and
transfer immune complexes to B cells.** Of note, they have also
been proposed as precursors of FDCs during inflammation-induced
LN remedeling.*® TBRCs express both CXCL13 and CCL19/CCL21
and support naive B-cell survival by producing high amounts of
BAFF* In agreement, ablation of CCL19-expressing cells in vivo re-
duces substantially B-cell viability within LN, whereas FDC loss has
a minor impact on B-cell homeostasis.***¢ Some TBRCs producing
APRIL, IL-6, and CXCL12 were also shown to support plasmablast
exit from the GC and differentiatien into plasma cells.*® IFRCs are
transcriptionally close to TBRCs and express high amounts of the
cholesterol-25-hydroxylase (Ch25h), a crucial enzyme in the produc-
tion of 70,25-hydroxycholesterol,® the ligand of the EBI2 receptor
guiding activated B cells and T cells and favering their interaction at
the T-B border and interfollicular areas.*® Finally, MedRCs form a
dense meshwork throughout medullary cords, express high amounts
of leptin receptor, and guide plasma cell migration and survival by
producing BAFF, IL-6, CXCL12, and APRIL together with an inter-
mediate level of CXCL13.7 Apart from BRC subsets, the last well-
characterized LSC population is that of T-cell zene reticular cells
(TRCs) producing high amounts of CCL19/CCL21. Importantly, even
if they were initially identified for their crucial role on T-cell behav-
ior, TRCs promote the recruitment of naive CCR7°°° B cells and en-
sure their guided trafficking from the paracortex to B-cell follicles.
Altogether, B cells are engaged in a sequential crosstalk with vir-
tually all LSC subsets that differentially regulate each step of their
activation and differentiation within SLO. However, this detailed
characterization of LSC heterogeneity has been performed in mice
and very few data are available on human LSC diversity, plasticity,
and functien. Very recently, we proposed that CD49a/Integrin ol
could be used to sort human immune cell-interacting gp38P% FRCs
and gp38™® perivascular cells displaying features of LSC precursors,
allowing further molecular and functional studies.® Such approach
could be useful to analyze LSC remedeling during inflammation and
cancer.

Importantly, B cells have also a huge impact on LSC dynamics
in response te inflammatory stimuli. Within GC, the production of
tumer necrosis factor-¢ (TNF-o) and lymphotoxin «182 (LT) by B
cells is required for FDC maturaticn and maintenance and is de-
pendent on stimulation by FDC-derived CXCL13.%%%* B cells are

crucial not only for FDC organization. In particular, B cell-derived

i : }wiLey- [

LT, upregulated in response to IL-4 stimulation, is invelved in the
proliferation and robust transcriptional remodeling of FRCs in re-

%555 and in the stretching and maturation

sponse to viral infection
of TBRCs into CXCL13-expressing stromal cells in response to the
early swelling of GC within follicles.>” Conversely to FRCs, modest
changes have heen described in the FDC transcriptional program
in response to infection.>® Importantly, other cell partners have
a strong impact on TRC proliferation and differentiation. CLEC-2
expressed by migratory dendritic cells interacts with gp38 on the
surface of TRCs and promotes the relaxation of their actomyosin
<:ytc>skelett>n.58 TRCs then stretch and elongate, the reticular net-
work relaxes, and LN swell to accommodate the rapid increase in
lymphocyte number following immune response initiation.”®% TRC
relaxation is later followed by TRC pr::)liferat'lon.59 LT deficiency in
B cells or dendritic cells results in a premature contraction of the
FRC network. Additicnally, IL-17 produced by locally differentiating
Th17 cells triggers metabolic reprogramming of TRCs required to
suppert their proliferation and survival.® In addition, IL-17 drives
the differentiation of IL17RcP® pulmonary stromal cells from
bronchus-associated lymphoid tissues into gp38PoCD21/35"2CX-
CL12"% follicular stromal cells allowing GC formation in the ah-
sence of hoth FDC and LTP® B cells.%! B cells are thus engaged in
a bidirectional crosstalk with beth FRCs and FDCs and cooperate
with other cell partners to trigger their differentiation and activa-
tion during physiclogical immune response, in particular through
the production of LT.

3 | GENERAL ORGANIZATION OF FL
STROMAL CELL NICHES

FL B cells exhibit the general hallmark of centrocytes and accumu-
late primarily within LN follicles whereas BM infiltration, found in
40%-70% of FL patients at diagnosis, is an important adverse fac-
torin FL clinical risk-stratification scores. 13423 Macroscopically, FL
LN retain well-defined follicles, where FDCs and Tfh are found ad-
mixed with malignant B cells without DZ/LZ organization, and a sur-
rounding extrafollicular zone, exhibiting a dense network of FRCs
and CD8 T cells. However, whereas LN expansion is rapid but tran-
sient during normal immune response, remaining coenfined by the
capsule limit, FL LN are chronically enlarged, with frequent capsule
disruption and invasion of the adipose perinodal tissue by ectopic
GC-like structures (Figure 1A-D). Moreover, FL LN are uniformly
invaded by tumor follicles in the cortex, paracortex, and medul-
lary areas. Importantly, a huge intra-tissular heterogeneity could be
found both within and outside follicles, including for the density,
phenotype, and organization of FDC and FRC networks (Figure 1E-
G). How the specific anatomic and phenotypic properties of stromal
cells impact their reproegramming during FL lymphomagenesis and
support malignant B cells with specific subclonal and/or transcrip-
tomic features has not been explored.

Invaded FL BM de not exhibit a diffuse infiltration by tumor

cells that are found as nodular aggregates including mature LSCs
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FIGURE 1 Human stromal niche organization within FL lymph nodes. A) Normal reactive lymph node with an intact capsule (yellow
dotted line) and a well-delimited medullary zone (white dotted line). FRCs are stained by anti-collagen IV antibody (COLLIV, yellow) and
FDCs by anti-CD21 antibody (CD21, red). Nuclei are counterstained with DAPI (blue). Scale bar, 5mm. B) FL lymph node with capsule
disruption (yellow arrows) and invasion of the medulla (white arrows) by malignant follicles. FRCs are stained by anti-collagen IV antibody
(COLLIV, yellow) and FDCs by anti-CD21 antibody (CD21, red). Nuclei are counterstained with DAPI (blue). Scale bar, 5mm. C-D) FL lymph
node with perinodal follicular expansion in surrounding adipose tissue. FRCs are stained by anti-collagen VI antibody (COLLIV, green) and
FDCs by anti-CD21 antibody (CD21, yellow). (C) Scale bar, 5Smm; (D) Scale bar, Lmm. White arrow highlights a perinodal follicle. Capsule is
indicated by yellow dotted line. E-F-G) FDC heterogeneity in FL. FRCs are stained with an anti-collagen IV antibody (COLLIV, yellow) and
FDCs by an anti-CD21 antibody (CD21, green). (E) Intact FDC network; (F) variably disrupted FDC network; (G) lack of FDC network

and PD-1P°°CD4P* T cells. Conversely to reactive GC, malignant
follicles essentially display paratrabecular localization (Figure 2).
LN FL-FDCs progressively loose expression of CD21, CD23, and
CD35, a process associated with the strongly reduced expression
of LT by malignant FL B cells compared with normal GC B cells.®%°
Conversely, mature FDCs expressing CD21 and producing CXCL13
could be ectopically detected in the center of BM FL B-cell aggre-

gates, distant from the bone.®® FRC-like cells are also identified

within these BM follicle-like structures. These data suggest that
ectopic localization of FL B cells within BM requires FDCs, whereas
FL LN B cells lose their dependency toward LZ FDCs and/or be-
come dependent on functionally different LSC subsets. Besides
sharing lymphoid-like properties, BM and LN FL stromal cells
display common extracellular matrix composition features includ-
ing upregulation of secreted protein acidic and rich in cysteine
(SPARC), a matricellular protein involved in collagen deposition and
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FIGURE 2 Human stremal niche
organization within FL bone marrow.

A) Invaded FL hone marrow showing
FRC-like cells stained with anti-
transglutaminase antibody (green), FDC-
like cells with anti-CD21 antibody (red),
and FL B cells with anti-CD20 antibody
{blue). Detted lines indicate the hene.
Box indicates the area magnified in lower
panel. Scale bars, 100 pwm. B) Invaded

FL bone marrew showing FRC-like cells
stained with anti-transglutaminase
antibody (green), FDC-like cells with
anti-CXCL13 antibody (red), and FL B cells
with anti-CD20 antibody (blue). Dotted
point line indicates the bone. Scale bar,
100 um

organization.®” However, gene expression profile analysis has un-
derlined key differences in the phenotype of FL-CAFs within BM
and LN niches.®® In agreement, BM FL B cells are alse characterized
by a lower cytological grade, a decreased proliferation, a modified
phenotype with reduced CD10 expression, and an altered gene ex-
pression profile compared with LN FL B cells.*®% Moreover, so-
matic hypermutation analysis and targeted deep sequencing have
demonstrated that different FL B-cell subclones could be detected
within LN versus BM, and suggest that FL originates in the LN and
infiltrates BM early in the course of the disease, allowing further
accumulation of BM-specific mutations.®”7! Yet, no study has been
designed to specifically interrogate the consequences of the differ-
ences in FL-CAF phenotype in LN versus BM on FL B-cell genetic
heterogeneity.

4 | FUNCTIONAL HETEROGENEITY OF FL
STROMAL CELL NICHES

CAFs exert key protumeral functions including direct impact on
tumor cell survival, preliferation, and dissemination and indirect
effects on tumor organization and anti-tumer immunity, alto-
gether promoting tumor growth and drug resistance. FL-CAFs
have been initially characterized at the functional and transcrip-
tomic levels after short-term in vitro expansion. Even if such ap-
proach could be associated with culture-related artifacts and
with a loss of stromal cell heteregeneity, it is interesting to notice
that culture-adapted human mesenchymal stromal cells chtained
from BM (BM-MSC) and adipose tissue (ASC) retain the main
transcriptomic and functional differential features of their native

BT 277
TR} wiLey- 127
TRANSGLUTAMINASE CXCL13 CD20
(B) Fhe

counterparts, demenstrating an imprinting of the tissue origin en
stremal cell properties.”? In agreement, several deregulated path-
ways have been identified in in vitre-expanded FL-CAFs and fur-
ther confirmed in situ in both BM and LN FL tissues (Figure 3). In
particular, FL-CAFs were proposed as main organizers of FL cell
niche. First, FL-CAFs overexpress CCL2, detected at high levels
in FL BM plasma, and recruit monocytes, further converted into
proangiogenic and anti-inflammatory macrophages, at least in part
through Notch-dependent signaling.”® Interestingly, FL tumor-
associated macrephages (FL-TAMs) have heen shown to trigger
FL B-cell activation and survival through the transpresentation of
IL-15, able to activate STATS in B cells and to collaborate with Tfh-
derived CD40L signaling.74 Conversely to normal B cells, FL BCR
harbor in more than 80% of cases unusual N-glycosylation sites
occupied by immature cligomannose residues.”” This modification
is an early event in FL pathogenesis and is retained across relapse
and transformation events.” The lectin DC-SIGN specifically rec-
ognizes FL N-glycesylated BCR and triggers its delayed but long-
lasting aggregatien and activation.”” DC-SIGN is inducible by IL-4,
a cytokine overexpressed by FL-Tfh, and is thus overexpressed
on FL-infiltrating myeloid cells.”® IL-4 also increases IgM expres-
sion on FL B cells thus further favering BCR/DC-SIGN crosstalk.
Strikingly, FL-LSCs contribute to the polarization of FL-Tfh by fa-
voring the early commitment of PD19MCXCR5P®CD4P* cells, cor-
responding to pre-Tfh cells, into 1L-gh producers, in a Notch and
ICAM1/LFA1-dependent manner.”? Altogether, these data high-
light FL-CAFs as central coordinators of the FL-Tfh/FL-TAM/B-cell
tripartite crosstalk. Besides CCL2, FL-CAFs also overexpress IL-
8, thus favoring the recruitment and survival of protumoral neu-
‘cmphils.SO Whereas PGE2 has been proposed as upregulated in
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FL-CAFs®! and despite the accumulating evidence showing a role
for CAFs in immune escape and resistance to immunotherapy in

82 no data are currently available on their immuno-

solid cancers,
suppressive activity in FL.

More recently, in situ analysis of FL-CAFs has highlighted a
strong upregulation of CXCL12 expression in FL-FDCs, FL-FRCs,
and FL BM stromal cells with a parallel increase in CXCL12 level
in FL BM plasma.®® Moreover, heparanase, an endoglycosidase in-
creasing the bioavailability of heparin-binding factors like CXCL12,
is strongly expressed in about 50% of FL.83 CXCL12 triggers FL B-
cell activation, migration, and adhesion. Within FL follicles, this
upregulation of CXCL12 parallels the disappearance of CD21P°°
FDCs. The lack of specific marker for DZ FDCs precludes any de-
finitive conclusion on whether this remodeling of malignant folli-
cles actually corresponds to an expansion of the DZ FDC network.
However, unlike LZ FDCs and TBRCs, DZ FDCs were proposed to
not require LT and TNF for the maintenance of CXCL12 expression
and network morphology,“ thus providing an argument in favor
of a DZ FDC origin for CXCL12" follicular stromal cells support-
ing LT FL B cells. In order to further delineate the properties of
FL-CAFs in situ, we recently analyzed the gene expression pro-
file of sorted gp38°°°CD21°°* FDCs, gp38P°°CD49aP**CD21"¢
LSCs, including FRCs and DZ FDC-like cells, and their putative gp-
38P°°CD49a"¢ local LSC precursors in FL LN and reactive SLO.%?
Interactome analysis demonstrated that FL B cells had a higher
capacity to interact with CD21"%8 LSCs than with CD21"°° FDCs,
providing a molecular support for the disruption of LZ FDC net-
work within FL follicles. Moreover, we confirmed the deregulation
of CXCL12 and highlighted an overexpression of CCL19/CCL21
by FL-CAFs. Interestingly, FL-LSC precursors already displayed a

FL-CAF

FIGURE 3 B-cell/stromal cell
interactions within FL cell niches. FL
cancer-associated fibroblasts (FL-CAF)
form a heterogeneous compartment
overexpressing factors involved in direct
FL B-cell activation and in the recruitment
and activation of other components of
tumor supportive cell niche such as tumor-
associated macrophages (TAM) and T
follicular helper (Tfh). In FL bone marrow,
FL B cell-derived extracellular vesicles
(EVs) contribute to the early commitment
of BM mesenchymal stromal cells (BM-
MSC) toward FL permissive stromal niche
ultimately including mature lymphoid
stromal cells and CD4°°* T cells admixed
with malignant B cells within nodular
aggregates

specific gene expression profile, suggesting an early commitment
toward tumor supportive phenotype. A more detailed study of
the heterogeneity of FL-CAF precursors remains to be performed,
taking into account the spatial specificities of FL niches. In fact,
besides MRCs and perivascular cells, preadipocytic cells, already
shown to migrate into newborn LN and differentiate into a vari-
ety of LSCs,®* are an interesting putative precursor of FL-CAFs
supporting the formation of the perinodal FL follicles found in the
surrounding fat. Moreover, the question of the local precursors of
BM FL-CAFs and whether endosteal, perisinusoidal, and/or peri-
arteriolar stromal cells could be involved remain completely open.

Interestingly, FL B cells express higher levels of CCR7 and
CXCR4 than normal CC.%? Together with their reduced expres-
sion of the GC-confinement receptors SIPR2 and P2RY8, and
their increased expression of the SIPR1 egress receptor,52 these
data suggest that FL B cells are prone to interact with FL-LSCs
both within and outside follicles, thus contributing to their dis-
seminated profile. An important unsolved question remains the
direct and indirect impacts of the modifications of extracellular
matrix composition, organization, and stiffness, which are largely
dependent on stromal cells, on FL growth. Recently, relevant 3D in
vitro models have suggested that mechanical forces resulting from
compressive stress and cell contractility, two processes finely reg-
ulated by FRCs, may influence integrin and BCR signaling in GC
B-cell lymphomas, with functional consequences on cell prolifera-
tion and drug resistance.®®

Of note, new strategies of scRNA-seq combined with spatial
transcriptomic/multiparametric imaging will make it possible to bet-
ter define FL-CAF precursors and differentiation trajectories and to
draw a more complete picture of how each CAF subset specifically
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interacts with malignant B cells and with the other components of
TME, how this crosstalk is dynamically affected during the course of
the disease, and how it could provide relevant stratification markers
and therapeutic targets.

5 | FL STROMAL NICHE COMMITMENT,
HETEROGENEITY, AND DYNAMICS

FL-CAFs have emerged as highly heterogeneous and plastic stromal
cell subsets, raising the question of the cellular interactions, molecu-
lar mechanisms, and kinetic of their reprogramming. with a major
clinical interest for understanding the primary TME alterations sup-
porting pre-FL stage and early CPC as well as the treatment-induced
TME plasticity.

Within FL LN, a first challenging issue is to understand how FL-
CAFs accommodate the chronic LN enlargement associated with
lymphoma growth. The proportion of dendritic cells is strongly re-
duced in FL® and FL-CAFs display a reduced expression of gp38,%°
suggesting that the CLEC-2/gp38 loop is not the main driver of the
chronic FRC network expansion in FL. Moreover, FL B cells down-
regulate LT and the Th17/Treg balance is specifically skewed
toward Treg differentiation,®” whereas FL-Tfh poorly express Th17-
related markers. including IL-17, i-26, and RORC.*"% These data
argue against a role for B cell-derived LT and T cell-derived IL-17
in FL-FRC proliferation. In agreement, FL LN are characterized by a
disorganized and partly disrupted collagen-based reticular network.

Malignant B cells have been initially proposed as the main drivers
of the modifications of FL stromal cell phenotype and gene expres-
sion profile. In particular, B-cell-derived TNF triggers CCL2 and IL-8
expression in LN and BM stromal cells and supports the differenti-
ation of BM-MSCs toward FL-supportive FRC-like cells in vitro.”*%°
Mareover, our recent RNA profiling of FL-CAF subsets highlighted a
52

putative role for B cell-derived TGF-p,”* a factor already identified

as upregulated within FL cell niches® where it impacts intratumoral

FIGURE 4 Main genetic alterations
affecting B/CAF/Tfh crosstalk in FL.
Schematic representation on the main
individual recurrent B-cell intrinsic
genetic alterations affecting the crosstalk
between immune and stromal TME and
FL (pre)malignant B cells to promote
lymphomagenesis

HVEM mutations
Increased activation of Tfh
Increased activation of LSCs

Immunological Reviews BYY 1B oy ki

T-cell function.?%! Interestingly, TNF/LT and TGF-j synergize to
induce FL-CAF markers, including CXCL12, CCL19, and CCL21, on
LN LSC precursors. Moreover, we could demonstrate a correlation
between TGFB1 and CCL21 expression across large series of FL
patients.*?

Importantly, non-malignant cells also contribute to FL-CAF re-
programming. Whereas FL B cells are not able to upregulate CXCL12
when cocultured with stromal cells, FL-Tfh induce CXCL12 in an
IL-4-dependent manner.%® Accordingly, a correlation was found be-
tween CXCL12 and p-STAT6, a surrogate marker of IL-4 production,
in a large series of FL LN. TNF/LT and IL-4, both overexpressed in
FL-Tfh, synergize to trigger a transglutaminase '“ngJB'D\J’CAM—lm
cXcLi2h phenotype in stromal cell precursors and FRC-like cells in
vitro, thus closely mimicking the phenotype of FL-FRCs in situ. In
fact, TNF/LT upregulate STAT6 and IL4R expression in stromal cells,
suggesting differentiated LSCs respond more efficiently to IL-4 com-
pared with undifferentiated stromal cells. FL-Tfh also overexpress
\FN-y."Z able to induce indoleamine-2,3 dioxygenase {IDO) in human
FRC-like cells in vitro.”® By catalyzing the tryptophan metabolism,
IDQ inhibits CD4P°* and CD8P* T-cell but also normal and malignant
B-cell proliferation. It is tempting to speculate that FL tissues are
organized in discrete areas where different subsets of FL-Tfh and FL
stromal cells variably regulate FL B cell/FL immune microenviron-
ment interplay.

The hypothesis that specific genetic alterations directly impact
the capacity of malignant FL B cells to drive the development of
specific TME patterns has emerged only recently (Figure 4). Initially,
loss-of-function mutations of the H3K2/7/H3K18 acetyltransferase
CREBBP, detected in about 50% of FL patients, were associated with
a decrease in MHC class |l expression resulting in reduced CD4"%*
and CD8P T-cell infiltration and proliferation.” Interestingly,
CREBBP alterations are considered early events potentially play-
ing a major role in the initiation of FL tumors.”> Human FL tumors
are heavily mutated, with numerous subclones harboring different

patterns of genetic alterations. In addition, they could essentially

CTSS mutations
Increased Tth infiltration

BTLA
TNFILT
CREBBP mutations
TeR—— Ps:cregsed T-cell
CD40L infiltration

MHC Il

RRAGC mutations
Decreased dependency on Tfh

EZH2 mutations

Decreased dependency on Tth
Increased dependency on FDC
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be analyzed once, at the diagnesis, making it difficult to infer the
direct impact of each single genetic event on B-cell/TME crosstalk
over the course of the disease. To fill this gap, genetically engi-
neered mouse models have been proposed in the past few years,
studying how the deregulation of a single genetic target synergizes
with BCL2 overexpression to promote FL-like tumors. These mod-
els are not optimal, in particular since they are using essentially the
vavP promoter to deregulate BCL2, leading to BCL2 overexpression
in all hematepoietic cells, and do not mimic the rare cccurrence of
FL-promocting mutations. However, they have heen shown useful te
figure out the impact of FL recurrent mutations on GC reaction and
early lymphomagenesis. Recently, gain-of-function mutations of the
histone methyltransferase EZH2, occurring early during transforma-
tion in 20%-30% of FL and initially thought to display B-cell intrinsic
protumoral effects,”® were proposed to uncouple GC B cells from
the critical Tfh checkpoint whereas switching them to FDC depen-
dency.”” EZH2-mutated GC B cells downregulate many genes linked
to Tfh signaling, fail to engage Tfh, thus limiting recycling toward
the DZ, and survive in the LZ as proliferating centrocytes overex-
pressing LT, TNF, and BAFFR, all involved in GC B-cell/FDC cross-
talk. Such model seems thus to mimic well the early stages of FL
initiation, and perhaps also what happens ectepically in FDC-rich
invaded FL BM. However, it also gives clues on the development
of overt FL since EZH2-mutated human FL feature greater asso-
ciaticn with intact FDC network as compared to unmutated FL,
suggesting that early events ceuld imprint later FL development
and evolution. Whereas EZH2 mutations are propesed to directly
impact FL stroma, other recurrent alterations could indirectly pro-
mote LSC reprogramming. This is in particular the case for loss-of-
function mutations/deletions of TNFRSF14/HVEM that are found in
about 40% of FL patients, disrupt the HYEM/BTLA inhibitory loop,
and accelerate FL development in the vavP-BCL2 mouse model”®
HVEM/BTLA paracrine interaction is lost in most FL B cells by ei-
ther HVEM mutations or BTLA transcriptional repression, favoring
a cell-autoncmous B cell activaticn by reinforcing BCR signaling in
both mouse and human cells. Moreover, Tfh express huge amount
of BTLA, and BTLA engagement in Tfh reduces TCR sighaling and
CD40L mobhilization at the immunological synapse, thus diminish-
ing Tfh help to GC B cells.” HVEM mutations thus favor B cell/Tfh
crosstalk and outgrowth of premalignant B cells. Accordingly, Tfh
infiltration and STAT6 phospherylation are higher in HYEM'™ human
FL tumors.”® Interestingly, FRC and FDC activation could be de-
tected in HVEM-deficient mouse lymphomas, potentially related to
the upregulation of TNF and LT expression by Tfh. Likewise, HYEM
specifically decreases LT expressicn by human Tfh in vitre without
impacting their survival or CXCL13 and IL-21 expression. Altogether,
HVEM mutations strengly impact FL TME features including FL-CAF
network organization. Recently, other genetic alterations were as-
sociated with FL-Tfh reprogramming. Even if the resulting stromal
cell phenotype has not been studied, the major effect of Tfh on LSC
activation and plasticity suggests that a comparative analysis of FL-
CAF phenotype in response to different genetic backgrounds would
be of great interest. Point-activating mutations in the mTORC1

activator RRAGC are associated with a decrease in Tfh infiltraticn
in both vavP-Bel2; RagC™ mice and FL patients harboring RRAGC
mutations.T? Cathepsin S (CTSS) alterations detected in 20% of FL
patients, upregulate MHC class Il antigen presentation, and are as-
sociated with a higher CD4P% T cell infiltration whereas CD8P* T
cells are excluded from the GC in mutated mice.2*1°? Again, FL pa-
tients with deregulated €TSS had a higher intrafollicular CD4P% T
cell infiltration, supporting a stronger dependency on Tfh cell help.
Interestingly, both RRAGC mutations, conferring independence from
Tfh, and CTSS mutations, modulating TFh/CD8 T cell balance, were
found mutually exclusive with HVEM mutations.109:192 However,
the net impact of harboring various combinations of EZH2, CREBBP,
HVEM, RRAGC, CTSS, MLL2, and the other less characterized genetic
alteratiecns on TME modificatiens is unknown and very difficult to
model, in particular, since numercus subclones harboring different
mutational profiles coexist within each FL biopsy.t”®

In fact, the relationship between B-cell subclenal and transcrip-
ticnal heterogeneity in FL is not completely solved. Tracking sub-
clonal divergences through the analysis of BCR diversification reveals
that B-cell subclones do not massively differ at the transcriptional

Ievels,lg’104

suggesting that other drivers of phenotypic diversity are
stronger than genetic events. However, other studies propose either
that copy number variations could represent an important layer of
transcriptional heterogeneity and drug-respense!® or that patients
exhibiting divergent BCR evolution between 2 distant tumer sites
also exhibit divergent tumer gene expression and cell surface protein
plrofiles.105 An interesting finding is that FL tumor B cells are not, at
the single-cell level, frozen in a specific GC stage of differentiation
and could thus not be directly compared with the different subsets of
normal GC B cells recently identified.}®* Yet, FL B cell transcriptemic
profile within a single biopsy dynamically spans a continuum of tran-
sitional states between proliferating GC-like and quiescent memory-
like states, with rare cells carrying a plasma cell-like profile.!® It is
likely that, together with tumer genetics, this transcriptional plas-
ticity impacts FL B cell intra-tissular localization and interactions with
TME, including with various specialized subsets of LSCs.

As a disseminated disease, spatial heterogeneity is another level
of heterogeneity in FL, with a specific emphasis on BM versus LN
niches. CCL1% and CXCL13 are highly expressed within FL BM and
correlate with TNF expression, suggesting common driver mecha-
nisms for the development of BM FRC-like/FDC-like stromal cells
(unpublished persenal data). Conversely, BM CXCL12 is not cor-
related with TNF level and, as previcusly described in FL LN, is as-
sociated with IL.-4 expi’e.<>sic>n."’6 FL B cells and immune TME have
thus heen proposed to cooperate in the induction of BM FL-CAF
polarization. Importantly, very few T cells with a full Tfh phenotype
could be detected in FL BM and CD4/CD8 ratio was found increased
only in heavily involved BM, 1% whereas the level of CXCL12 is al-
ready increased in non-involved BM plasmaég. This discrepancy has
been recently solved by the demenstratien that FL B cells produce
extracellular vesicles that could be internalized by BM stromal cells,
making them more efficient to support BM FL B-cell survival and

quiescence, at least in part through the production of CXCL12.%8
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This study further suggests that differences in LN versus BM FL stro-
mal cell phenotypes and mechanisms of reprogramming could drive
locally specific patterns of molecular interactions with malignant B
cells and contribute to tumor spatial heterogeneity. Interestingly,
TGF-p signaling was identified as one of the underlying pathway
supperting BM stroemal cell activation by FL B cell-derived extracel-
lular vesicles.®® A scRNA-seq study comparing distant FL LN from
the same patients further highlights a specific correlation between
site-to-site tumor hetercgeneity and Tfh cell abundance, raising
the question of the underlying stromal cell functional features.?%
Having discussed how malighant B cells and their stromal niche dy-
namically co-evolve to support FL initiation and progression, a re-
maining bullet point is the question of the clinical consequences of

this crosstalk on patient behavior and treatment.

6 | CLINICAL IMPACT OF FL B CELL/
STROMAL CELL CROSSTALK

In agreement with the key role of TME in FL pathogenesis, the ma-
Jority of biomarker studies have proposed predictive parameters
reflecting TME compositien and organization rather than tumor ge-
netic landscape.® These studies gave centroversial conclusiens, with
a huge impact of the treatment schedule on the predictive value of
each identified biomarker. Moreover, whereas T cell and myeloid
cell subsets have been extensively associated with patient cutceme,
no study has heen designed to specifically challenge the predictive
value of FL-CAF heterogeneity. LZ FDCs, easily detectable by their
specific expression of CD21/CD23, have been variably connected
with FL prognosis and a meta-analysis of the literature recently
identified high FDC density as associated with poor outcome. 1
Importantly, none of these hiomarker studies includes tumoer genet-
ics in the interpretation of the data. The demonstration that numer-
ous recurrent alterations alter TME composition and organization,
together with the spatial heterogeneity of B cells and TME, limits
the clinical impact of these studies on patient stratification and
follow-up.

Considering FL treatment, FL-CAFs should be considered not
only for their putative interest as therapeutic targets but also for
their impact on resistance to treatments targeting tumer B cells and
immune respoense. A first strategy would be to target B-cell reten-
tion within their supportive niche or FL-CAF downstream melecu-
lar effectors. Interestingly, both the disruption of CXCL12/CXCR4
axis and the use of BCR inhibitors have been shown to impair B-
cell interactions with stromal cells.'' An intriguing hypothesis is
that some specific genetic hits favoring B-cell/stromal cell interplay,
such as EZHZ mutations, could sensitize FL B cells to therapeutic
approaches aiming at abrogating B-cell/stromal cell interactions.
Whether the reprogramming of B-cell/TME crosstalk contributes
to the clinical efficacy of EZH2 inhibitors against EZH2 mutated
FL remains toe be explored. It will require sequential biopsies of LN
and BM in order to capture the kinetic of B-cell/TME coevelution

under treatment. Moreover, a better understanding of epigenetic

i : JwiLey- [

and metabolic pathways underlying FL-CAF commitment and plas-
ticity would provide new therapeutic opportunities. Finally, CAFs
have been proposed te strongly impact the response to immuno-
therapies, including immune checkpoint inhibitors and CAR-T cells,
notably by creating a physical barrier maintaining anti-tumor T cells
at the periphery of the tumor in collagen-rich areas, and by recruit-
ing and activating Treg, whereas inhibiting CD&8% T cell and NK cell
cytotoxicity.!'? Blocking of TGFp in a mouse model recapitulating
immune-excluded phenotype was shown te synergize with anti-
PDL1 antibodies by facilitating the penetration of T cells intc the
center of the tumor thus converting tumors from an excluded to an
inflamed phenotype.ll2 The enrichment for TGF-p signaling within
FL tumor niches and the exclusicn of CD8 T cells from FL fellicles
raise the question of the targeting of CAFs or CAF-derived extracel-
lular matrix proteins in FL.

Whereas several 3D models have been recently developed for
drug screening in lymphema, the introduction of LSCs/FL-CAFs in
these appreaches is mandatery to take into account the majer role of
B-cell/CAF crosstalk in malignant B-cell survival and drug resistance.
Recently, a 3D collagen spheroid model incorporating adipose-
derived stromal cells has been used to support survival of primary
B cells in aggressive lymphoma and was shown useful to evaluate
therapeutic compeunds.t® Such approach would be highly valuable
in FL, in particular, with additional incorporation of Tfh-mimicking
signals, such as CD40L and 1L-4.

7 | CONCLUDING REMARKS

Functionally and spatially specialized stromal cell subsets collectively
contribute to each stage of normal mature B-cell recruitment, hom-
ing, survival, activation, preliferation, selection, and differentiatien
in hoth LN and BM. These cells are the lecal precursors of tumor-
infiltrating stromal cells in B-cell lymphomas but they have surpris-
ingly received very little attention in FL, until CAFs were recently
identified as a majer compenent of tumor-promoting microenviron-
mentinsolid cancers. In fact, rapid advances have been made recently
in the molecular characterization of CAF diversity even if their origin
and commitment/polarization pathways remain peorly defined. In FL,
tumor heterogeneity relies on a coevolution of FL B cells and TME,
whose dynamic has only been partly deciphered in the absence of
sequential sampling of patients in early stage, late stage, relapse, and
progression. In particular, the nature of CPC and minimal residual dis-
ease stromal niches is of major interest and can hold therapeutic po-
tential in FL, where ¢linical evelution is marked by cycles of remissions
and relapses, which will be gradually less sensitive to treatment. The
clinical impact of this new research avenue remains to he explored
through well-designed controlled trials including state-of-the-art an-

cillary studies repesitioning B-cell heterogeneity within its ecosystem.

ACKNOWLEDGEMENTS
CLis a recipient of a fellowship from the FHU CAMIn and the Régicn
Bretagne. This werk is supported by the Fondation ARC pour la

-95-



Introduction

Le lymphome folliculaire, une pathologie dont I’'hétérogénéité est médiée a divers
niveaux par ses interactions avec le microenvironnement

282
* | wiLey | |

LAMAISON AND TARTE

Recherche sur le Cancer (Grant PGA1 RF20170205386), the Institut
National du cancer (INCA AAP PNP-19-009), and the LLS (TRP
6593-20).

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no other competing financial interest.

ORCID

Karin Tarte

https://orcid.org/0000-0002-6809-917X

REFERENCES

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Swerdlow SH, Campo E, Pileri SA, et al. The 2016 revision of the
World Health Organization classification of lymphoid neoplasms.
Blood. 2016;127(20):2375-2390.

. Huet §, Sujobert P, Salles G. From genetics to the clinic; a trans-

lational perspective on follicular lymphoma. Nat Rev Cancer.
2018;18(4):224-239.

. Amé-Thomas P, Tarte K. The yin and the yang of follicular lym-

phoma cell niches: Role of microenvironment heterogeneity and
plasticity. Semin Cancer Biol. 2014;24:23-32.

. Lamaison C, Tarte K. Impact of B cell/lymphoid stromal cell cross-

talk in B-cell physiology and malignancy. fmmunol Lett. 2019;215:
12-18.

. Miilpied P, Nadel B, Roulland S. Premalignant cell dynamics n indo-

lent B-cell malignancies. Curr Opin Hematol. 2015;22(4):388-396.

. Mayer CT, Gazumyan A, Kara EE, et al. The microanatomic seg-

regation of selection by apoptosis in the germinal center. Science.
2017;358(6360):caa02602.

. Roulland §, Navarro J-M, Grenot P, et al. Follicular lymphoma-like

B cells in healthy individuals: a novel intermediate step in early
lymphomagenesis. J Exp Med. 2006,203(11):2425-2431.

. Roulland S, Kelly RS, Morgado E, et al. t{1418} Translocation:

a predictive blood biomarker for follicular lymphoma. JCO.
2014;32(13):1347-1355.

. Tellier J, Menard C, Roulland S, et al. Human t(14;18)positive ger-

minal center B cells: a new step in follicular lymphoma pathogene-
sis? Blood. 2014;123(22):3462-3465.

Okosun J, Boddr €, Wang J, et al. Integrated genomic analysis
identifies recurrent mutations and evolution patterns driving
the initiation and progression of follicular lymphoma. Nat Genet.
2014;46(2):176-181.

Pasqualucci L, Khiabanian H, Fangazio M, et al. Genetics of follicu-
lar lymphoma transformation. Cell Rep. 2014;6(1):130-140.
Carlotti E, Wrench D, Rosignoli G, et al. High throughput sequenc-
ing analysis of the immunoglobulin heavy chain gene from flow-
sorted B cell sub-populations define the dynamics of follicular
lymphoma clonal evolution. PLoS One. 2015;10(9):e0134833.
Weigert O, Kopp N, Lane AA, et al. Molecular ontogeny of donor-
derived follicular lymphomas occurring after hematopoietic cell
transplantation. Cancer Discov. 2012;2{1):47-55.

Ruminy P, Jardin F, Picquenot J-M, et al. Sp mutation pat-
terns suggest different progression pathways in follicular lym-
phoma: early direct or late from FL progenitor cells. Blood.
2008;112(51:1951-1959.

Federico M, Bellei M, Marcheselli L, et al. Follicular lymphoma in-
ternational prognostic index 2: a new prognostic index for follicu-
lar lymphoma developed by the international follicular lymphaoma
prognostic factor praject. J Clin Oncol. 2009;27(27):4555-4562.
Rambaldi A, Carlotti E, Oldani E, et al. Quantitative PCR of bone
marrow BCL2/IgH+ cells at diagnosis predicts treatment response
and long-term outcome in follicular non-Hodgkin lymphoma,
Blood. 2005;105(9):3428-3433.

17.

18

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

-96 -

Sungalee S, Mamessier E, Morgado E, et al. Germinal center re-
entries of BCL2-overexpressing B cells drive follicular lymphoma
progression. § Clin Invest. 2014;124{12).5337-5351.

Balzano M, De Grandis M, Vu Manh T-P, et al. Nidogen-1 contrib-
utes to the interaction network involved in Pro-B cell retention
in the Peri-sinusoidal hematopoietic stem cell niche. Cell Rep.
2019:26(12):3257-3271.€8.

Tikhonova AN, Dolgalev |, Hu H, et al. The bone marrow microen-
vironment at single-cell resolution. Nature. 2019;569(7755):222-
228. https://doi.org/10.1038/s41586-019-1104-8

Baryawno N, Przybylski D, Kowalczyk MS, et al. A cellular taxon-
omy of the bone marrow stroma in homeostasls and leukemia. Cell.
2019;177(7):1915-1932.

Baccin C, Al-Sabah J, Velten L, et al. Cambined single-cell and
spatial transcriptomics reveal the molecular, cellular and spatial
bone marrow niche organization. Nat Cell Biol. 2020;22(1):38-48.
https://doi.org/10.1038/541556-019-0439-6

Schiirch CM, Caraccio C, Nolte MA. Diversity, localization and
{patho)physiology of mature lymphocyte populations in the bone
marrow. Blood.  2021Lhttps://doi.org/10.1182/blood.20200
07592

Paramithiotis E, Cooper MD. Memory B lymphocytes mi-
grate to bone marrow in humans. Proc Natl Acad Sci USA.
1997:94(1):208-212.

Agbay RLMC, Medeiros LJ, Khoury JD, Salem A, Bueso-Ramos
CE, Loghavi S. Characteristics and clinical implications of reactive
germinal centers in the bone marrow. Hum Pathol, 2017;48:7-21.
https://dol.org/10.1016/].humpath.2017.03.024

Krishnamurty AT, Turley SJ. Lymph node stramal cells: cartogra-
phers of the immune system. Nat immunel. 2020;21(4%:369-380.
https://doi.org/10.1038/541590-020-0635-3

Pikor NB, Cheng H-W, Onder L, Ludewig B. Development
and immunological function of lymph node stromal cells. J
Immunol.  2021;206(2):257-263. https://dol.org/10.4049/immu
nol.2000914

Malhotra D, Fletcher AL, Astarita J, et al. Transcriptional profiling
of stroma from inflamed and resting lymph nodes defines immu-
nological hallmarks. Nat immunol. 2012;13(5):499-510. https: /doi.
org/10.1038/ni.2262

Chai Q, Onder L, Scandella E, et al. Maturation of lymph node fi-
broblastic reticular cells from myofibroblastic precursors is critical
for antiviral immunity. immunpity. 2013;38(5):1013-1024. https://
dol.org/10.1016/%.iImmuni.2013.03.012

Sitnik K, Wendland K, Weishaupt H, et al. Context-dependent
development of lymphoid stroma from adult CD34+ adventi-
tial progenitors. Cell Rep. 2016;14(10):2375-2388. https://doi.
org/10.1016/j.celrep.2016.02.033

Golub R, TanJ, Watanabe T, Brendolan A. Origin and immunological
functions of spleen stromal cells. Trends Immunol. 2018;39(6):503-
514, https://dol.org/10.1016/1.1t.2018.02.007

Perez-Shibayama C, Gil-Cruz C, Ludewig B. Fibroblastic reticu-
lar cells at the nexus of innate and adaptive immune responses.
immunol  Rev.  2019:289(1:31-41.  https://doi.org/10.1111/
imr.12748

Rodda LB, Lu E, Bennett ML, et al. Single-cell RNA sequencing of
lymph node stromal cells reveals niche-associated heterogeneity.
Immunity, 2018;48(5):1014-1028,

Pikor NB, Marbe U, Liitge M, et al. Remodeling of light and dark
zone follicular dendritic cells governs germinal center responses.
Nat Immunol. 2020;21(6):649-659. https://dol.org/10.1038/54159
0-020-0672-y

Heesters BA, Myers RC, Carroll MC. Follicular dendritic cells:
dynamic antigen libraries. Nat Rev Immunol. 2014;14(7):495-504.
https://dol.org/10.1038/nri3689

Nowosad CR, Spillane KM, Tolar P. Germinal center B cells recog-
nize antigen through a specialized immune synapse architecture.



Introduction

Le lymphome folliculaire, une pathologie dont I’'hétérogénéité est médiée a divers
niveaux par ses interactions avec le microenvironnement

LAMAISON aND TARTE

36.

37.

38.

39

40.

41,

42,

43,

44,

45,

46.

47,

48.

49,

50.

51

52.

53.

Nat  Immunol.
ni.3458
Koopman G, Keehnen RM, Lindhout E, et al. Adhesion through
the LFA-1(CD11a/CD18)-ICAM-1 (CD54) and the VLA-4 (CD4%9d)-
VCAM-1 (CD106) pathways prevents apoptosis of germinal center
B cells. J immunol. 1994;152(8)%:3760-3767.

Yoon S-O, Zhang X, Berner P, Blom B, Choi YS. Notch ligands
expressed by follicular dendritic cells protect germinal center B
cells from apoptosis. J Immunol. 2009;183(1):352-358. https:#doi.
org/10.4049/jimmunol.0803183

Sacedon R, Dfez B, Nufiez V, et al. Sonic hedgehog is produced by
follicular dendritic cells and protects germinal center B cells from
apoptosis. J Immunol. 2005;174(3)%1456-1461.

Park C-S, Yoon S-O, Armitage RJ, Choi YS. Follicular dendritic cells
produce IL-15 that enhances germinal center B cell proliferation in
membrane-bound form. J Immunol. 2004;173(11):6676-6683.
Gorelik L, Gilbride K, Dobles M, Kalled SL, Zandman D, Scott ML.
Normal B cell homeostasis requires B cell activation factor pro-
duction by radiation-resistant cells. J Exp Med. 2003;198(6):937-
945, https://dol.org/10.1084/jem.20030789

KimJ, Kim DW, Chang W, et al. wnt5a is secreted by follicular den-
driticcells toprotect germinal center B Cells via Wnt/Ca2+/NFAT/
NF-xB-B cell lymphoma 6 signaling. J immunol. 2012;188(1):182-
189. https://doi.org/10.4049/jimmunol. 1102297

Kranich J, Krautler NJ, Heinen E, et al. Follicular dendritic cells
control engulfment of apoptotic bodies by secreting Mfge8. J Exp
Med. 2008;205(6%:1293-1302. https://doi.org/10.1084/jem.2007
1019

Bannard O, Horton RM, Allen CDC, An J, Nagasawa T, Cyster JG.
Germinal center centroblasts transition toa centrocyte phenotype
according to a timed program and depend on the dark zone for
effective selection. Immunify. 2013;39(5):912-924. https://doi.
org/10.1016/).immuni.2013.08.038

Rodda LB, Bannard O, Ludewig B, Nagasawa T, Cyster JG. Phenotypic
and morphological properties of germinal center dark zone Cxcl12-
expressing reticular cells. J Immunol. 2015;195{10k4781-4791.
https:#dol.org/10.4049/jimmunol. 1501191

Katakai T. Marginal reticular cells: a stromal subset directly de-
scended from the lymphoid tissue organizer. Front Immunol.
2012;3: https://doi.org/10.3389/fimmu.2012.00200

Jarjour M, Jorquera A, Mondor |, et al. Fate mapping reveals origin
and dynamics of lymph node follicular dendritic cells. J Exp Med.
2014;211(6%1109-1122. https://doi.org/10.1084/jem.20132409
Cremasco V, Woodruff MC, Onder L, et al. B cell homeaostasis and
follicle confines are governed by fibroblastic reticular cells. Naf
Immunol. 2014;15(10):973-981. https://doi.org/10.1038/ni.2965
Wang X, Cho B, Suzuki K, et al. Follicular dendritic cells help
establish follicle identity and promote B cell retention in germi-
nal centers. J Exp Med. 2011;208{12):2497-2510. https:#/dol.
org/10.1084/jem.2011144%

Zhang Y, Tech L, George LA, et al. Plasma cell output from ger-
minal centers is regulated by signals from Tfh and stromal cells.
J Exp Med. 2018;215(4):1227-1243. https://dol.org/10.1084/
jem.20160832

Lu E, Cyster JG. G-protein coupled receptors and ligands that or-
ganize humoral immune responses. Immunol Rev. 201%;28%(1):158-
172. https://doi.org/10.1111/imr.12743

Huang H-Y, Rivas-Caicedo A, Renevey F, et al. ldentification of
a new subset of lymph node stromal cells involved in regulating
plasma cell homeostasis. PNAS. 2018;115(29%E6826-E6835.
https://doi.org/10.1073/pnas. 1712628115

Mourcin F, Verdiére L, Roulois D, et al. Follicular lymphoma trig-
gers phenotypic and functional remodeling of human lymphoid
stromal cell landscape. limmunity. 2021; in press.

Endres R, Alimzhanov MB, Plitz T, et al. Mature follicular dendritic
cell networks depend on expression of lymphotoxin § receptor by

2016;17(7):870-877.  https://doi.org/10.1038/

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60,

61.

62,

63.

64,

65.

66.

67.

68.

69.

-97 -

i : JwiLey %

radioresistant stromal cells and of lymphotoxin p and tumor necro-
sis factor by B cells. J Exp Med. 1999;189(1):159-168. https://doi.
org/10.1084/jem.189.1.159

Ansel KM, Ngo VN, Hyman PL, et al. A chemokine-driven
positive feedback loop organizes lymphoid follicles. Nature.
2000,406(6793):309-314. https: /dol.org/10.1038/35018581
Dubey LK, Lebon L, Mosconi I, et al. Lymphotoxin-dependent
B cell-FRC crosstalk promotes de novo follicle formation and
antibody production following intestinal helminth infection.
Cell Rep. 2016;15(7):1527-1541.  https://doi.org/10.1016/].
celrep.2016.04.023

Gregory JL, Walter A, Alexandre YO, et al. Infection programs sus-
tained lymphoid stromal cell responses and shapes lymph nadere-
modeling upon secondary challenge. Cell Rep. 2017;18(2:406-418.
https://dol.org/10.1016/].celrep.2016.12.038

Mionnet C, Mondor |, Jorquera A, et al. Identification of a new
stromal cell type involved in the regulation of inflamed B cell fol-
licles. PLoS Biol. 2013;11(10):e1001672. https://dol.org/10.1371/
Jjournal,pbio. 1001672

Astarita JL, Cremasco V, Fu J, et al. The CLEC-2-podoplanin axis
controls the contractility of fibroblastic reticular cells and lymph
node microarchitecture. Nat Immunol. 2015;16(1%75-84. https://
dol.org/10.1038/n1.3035

Yang C-Y, Vogt TK, Favre S, et al. Trapping of naive lymphocytes
triggers rapid growth and remodeling of the fibroblast net-
work in reactive murine lymph nodes. Proc Nafl Acad Seci USA.
2014;111(1%E109-118. https://dol.org/10.1073/pnas. 1312585111
Majumder S, Amatya N, Revu S, et al. IL-17 metabolically repro-
grams activated fibroblastic reticular cells for proliferation and sur-
vival. Nat Immunol. 2019;20(5):534-545. https://doi.org/10.1038/
s41590-019-0367-4

Fleige H, Ravens S, Moschovakis GL, et al. IL-17-induced CXCL12
recruits B cells and induces follicle formation in BALT in the ab-
sence of differentiated FDCs. J Exp Med. 2014;211{4):643-651.
https://dof.org/10.1084/jem.20131737

Solal-Céligny P, Roy P, Colombat P, et al. Follicular Lymphoma
International Prognostic Index. Blood. 2004;104(5):1258-1265.
https://dol.org/10.1182/blood-2003-12-4434

Bachy E, Maurer MJ, Habermann TM, et al. A simplified scor-
ing system in de novo follicular lymphoma treated initially with
immunochemotherapy. Blood. 2018;132(1):49-58. https://dol.
org/10.1182/blood-2017-11-816405

Chang K-C, Huang X, Medeiros LJ, Jones D. Germinal centre-
like versus undifferentiated stromal immunaphencotypes in fol-
licular lymphoma. J Pathol. 2003;201(3):404-412. https://doi.
org/10.1002/path. 1478

Pepe G, Napoli AD, Cippitelli C, Scarpino S, Pilozzi E, Ruco L.
Reduced lymphotoxin-beta production by tumour cells is asso-
ciated with loss of follicular dendritic cell phenotype and diffuse
growth in follicular lymphoma. The Journal of Pathology: Clinical
Research. 2018;4(2):124-134. https://dal.org/10.1002/cjp2.97
Pandey S, Mourcin F, Marchand T, et al. IL-4/CXCL12 loop is a
key regulator of lymphoid stroma function in follicular lymphoma.
Blood. 2017;129(18):2507-2518. https://doi.org/10.1182/blood
-2016-08-737239

Sangaletti §, Tripodo C, Portararo P, et al. Stromal niche communali-
ties underscore the contribution of the matricellular protein SPARC
to B-cell development and lymphoid malignancies. Oncoimmunology.
2014;3:228989. https://dol.org/10.4161/0nci. 28989

Dumentet E, Pangault C, Roulois D, et al. Extracellular vesicles
shed by follicular lymphoma B cells promote the polarization of
bone marrow stromal cell niche. Blood. Published online February
24, 2021. doi:10.1182/blood.20200087 91

Bognar A, Csernus B, Bidér C, et al. Clonal selection in the
bone marrow involvement of follicular lymphoma. Leukemia.
2005;19(9%1656-1662. https://doi.org/10.1038/5].leu.2403844



Introduction

Le lymphome folliculaire, une pathologie dont I’hétérogénéité est médiée a divers
niveaux par ses interactions avec le microenvironnement

284
* | wiLey | |

70.

71.

72.

73.

74,
75.
76.

77.

78.
79
80.
81.
82.
83.
84,

85.

LAMAISON AND TARTE

Wartenberg M, Vasil P, Bueschenfelde CMZ, et al. Somatic
hypermutation analysis in follicular lymphoma provides evi-
dence suggesting bidirectional cell migration between lymph
node and bone marrow during disease progression and relapse.
Haematologica., 2013;98(9):1433-1441. https://dol.org/10.3324/
haematol.2012.074252

Araf S, Wang J, Korfi K, et al. Genomic profiling reveals spa-
tial intra-tumor heterogeneity in follicular lymphoma. Leukemia.
2018;32(5%1261-1265. https://doi.org/10.1038/s41375-018-0043-y
Ménard C, Dulong J, Roulais D, et al. Integrated transcrip-
tomic, phenotypic, and functional study reveals tissue-specific
immune properties of mesenchymal stromal cells. Sfem Cells.
2020;38(1):146-159. https://dol.org/10.1002/5tem. 3077
Guilloton F, Caron G, Ménard C, et al. Mesenchymal stromal
cells orchestrate follicular lymphoma cell niche through the
CCL2-dependent recruitment and polarization of monocytes.
Blood. 2012;119(11):2556-2567. https://doi.org/10.1182/blood
-2011-08-370308

Epron G, Ame-Thomas P, Le Priol J, et al. Monocytes and T cells
cooperate to favor normal and follicular lymphoma B-cell growth:
role of IL-15 and CDAOL signaling. Leukemia. 2012;26(1):139-148.
https://doi.org/10.1038/1eu.2011.179

CoelhoV, KrysovS, Ghaemmaghami AM, et al. Glycosylation of surface
Ig creates afunctional bridge between human follicular lymphoma and
microenvironmental lectins. Proc Natl Acad Sci. 2010;107{43):18587-
18592. https://dal.org/10.107 3/pnas. 1009388107

Odabashian M, Carlotti E, Araf 8, et al. IGHV sequencing reveals
acquired N-glycosylation sftes as a clonal and stable event during
follicular lymphoma evolution. Blood. 2020;135(11):834-844.
https://doi.org/10.1182/blood. 2019002279

Linley A, Krysov'S, Ponzoni M, Johnson PW, Packham G, Stevenson
FK. Lectin binding to surface |g variable regions provides a uni-
versal persistent activating signal for follicular lymphoma cells.
Blood. 2015;126{16):1902-1910. https://doi.org/10.1182/blood
-2015-04-640805

Amin R, Mourcin F, Uhel F, et al. DC-SIGN-expressing macro-
phages trigger activation of mannosylated 1gM B-cell receptor in
follicular lymphoma. Blood. 2015;126(16):1911-1920. https://doi.
org/10.1182/blood-2015-04-640912

Misiak J, Jean R, Rodriguez S, et al. Human Lymphoid Stromal
Cells Contribute to Polarization of Follicular T Cells Into IL-4
Secreting Cells, Front iImmunol, 2020;11: https: //dol.org/10,3389/
fimmu.2020.559866

Grégoire M, Guillaton F, Pangault C,etal. Neutrophilstriggera NF-
xB dependent polarization of tumor-supportive stromal cells in
germinal center B-cell lymphomas. Oncofarget. 2015;6(18).16471-
16487. https://doi.org/10.18632/oncotarget.4106

Gallouet A-S, Travert M, Bresson-Bepoldin L, et al. COX-2-
Independent Effects of Celecoxib Sensitize Lymphoma B Cells to
TRAIL-Mediated Apoptosis. Clin Cancer Res, 2014;20{10)%2663-
2673, https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-13-2305

Costa A, Kieffer Y, Scholer-Dahirel A, et al. Fibroblast
Heterogeneity and Immunosuppressive Environment in Human
Breast Cancer. Cancer Cell. 2018;33(3):463-479.€10. https://doi.
org/10.1016/j.ccel.2018.01.011

Weissmann M, Arvatz G, Horowitz N, et al. Heparanase-
neutralizing antibodies attenuate lymphoma tumor growth and
metastasis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2016;113(3):704-709. https://
doi.org/10.1073/pnas. 1519453113

Bénézech C, Mader E, Desanti G, et al. Lymphotoxin-g Receptor
Signaling through NF-xB2-RelB Pathway Reprograms Adipocyte
Precursorsas Lymph Node Stromal Cells. immunity. 2012;37(4):721-
734. https://doi.org/10.1016/].immuni.2012.06.010

Apoorva F, Lolben AM, Shah SB, et al. How Biophysical Forces
Regulate Human B Cell Lymphomas. Cell Rep. 2018;23(2):499-511.
https://doi.org/10.1016/}.celrep.2018.03.069

86.

87,

88.

89,

90.

91.

92,

93.

94,

95.

96.

97.

28,

99.

100.

101.

-98 -

Fiore F, Von Bergwelt-Baildon MS, Drebber U, et al. Dendritic
cells are significantly reduced in non-Hodgkin's lymphoma and ex-
press less CCR7 and CD62L. Leuk Lymphoma. 2006;47{4).613-622.
https://dol.org/10.1080/10428190500360971

Yang Z-Z, Novak AJ, Ziesmer SC, Witzig TE, Ansell SM. Malignant
B Cells Skew the Balance of Regulatory T Cells and TH17 Cells in
B-Cell Non-Hodgkin's Lymphoma. Cancer Res. 2009;69(13)%:5522-
5530. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-09-0266
Amé-Thomas P,HoellerS, Artchounin C,etal. CD10delineatesa sub-
set of human IL-4 producing follicular helper T cells involved in the
survival of follicular lymphoma B cells. Blood. 2015;125(15):2381-
2385. https://doi.org/10.1182/blood-2015-02-625152

Pangault C, Amé-Thomas P, Rossille D, et al. Integrative Analysis
of Cell Crosstalk within Fallicular Lymphoma Cell Niche: Towards
a Definition of the FL Supportive Synapse. Cancers {Basel).
2020;12(10): https://doi.org/10.3390/cancers12102865

Yang Z-Z, Grote DM, Ziesmer SC, et al. Soluble and Membrane-
Bound TGF-p-Mediated Regulation of Intratumoral T
Cell Differentiation and Function in B-Cell Non-Hodgkin
Lymphoma. PLoS One. 2013;8(3): https://doi.org/10.1371/journ
al.pone.D059456

Yang 7-7Z, Grote DM, Xiu B, et al. TGF-p upregulates CD70 ex-
pression and induces exhaustion of effector memory T cells in B-
cell non-Hodgkin's lymphoma. Levkemia. 2014;28(9):1872-1684.
https://doi.org/10.1038/ leu.2014.84

Amé-Thomas P, Le Priol J, Yssel H, et al. Characterization of in-
tratumoral follicular helper T cells in follicular lymphoma: role in
the survival of malignant B cells. Leukemia. 2012;26(5):1053-1063.
https://doi.org/10.1038/1eu.2011.301

Maby-El Hajjami H, Amé-Thomas P, Pangault C, et al. Functional
alteration of the lymphoma stromal cell niche by the cyto-
kine context: role of indoleamine-2,3 dioxygenase. Cancer Res.
2009;69(7):3228-3237. https://doi.org/10.1158/0008-5472.
CAN-08-3000

Green MR, Kihira 8, Liu CL, et al. Mutations in early follicular lym-
phoma progenitors are associated with suppressed antigen pre-
sentation. Proc Natl Acad Sci U § A, 2015;112(10:E1116-E1125.
https://dol.org/10.1073/pnas. 1501199112

Green MR. Chromatin modifying gene mutations in follicular lym-
phoma. Blood. 2018;131(6):595-604. https://dol.org/10.1182/
blood-2017-08-737361

Béguelin W, Rivas MA, Calvo Ferndndez MT, et al. EZH2 en-
ables germinal centre formation through epigenetic silencing of
CDKN1A and an Rb-E2F1 feedback loop. Nat Commun. 2017;8:
https://dol.org/10.1038/541467-017-01029x%

Béguelin W, Teater M, Meydan C, et al. Mutant EZH2 Induces a
Pre-malignant Lymphoma Niche by Reprogramming the Immune
Response. Cancer Cell. 2020;37(5):655-673.e11. https://dol.
org/10.1016/].ccell. 2020.04.004

Boice M, Salloum D, Mourcin F, et al. Loss of the HVEM Tumor
Suppressor in Lymphoma and Restoration by Maodified CAR-T
Cells. Cell. 2016;167(2):405-418.€13. https://dol.org/10.1016/].
cell.2016.08.032

Mintz MA, Felce JH, Chou MY, et al. The HVEM-BTLA
Axis Restrains T Cell Help to Germinal Center B Cells and
Functions as a Cell-Extrinsic Suppressor in Lymphomagenesis.
Immunity,  2019;51(2):310-323.e7.  https:/dol.org/10.1016/].
immuni.2019.05.022

Ortega-Malina A, Deleyto-Seldas N, Carreras J, etal. Oncogenic Rag
GTPase signaling enhances B cell activation and drives fallicular lym-
phoma sensitive to pharmacological inhibition of MTOR. Nat Metab.
2019;1(8):775-789. https://dol.org/10.1038/542255-019-0098-8
Bararia D, Hildebrand JA, Stolz S, et al. Cathepsin $ Alterations
Induce a Tumor-Promoting Immune Microenvironment in
Follicular Lymphoma. Cell Rep. 2020;31(5):107522. https://dol.
org/10.1016/].celrep.2020.107522



Introduction

Le lymphome folliculaire, une pathologie dont I’'hétérogénéité est médiée a divers
niveaux par ses interactions avec le microenvironnement

LAMAISON aND TARTE

102.

103.

104.

105.

106.

107,

108.

109

Dheilly E, Battistello E, Katanayeva N, et al. Cathepsin S Regulates
Antigen Processing and T Cell Activity in Non-Hodgkin Lymphoma.
Cancer Cell. 2020;37(5:674-689.e12. https://dol.org/10.1016/].
ccell.2020.03.016

Andor N, Simonds EF, Czerwinski DK, et al. Single-cell RNA-Seq
of follicular lymphoma reveals malignant B-cell types and coex-
pression of T-cell Tmmune checkpoints. Blood. 2019;133(10k1119-
1129. https://doi.org/10.1182/blood-2018-08-862292

Milpied P, Cervera-Marzal |, Mollichella M-L, et al. Human ger-
minal center transcriptional programs are de-synchronized in B
cell lymphoma. Nai immunol. 2018;19(93:1013-1024. https:#//dol.
org/10.1038/541590-018-0181-4

Roider T, Seufert J, Uvarovskii A, et al. Dissecting intratumour het-
erogeneity of nodal B-cell lymphomas at the transcriptional, ge-
netic and drug-response levels. Nat Cell Biol. 2020;22(7):896-906.
https://doi.org/10.1038/541556-020-0532-%

Haebe SE, Shree T, Sathe A, et al. Single Cell Analysis Can
Define Distinct Evolution of Tumor Sites in Follicular Lymphoma.
Blood. Published online March 16, 2021, doi10.1182/
blood.2020009855

Attaf N, Cervera-Marzal I, Gil L, et al. Single-cell RNA sequencing
identifies a pseudo-immune differentiation axis as the main source
of functional heterogeneity in follicular lymphoma B-cells. Blood.
2019;134{Supplement _1):548.

Wahlin BE, Sander B, Christensson B, et al. Entourage: the immune
microenvironment following follicular lymphoma. Blood Cancer J.
2012;2(1):e52. https://dof.org/10.1038/b¢j.2011.53

Xie M, Jiang Q, Zhao S, Zhao J, Ye X, Qian W. Pragnostic
value of tissue-infiltrating immune cells in  tumor

110.

111.

112,

113.

i }wiLey- [

microenvironment of follicular lymphoma: a meta-analysis. int
Immunopharmacol. 2020;85:106684. https://doi.org/10.1016/].
intimp.2020.106684

Mourcin F, Pangault C, Amin-Ali R, Amé-Thomas P, Tarte K.
Stromal cell contribution to human follicular lymphoma patho-
genesis, Front Immunol. 2012;3:  https://dol.org/10.3389/
fimmu.2012.00280

Mhaidly R, Mechta-Grigoriou F. Fibrablast heterogeneity in tumor
micro-environment: Role in immunosuppression and new thera-
pies. Semin Immunol. 2020;48:101417. https://doi.org/10.1016/].
smim.2020.101417

Mariathasan S, Turley SJ, Nickles D, et al. TGFp attenuates tumour
response to PD-L1 blackade by contributing to exclusion of T cells.
Naiure. 2018;554(7693):544-548. https://dol.org/10.1038/natur
25501

Foxall R, Narang P, Glaysher B, et al. Developing a 3D B Cell
Lymphoma Culture System to Model Antibody Therapy. Front
Immunol. 2021;11: https://doi.org/10.338%/fimmu. 2020.605231

How to cite this article: Lamaison C, Tarte K. B cell/stromal cell

crosstalk in health, disease, and treatment: Follicular

lymphoma as a paradigm. Immunol Rev. 2021;302:273-285.
https://doi.crg/10.1111/imr. 12983

-99-



Introduction Le lymphome folliculaire, une pathologie dont I’'hétérogénéité est médiée a divers
niveaux par ses interactions avec le microenvironnement

c) Le microenvironnement aura t-il le dernier mot sur I’hétérogénéité tumorale ?

Nous pouvons donc affirmer que les lymphocytes B de LF peuvent faire preuve d'une
importante plasticité. De plus, certaines études font état d'une transdifférenciation des cellules
tumorales de lymphome folliculaire en néoplasies de la lignée myéloide (histiocytaire et
dendritique) et en lymphome de type anaplasique, démontrant un autre degré de plasticité
phénotypique et d’hétérogénéité 1447, Méme si elles sont rares, la capacité des thérapies a
promouvoir la transdifférenciation en exercant une pression sélective sur les cellules malignes
doit étre également prise en compte *’. De plus, nous savons que les thérapies impactent le
phénotype tumoral et I’activité métabolique et transcriptionnelle des cellules: dans le
lymphome du manteau, les cellules résistantes a I'ibrutinib ont remodelé leur métabolisme vers
la phosphorylation oxydative % et le métabolisme de la glutamine “° et présentent
fréquemment des mutations de TP53 #2°, TP53 est I'un des génes les plus fortement associés a
la transformation dans le LF, les mutations étant rares dans les échantillons diagnostiques
(~5%) mais fréquentes dans le LF transformé (25%-30%) 278 . Enfin, I'hétérogénéité des LFs
ne semble pas seulement étre déterminée par leur profil génique ou transcriptionnel. Les LFs
de type duodénal, par exemple, sont caractérisés par leur localisation exclusive dans le
duodénum avec une progression et une dissémination trés indolentes 421422 et leurs
caractéristiques cellulaires sont indiscernables de celles des LFs classiques 2%°. Ils présentent
un paysage mutationnel tres proche . La majorité des génes mutés de fagon récurrente dans le
LF, notamment CREBBP, TNFRSF14 et EZH2, sont mutés a des fréquences similaires dans le
sous-type duodénal 423, Hellmuth et al n'ont pas détecté de nouvelles mutations spécifiques par
Whole Exome Sequencing et les altérations du nombre de copies étaient similaires au LF
typique, comme les délétions de 1p36 (y compris TNFRSF14) et les gains de 7p (y compris
EZH2). En contraste avec un paysage mutationnel tres similaire, ils ont trouvé des différences
marquées dans le milieu des chimiokines/cytokines . En effet, ils ont constaté une plus grande
abondance de cellules Th17 dans le LF de type duodénal par rapport au LF ganglionnaire. Des
niveaux plus faibles de CCL21 ont également éte détectés dans le LF de type duodenal. Cette
observation souleve I'nypothése selon laquelle les CPCs au sein d'un microenvironnement
inflammatoire chronique dans le tractus gastro-intestinal peuvent donner naissance a un LF de
type duodénal confiné, tandis que les CPC au sein du microenvironnement immunitaire
ganglionnaire, permissif a la progression et a la dissémination, seront plus aptes a développer

un LF classique.
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Objectifs

L’objectif principal au cours de ma thése était de caractériser les interactions entre la
niche stromale et les lymphocytes B dans le LF. Pour cela, nous nous sommes focalisés sur

deux approches :

1) La mise en place d’un mode¢le de culture in vitro permettant de récapituler au mieux
les interactions B/stroma in vivo, d’étudier de fagon cinétique les modifications de chacun des
2 types cellulaires induites par ce crosstalk, de tester avec des approches haut débit de nouveaux
agents thérapeutiques ciblant ces interactions. Pour cela nous avons initié une collaboration
avec les laboratoires de Laurence Bepoldin et de Pierre Nassoy autour d’un modéle de coculture
3D en billes d’alginate intégrant des B tumoraux, des cellules stromales, et de la matrice
extracellulaire, recréant des forces biomécaniques similaires a celles retrouvées au sein des
tissus. Nous souhaitions caractériser le devenir des B tumoraux dans ce modele, établir sa
pertinence, et tester la possibilité d’inclure des B primaires de LF. Ces travaux font 1’objet du

manuscrit présenté, récemment publié dans Blood Advances.

2) L’étude in situ chez les patients atteints de LF de I’hétérogénéité spatiale des niches
tumorales. Notre équipe avait récemment travaillé sur la comparaison des niches médullaires
et ganglionnaires et nous avons voulu ici explorer, au niveau des ganglions envahis, les niches
périganglionnaire versus intraganglionnaire. Pour cela, nous avons employé des méthodes
d’analyse spatiale par microdissection/Nanostring et par Digital Spatial Profiling (DSP). Ces

travaux, encore en cours, sont présentés dans une deuxieme partie.
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Résultats

A. Atrticle: A novel 3D culture model recapitulates primary FL B
cell features and promotes their survival
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and their microenvirenment and to screen new anti-cancer drugs.
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ABSTRACT

Non-Hodgkin B-cell lymphomas (B-NHL) mainly develop within lymph nodes as
aggregates of tumor cells densely packed with their surrcunding microenvironment,
creating a tumor niche specific to each lymphoma subtypes. /n vitro preclinical
models mimicking biomechanical forces, cellular micrcenvironment, and 3D
organization of B-cell lymphomas remain scarce, while all these parameters are key
determinants of lymphomagenesis and drug resistance. Using a microfluidic method
based on cell encapsulation inside permeable, elastic, and hollow alginate
microspheres, we developed a new tunable 3D-model incorporating lymphoma B
cells, extracellular matrix (ECM), and/or tonsil stromal cells (TSC). Under 3D
confinement lymphoma B cells were able to form cohesive sphercids resulting from
overexpression of ECM components. Moreover, lymphoma B cells and TSC

dynamically formed self-organized 3D spheroids favoring tumor cell growth. 3D

LRIURAREPOOILZAL L0 PARd-SRILE SR RAPER S0 QI0 SU JeoNand uSes ARy WL DAL B U]

culture induced resistance to the classical chemotherapeutic agent doxorubicin, but

not to the BCL2 inhibitor ABT-199, identifying this approach as a relevant in vifro

GOFZALAF BONNZNT

model to assess the activity of therapeutic agents in B-NHL. RNA-seq analysis
highlighted the synergy of 3D, ECM, and TSC in upregulating similar pathways in
malignant B cells in vitro than those overexpressed in primary lymphoma B cells in
situ. Finally, our 3D medel including ECM and TSC allowed long-term in vitro survival
of primary follicular lymphoma B cells. In conclusion, we propose a new high-

throughput 3D model mimicking lymphoma tumor niche and making it possible to

1707 4200127 12 Ul 1eanh AL lod BRRENNNGET S20 _BARERDO 4

study the dynamic relationship between Iymphoma B cells and their

microenvironment and to screen new anti-cancer drugs.
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Key points
1- 3D alginate spheroid model supports self-organization of lymphoma B cells

and stromal cells mimicking lymphoma cell niche.

2- This high-throughput 3D model is suitable for testing new therapeutic agents

in B-NHL.
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INTRODUCTION

Non-Hodgkin lymphomas (NHL) are a group of common hematological malignancies,
with the majority of them originating from B cells. Follicular lymphoma (FL) and
diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL), the two most frequent B-cell NHL (B-
NHL)Y'?, result from the malignant transformation of germinal center (GC) or post-GC
B cells. FL are indolent lymphomas characterized by the occurrence of the
t(14,18)(q32;921) translocation combined with additional recurrent somatic

alterations®

. Two major subtypes of aggressive DLBCL, GC B-cell (GCB) and
activated B-cell (ABC)-DLBCL, have been identified using gene expression profiling,
reflecting their putative cell of origin and molecular alterations”. Despite a better
understanding of the pathophysiclogy of these tumors, frontline therapy remains

based on a combination of conventional chemotherapies such as CHOP

(cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone) and a monoclonal

LRIURAREPOOILZAL L0 PARd-SRILE SR RAPER S0 QI0 SU JeoNand uSes ARy WL DAL B U]

antihody against CD20. Nonetheless, relapse/refractory DLBCL, corresponding to

about 30% of patients, remains a major unmet medical need with poor cutcome,

GOFZALAF BONNZNT

whereas FL is still an incurable disease®®. It is now widely accepted that tumors
constitute a complex ecosystem composed of many cell types regulated by
biological, structural, chemical, and mechanical cues, that altogether participate in
the effectiveness of treatment®. The tumor microenvironment (TME) of B-NHL
contains highly variable numbers of heterogeneous immune cells, stromal cells,

blood vessels, and extracellular matrix (ECM), and the interplay between these

1707 4200127 12 Ul 1eanh AL lod BRRENNNGET S20 _BARERDO 4

elements produces a tumor niche specific to each lymphoma subtype”®. Dave et al®
initially revealed that the survival of patients with FL correlates with the immune
signature of the tumor at diagnosis. Indeed, FL exhibits a high dependence on a GC-

like microenvironment where immune and stromal cells support survival, proliferation,
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and migration of malignant B cells. In turn, FL cells medulate the phenotype and
function of their surrounding microenvironment. In particular, FL-infiltrating stromal
cells are engaged in a bidirectional crosstalk with malignant B cells within infiltrated
lymph nodes (LN) and bone marrow'"'?. Conversely DLBCL are less dependent on
LN microenvironment but specific stromal signatures impact DLBCL prognosis™'>'.
Impertantly, studies exploring functional interactions between lymphoma B cells and
stromal cells generally used 2D in vitro culture models whereas biomechanical forces
and 3D organization emerge as key determinants of lymphoma pathogenesis and
drug resistance. Multicellular spheroids or tumor organoids represent promising
models allowing high-throughput screening of anti-cancer drugs in versatile systems
mixing several cell types and ECM components. VWhile 3D culture models are

increasingly developed for solid cancer’, their transfer to lymphoma modeling is still

limited and includes: i) multicellular aggregates of lymphoma cells, which are

LRIURAREPOOILZAL L0 PARd-SRILE SR RAPER S0 QI0 SU JeoNand uSes ARy WL DAL B U]

obtained using the hanging drop and ultra-low attachment method, and are useful for

testing drug efficacy but do not account for the effect of cell-cell and cell-ECM

GOFZALAF BONNZNT

interactions'®3, i) 3D lymphoma organoid models integrating lymphoid-like stromal
cells or integrin-specific binding peptides recapitulating more accurately lymphoma
microenvironment, but difficult to handle and low-throughput', iii) a DLBCL-on-chip
model utilizing lymphoma and TME murine cells, enabling the in vitro modeling of
DLBCL niche and associated vasculature®®. However, modeling the interactions of

the TME with primary lymphoma B cells in 3D cocultures remains a challenge. In

1707 4200127 12 Ul 1eanh AL lod BRRENNNGET S20 _BARERDO 4

particular, 3D cocultures have been successful only with primary DLBCL cells 1 but
not with primary FL cells.
In the present study, using a microfluidic method based on the encapsulation of cells

inside permeable, elastic, and hollow alginate microspheres®, we developed a new
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tunable 3D model incorporating lymphoma B cells, together with ECM and/or stromal
cells. We observed that lymphoma B cells and stromal cells formed 3D spheroids,
whose internal architecture was driven by self-organization, and recapitulated some
of the molecular features of FL tumaors. Moreover, this approach made it possible to
assess drug efficacy in a relevant in vifro B-NHL model. Finally, this 3D model
allowed the survival of primary FL B cells in vifro, removing a technological bottleneck

to study TME and tumor cell relationships in this still fatal malignancy.
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METHODS
Details regarding reagents and additional experimental methods are provided in the

Supplemental Information.

Encapsulation procedure

Cell encapsulation was performed essentially as previcusly described®*?*. First, the
microfluidic device was 3D printed and a glass capillary (~150 ym diameter) was
glued to the exit of the device. Then three solutions loaded in syringes mounted to
pumps were injected into the coaxial cones of the device. The outermost cone
contained the alginate solution, the intermediate cone contained a 300 mM sorbitol
solution, and the innermost cone contained the cells in sorbitol or Matrigel/sorbitol
solution. Composite droplets exiting the nozzle fell in a 100mM CaCl; bath for gelling

on. Once formed, capsules were washed with cell culture medium. Cellular capsules
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were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS.

GOFZALAF BONNZNT

Cell lines and primary stromal and FL cells

Tonsil stromal cells (TSC) were isclated as previously described'®? from routine
tonsillectomy. SUDHL4 DLBCL and DOHH2Z FL cell lines were obtained from the
DSMZ cell collection. HLY1 DLBCL cell line was kindly provided by Dr F. Meggetto
(CRCT, Toulouse). FL biopsies came from subjects recruited under written informed

consent recovery according to the Principles of the Declaration of Helsinki and the
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French National Cancer Institute (INCa) ethic committee recommendations and were

used to purify primary lymphoma B cells.
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Immunoflucrescence staining of spheroids

After fixation, immunofluorescence was performed either in capsuio or on Formalin-
Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) spheroid sections, as described in Supplemental
methods. Images were acquired using a Zeiss LSM 510 meta confocal microscope
(Zeiss, Géttingen) with a 25x objective (N.A 0.7) and were then processed using Fiji

software.

Cell co-culture and cell sorting

2D and 3D co-cultures were performed over 3 and 10 days, respectively before
staining with mouse anti-human CD20 APC-H7 and mouse anti-human CD73 PE (e-
Bioscience) and sorting of CD20°**CD73"™ B cells on a FACSAria Il (BD

Biosciences).
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RNA-seq analysis

RNA was extracted using the Nucleospin RNA XS Micro kit from Macherey Nagel
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(Hoerdt). Libraries were prepared using the SMARTer® Low Input RNA kit (Takara).
All libraries were sequenced on an lllumina Hiseg2500 platform. Data normalization
and differential gene expression were performed with the DESeq2 v1.26.0 R
package. Significant genes were defined as P< 0.05 after adjustment for multiple
testing by False Discovery Rate (FDR) correction and used in downstream analysis.

Principal Component Analysis was visualized using the Factoextra v1.0.7 R package.
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Gene Set Enrichment Analysis (GSEA version 4.1.0) was used for the analysis of
DOHH2Z and HLY1 gene expression profile (GEP) to identify the gene sets that were
enriched between two conditions. Results were then compared to those obtained by

comparing the GEP of purified FL B cells and purified centrocyte (Affymetrix
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microarrays, purified centrocytes, GSE136248, n=5; purified FL B cells, GSE85233,

n=10) % after Limma analysis with a FDR of 5% and an absolute fold change>1.5",

Statistical analyses
All data were expressed as means * SEM. The significance of differences was
calculated using the parametric ANOVA or the non-parametric U-Mann and VWhitney

or Wilcoxon tests, as appropriate. (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001).

RESULTS

B-NHL cell lines form cohesive spheroids in scaffold-free alginate capsules

To produce spheroids from lymphoma B-cell lines, we used the cellular capsule
technology, initially developed to generate sphercids frem solid cancer tumor

2223

cells Three B-NHL cell lines have been selected for encapsulation as
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representative models for GCB-DLBCL (SUDHL4), ABC-DLBCL (HLY1), and FL

(DOHH2). From image-based analysis (N=656), the average capsule diameter was
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215.9 £ 1.3 pm and the capsules contained an average of 18.2 + 0.8 cells/capsule
(N=48) (Figure S1). During the first 11 days, SUDHL4 and HLY1 proliferated and
aggregated to form spheroids. Contrastingly, DOHH2 cells were not able to grow and
form spheroids even after 17 days (Figure 1A} suggesting their requirement of a
supportive microenvironment in the context of the low number of cells seeded in each

individual capsule. Culture of the 3 B-NHL cell lines in limiting dilution conditions in
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2D confirmed the low clonality potential of DOHH2 compared to SUDHL4 (Figure
S2). However, HLY1 similarly exhibited a limited clonal activity whereas they
efficiently proliferated in 3D spheroids (Figure S2). Cell survival in SUDHL4 and

HLY1 spheroids was evaluated at various culture timepoints using propidium iodide

10
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labelling. We defined as 3D confluence the stage when cells filled up the capsule and
reached the internal wall of the alginate shell, and as 3D post-confluence the stage
when cell growth triggered an increase of the capsule size and a decrease of alginate
wall thickness (Figure S3). The percentage of dead cells remained as low as 20-30%
during the first week in culture and then increased to about 60% after 8 to 12 days,
as evaluated upon spheroid dissociation and flow cytometry quantification (Figure
1B). EdU staining revealed that the early stages of spheroid growth were
characterized by a high proliferation rate while the post-confluent stage exhibited a
significant decrease in cell proliferation concomitant with cell death increase (Figure
S4). To determine whether this survival decrease was associated with the formation
and growth of a dead cellular core, as observed in solid tumor spheroids®’, we

performed immunostaining for cell proliferation (Ki67) and cell death (cleaved

caspase 3). Neither Ki67 nor cleaved-caspase-3 regionalization was detected prior or
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after 3D confluence (Figure 1C). In the same way, no hypoxic core was observed,

even if HLY1 spheroids exhibited more hypoxic cells at post-confluence than
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SUDHLA4 spheroids (Figure S5).

Interestingly, the integrity of the cell aggregates cbserved after confluence was
maintained upon capsule dissolution (Figure 2A and movies 1 and 2), demonstrating
that the capsule content was not only a confined cell suspension but rather formed
truly cohesive spheroids potentially related to confinement-induced ECM secretion.

We thus compared by immunofluocrescence the expression of laminin and collagen |,

29,30
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two ECM components expressed in secondary lymphoid organs™, by cells
maintained in suspension (2D) or in capsules (3D). SUDHL4 already expressed
collagen | in 2D culture and upregulated laminin in 3D spheroids. Conversely, HLY1

displayed laminin expression in 2D and 3D cultures but increased collagen 1 in 3D

11
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spheroids (Figure 2B). These observations were confirmed by RT-qPCR, revealing
the increase of both collagen | and laminin expression in the 2 cell lines in 3D
compared to 2D cultures (Figure 2C). Altogether, the cellular capsule technology
emerges as a valuable approach to produce cohesive lymphoma spheroids from B-

NHL.

Tumor B-cell and stromal cell co-encapsulation and self-organization promote
spheroid growth

Since B-NHL are organized as mixed aggregates of tumor cells and lymphoma-
supportive non-malignant componentsa, we decided to aim for a more
physiopathological model by introducing lymphoid stromal cells isolated from human
tonsils (Tonsil Stromal Cells, TSC)25 and ECM components (Matrigel). Lymphoma

cell growth, evaluated by cell counting, was differentially regulated by the presence of
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ECM and stromal cells. The addition of ECM in capsules had no impact on spheroid

formation whatever the cell line studied. However, the presence of ECM and stromal
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cells significantly increased the growth kinetic of SUDHL4 spheroids, and they even
promoted DOHH2-derived spheroid formation and growth, whereas they had no
impact on HLY1 spheroid growth (Figure 3A). These results suggest that our 3D
model recapitulates the variability of TSC-dependence among B-cell NHL?'.

We next sought to decipher how stromal cells play a supportive role on DOHH2

spheroid formation. DOHHZ2 cells were co-encapsulated with TSC in the presence or
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absence of a layer of Matrigel anchored to the inner wall of the capsules®. In the
absence of Matrigel, the capsule wall remained cell-repellent and stromal cells
formed clusters inside the capsules but were unable to induce DOHH2 spheroid

growth (Figure 3B and C). By contrast, in the presence of Matrigel, TSC anchored
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and spread onto ECM, leading to the formation of a ramified 3D network that
subsequently supported B-cell proliferation (Figure 3 B-D and movies 3-4). We then
monitored the stromal cell network dynamic by imaging capsules after 2, 24, 48, 72,
and 96h of culture using confocal microscopy (Figure 4A). By solely focusing on
stromal cells, we performed 3D+ime image analysis and measured sphericity and
branchness that both characterized the evolution of the stromal cell network
complexity. High sphericity index indicated a compact morphology of the stromal
network, thus offering a limited surface of interaction with B cells. Conversely, high
branchness index was associated with a ramified network that increased the
probability of B cell-stromal cell physical contacts. Stromal cell morphology was
significantly modified as early as 24h after encapsulation, as revealed by the
opposite variation of the sphericity and branchness indexes (Figure 4B and C). In

addition, after a rapid initial change, hoth parameters underwent a slower but
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continuous evolution in the same correlated manner, indicating that the increased

branching architecture of the stremal network was not a disorganized and random
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feature but was sustained by a self-organization process (Figure 4D).

B-NHL sensitivity to chemotherapy in 3D vs 2D cell culture
To determine whether the 3D architecture could alter the drug respense of lymphoma
B cells, we evaluated the effect of doxorubicin, one of the components of the CHCP

multidrug therapy, on cell death of B-NHL cell lines cultured in 2D or 3D at
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confluence. We revealed that the IC50 for doxorubicin increased in SUDHL4 and
HLY1 cells cultured in 3D without ECM and TSC compared to 2D after 24h or 48h of
treatment (Figure S&). However, no additional effect was observed in the presence of

TSC (Figure SA-C). Similar increase of resistance to doxorubicin was obtained after
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treatment of DOHH2 with dexorubicin in 3D with TSC compared to 2D with TSC. This
tumor-supporting activity of 3D coculture was not observed when the BCL2 inhibitor
ABT-199 was used, suggesting that malignant B cells retained their dependence on
BCL?2 for survival in 3D+TSC conditions (Figure 5D).

Impaired diffusion of doxorubicin within the spheroids and resulting decrease in the
local concentration of the drug could be the cause of its reduced anti-tumeor activity in
3D. We took advantage of the fluorescent properties of doxorubicin to compare its
drug penetration in cells cultured in 2D and 3D in the presence or absence of ECM
and TSC. Before confluence, we observed nc difference in doxorubicin staining
between cells cultured in 2D versus 3D or 3D+ECM+TSC, indicating that the alginate
shell did not impede drug diffusion. However, at confluence cells cultured in 3D or
3D+ECM+TSC exhibited a decrease in doxorubicin staining compared to cells in 2D

(Figure SE). Altogether, these results suggest that in these conditions of high cell
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density doxorubicin resistance largely relies on altered drug diffusion inside

spheroids.
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Microencapsulated 3D co-cultures recapitulate features of primary FL B cells

In order to better define how 3D and TSC impacted B-NHL growth in vitro, we
compared by RNAseq the GEP of HLY1 and DOHHZ maintained in 2D versus 3D
culture with or without TSC. Unsupervised principal component analysis (PCA) nicely

segregated HLY1 maintained in 2D without TSC (H2D), from HLY1 maintained in 2D
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with TSC (HT2D), and HLY1 encapsulated in 3D spheroids (Figure S7). However,
HLY1 displayed a very similar GEP in 3D culture system, whatever the presence of
TSC and ECM, in agreement with the complete lack of impact of TSC on HLY1 cell

growth within spheroids (Figure 3A). DOHHZ maintained in 2D without (D2D) or with
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(DT2D) TSC, and DOHHZ seeded in alginate spheroids with TSC and ECM (DT3D)
exhibited a distinct GEP. We used GSEA to identify the molecular pathways
underlying the specific gene signatures identified by DESeq2 analysis of these RNA-
seq data (Table 81). Concerning HLY1, the same pathways were induced by 3D
culture, whatever the presence of TSC and ECM, including numercus cell signatures
related to cell proliferation, together with TNF/NF-«B pathway (Figure B6A). These
data were confirmed by analyzing the enrichment for transcription factor (TF) targets,
identifying several TF involved in cell proliferation as more active in H3D and HT3D
than in their 2D counterparts (Figure 6B). Conversely, for DOHH2, whereas culture in
3D with TSC and ECM (DT3D) upregulated cell proliferation pathways compared to
2D coculture (DT2D), this was not associated with an additional activation of NF-«xB
pathway that was dependent on the centact with TSC (Figure 6C). Moreover, TSC

upregulated genes associated with TGF-p signaling pathway and hypoxia as shown
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by the direct comparison of DT2D and D2D conditions. These data were confirmed

by analyzing TF target enrichment, identifying NF-kB and SMAD members as
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activated by the contact of DOHH2 with TSC in both 2D and 3D cenditions (Figure
6D). Of note, genes downregulated by TSC in DOHH2 reflected a decreased cell
preliferation (Figure S8), confirming that the combination of TSC and 3D organized
the best supportive niche for this FL B-cell line by triggering both proliferation and
TNF/TGFp pathways. Conversely, TSC did not trigger GEP modifications reflecting

cell proliferation inhibition in HLY1 in 2D nor 3D (data not shown). To further increase
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the relevance of our data, we analyzed the molecular pathways activated in purified
FL B cells compared to purified normal centrocytes using already published
Affymetrix microarray data’>?® (Figure 6E). Interestingly, TNF/NF-«B, hypoxia, and

TGF belonged to the top pathways significantly enriched in FL GEP, as reported for
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DOHHZ maintained in 3D spheroids with TSC, suggesting that our spheroid culture

model mimicked at least partly, the context of FL LN.

Microencapsulated 3D co-cultures enable primary FL B-cell survival

A major challenge in studying primary FL B cells is to maintain them in culture long
enough to perform functional experiments. Based on the data cbtained with the
DOHHZ cell line, we encapsulated FL B cells purified from 2 patients (FL1 and FL2)
with Matrigel and TSC and compared the evolution of the B-cell number in 3D with
that obtained in 2D with or without TSC. FL B cells were found admixed with stremal
cells within 3D spheroids at both Day 3 and Day 14 and showed a good cell viability
with less than 10 dead cells/capsule at each time point for both FL samples (Figure
7A, movies 5-6). The number of FL B cells decreased over time but after 2 weeks 3D

spheroids still contained abeout 50% of the number of FL B cells guantified at Day 3
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(FL1: D3: 127 + 13 9. cells/capsule vs D14: 53 + 11.4 cells/capsule; FL2: D3: 102.7 +

19.1 cells/capsule vs D14: 47 + 8.7 cells/capsule), while the number of TSC
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remained stable. Importantly, the number of FL B cells at Day 11 in 3D coculture with
TSC was higher than in 2D without TSC and seemed to be even slightly higher than
in 2D with TSC (Figure 7B). These observations constitute a proof-of-concept that
cellular capsule technology might be a promising approach to study FL cell

physiopathology in a 3D context.
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DISCUSSION
Lymphomas develop as complex cell structures including tumor cells and their
microenvironment within mechanically constrained LN. Previous lymphoma spheroid

17,1832

models incorporating only malignant B cells suggest that the 3D cell
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architecture is a key feature for the regulation of lymphoma growth and therapeutic
response. LN are highly dynamic structures expanding and becoming mechanically
stiff under immune cell recruitment and proliferation, whereas immune response
resolution is associated with LN contraction and return to a baseline of mechanical
softness™. LN mechanical properties rely on several determinants including the
external constraint of the capsule and the internal tension created by the TSC
network able to produce and contract ECM. Mechanosensing has been recently
demonstrated to control T-cell activation and metabolism®* and mechanical forces
are involved in both TCR® and BCR™ signaling. Mouse models of FL and DLBCL
cannot entirely recapitulate the biology of these tumors® and, due tc their inherent
complexity and cost, they are not suitable to study specific cell interactions
contributing to the organization of lymphoma cell niche or to perform drug screening.

The development of 3D lymphoma models including mechanical constraints is
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therefore of particular relevance to advance the understanding and treatment of

these neoplasia. In the present work, we adapted a microfluidic approach to

GOFZALAF BONNZNT

recapitulate the lymphoma microenvironment in hollow, permeable alginate shells,
forming high-throughput (~5000/s), size-controlled, and easy to handle spheroids®.
Such a strategy is ideally suited for drug testing and the versatility of the technique
allows generating 3D monocultures (i.e. from tumor B cells only) or co-cultures and to
evaluate the impact of ECM.

First, the proliferation of malignant B cells alone within spheroids results in cohesive
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multicellular aggregates promoted by the over-secretion of ECM in 3D compared to
2D cultures. Although expression and secretion of ECM have been mainly described
in stromal cells, we demonstrated here that lymphoma B cells display a similar ability,

as already proposed for normal plasmablasts®® and plasma cells®, or leukemic B
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cells®. How ECM expression is regulated remains unclear. We could however
hypothesize that it may originate from the activation of a mechanotransduction
pathway as already described in other cell types*'**. Remarkably, alginate capsules
are elastic, meaning that cell growth past confluence dilates the capsule, which
conversely applies a compressive force onto the spheroid®. Although not
investigated in depth, we observed that the cohesion of spheroids was stronger for
post-confluent capsules, which would support this mechanotransduction hypothesis.

Second, as previously reported using other 3D models, some B-cell lines were
unable to grow and form spheroids when maintained alone in capsules, reproducing
the strong dependency of FL on their niche for survival and growth. Guided by our
previous studies showing that lymphoid-like stromal cells have a supportive effect on
FL B cells'®®* we added TSC to generate hybrid stroma-tumor 3D lymphoma

models. Interestingly, our 3D model reproduced the different levels of NHL
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microenvironment dependency, mimicking the biology of aggressive versus indolent

lymphomas’. By contrast with other 3D culture approaches that consist in embedding
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cells in an ECM scaffold™*** our alginate spheroid model allows cell motions and
interactions, leading to an early self-organization of a stroma-tumor B cell network
that could organize localized 3D niches promoting cell interactions within the
spheroids.

The 3D-induced drug resistance has been already reported in solid cancers and

17,1946

hematological malignancies We confirmed here that the sensitivity to
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doxorubicin dramatically dropped when cells were cultured in 3D compared to 2D in
all investigated B-NHL cell lines. The lack of doxorubicin effect in 3D was at least
partly due to a diffusion impairment of the drug caused by the high cell density and

ECM secretion in late spheroids and acting as a barrier to drug diffusion. This mimics
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what is known in tumors where not all the cancer cells are exposed to the same
concentration of drugs because of poor drug diffusion through the ECM*’ causing the
tumor to relapse or develop drug resistance. By contrast, the pro-apoptotic activity of
ABT-199, mediating the dissociation of BCL2 with the proapoptotic BH3 only
proteins, was maintained in 3D co-cultures. This could be attributed to the ability of
ABT-199 to induce apoptosis, thus creating channels for drug diffusion inside
spheroids, suggesting that ABT-199 could be efficient in patients. Although, the
results of the phase 2 CONTRALTO study48 did not demonstrate a clear benefit of
venetoclax addition to bendamustine and Rituximab, clinical studies have to be
pursued by optimizing the dosage of venetoclax and better selecting patients
according to their molecular profiles, as it was recently done in the phase 2 CAVALLI
clinical trial in DLBCL*®. Finally, recent preliminary data concerning the combination

of venetoclax with ibrutinib in relapsed or refractory FL seem promising®™. More
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generally, the cellular capsule technology adapted for lymphoma 3D culture seems a

useful high-throughput platform to screen new therapeutic approaches in B-NHL,
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taking into account the dynamic crosstalk between tumor cells and their supportive
microenvironment.

Interestingly, a thorough analysis of malignant B cell GEP revealed a complementary
effect of TSC and 3D culture on the growth of DOHH2 cell line. Whereas we cannot
examine the direct impact of 3D constraint alone on DOHH2, it was shown to trigger

a massive activation of cell proliferation pathways in HLY1. Conversely, TSC reduced
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expression of TF and gene pathways associated with cell cycle progression in
DOHH2Z, a suppressive activity already reported in coculture of B-cell NHL with bone
marrow mesenchymal stromal cells (BM-MSC)®'. However, TSC activated the NF-«xB

pathway, a process previously invelved with the anti-apoptotic activity of BM-MSC on
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primary lymphoma B cells™

and that could be required in 3D conditicns, when very
few cells were encapsulated in each spheroid. As a whole, the combination of 3D
and TSC triggered a GEP close to that of primary FL B cells in the DOHH2 cell line,
including in particular a deregulation of TNF/NF-kB, hypoxia, and TGF-[/SMAD.
Whereas cell-intrinsic or TME-dependent NF-«xB activation is a well-described
hallmark of B-NHL, FL tumor niche GEP was only recently found enriched for gene
networks related to TGFp signaling®. Moreover, TGFp could contribute to the priming
by FL B cells of BM-MSC and LN stromal cells into tumor-supportive stromal
niche'®%%. Finally, one study describes an upregulation and an activation of SMAD1
in malignant FL B cells®® suggesting that TGF-B signaling could play a major role in
the interplay between B cells and stromal cells in FL. How TSC are phenotypically

and functionally remodeled by malignant B cells during 3D coculture remains to be

explored. This proximity between DOHH2 co-cultured with TSC in 3D and FL B cells
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prompted us to evaluate whether our spheroid model could allow the survival of

primary lymphoma cells. Interestingly, we demonstrated for the first time that purified
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FL B cells could be maintained /n vitro in 3D conditions, in a model allowing high-

throughput drug testing and follow-up of cell behavior and phenotypic evolution.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: B NHL spheroids obtained by using the cellular capsule technology.
A: Representative images of cell growth in alginate capsule shells over time for the
various cell lines. Scale bar: 100pm. B: Percentage of SUDHL4 and HLY1 cell death
measured after shell dissolution and spheroid dissociation at 6, 8 and 12 days after
encapsulation . To evaluate cell death, propidium iodide (PI) (10ug/mL) was added to
the cell suspension and Pl fluorescence was analyzed by flow cytometry (n=3). C:
Immunostaining showing the repartition of proliferating and apoptotic cells in
SUDHL4 and HLY1-derived spheroids at 8 or 12 days post-encapsulation. Five
micrometers thick sections were stained with anti-Ki67 (Ki67, in green), and anti-
cleaved caspase 3 (CC3, in red), to identify proliferating and dead cells, respectively.

Nuclei are depicted in blue. Scale bar: 100um.
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Figure 2: B NHL spheroids are cohesive and express extracellular matrix.

A: Pictures showing the maintenance of SUDHL4 and HLY1 spheroids after capsule
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dissolution by incubation in PBS containing 1 mM EGTA. Scale bar: 100um. B:
Immunostaining showing the expression of extracellular matrix in cells cultured in
suspension (2D) or in spheroids (3D). Extracellular matrix components were
visualized by staining with anti-pan laminin, and anti- collagen | antibodies on Spm
thick sections of sphercids embedded in paraffin. Nuclei are depicted in blue. Scale

bar: 50um. C: RT-gPCR revealing the up-regulation of Laminin and Collagen |
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expression in SUDHL4 and HLY1 cultured in 3D compared to 2D (n=3).

Figure 3: The establishment of a stromal network is necessary to reproduce

stromal-dependent B NHL cell growth.

30

-134 -



Résultats Article: A novel 3D culture model recapitulates primary FL B cell features and promotes
their survival

A: Effect of Matrigel (Mg) and TSC on spheroid growth. Left panel, representative
images of spheroids obtained from B cells encapsulated alone (noted 3D) or with Mg
(noted 3D+Mg) or with Mg+TSC (noted 3D+Mg+TSC) at D7 (HLY1), D6 (SUDHL4) or
D10 (DOHH2) of culture. Scale bar: 200pum. Right panel, the B cell number was
evaluated over time in the different conditions {n=3). B: TSC network needs Mg to
be established. Left, example of GFP-TSC encapsulated without Mg and B-cells.
Right, example of TSC encapsulated with Mg but without B-cells. TSC were
visualized in green by stable expression of GFP and nuclei were stained in blue with
Hoechst 33252, Capsules were imaged 3 days after encapsulation. Images were
maximum intensity projection from z-stacks. Scale bar: 100um. C: TSC network is
necessary to induce DOHH2 spheroid growth. DOHH2 were co-encapsulated with
TSC-GFP with or without Mg for 10 days. TSC were visualized in green by stable

expression of GFP. D: TSC/Mg interaction. GFP-TSC were encapsulated alone in the
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presence of Mg. After 3 days in culture, capsules were fixed and

immunoflucrescence was performed. Mg and TSC were visualized by staining with
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anti-human pan laminin (in red) and anti-GFP (in green), respectively. Nuclei were
counterstained in blue with Hoechst 33258. Images were maximum intensity
projection from z-stacks. Scale bar: SOpym. Yellow square is a crop showing the

ancharing of TSC on Mg coating. Scale bar: 10pm.

Figure 4: Self-organization of the stromal network.
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A: Representatives images of capsules containing DOHHZ2 with Mg and TSC at
different culture time point. After fixation, 10 to 18 spheroids for each time point were
placed in an Universlide. Images shown are Z-projection. TSC are shown in green

and all the analyses were performed on green signal exclusively. Nuclei of DOHH2
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and TSC cells were counterstained in blue with Hoechst 33258. The edge of the
capsule aredepicted by white dashed lines. Scale bar: 50pm. B and C: Sphericity and
branchness indexes of green particles contained in spheroids at different times after
encapsulation, respectively. To determine significant differences, Anova was
performed (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001). D: Correlation of
sphericity and branchness. For each time point, small dots represent individual
spheroids whereas big dots represent the average values of all spheroids for a given
time point. Pearson correlation coefficient (R) was calculated using R software. The
black line represents the regression line and the grey area represents the 95%

confidence interval of the linear regression.

Figure 5: Impact of 3D culture on drug response in B-NHL.

A-C: Comparison of B cell death induced by doxorubicin in SUDHL4 {(A), HLY1 (B)
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and DOHH2 (C) cultured in 2D or in 3D alone (upper panef) or with TSC and Matrigel

(2D+TSC or 3D+Mg+TSC) (fower panel). For 2D culture, B cells were seeded alone
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or in presence of TSC. For 3D culture, 100 confluent capsules, containing B cells
alone or B cells with TSC in presence of Matrigel, were seeded. 2D and 3D cultures
were exposed to doxorubicin at a concentration corresponding to its IC50 and GFP"™?
B cell death was evaluated after 24h by flow cytemetry. D: Comparison of cell death
induced by ABT-199 (1uM) in DOHH2 cells cultured in 2D alone (upper panel) or in

2D+TSC or 3D+TSC+Matrigel (Jower panef) at confluency, for 24h. The data
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represent mean = SE of, at least, three independent experiments (Wilcoxon test.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001). E: Doxorubicin diffusion in spheroids.
Flow cytometry analyses of doxorubicin fluorescence in cells cultured in suspension

(2D) or in 3D alone (3D) or in 3D with matrigel and TSC (3D + Mg+TSC) before
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confluence (D4) or at confluence (D9-D10) and treated with 1pg/ml doxorubicin for

4h. Numbers represent the median fluorescence intensity of cells.

Figure 6: Phenotypic characterization of DOHH2 and HLY1 in the 3D co-culture
model.

A: The H3D (HLY1 in 3D) vs H2D (HLY1 in 2D), HT3D (HLY1 in 3D with TSC) vs
H2D (HLY1 in 2D), and HT3D vs HT2D (HLY1 in 2D with TSC) gene signatures were
analyzed by GSEA using HallMark MSigDB database. B: Enrichment of transcription
factor (TF) targets in HLY1 signatures as determined using TRRUST database with
EnrichR website. Represented are the 10 more significant predicted TF. C: The
DT2D (DOHHZ2 in 2D with TSC) vs D2D (DOHHZ2 in 2D with TSC), DT3D (DOHH2 in
3D with TSC) vs D2D (DOHH2 in 2D), and DT3D vs DT2D gene signatures were

analyzed by GSEA using HallMark MSigDB database. D: Enrichment of TF targets in
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DOHHZ signatures as determined using TRRUST database with EnrichR website.

Represented are the 10 more significant predicted TF. E: Upregulated gene

GOFZALAF BONNZNT

pathways identified by GSEA using in HallMark MSigDB database in FL B cells vs
centrocytes based on Affymetrix microarray data. Represented are the 10 more

significant predicted pathways.

Figure 7: Primary FL cell survival in cellular capsules.

A: Imaging of purified FL B cells co-encapsulated with TSC after 3 days (a and c)
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and 14 days (b and d) of encapsulation (b and d). Multicolor live/dead
(CaleinRed/NucRed Dead) imaging of patient B cells with GFP-TSC and nuclei
counterstaining with Hoechst were depicted in a-b. Spheroids were imaged on

spinning disk microscope (Aa) and on a confocal microscope {(Ab) with equivalent
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settings (spectral windows and physical dimensions). Individual channels are
depicted on the top, overlays of NucRed Dead and Calcein Red and of Hoechst and
GFP on the lower panels. ¢ and d. Individual cell analysis for each case. Renderings
of nuclei centers projected in 2D as colored spheres (FL B: blue, TSC: green, Dead
cells: red). Three capsules of each FL type were counted and averaged counting
after 3 days in culture (c) and after 14 days (d) were plotted. B: Evolution of the
number of primary FL B cells cultured in suspension or in capsules. Cells were
cultured in suspension alone or with GFP-TSC or in capsules with matrigel and GFP-
TSC for various duration. The GFP™® FL B cell number was determined by flow
cytometry with count beads, after trypsinization of cells or caspule dissolution and

Hoechst 33258 staining for gating on live cells.
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Figure 3
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A novel 3D culture model recapitulates primary FL B cell features and

promotes their survival

By Lamaison C et al.

SUPPLEMENTAL MATERIALS AND METHODS

Reagents and antibodies

Alginic acid sodium salt from brown algae, D-Sorbitol, CaClz hexahydrate, EGTA, and
paraformaldehyde were supplied by Merck (Fontenay-sous-Bois, France). Matrigel
was provided by Corning (UGAP, France). Propidium iodide, Phalloidin-Alexa 554,
Fixable Viability Dye eFluor 506, calcein red-AM and NucRed Dead were from Thermo
Fisher Scientific (Courtaboeuf, France). Hoechst 33258 and ABT-199 were purchased
from Tocris Bioscience (Lille, France). The comprehensive cancer center pharmacy
departiment of the Institut Bergonié kindly provided doxorubicin. Hypoxyprobe-1 Times
Kit was supplied by Euromedex (Souffelweyersheim, France). Celltiter-Glo 2.0
luminescent cell viability assay was from Promega (Charbonniéres-les-bains, France).
APC Annexin V, mouse anti-human CD20-PE and mouse anti-human CD18-BV421
were supplied by BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). Rabbit polyclonal anti-
laminin, rabbit monoclonal anti-human collagen | and chicken polyclonal anti-GFP
antibodies were supplied by Abcam (Paris, France). Mouse anti-human CD20 APC-
H7 and mouse anti-human CD73 PE were from eBiosciences (Thermo Fisher
Scientific). Monoclonal mouse anti-human Ki67 was from Dako Agilent Technologies
(Les Ulis, France)} and rabbit polyclonal anti-cleaved caspase 3 antibody was provided
by Cell Signaling Technology (Ozyme, Saint Cyr I'école, France). All Alexa-conjugated

secondary antibodies were purchased from Thermo Fisher Scientific.

Cells

Stromal cells (TSC) were isolated as previously described!? from human tonsils
collected from children undergoing routine tonsillectomy, considered as chirurgical
wastes. GFP-expressing TSC cells were established after transduction with lentivirus
carrying the pUltra (gift from Malcolm Moore (Addgene plasmid # 24128;
http:/in2t.net/addgene:24129; RRID: Addgene_24129), which contained the enhanced
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GFP gene under the control of Ubc promoter and produced as previously described?,
TSC were transduced in RPMI (Thermo Fisher Scientific) supplemented with 2% FBS
(Dutscher, Brumath, France) containing pUltra concentrated lentiviral supernatant at a
MQCI of 4. After 24 hours, the medium was replaced with standard culture medium. After
one week, eGFP" TSC were isolated using a cell sorter (FACS Aria, BD Biosciences).
For all experiments, TSC and GFP-TSC were used from passage 9 (P9) to P13.
SUDHL4 and DOHHZ cell lines were obtained from the DSMZ cell collection
(Braunschweig, Germany). HLY1 cell line was kindly provided by Dr F. Meggetto
(CRCT, Toulouse, France). Cells were routinely cultured in RPMI supplemented with
10% FBS under humid atmosphere containing 5% CO2, with medium changed 3 times
a week. One day prior to encapsulation, cells were cultured in DMEM supplemented
with 10% FBS. Once cellular capsules were formed following the protocol described
below, they were cultured in 75 cm? flasks in DMEM supplemented with 10% FBS, with
medium changed 2 times a week. Depending on the type of experiments, capsules
were sampled and transferred to dedicated culture supports for imaging, or treated in

bulk conditions and subsequently analyzed.

Limiting Dilution Assay

B cell lines (HLY1, DOHHZ, SUDHL4) were seeded as 10, 3, and 1 cell per well in 96
wells (n=3), and at 0.1 cell per well in 192 wells (n=3) and were cultured for 21 days
before counting of positive wells. Resulls were statislically evaluated using the

Extreme Limiting Dilution Analysis (ELDA) method*.

Encapsulation procedure

Cell encapsulation was performed by adapting already published protocols®7. Briefly,
the microfluidic device was printed with EnvisionTEC Micro Hi-Res Plus 3D printer
(Arketyp3D, Le Raincy, France) using the resin HTM140V2 (EnvisionTEC), with the
following printing parameters: burn-in range thickness 400um, base plate of 300um,
and exposure time 3000ms. The printed device was washed using propanol and air-
dried. In parallel, a glass capillary was pulled using a micropipette puller (P30, Sutter
Instrument, Micro Mecanique SAS, Saint Germain en Laye, France), then cut and
polished with micro-abrasive films (1um grain, 3M) to reach the desired tip diameter
(typically between 130 and 180 ym). This glass tip, which serves as a nozzle for the
encapsulation device, was hydrophobized (1H,1H,2H,2K-

2

- 148 -



Résultats Article: A novel 3D culture model recapitulates primary FL B cell features and promotes
their survival

Perfluorooctyltrimethoxysillane, ABCR) following standard protocols® and glued to the
exit of the microfluidic plastic device with epoxyglue EA M-31CL (Loctite).

To run an encapsulation, the microfluidic device was connected to three syringes
(1OMDR-LL-GT SGE, Analytical Science, Milton Keynes, UK) mounted on pumps
{Nemesys, Cetoni GmbH, Korbussen, Germany) for flow rate control. Three different
solutions were injected into the three coaxial cones of the device. The outermost cone
contained the alginate solution, which was prepared by dissolving 2% wt/vol sodium
alginate (Protanal LF200S) in water and by adding 0.5mM SDS surfactant (VWR
International, Fontenay-sous-Bois, France). The solution was filtered at 1um (glass
filters, Pall Life Science) and stored at 4 °C. The intermediate cone contained a 300
mM sorbitol (Merck) solution. The innermost cone contained cells suspended in a
sorbitol solution or cells/Matrigel/sorbitol solution (when ECM is needed) in a ratio of
2:1:2 (viv). For encapsulation of lymphoma cell lines or stromal cells only {mono-
culture), a suspension of 2x10° cells were resuspended in culture DMEM (Thermo
Fisher Scientific). 200uL of the cell suspension was injected into a cooling part to
maintain Matrigel liquid. The flow rates were set o 45mL/h, 45mL/h and 30mL/h for
the alginate, sorbitol, and cell suspension, respectively. The device was positioned 40-
50 c¢m above a petri dish containing 100mM CaCl: solution for capsule gelling and
collection. To improve capsule shape and monodispersity, an alginate charging part
and copper ring (21mm OD, RadioSpares), both connected to a high voltage (2 kV)
generator (Stanford Research PS350, Acal BFI, France) were introduced’. The
charged formed droplets passing through the copper ring under electrical tension get
deflected as they crossed the ring, creating a splay-like jet that prevented capsule
coalescence. Once formed inside the calcium bath, capsules were washed with DMEM

and transferred to cell culture medium.

Determination of cell confluence in capsule

Capsules containing cells were imaged on brightfield at different timepoints after
encapsulation. The diameter of the capsule and the thickness of the alginate walls
were then measured manually by image analysis using ImageJ software on more than
100 capsules per time point. The diameter and wall thickness were plotted over time
and allowed the determination of the confluence and post confluence periods.
Confluence was reached when the alginate wall thickness decreased and the capsule

diameter increased, but that roundness of cells was still visible. Post-confluence was

3
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reached when the alginate wall thickness was to its minimum and the capsule diameter

to its maximum with cell roundness no more visible.

Spheroid growth measurement

At various post-encapsulation culture times, we selected 200 capsules in each 3D
culture conditions. Capsules were dissolved by incubation in PBS containing 1 mM
EGTA and the spheroids were mechanically dissociated by pipetting. When spheroids
were too cohesive, trypsin-EDTA was added to improve cell dissociation. The cell
suspension was centrifuged and re-suspended in 200 pL of PBS and 50 ul of Precision
Count Beads (BioLegend, Ozyme). The number of cells was then determined in a given
cell suspension volume of 100 pL using flow cytometry (FACS Calibur, BD
biosciences) acceording to the manufacturer instructions after GFP-stromal cell
backgating when necessary. To evaluate the cell death in spheroids, propidium iodide
(P1) (10 pg/mL) was added to the cell suspension and P| flucrescence was analyzed

by flow cytometry using Cell Quest or FlowJo (BD biosciences).

Immunostaining of spheroids

In capsulo staining

Capsules were fixed in DMEM w/o phenol red (Pan Biotech, Dutscher), containing 4%
paraformaldehyde for 20 min at room temperature (RT). After rinsing, capsules were
incubated for 30 min in DMEM w/o phenol red/ 0.1% friton X-100. Following a step of
saturation with a solution containing DMEM w/o phenol red/ BSA 1% /FBS 2% for 1h
at RT, capsules were incubated with primary antibody overnight at 4°C under shaking.
Primary antibody was revealed by incubation of capsules with secondary Alexa-
coupled antibody for 2h at RT. Nuclei were stained by incubation of capsules with
Hoechst 33258 for 30 min at RT. To determine the role of Matrigel in the stromal
network establishment, immunofluorescence using a rabbit anti-human pan laminin
antibody revealed by goat anti rabbit Alexa 633 secondary antibody, was performed to
visualize Matrigel, stromal cells were GFP positive and nuclei was stained with Hoechst
33258. Z-stacks were acquired using a Zeiss LSM 510 meta confocal microscope with
a 25x objective (N.A 0.7). 3D rendering was obtained using UCSF Chimera software
(RBVI, 8an Francisco, USA).
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FFPE staining

To analyze protein expression inside spheroids, immunofluorescence on Formalin-
Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) spheroids sections {3-5 um thick) were performed.
Alginate shells were dissclved and spheroids were fixed as described above.
Spheroids were then pre-embedded in 2% agarose and further embedded in a paraffin
block. Immunofluorescence staining was then performed as previously described®.
Images were acquired using a Zeiss LSM 510 meta confocal microscope (Zeiss,
Gottingen, Germany) with a 25x objective (N.A 0.7). Then images obtained were
processed using Fiji.

Hypoxia detection in spheroids

To determine hypoxia in spheroids, hypoxyprobe-1 100 times kit (HPI, Euromedex)
was used. Briefly, spheroids at confluence or post-confluence were incubated for 2h
with 200uM pimonidazole. Spheroids were then fixed and embedded in paraffin.
Pimonidazole immunostaining was performed on spheroid sections according to the
supplier recommendations. Images were acquired using a Nikon ECLIPSE Ci-L
equipped with a Nikon DS-Ri2 camera controlled by NIS-Element software (Nikon-Ci,
version BR 4.50.00) (Nikon, Champigny sur Marne, France).

3D cell morphology quantification

Capsules were fixed at various post-encapsulation culture times and each capsule was
placed in an agarose well of the Universlide microscopy chamber®, which allowed
immobilization of the capsules as required for stable z-stack acquisition and medium
throughput 3D imaging. Cell nuclei were stained with Hoechst 33258 and stromal cells
were visualized by GFP expression. Images were acquired using a Leica SP8 confocal
microsocpe with a 20X dry objective (NA 0.7). To measure the evolution of TSC

complexity over time two parameters were measured: the sphericity defined as

j36xnxl/ulume of parlicle? and the branchness defined as Volume of particule convex iiu,l[. To

Surface af particle3 Volume of particule
obtain these values, we applied a locally adjusted threshold to the green signal,
performed 3D segmentation (3D suite plugin, Fiji'®). For the two parameters, the values
of all “particles” contained in one capsule were averaged. Thus, each capsule was
characterized by one mean value for sphericity and branchness and 10-18 capsules

were analyzed per time point.
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Cell co-culture and cell sorting:

2D co-cultures were performed over 3 days. 3x10° DOHH2 (1.5x10%mL) were plated
on 5x10* TSC /cm? in 6 well plates. For cell sorting, cells were irypsinized (Thermo
Fisher Scientific) for 12 min at 37°C and washed with DMEM 10% FBS. 3D co-cultures
were performed over 10 days. For cell sorting, after dissolution of the alginate shells,
cells were rinsed with DMEM 10% FBS and centrifuged for 7 min at 1700 rpm,
incubated with trypsin at 37°C for 15 min, and rinsed with medium DMEM 10% FBS.
Cells were stained for 20 min on ice with mouse anti-human CD20 APC-H7 and mouse
anti-human CD73 PE. After DAPI staining, cell sorting was processed by a FACS Aria

Il (BD Biosciences).

RNA-seq analysis

RNA was extracted from CD207**CD73"* sorted B cells after 3 days (2D) or 10 days
(3D) of in vitro culture with or without TSC. HLY1 in 2D (H2D, n=3}), HLY1 in 3D (H3D,
n=3), HLY1 with TSC in 2D (HT2D, n=3), HLY1 with TSC in 3D (HT3D, n=3), DOHH2
in 2D (D2D, n=4), DOHH2 with TSCs in 2D (DT2D, n=3), and DOHH2 with TSC in 3D
(DT3D, n=5) were used for RNA-seq analysis. RNA was extracted using the
Nucleospin RNA XS Micro kit from Macherey Nagel (Hoerdt, France). Libraries were
prepared using the SMARTer« Low Input RNA kit {Takara). After quality control, all
libraries were sequenced on an lllumina Hiseq2500 platform at 100-bp paired-end
generating mere than 66 million reads per sample with 100% of sequences achieving
> Q20 Phred quality scores. The sequence quality was checked by FastQC v0.11.5.
The RNA-seq reads were aligned to the reference genome GRCh38 release 90 using
STAR v2.5.2a''. Read summarization and gene counts were performed using the
featureCounts function from the Subread v1 4 6 R package'? Data normalization and
differential gene expression were performed with the DESeq2 v1.26.0 R package. The
DESeq2 HTSFilter v1.26.0 was applied on the normalized counts. Significant genes
were defined as p < 0.05 after adjustment for multiple testing by False Discovery Rate
(FDR) correction and used in downstream analysis. Data analysis was performed

using R version 3.6.1 (www.R-project.orq; R Foundation for Statistical Computing).

Principal Component Analysis (PCA) was visualized using the Factoextra v1.0.7 R
package on HTS filtered data normalized by variance stabilizing transformation from

the DESeq2 package.
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Enrichment for transcription factor targets in differentially expressed genes between
FL B  cells and tonsil centrocytes was performed with  Enrichr
(hitps:/imaayanlab.cloud/Enrichr/) by interrogating the TRRUST Transfection Factor
2019 database and results were represented as barplots. Gene Set Enrichment
Analysis'®'* (GSEA version 4.1.0) was used for the analysis of DOHHZ and HLY1
GEP, to identify the gene sets that were enriched between two conditions. GSEA
preRanked analysis was conducted on the ranked gene lists generated for each
pairwise comparison between two conditions, the ranking being applied on the
statistics of the Wald test (DESeq2 R package). The gene sets corresponded to the
hallmark gene sets from MSigDB version 7.4 and the gene sets from TRRUST v2
human database (version 16/04/2018). In addition, the results were compared to those
obtained by comparing using Affymetrix microarrays the gene expression profile of
purified FL B cells and purified centrocyte (purified centrocytes, GSE 136248, n=5;
purified FL B cells, GSE85233, n=10) after Limma analysis with a FDR of 5% and an

absolute fold change>1.51518,

RT-gPCR arrays

For RT-qPCR, first-strand cDNA was synthesized using 1 ug of total RNA (DNase-
treated) in a 20 ul reverse transcriptase reaction with PrimeScript RT reagent kit gDNA
eraser (Takara, Ozyme) according to the instructions of the manufacturer. All real-time
PCR reactions were performed in a 20 ul mixture containing 1/10 volume of cDNA
preparation using Taq'Ozyme HS (Ozyme) according to manufacturer protocol with 5X
FG Power Sybr Green PCRF (ABI Applied Biosystems, Fisher Scientific). The gene-
specific primers were as follows: hGAPDH-for-5'CCTGGTATGACAACGAATTT-3' and
hGAPDH-rev-5-GTGAGGGTCTCTCTCTTCCT-3"; Collagen 1-for-5-TCT-GCG-ACA-
ACG-GCA-AGG-3' and Ccollagen  1-rev-5-CAC-GCC-GGT-GGT-TTC-TTG-3
Laminin-for-5’-TCG-TCA-ACG-CCG-CCT-TCA-A-3' and Laminin-rev-5-GTG-TCG-
GCC-TGG-TTG-TTG-TA-3'. All gPCR experiments were performed using the Applied
Biosystems StepOne Plus Real-Time system (Perkin-Elmer, Applied Biosystems). All
the amplifications were done using SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). The thermal cycling conditions included an initial denaturation step at
95°C for 10 min, followed by 40 cycles at 95°C for 30s, 60°C for 30s, and 72°C for 30s.
Melting curve analysis of every gPCR was conducted after each cycle. Samples were

amplified at least in triplicate and non-template samples were used as controls. The

7
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relative expression of mMRNA was calculated using 24°7 method (ACt = Charget gere —

Ctearon) and the fold change of mRNA expression level was calculated using 2-32¢T

method (AAC: = ACtip — ACtzp) in 3D compared with 2D condition. All data were

normalized to internal control GAPDH.

Encapsulation and culture of primary FL cells

After thawing of FL LN, FL B cells were isolated using the B-cell isolation kit I (Miltenyi,
Paris, France). Cell purity was checked using with mouse anti-human CD20-PE and
mouse anti-human CD19-BV421 in the presence of a viability dye (VD-506) and
analyzed on a Canto Il flow cytometer (BD Biosciences). Cell viability was always
>90% with >99% CD20P**CD19°* B cells.

For encapsulation, 12x10% FL cells were resuspended in MEM-c. culture medium
(Thermo Fisher Scientific) with 2x10% GFP-TSC in the presence of Matrigel. The
encapsulation procedure was the same as that described above. Capsules were then
cultured in 25cm? flasks in MEM-a culture medium supplemented with 10% FBS under
a humid atmosphere containing 5% CO2. For 2D cultures, 150x10® primary FL cells
were plated alone or on 20x10® GFP-TSC in 96-well plates over 11 days in MEM-«
culture medium supplemented with 10% FBS under a humid atmosphere containing
5% COq. At various times, FL B cells cultured in capsules or in 2D were counted by

flow cytometry using precision count beads (Biolegend) as described above.

Live imaging of FL B cells co-encapsulated with TSC

Staining: Capsules were stained for 25 min at 37°C with calcein-red-AM (1M},
NucRed Dead (2 drops) and Hoechst 33342 (2ug/mL) as viability, dead cell and nuclei
markers, respectively. Capsules were washed in DMEM without Phenol Red and
deposited in glass-bottom dishes (Dutscher) precoated with Poly-D-Lysin to favor
alginate adhesion to the substrate.

Microscopy: Acquisitions were conducted on two different setups. Capsules at Day 3
were imaged on a Leica SP8 WLL2 (Leica Microsystems, Mannheim, Germany), with
a DMI6O00 stand. lllumination provided by a tunable supercontinuum laser was
focused to the sample through a Leica 40X dry 0.85 NA (HCX Plan Apo CS). Images

were reconstructed from signals collected with Hybrids and PMT detectors. Capsules

-154 -



Résultats Article: A novel 3D culture model recapitulates primary FL B cell features and promotes
their survival

at Day 14 were imaged with a Leica DMI8 stand (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) coupled to a Yokogawa spinning-disk module (CSU-W1 T2, Yokogawa
Electric Corporation, Tokyo, Japan). lllumination diodes (405 nm, 488 nm, 561 nm, and
642 nm) were focused to the sample with a Leica 40X dry 0.85 NA (HCX Plan Apo
CS). Images were acquired with a sCMOS Prime 95B camera (Photometrics, Tucson,
USA). All the devices are piloted by MetaMorph (Molecular Devices, Sunnyvale, USA).
Both experiments were conducted at 37°C under a controlled environment. Acquisition
time being less than half an hour for each capsule.

Analysis: Image analysis and quantifications were performed with Fiji (an ImageJ with
tool boxes, htips:/fiji.sc/) and Imaris 9.3 (Bitplane, Oxford Instruments). Briefly, cell
centres were spotted on the Hoechst channel, and nuclei were tagged as TSC or Dead
if colocalized with respectively GFP or NucRed Dead channels, remaining nuclei were

therefore identified as B cells.

Chemotherapeutic toxicity measurement and doxorubicin diffusion in spheroids
To compare the drug toxicities on lymphoma cells cultured in suspension and in
spheroids, 0.5x10%cells/well co-cultured or not with 5x10* GFP-TSC /cm? or 100
confluent spheroids were distributed in 8-well plates and treated or not with doxorubicin
for 24h. Cell death was then assessed by flow cytometry after Annexin VV-APC labelling
according to the manufacturer instructions (BD Biosciences). To determine the half-
maximal inhibitory concentration (IC50) of doxorubicin, 20 000 cells per well or 100
spheroids at confluence per well were plated in 96-well plates, with various
concentrations of doxorubicin for 24h. Doxorubicin cytotoxicity was determined using
the luminescent cell viability assay CellTiter-Glo® 3D Cell viability assay (Promega,
Charbonniéres-les-bains, France). Luminescence levels were quantified using the
FlexStation® 3 (Molecular Devices, USA).

The uptake of doxcrubicin by cells cultured in suspension or in capsules was determine
using the fluorescent properties of doxorubicin (ex=470nm; Lem=560nm)"". Cells
cultured in suspension or in capsule before or at confluence were incubated for 4h with
doxorubicin {(1umoliLy at 37°C and 5% CQO2. Then, capsules were dissolved as
previously described and cells were harvested, washed in PBS and analysis of cell
fluorescence reflecting doxorubicin uptake was done by flow cytometry (BD

biosciences Canto II).
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Statistical analyses

All data were expressed as means = SEM. The significance of differences was
calculated using the parametric ANOVA or the non-parametric U-Mann and Whitney
or Wilcoxon tests, as appropriate. {(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001).

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8 software.
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MOVIE LEGENDS

Movie 1: Dissolution of alginate shell of capsules containing SUDHL4 spheroid.
Alginate shell of capsule containing SUDHL4 spheroid obtained after 10 days in culture
was dissolved in a bath of PBS/EGTA. The images were acquired every 15 seconds
until complete dissolution of capsule using an epifluorescence microscope (Leica
DMI8).

Movie 2: Dissolution of alginate shell of capsules containing HLY1 spheroid.
Alginate shell of capsule containing HLY1 spheroid obtained after 10 days in culture
was dissolved in a bath of PBS/EGTA. Movie was recorded using a CKX53 Olympus

Mmicroscope.

Movie 3: Establishment of the stromal cell network. TSC expressing GFP and
DOHHZ2 expressing dTomato were co-encapsulated in presence of matrigel and placed
in an Universlide in DMEM containing 10% FCS. The images were acquired
immediately after encapsulation every 30 minutes for 12 hours using an
epifluorescence microscope (Leica DMI8) equipped with a thermostatic and CO;

chamber (Live on Stage, Leica). Scale bar: 100um.

Movie 4. Spatial organization of lymphoma spheroid. 3D reconstruction from
optical sections using confocal microscopy of capsule containing DOHH2 with Mg and
GFP-TSC cultured for 6 days. Nuclei were stained in blue by Hoechst 33258,

Movie 5: Spatial organization of follicular lymphoma (FL1) spheroid. 3D
reconstruction of multicolor live/dead (calcein red in yellow and NucRed Dead in red)
staining from optical sections using confocal microscopy of capsule containing FL1 B
cells with Mg and GFP-TSC cultured for 3 days. Nuclei were stained in blue by Hoechst
33258.

Movie 6: Spatial organization of follicular lymphoma (FL2) spheroid. 3D
reconstruction of multicolor live/dead (calcein red in yellow and NucRed Dead in red)
staining from optical sections using confocal microscopy of capsule containing FL1 B
cells with matrigel and GFP-TSC cultured for 3 days. Nuclei were slained in blue by
Hoechst 33258.

12

-158 -



Résultats Article: A novel 3D culture model recapitulates primary FL B cell features and promotes
their survival

SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS

Figure S1: Distribution of (A) the alginate microcapsule size and (B) the number

of SUDHLA4 cells in capsules immediately after encapsulation.

Figure S2: Limit dilution assays of DOHH2, HLY1 and SUDHL4 cells: A log-fraction
plot of the limiting dilution results of DOHHZ2 (black), SUDHL4 (green), HLY'1 cell lines
(red). The slope of the line is the log-active cell fraction. The dotted lines give the 95%

confidence interval.

Figure $3: Determination of the cell confluence and post-confluence in capsules.
Capsules containing SUDHL4 (A) or HLY 1 (B) were imaged on brightfield at different
times after encapsulation. The diameter of the capsule and the thickness of the alginate
walls were then measured manually by image analysis on more than 100 capsules per
time point. The diameter (blue line) and wall thickness (red line) are plotted over time
and allow the determination of the confluence (light grey) and post confluence (dark
grey) periods (data plotted are Mean = SEM). Representative images of capsules at
D8 (confluence) and D12 (post confluence) at low (scale bar=100um) and high (scale
bar=25um) magnification are show below the graphs for both SUDHL4 (A) and HLY1

capsules (B).

Figure S4: Evaluation of cell proliferation and cell death in confluent and post-
confluent capsules. Proliferative cells were stained using Click-it EdU cell
proliferation kit (ThermoFisher Scientific) as manufacturer's recommendations. Dead
cells were detected by propidium iodide labelling. Then, the percentages of

proliferative (EdU+) and dead (Pl+) cells were measured by flow cytometry.

Figure S5: Detection of hypoxia in SUDHL4 and HLY1 spheroids. Pimonidazole
immunocytochemistry of spheroids. Spheroids at confluence or post-confluence were
treated for Zh with pimonidazole 200uM. Hypoxia was revealed by hypoxyprobe-1
detection kit (brown color) and cells were counterstained with hematoxylin. Scale bar:
50um.

13
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Figure $6: Dose-effect of doxorubicin in SUDHL4 and HLY1 cultured in
suspension (2D) or 3D. Cells or spheroids (w/o Mg and TSC) at confluence were
seeded in 96-well plates with various concentrations of doxorubicin for 24h or 48h and
the IC50 have been determined using the luminescent cell viability assay CellTiter-
Glo® 3D cell viability assay (Promega, USA).

Figure S7: Comparative gene expression profile of B-NHL cell lines maintained
in 2D or 3D culture with or without TSC. HLY1 and DOHHZ2 were maintained either
in 2D with TSC (HT2D, n=3; DT2D, n=4), in 2D without TSC (H2D, n=3; D2D, n=3), in
3D with Mg+TSC (HT3D, n=3; DT3D, n=5) and in 3D without TSC (H3D, n=3) before
sorting of CD20F*SCD73"9 cells and analysis of gene expression profile by RNAseq.
Unsupervised principal component analysis of RNAseq data for HLY 1 (A) and DOHH?2

(B).
Figure S8: Stromal cells trigger a decrease in DOHH2 proliferation. DOHHZ2 cells
maintained without (D2D) or with (DT2D) TSC in 2D culture were studied by RNAseq

and genes upregulated in the absence of TSC were analyzed by GSEA using HallMark
MSigDB database.

14
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Figure S8
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B. Organisation in situ de la niche tumorale du LF

Les deux principales niches du LF sont le ganglion lymphatique et la moelle osseuse
qui sont compartimentées et organisées en de multiples sous-niches par des sous-types distincts
de cellules stromales, de macrophages et de lymphocytes T constituant divers sites dans
lesquels les cellules tumorales évoluent et se disséminent. Récemment, I'hétérogénéité
transcriptionnelle du LF entre des ganglions lymphatiques au sein d’un méme patient a été

démontrée 424

, Ce qui suggere qu'une seule biopsie sous-estime les complexités moléculaires
des tumeurs des patients. D’autre part, nous savons actuellement que la réponse aux différentes
lignes thérapeutiques est largement influencée par 1’expression phénotypique tumorale, et que
cette expression phénotypique tumorale est elle-méme modulée par le microenvironnement au-
dela des altérations génétiques “?>%%6, Les altérations génétiques influencent cependant
fortement la nature du microenvironnement 33243, et peuvent également étre hétérogénes d’une
niche tumorale a I’autre 2%, Jusqu’alors, il n’a pas été identifié de niche tumorale spécifiques
propre a une altération génétique ou une autre 2%, Comme vu précédemment dans
I’introduction, le dépassement de la capsule ganglionnaire est un phénomene classiquement
observé lors du diagnostic de LF ?*°, En effet, une des capacités remarquables des cellules
tumorales de LF est de s’organiser de maniere ectopique avec son microenvironnement de
soutien stromal et immun en reproduisant une architecture folliculaire identique a celle
observée au sein du ganglion, et ce en particulier dans la moelle et le tissu adipeux péri
ganglionnaire. Une observation intéressante est que la moelle, comme le tissu adipeux péri-
ganglionnaire, constituent des niches de LF riches en adipocytes. Bien que sécrétant des
quantités moindres de TNF et de plus grandes quantités d’IL6 “8; le tissu adipeux de moelle
posseéde comme le tissu adipeux des autres organes, la capacité d’héberger des structures
lymphoides tertiaires “°. Les précurseurs des adipocytes de moelle et du tissu péri-ganglionnaire
sont identifiés comme étant des cellules stromales mésenchymateuses *?’. Les cellules
stromales mésenchymateuses de tissus adipeux appelées Adipose Stromal Cells (ASCs)
peuvent donner naissance chez la souris aux cellules stromales lymphoides type FDCs et FRCs
118 “nermettant la formation de structures lymphoides tertiaires. Dans la moelle, les cellules
stromales mésenchymateuses pourraient également constituer les précurseurs de cellules
stromales lymphoides s’apparentant aux cellules FDCs et aux FRCs’®?° en terme de phénotype
et d’organisation dans certains contextes pathologiques. On sait d’autre part que la moelle

héberge des cellules de LF aux capacités prolifératives réduites, dont il est tentant de spéculer

-169 -



Résultats Organisation in situ de la niche tumorale du LF

que certaines s’apparentent aux cellules CPCs 2’3, Les niches médullaire et péri-ganglionnaire
de LF sont cependant tres peu explorées pour plusieurs raisons : i) I’exiguité des prélévements
microbiopsiques a visée diagnostique ne permet pas forcément de visualiser 1’état de la graisse
péri-ganglionnaire, ii) la moelle fait 1’objet de nombreux pré-traitements, comme la fixation,
ou la décalcification, dégradant le matériel génétique et protéique. 1l est tentant de spéculer que
le microenvironnement adipeux péri- ganglionnaire héberge des cellules tumorales au
phénotype différent de celles situées dans la structure interne du ganglion et dans la moelle, car
constituant une niche tumorale microenvironnementale stromale et immune distincte. D’autre
part, sachant que la rupture capsulaire est a 1’origine de cette invasion péri-ganglionnaire, nous
pouvons ainsi émettre deux hypothéses quant a I’ancienneté et 1’agressivité des cellules
tumorales évoluant au sein de ce microenvironnement adipeux: soit les cellules tumorales
invasives sont des cellules comportant peu d’altérations génétiques, constituant plutot des
précurseurs, soit ces cellules sont des cellules a un stade tumoral avancé, ayant accumulé des
anomalies génétiques au sein de la structure ganglionnaire initiale et ayant migré

secondairement dans la structure péri ganglionnaire.

Dans ce projet nous interrogeons les différences phénotypiques du microenvironnement
tumoral (TME) dans les niches péri et intra ganglionnaires, en cherchant a savoir si ces
différences de TME supportent des cellules tumorales au phénotype distinct. En particulier,
nous souhaitons savoir si la niche péri-ganglionnaire héberge des cellules au potentiel agressif
pouvant étre responsables de la rechute ou de la transformation de la maladie. L’objectif de ce
projet est de caractériser une niche tumorale et microenvironnementale jusqu’alors jamais
explorée dans le LF, présente dans la graisse péri-ganglionnaire des ganglions tumoraux, afin
d’identifier le phénotype des cellules tumorales hébergées, leur potentiel agressif, ainsi que des

cibles therapeutiques, aussi bien dans la tumeur que dans le microenvironnement.

Pour répondre a ces questions, nous avons réalisé ce projet comme présenté dans la
Figure 1: 15 patients présentant des ganglions de LF avec une invasion péri ganglionnaire
tumorale ont ét¢ analysés tout d’abord en immunofluorescence pour objectiver I’hétérogénéité
de la niche tumorale stromale et définir les zones péri et intra-ganglionnaire. Puis ces deux
zones ont fait ’objet d’une double extraction d’ADN et d’ARN aprés microdissection de
chaque zone afin d’étre séquencées d’une part, par capture NGS pour la recherche de mutations
spécifiques associees au LF (travail en cours) et d’autre part, par la technologie NanoString et

par Q-PCR. Sur un patient, une caractérisation plus fine du microenvironnement entre les deux
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zones a I’échelle du follicule a été réalisée grace a la technologie Digital Spatial Profiling

(DSP).

15 PATIENTS
FL1-2
Immunofluorescence multiplex
& Machine learning
DSP: 1 patient
Zones %: Zones %:
Organisation des celles tumorales et non P—— Caractérisationdu
tumorales microenvironnementdans les

o L follicules intra-tumoraux
Organisation et caracterisation

phénotypique des cellules stromales

Microdissection

RNA & DNA
extractions

Nanostring : 3 patients
Biomark: 9 patients

Etude de
I'hétérogénéité sous
clonale de la
poppulation tumorale

Caractérisation
transcriptomique du
microenvironnement

Figure 1 : Méthodologie et déroulement du projet.

1. Caractérisation des niches stromales intra et péri-ganglionnaires

a) Méthode

Un probléme majeur restant la disponibilité et I’exiguité des échantillons congelés, nous
avons utilisé des échantillons de tissus fixés au formaldéhyde et inclus en paraffine (FFPE). La

relative disponibilité des exéréses complétes de ganglions de LF nous a permis de sélectionner
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les blocs FFPE des ganglions de 15 patients. Chaque patient présentait un LF de grade 1-2.
Chaque tissu présentait des follicules tumoraux au sein de la structure ganglionnaire (Zone 1)
et au sein du tissu adipeux extra ganglionnaire (Zone 2). Pour chaque ganglion, des marquages
par immunofluorescence ont été réalisés avec une technologie multiplex, permettant d’observer
les vaisseaux , les cellules stromales, la capsule, ainsi que les cellules tumorales et les

lymphocytes T.

Des coupes histologiques de quatre micrometres d'épaisseur, obtenues a l'aide d'un
microtome (Histocore multicut Leicabiosystems) a partir de tissus FFPE, ont été transférées sur
des lames chargées positivement (VWR international), puis ont fait 1’objet d’un
immunomarquage multiplexé avec la technologie U DISCOVERY 5 (Roche Diagnostics).
Trois cycles séquentiels de marquages ont été réalisés, chacun comprenant une étape de
désactivation par la chaleur, suivie d'une incubation avec I'anticorps primaire et l'anticorps
secondaire HRP correspondant. Ainsi, les niveaux d’expression de 1’ensemble des cibles ont
été visualisés sur la méme section a 1’aide des anticorps primaires décrits dans le Tableau 1.
L'enzyme HRP a métabolisé le dépdt de Tyramide couplé a des fluorophores correspondants a
la rhodamine, cyanine-5 et FAM (kits Ventana Medical Systems) pour le lier de maniére
covalente a I’épitope d’intérét. Apres trois réactions séquentielles, les sections ont été contre-
colorées avec du DAPI et recouvertes avec du Fluoromount (Enzo Life Sciences). La
visualisation a été réalisée avec le Nanozoomer (Hamamatsu Photonics,) équipé du module de

fluorescence multicolore.

Nom Fournisseur Source Référence Clone
CD20 Abcam Rabbit ab78237 EP459Y
CD3 Dako Rabbit A0452 F7.2
CD21 BioRad Mouse MCA1808T 2G9
CD34 Invitrogen Rabbit MAb532059 S11601
Collagene | Abcam Rabbit Ab34710 EPR22894-89
BCL2 Invitrogen Mouse 13 8800 Bcl-2-100

Tableau 1 :Anticorps primaires utilisés

Pour I'évaluation du pourcentage de cellules B tumorales par rapport aux cellules non
tumorales, une analyse automatisée par apprentissage avec le logiciel HALO a été réalisee.
Aprés la segmentation des cellules, la détection et la segmentation des noyaux, des seuils
d'intensité de CD20 et de BCL2 ont été définis. Les cellules doublement positives pour CD20
et BCL2 et les cellules positives pour CD20 et négatives pour BCL2 ont été quantifiees

uniquement dans les follicules tumoraux (en effet, a ce jour, aucun marqueur protéique ne
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permet de distinguer les cellules B tumorales des cellules B non tumorales au sein des zones
inter-folliculaires). Les pourcentages des cellules B CD20+ BCL2- versus CD20+ BCL2+ sont

présentés sous forme de graphique.

Par ailleurs, des quantifications des aires de surface marquées par des anticorps du
stroma et de la vascularisation (CD34, collagéne 1A et CD21) ont été réalisées avec le logiciel

HALO. Les aires de surfaces marquées ont été rapportées a la surface analysée.

Dans cette présentation, la zone 1 sera attribuée a la zone tumorale intra ganglionnaire
délimitée pas la capsule ganglionnaire (représentée en pointillé-trait Figure 2), la zone 2
concernera la zone tumorale extra ganglionnaire située dans le tissu adipeux péri-ganglionnaire.
Les patients ont été anonymisés avec des lettres et chaque zone de chaque patient sera nommée
par la lettre désignant le patient, suivie du numéro de la zone (1 ou 2). Ainsi, la zone Al
correspond a la zone 1 du patient A. Les zones folliculaires et interfolliculaires ont fait 1’objet
d’une reconnaissance structurale par machine learning avec le module Classifier du logiciel

HALO.

Statistiques : L’ensemble des statistiques ont ¢té réalisés avec le logiciel GraphPad (PRISM).

b) Résultats

Nous nous sommes en tout premier lieu intéressé a la caractérisation des cellules
stromales dans les deux zones. Comme nous pouvons 1’observer sur la Figure 2, les deux niches
intra et péri-ganglionnaires contiennent bien des cellules tumorales doublement positives
CD20+ et BCL2+ dans les follicules. La quantification du signal par machine learning en aire
de surface marquée en immunofluorescence sur des coupes FFPE, a permis d’observer une
différence significative d’expression du collagéne 1A entre les deux zones (p=0,0027 ; Figures
3 et4A). A 'inverse, les FDCs identifiées dans les follicules tumoraux expriment le CD21 de
maniere homogene entre les zones 1 et 2, méme si il a déja eté préalablement decrit une
hétérogénéité intra et inter-patients 117428 (Figure 4B). Nous avons également constaté la
présence de larges bandes fibreuses provenant des cellules stromales péri-folliculaires
exprimant le CD34 en rouge (Figure 3) dans la zone 2, alors que sous la capsule, les cellules

stromales FRCs étaient négatives pour ce marqueur pour I’ensemble des patients (Figure 3).
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Figure 2: Marquage BCL2 (vert) CD20 (orange) CD3 (rouge) et DAPI (bleu) permettant d’identifier et de
quantifier les cellules tumorales dans un ganglion de LF.
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Par ailleurs, les cellules endothéliales exprimant bien le CD34 au sein des vaisseaux sous et au-
dela de la capsule ont constitué un témoin interne valide (Figure 3). Il existe ainsi une
différence significative (p=0,025) en termes d’aire de surface marquée du CD34 entre les deux
zones (Figure 4C). Il n’existe pas de différence significative de densité de cellules tumorales
dans les follicules entre les zones 1 et 2 (Figure 5A). Cependant, la densité tumorale n’est pas
corrélée entre les deux zones (R=0.441 et p=0.873) (Figure 5B). Ces résultats soulignent donc
tout de méme une hétérogénéité de répartition intra patient. A I’inverse, la densité de cellules
B non tumorales, beaucoup plus faible, est similaire (Figure 5C) et corrélée (Figure 5D)
(R=0.9335 et p<0.0001) entre les deux zones. D’autre part, il n’existe pas de différence
significative en terme de densité de lymphocytes T CD3 (Figure 6) aussi bien sur toute la
surface analysée entre les deux zones (Figure 6A), que dans les zones folliculaires (Figure 6B)

et inter-folliculaires (Figure 6C).

Il n’existe pas de corrélation entre I’expression de Collagéne 1A et la densité de cellules
tumorales dans la zone 1 (R= 0,1066 ; p=0,6944) (Figure 7A) et dans la zone 2 (R=0,4359 ;
p=0,0915) (Figure 7B). En revanche, nous observons que le CD34 est corrélé avec la densité
de cellules tumorales au sein de la zone 2 (R=0,5025 ; p=0,0399 ; Figure 7C). Ces résultats
identifient un lien entre les cellules stromales exprimant CD34 et les cellules tumorales dans la

zone 2, suggérant un réle possible de ces cellules dans la lymphomagénese de la zone 2.
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Figure 3 : Analyse par immunofluorescence de ganglions de LF présentant deux zones tumorales distinctes intra
et péri-ganglionnaires. Neuf marquages des 15 patients utilisés pour cette étude sont présentés ici et identifiés de
Aal. Le microenvironnement stromal d’accompagnement est étudié avec ’anti CD21 (jaune) marquant les FDCs,
I’anti-CD34 (rouge) marquant les FRCs extra ganglionnaires et les cellules endothéliales, et I’anti Collagéne 1A
(vert) marquant les FRCs et la capsule dans la niche tumorale intra-ganglionnaire (1) et la niche péri-ganglionnaire
(2). Un grossissement est réalisé pour chacun des patients au niveau la capsule séparant les deux zones observées
(représentée par la ligne en tiret-pointillé) avec le marquage anti CD34 en rouge.
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Figure 4: Quantification des marqueurs stromaux. Les aires de surface ont été quantifiées suite & un marquage
par immunofluorescence dans les zones 1 et 2 inter-folliculaires par des anticorps ciblant le Collagéne 1A (A) et
le CD34 (C), et dans les zones 1 et 2 intra-folliculaires, avec I’anticorps ciblant le CD21 (B). Analyse pairée avec
un test de Wilcoxon (*p<0,05 ; ** p<0,001). (n=15)
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Corrélation de Pearson et régression linéaire entre les pourcentages de cellules tumorales (B) et non tumorales (D)
dans les zones 1 et 2. (n=15)
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Afin de mieux caractériser les zones 1 et 2, des analyses d’expression génique dans

chaque zone ont été réalisées apres microdissections laser.

2. Caractérisation transcriptionnelle du microenvironnement des zones 1 et 2

a) Méthode

Les blocs FFPE concernant les patients sélectionnés ont fait 1’objet de coupes sériées (3
um d’épaisseur) puis d’un déparaffinage avec incubation 1 min dans 4 bains successifs de
xyléne et une réhydratation avec de 1’éthanol pur. Des capsules coatées avec un film
thermosensible ont ensuite été positionnées au-dessus des zones d'intéréts, I'appareil dirigeait
ensuite le laser IR & travers la capsule pour coller le film sur les zones d'intéréts precédemment
sélectionnées a 1’aide d’une coloration puis d’un scannage rapide de la lame. Le laser UV a
ensuite effectué la dissection des zones de tissus. Enfin, lors du soulevement de la capsule, les

cellules fixées au film thermosensible sont récupérées. La capsule adhérant au matériel d’intérét
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pouvait ensuite étre incubée directement dans la solution de lyse destinée a extraire 'ADN et
I'ARN. L’ARN et I’ADN ont ensuite été extraits avec les kits d’extraction prévus a cet effet
(54300 Norgen FFPE DNA/RNA-Purification). L’ ARN de chaque zone a été séquencé avec la
technologie NanoString en utilisant le panel de sondes PAN CANCER 360 pour une étude
exploratoire sur trois patients pour les deux zones. Les résultats de séquencage des 3 patients
ont ensuite fait ’objet d’une normalisation par rapport a des génes de ménage inclus dans le
panel PAN CANCER 360 puis 1’analyse a été effectuée de la maniére suivante : un ganglion
réactionnel a tout d’abord été utilis¢ afin de fixer un seuil témoin de I’hétérogénéité
transcriptionnelle: deux zones aléatoires de ce ganglion ont été séquencées et le seuil résiduel
pour lequel il n’existait pas de variation d’expression de génes entre les deux zones a été mesuré
a 1,5 (Figure 8). De ce fait, pour I’ensemble des zones 1 et 2 des tissus de LF analysés, tout
gene depassant le seuil résiduel de |1,5| dans la zone 1 ou dans la zone 2 était considéré comme

d’expression hétérogene entre les deux zones tumorales (Figure 9).

F2~F1 linear model of gene expressions Expression of each gene in both conditions
60-
15
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c [
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00 05 10 15 20 5 10 15
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Figure 8 : Régression linéaire de I’expression des génes ciblés par le panel CANCER 360 entre deux zones
aléatoires d’un ganglion réactionnel. La ligne rouge correspond au seuil résiduel fixé pour lequel il n’est pas
considéré de variation d’expression génique entre les deux zones.
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Figure 9 : Régression linéaire de I’expression des génes ciblés par le panel CANCER 360 entre les zones 1 et 2

des 3 ganglions de LF analysés. La ligne rouge correspond au seuil résiduel fixé pour lequel il n’est pas considéré
de variation d’expression entre les deux zones : 1,5.

b) Résultats

Le rapport d’expression de ces génes a ensuite été reporté sur une heatmap (Figure 10),
montrant les génes surexprimeés ou sous-exprimeés communs au sein des trois patients.
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Figure 10: Heatmap présentant les rapports des résidus d’expression de chaque gene résultant de 1’analyse par
régression linéaire entre la zone 1 et la zone 2 de chaque patient (A, E et M)
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Les geénes d’intérét sur- ou sous-exprimés dans la zone 2 par rapport a la zone 1 chez
les trois patients ont ensuite été validés en Biomark Q-PCR sur 9 patients (parmi les 15 inclus

dans notre analyse et comprenant les 3 patients précédemment analysés avec la technologie

NanosString), confirmant un enrichissement des génes identifies en NanoString dans les zones
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Figure 11 : Heatmap présentant les log2 fold change des valeurs d’expression (delta CT) des génes sur ou sous
exprimés en Q-PCR (Biomark) dans la zone 2 par rapport a la zone 1 pour 9 patients.

let?2.

Ainsi dans la zone 2, pour les 9 patients analysés on observe une up régulation des génes
associés aux CAFs: PLA2G2A, POSTN, FAP, COLL1A, PDGFRA, CD34, SFRP4,CCL2, IL6 ;
aux TBRCs et FDCs : NGFR, BAFF ; aux plasmocytes : PRDML1 ; aux lymphocytes T :
CDB8A ; aux macrophages : SIRPA, ATF3, DAB2, APOE, CCR2,CD163, SPARC.

3. Etude de la relation tumeur/TME dans les follicules péri-ganglionnaires
tumoraux

Une limite de notre étude précédente étant que les zones sélectionnées comprenaient
aussi bien les zones inter-folliculaires qu’intra-folliculaires, nous avons entrepris d’étudier
exclusivement les zones intra-folliculaires, enrichies en cellules tumorales, au sein des zones 1
et 2. Afin d’appréhender le phénotype tumoral et la composition du microenvironnement de ces
follicules, nous avons réalisé en étude pilote, une étude transcriptomique des follicules des
zones 1 et 2 grace a la technologie Digitale Spatial Profiling (DSP) sur un patient indépendant

de la cohorte précédemment étudiée.

a) Méthode

Un tissu ganglionnaire de LF provenant d’un patient sélectionné indépendamment de la
cohorte examinée précédemment et comportant une zone tumorale intra-ganglionnaire et une
zone tumorale péri-ganglionnaire a ainsi fait I’objet de coupes sériées afin de délimiter les zones
intra et extrafolliculaires a I’aide des anticorps d’immunofluorescence CD3, CD20, SMA
(Smooth Muscle Actine). Dans cette expérience, sur la coupe sériée consécutive, les ARNSs
tissulaires ont été hybridés a des oligonucléotides couplés a des sondes photo clivables (codes-
barres), qui ont ensuite éte libérées par exposition séquentielles aux UVs. Ces codes-barres ont
¢té ensuite analysés quantitativement et qualitativement afin d’obtenir 1’expression
transcriptomique in situ des zones d’intérét. Dans cette technique, plusieurs sondes sont
congues pour chaque gene a différents endroits des zones transcrites en ARN permettant ainsi
la quantification de chaque ARNm, méme si le transcrit complet n'est plus intact (du fait de la
dégradation du matériel génetique par le prétraitement FFPE). Le ciblage de regions dans

I'ensemble du transcrit offre ainsi la possibilité de cibler des ARN partiellement dégradés, des
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ARN non codants et les isoformes d'épissage. Les codes-barres attachés aux sondes du panel
CTA (Cancer Transcriptome Atlas) sont congus pour étre compatibles avec une plateforme
standard de séquencage. Une fois le séquengage réalisé, les comptes font 1’objet d’une
normalisation, aprés une correction du bruit de fond a 1’aide de sondes dites «négatives», la

méthode de normalisation utilisée est la méthode du troisieme quartile.

b) Résultats

En analysant les 10% de genes les plus variants sur trois follicules de chaque zone, nous
avons tout d’abord confirmé une surexpression dans la zone 2 des génes observés en Q-PCR et
avec la technologie NanoString. Ces genes sont associés aux macrophages: SRFP4, SPARC,
ATF3, CD68, CD163, CCL2, APOE ; aux CAFs: COLL1A2, POSTN, FAP ; aux lymphocytes
T: CD8A ; et aux plasmocytes: PRDM1 (log2 FOLD change > 0.5, Adj pvalue>0.5) (Figure
12). Au-dela, on identifie en plus une surexpression de certains génes de FDCs: CLU, VCAM1,
NGFR-1; de lymphocytes T: IFNG, IDO1, PD1, GRMK; de plasmocytes: IRF4, de
macrophages: IL6, CCL13, CCL5, SIRPA, MFGES, et de CAFs: PLA2G2A, CD34 (déja
identifié en protéine) (log2 FOLD change > 0,5, Adj pvalue>0.5) (Figure 12). En paralléle,
nous identifions une sous-expression de génes associés a la mobilité et I’activation des
lymphocytes : CCL21, CXCL13, CCR7, IL7R, TNFSF9, GZMB, CXCL5, CCL21, CCR7, HLA-
DRA, FCER2 ; a la prolifération et au cycle cellulaire : TP53, MYC, MKI6, MAPK1 ; aux
macrophages: MARCO, au métabolisme : FUT8, PKM, ALDOA, ALDOC, LDHB, PKL1, CYBB
dans cette méme zone 2(log2 FOLD change < -0,5, Adj pvalue>0.5) (Figure 13).
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Figure 12 : Heatmap correspondant aux expressions en log2 fold change des 5% de genes les plus surexprimés
dans zone 2 par rapport a la zone 1.
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Figure 13 : Heatmap correspondant aux expressions en log2 fold change des 5% de génes les moins exprimés
dans la zone 2 par rapport a la zone 1
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4, Discussion

Dans cette étude, nous avons ainsi analysé les différences transcriptomiques entre deux
zones tumorales anatomiquement distinctes en caractérisant une niche tumorale jusqu’alors

jamais étudiée : la niche péri-ganglionnaire du LF.

Nous avons observé dans la zone 2 une expression plus intense de genes associés aux
CAFs par rapport a la zone 1 : PLA2G2A, FAP, SRFP4, COLL1A, CD34, POSTN. Nous avons
également observé une augmentation significative de 1’expression protéique de Collagéne 1A
et de CD34 dans la zone 2. 1l a été montré que PLA2G2A est surexprimé dans la transition des
ASCs en phénotype CAFs #?°. La périostine est d’autre part impliquée dans les phénoménes de
progression tumorale dans les CAFs *°. La protéine d'activation des fibroblastes (FAP)
déclenche l'induction d'un sous-type de CAFs caractérisé par un phénotype inflammatoire
dirigé par l'activation de STAT3 et par une signature d'expression génique associée a
l'inflammation régulée entre autre par CCL2 “*!. Les analyses d'expression génique dans le
cancer du sein ont révélé que les CAFs sont caractérisés par plusieurs profils transcriptomiques
distincts définis sous le terme de clusters. Une forte expression de SFRP4 est associéee au cluster
4, ainsi qu’au sous-groupe de myofibroblastes ("myCAF"), précédemment identifiés dans les
fibroblastes FAP+ du cancer du pancréas. Les myCAF expriment également Collagéne 1A2 432,
Il a été montré que la densité de collagéne participe aux qualités immunosuppressives des
macrophages de type M2 d’une part, et d’autre part, que les macrophages et les lymphocytes
ont une meilleure mobilité sur les fibres formées par le collagéne 1A 4. Le collagéne 1 favorise
également le processus d'invasion, car les cellules tumorales et les macrophages se déplacent
environ dix fois plus vite sur ces structures que sur le stroma lui-méme %, Ici, la densification
du réseau de collagene 1A pourrait bloquer I’infiltration lymphocytaire TCD8 en périphérie des
follicules 2°. Nous avons également constaté une augmentation de I’expression de CD34
exprimé par les cellules stromales entourant les follicules, dans la zone 2. Cette expression était
fortement corrélée a la présence de cellules tumorales au sein des follicules. Le précurseur de
ces celllules stromales adoptant une organistion de FRCs reste inconnue dans cette étude.
Cependant, il est tentant de spéculer que ces cellules sont originaires des ASCs CD34+,
physiologiquement présentes dans le tissu adipeux et connues pour se différencier en cellules

stromales lymphoides de type FRCs 18,
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La zone 2 est également caractérisée par une expression accrue de GRMK, IL6, CCL2, CCLS5,
ATF3, APOE, MFGES8, CCL13, CCR2, DAB2, CD163, SIRPA par rapport a la zone 1.
Granzyme K produit par les lymphocytes T CD8 incite les cellules stromales a produire des
molécules effectrices pro-inflammatoires, notamment IL-6, CCL2 et ROS. Le recrutement des
MATS est médié par des chimiokines, telles que CCL2 et CCL5 3483 CCL2 est d’ailleurs une
des principales chemokine dérégulées dans les CAFs de LF °377. Des travaux ont révélé que
I’expression de ATF3 dans les macrophages favorisait leur migration et I'expression du
phénotype M2 via la voie de signalisation Wnt/B-caténine 34, De la méme maniére, parmi les
génes surexprimés dans la zone 2, APOE codant pour 1’Apolipoprotéine E, et MFGES
permettent la polarisation des macrophages vers un phénotype M2 4354% ' CCL13 serait associé
aux macrophages de type M2 également **’. La phosphoprotéine Disabled Homolog 2 (codée
par DAB2) est fortement exprimée dans les MATS infiltrant les tumeurs. Les MATSs exprimant
DAB?2, principalement localisés le long du front d'invasion de la tumeur, participent au
recyclage des intégrines, au remodelage de la MEC dans les tumeurs solides **. Nous pouvons
observer (Figure 14 A et B) que la zone 2 semble présenter un infiltrat plus abondant que la
zone 1 en macrophages exprimant SPARC et DAB2 (Figure 14 C et D). De maniere
intéressante, les CAFs de cancer du poumon dépendent de FAP pour sécréter des ligands de
CCR2, comme CCL2, CCL7 et CCL13, afin d'induire le recrutement de TAMs CCR2 +, puis
de faciliter la polarisation des TAMs CCR2 + infiltrés vers le phénotype M2 4*°. FAP clive
sélectivement le collagéne de type I, ce qui entraine une augmentation de l'adhésion des
macrophages *4°. Nous observons une forte expression de Collagéne 1A dans les zones positives
pour FAP et DAB2, appuyant I’hypothése que FAP pourrait faciliter 1’établissement de ces
macrophages dans les zones inter folliculaires (Figure 15 A et B). Des études plus précises de
guantification une chorte de patients seront nécessaires pour affirmer cette hypothese. Le
récepteur scavenger de I'hémoglobine (CD163) est exprimé principalement par les
macrophages de type M2 3’ et a été décrit comme étant associé au pronostic dans le LF *°. La
molécule CDA47 est une protéine membranaire largement distribuée sur les surfaces
membranaires de diverses cellules, y compris les cellules tumorales. Son ligand, la protéine
régulatrice du signal alpha (SIRPa), est une protéine membranaire principalement exprimée par
les macrophages, les interactions directes de SIRPa et CD47 inhibent la phagocytose par ces
derniers. D’autre part, les cellules CD14+SIRPahi seraient immunosuppressives en inhibant
Pactivité cytotoxique T dans le LF 44t CXCL5 majoritairement produit par les macrophages de

type M1 442, est sous exprimé dans la zone 2.
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Figure 14 : Immunofluoresceemontrat dans Iazone 2 (A avec DAPI et B sans DAPI) et 1(C avec DAPI et D
sans DAPI) les follicules tumoraux bordés par les macrophages exprimant DAB2 (jaune) et SPARC (rouge), et le
stroma exprimant FAP en vert.

SPARC, un régulateur du dépét et de I'organisation du collagene a été trouvé exprimé
non seulement dans les follicules de la zone 1 mais aussi dans les zones medullaires
paratrabéculaires envahies de LF et de DLBCL et peut donc représenter un élément régulateur
commun dans la moelle et le ganglion 38, La délétion de Sparc chez la souris est associée a un
assemblage défectueux du collagéne et & une perte du signal inhibiteur des neutrophiles 4.
SPARC a été trouvé chez les patients atteints de LF précoce 4. Cette protéine semble plus
exprimée dans la zone 2 (Figure 14). L’ensemble de ces données suggere que la zone péri-

ganglionnaire est enrichie en TAMs de type M2 au contact de CAFs particuliers.

Une surexpression du géne PLA2G2A de la phospholipse A2 catalysant I'hydrolyse des
phospholipides en acides gras suggére que la reprogrammation du métabolisme lipidique joue
un role important dans le processus de lymphomagénése de la zone 2 4. D’autre part, nous
observons une sous expression de genes liés au métabolisme du glucose tels que FUT8, PKM,
ALDOA, ALDOC, LDHB, PKL1, CYBB *® ainsi qu’une diminution des génes associés a la
prolifération et au cycle cellulaire : C-MYC, TP53, MAP3K1, KI67. Il existe egalement une
diminution d’expression du géne de I’apoptose CASP3. Les cellules adipeuses peuvent
fonctionner comme des intermédiaires de la signalisation endocrine et paracrine, influencant le

métabolisme des acides gras des cellules cancéreuses 4.
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Figure 15 : Immunofluorescence montrant dans la zone 2 les cellules stromales dans les zones inter-folliculaires
exprimant Collagéne 1A en vert (A) exprimant FAP en vert (B et C) et co-localisant avec les macrophages
exprimant DAB2 (jaune) et SPARC (rouge) vert (B et C).

En effet, il existe un réseau d'interactions dans lequel les adipokines sécrétées stimulent
les cellules cancéreuses pour qu'elles liberent des exosomes contenant des facteurs pro-
lipolytiques tels que le miRNA-144 et le miRNA-126, qui favorisent la lipolyse dans les
adipocytes adjacents par l'activation de la signalisation AMPK et l'induction de l'autophagie
447448 En fin de compte, l'augmentation de la lipolyse et la libération d'acides gras libres
modifient fondamentalement les dépendances métaboliques des cellules cancéreuses en
induisant I'absorption de lipides exogénes et la B-oxydation pour I'approvisionnement en
énergie “4844° | 'absorption et le piégeage des acides gras extracellulaires constituent également
un important mécanisme compensatoire permettant aux cellules cancéreuses de maintenir leur
demande en lipides dans des conditions de stress métabolique. Alors que la phosphorylation
oxydative est considérée comme la principale source de métabolisme énergétique dans des
conditions normales d'oxygene, les cellules cancéreuses s'appuient de préférence sur la
glycolyse pour générer de I'ATP. Ce phénomene est appelé glycolyse aérobie ou « effet
Warburg » 49451 [l correspond & un shunt du glycogéne au cours duquel le glucose métabolisé
a partir du glycogene (plutot qu’a partir du glucose absorbé) contribue a la production d'ATP
par la glycolyse ou, dans un scénario inverse, I'ATP généré par la glycolyse est utilisée pour la
synthése du glycogene. L’ATP sera ainsi majoritairement produite lors de la transformation du
pyruvate en lactate plutot qu’au cours de la phosphorylation oxydative. C-MYC induit presque
toutes les enzymes impliquées dans la glycolyse comme GLUT, la HK-II, la pyruvate kinase et
la LDH; favorisant ainsi I'effet "Warburg" dans le cancer *°2. De maniére intéressante, une étude
récente utilisant un modéle de lymphome a cellules B induit par C-Myc a établi un lien entre
C-Myc et GSK3b. D'autre part, la délétion conditionnelle du BCR a entrainé l'activation de

453

GSK3b et I'expression de génes régulés par Myc *°, soulignant la relation étroite entre le
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métabolisme et la signalisation de survie dans les cellules de lymphome. Dans la zone 2, les
geénes associés a la glycolyse et impliqués dans 1’effet Warburg sont diminués, en association
avec des geénes de la prolifération et du cycle cellulaire, suggérant des modifications

métaboliques au sein du tissu adipeux.

On rapporte que TP53 est muté dans environ 20% des LF transformés et/ou en rechute,
mais dans moins de 5% des LF avant traitement. La disparité de la prévalence rapportée des
mutations TP53 au moment du diagnostic par rapport a la transformation/récidive suggére que
des sous-populations mutées TP53, trop minoritaires pour étre détectées, pourraient étre
présentes au moment du diagnostic dans les tumeurs destinées a la rechute ***. La diminution
de I’expression de TP53 dans la niche tumorale péri ganglionnaire suggére que cette population
minoritaire pourrait étre hébergée dans ce type de microenvironnement. Afin de confirmer cette
hypothése, nous souhaiterions effectuer une analyse par NGS capture sur I’ensemble des zones
1 et 2 des 15 patients analysés afin d’identifier une différence de fréquence allélique concernant
les mutations les plus fréquemment observées dans le LF. En effet, les différences
phénotypiques observées dans le microenvironnement des deux zones pourraient répondre a
des sous clones de nature différente. 1l est cependant difficile d’anticiper la nature des mutations
propres aux 2 zones tumorales, a la vue des résultats actuels. En effet, la plupart des mutations
connues pour moduler le microenvironnement influencent fortement les interactions entre les
cellules tumorales de LF et les TFHs et nous avons peu de genes modulés dans la zone 2
supposant des fortes modifications dans ces interactions. Cependant, ici, les interactions entre
les cellules tumorales et les cellules FDCs semblent renforcées avec une hausse de 1’expression
de CLU et de VCAM-1 dans la zone 2. Les mutations de EZH2, ont été décrites comme
améliorant ces interactions au profit de celles avec le compartiment TFH. Il faut cependant
souligner que cette mutation survient précocement dans la lymphomagénese. Nous ne nous

attendons de ce ne fait pas a autre chose qu’une différence de fréquence allélique minime.

De maniére intéressante, nous observons également une surexpression de génes associés
aux plasmocytes : IRF4 et PRDM1 #*°. La surexpression de génes plasmocytaires dans un
contexte ou la proportion de B tumoraux intrafolliculaires est identique suggeére une plasticité
du phénotype tumoral avec une localisation préférentielle putative des B de LF engagés vers la
voie pré-plasmocytaire dans cette zone. Le microenvironnement stromal et macrophagique
dans la zone 2 semble imposer une mobilité lymphocytaire réduite (de par la diminution de

production des chimiokines CXCL13 et CCL21 en comparaison a la zone 1).
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Globalement, la zone 2 pourrait héberger des cellules tumorales dont les stades de
maturation s’apparentent aux plasmocytes, présentant une mobilité réduite, une diminution du
métabolisme du glucose et des capacités prolifératives moindres. Des travaux complémentaires
de validation protéique et de séquencage genétique sur de nouveaux échantillons, permettront

de confirmer cette hypothese.

Nous avons également observé une surexpression des génes CLU, NGFR1, VCAM-1,
BAFF montrant un renforcement des interactions entre les cellules tumorales et les cellules
stromales de type FDCs ou TBRCs %2, BAFF et VCAM-1 sont décrits comme induisant une
meilleure survie des cellules tumorales dans le LF 222373, Notre équipe a récemment démontré
que I'expression de VCAM-1 et clusterine étaient augmentées dans les cellules B et stromales
dérivées de LF 117326456457 | 3 surexpression de la clusterine par les cellules stromales suggeére
une adhésion forte entre les cellules B de LF et les cellules stromales. En outre, la clusterine,
qui est induite par I'lFN-y (augmenté ici dans la zone 2) dans le lymphome de Hodgkin *°8, est
considérée comme une molécule régulatrice du stress oxydatif empéchant I'apoptose cellulaire

(CAPS3 est ici diminué dans la zone 2) ¢,

Le microenvironnement immun dans la zone 2 est également modulé avec une sur
expression des génes IFNG, IDO1, PD1, ainsi qu’une sous expression des genes TRDC,
TNFSF9, CCL21, CCRY7, IL7R, GRZB, HLA-DR, CD8A. Il a réecemment été décrit dans le LF,
que les TFH augmentaient 1’expression d'IFN-y et que les cellules B de LF augmentaient
I’expression du récepteur IFN-yR. II est intéressant de noter que I'lFN-y induit une réduction
de I'expression de CD44 par les cellules de LF. Cette protéine est connue pour réguler leur
adhésion sur les cellules stromales et pour favoriser leur accumulation dans les follicules,
limitant ainsi leur recirculation et leur migration #*°. De plus, dans un contexte inflammatoire
non tumoral I'IL-6 favorise I'expansion des cellules T CD4+ secrétant de I'lFN-y. Lors de la
stimulation par I'lFN-y, les cellules stromales mésenchymateuses expriment l'enzyme
indoleamine 2,3-dioxygenase (codée par IDO) “6° activant une voie effectrice
immunosuppressive clé dans la tolérance des cellules T périphéeriques et qui est également
associée a une inhibition de la prolifération des B normaux et tumoraux 4. Ce phénomeéne
pourrait étre associé au caractére quiescent des cellules tumorales de la zone 2. En outre, les
cellules B de LF perdent spécifiquement leur capacité a induire I'expression de HLA-DR en
réponse a I’IFN-y, et ce quel que soit le statut mutationnel de CREBBP **7, ce qui pourrait

expliquer la concordance d’un taux élevé d'IFN-y avec une expression restreinte d’HLA-DR
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dans la zone 2. Cette altération de I'expression de HLA-DR sur les cellules B de LF affecte leur

capacité de présentation de I'antigéne et pourrait participer a I’échappement tumoral.

Les diminutions des expressions de CCL21, CCR7 et de TDRC, IL7R, CD8 et GRZB

sont en faveur d’un moindre recrutement/amplification des lymphocytes T cytotoxiques.

Ainsi, au cours de notre étude, nous avons exploré et caractérisé pour la premiere fois une
toute nouvelle niche tumorale dans le tissu adipeux péri ganglionnaire au sein de laquelle les
cellules tumorales semblent adopter un stade de maturation plus avancé dans la différentiation
plasmocytaire. Elles semblent plus quiescentes, par une diminution de leur métabolisme et de
leur prolifération et interagir avec un microenvironnement immun immunosuppressif, un
microenvironnement macrophagique associé aux MATS de type M2. Leur lien avec les FDCs
semble renforceé et les cellules stromales péri folliculaires semblent adopter un profil de type
CAFs. 1l reste maintenant a savoir en quoi ce microenvironnement est influencé par le profil

génétique des cellules tumorales de la zone 2.
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Figure 16: Représentation de la modulation des interactions entre les lymphocytes B tumoraux de LF et
sa niche tumorale au sain de la zone 2. Les lymphocytes B de LF (FL-B CELLS) voient une diminution de leur
prolifération et de leur métabolisme due en partie a la polarisation des cellules stromales par IDO et IFNg produits
par les lymphocytes T CD8 qui expriment des niveaux moindres de facteurs impliqués dans une activité
cytotoxique. Les cellules stromales ASCs sont polarisées en phénotype de type CAF, en périphérie du follicule,
certainement de par la production de TGFb par les cellules tumorales. De méme, Le collagene 1A est clivé par
FAP pour permettre le recrutement de macrophages de type M2 qui sont polarisés et recrutés grace a la production
d’IL6, de CCL2, et de CCLS par les cellules stromales stimulées par Granzyme K produit par les lymphocytes TS.
La mobilité des cellules tumorales est diminuée dans cette niche avec une diminution de production de CCR7,
CCL21, CXCL13. Les macrophages de type M2 expriment SIRPalpha qui bloque 1’activité de phagocytose des
cellules B tumorales de LF ainsi que I’activité T cytotoxique.
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Discussion des résultats et perspectives

Au cours de mon travail de thése, j’ai tenté de mieux comprendre les interactions entre
les cellules stromales et les lymphocytes B tumoraux de LF, tout d’abord grace a la
caractérisation et 1’utilisation d’un modéle d’étude in vitro en 3D. Ce mode¢le d’étude permet
une organisation cellulaire autonome car sans « échafaudage » en présence de cellules du
microenvironnement. Nous avons montré qu’il était possible d’étudier les voies de signalisation
impliquées dans ces interactions et d’identifier des cibles thérapeutiques en extrayant et en triant
ces cellules a I’issue de la culture pour réaliser des études transcriptomiques. Nous avons réalisé
la preuve de concept que ce modéle permettait de cultiver des cellules primaires de LF, avec
des cellules stromales primaires. Par ailleurs, ce modéle semble étre un modeéle idéal pour le

test de diffusion et d’efficacité des molécules thérapeutiques.

Nous avons d’autre part également initié la caractérisation d’une niche tumorale dans le
LF jusqu’alors jamais explorée, hébergeant des cellules tumorales au caractére quiescent,
avancées dans une différentiation plasmocytaire, et interagissant avec un microenvironnement

stromal et macrophagique rappelant des CAFs et les MATS associés au tumeurs solides.

A. Vers une meilleure caractérisation des niches stromales de LF :

1. La dépendance d’une lignée lymphomateuse B pour le stroma en 3D:

Dans le mode¢le d’étude 3D, le phénomeéne de dépendance de la lignée cellulaire DOHH2
pour les cellules stromales Restos (TSCs) reproduit une des caractéristiques des lymphocytes
B tumoraux de LF. Cette observation introduit une question essentielle concernant le
mécanisme de survie de cette lignée en 3D. En effet, ces cellules se cultivent sans stroma in
vitro dans des conditions trés reproductibles en 2D a une concentration de 100 000 cellules par
ml. Dans I’article présenté plus haut, nous avons en partie répondu a cette question en réalisant
des essais de culture en condition limitantes, de maniére a ne cultiver qu’une seule cellule par
puit (2 la concentration de 5 cellules par ml) a Dlinitiation de la culture. Nous avons
parallelement augmenté progressivement le nombre de cellules en culture par puit sans pour
autant obtenir de véritable amplification apres la mise en culture de 10 cellules par puits, soit,
50 cellules par ml (Figure supplémental 2) “6%. Ces résultats montrent que cette lignée

encapsulée dans de telles conditions, ne peut survivre de manié¢re autonome. Nous n’avons

-199 -



cependant pas testé 1’encapsulation des DOHH?2 a des concentrations élevées dés I’initiation de
la culture pour confirmer cette donnée. Ainsi, cette lignée nécessite d’étre cultivée a une
certaine concentration cellulaire de départ, pour proliférer et survivre, suggérant des signaux
d’activation et de survie engagés par 1’adhésion des cellules entre elles ou la production de
facteurs solubles. Il serait intéressant d’observer le comportement des cellules B primaires de
LF également dans les mémes conditions. En effet, nous n’avons pas testé 1’encapsulation des
cellules primaires de LF sans stroma, étant limités en nombre de cellules primaires pour les
expériences et ayant supposé que ces cellules ne survivraient pas sans la présence de stroma en
3D, comme c’est le cas en 2D. Cependant, nous avons vu plus haut dans I’introduction que les
cellules tumorales de LF peuvent étre retrouvées dans la circulation sanguine, sans pour autant
voir leur survie altérée sans stroma, au contraire, les forces de compression relatives au flux de
la circulation sanguine augmenteraient des voix de signalisation du BCR impactant sur les
signaux de survie cellulaire, de prolifération et d’activation 3%, Les cellules B de LF requiérent
donc probablement lorsqu’elles sont isolées des forces de compression mécaniques pour les
maintenir en vie, ou, comme observé dans notre modeéle de co-culture en 3D, des signaux de
survie induits par les interactions avec le stroma. Ces résultats sont a mettre en perspective avec
les observations réalisées dans les deux niches tumorales intra et extra ganglionnaire. En effet,
comme vu précédemment dans 1’introduction, les cellules de LF peuvent étre retrouvées dans
la circulation sanguine, dans la moelle, dans le ganglion. Cependant dans chaque compartiment,
des forces de compression variables s’appliquent sur ces cellules: dans le ganglion, la rupture
capsulaire suggere un manque d’adaptation du ganglion aux forces de compression exercées
par la croissance du compartiment tumoral. L’impact de ce phénomeéne sur les cellules B de LF
pourrait tout a fait étre étudié dans notre modele 3D en « post confluence des cellules », lorsque
la capsule d’alginate est dilatée au point de se rompre, suite a la prolifération des cellules
tumorales au contact des cellules stromales. Dans la moelle, les cellules de LF évoluent dans
un espace contraint par les travées osseuses, mais ne comblent que treés rarement 1’ensemble de
la logette 7 et survivent finalement dans un espace adipeux, dont on peut spéculer que les forces
de compression soient plus faibles que dans le ganglion. De la méme maniére, dans la niche
extra ganglionnaire ; les cellules évoluent dans un espace tissulaire sans capsule, limitant les
contraintes mécaniques. De mon point de vue, ce phénoméne de contraintes mécamiques est
déterminant dans le comportement des cellules tumorales de LF et leur survie, et ce,
indépendament la concentration/densité des cellules. D’ailleurs, nous n’avons pas observé de
différence de densité cellulaire tumorale ou lymphocytaire T sur 15 patients entre les zones

intra et extra ganglionnaires, et ces densités cellulaires n’étaient d’ailleurs pas corrélées entre
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les deux zones pour les 15 patients, suggérant que la concentration/densité cellulaire n’est pas
le facteur déterminant du switch métabolique et de la prolifération moindre observés dans la
zone extra ganglionnaire. Finalement, dans la moelle, comme dans la niche péri-ganglionnaire,
les cellules proliférent moins, et semblent adopter un mécanisme de quiescence. Ainsi, dans les
niches comportant des forces de compression moindres, on peut imaginer que les interactions
B stroma soient renforceées pour maintenir un effet supportif plus important, ce qui pourrait
expliquer 1’augmentation d’expression de I’intégrine VCAM-1 et de CLU dans les follicules
péri-ganglionnaires signalant une adhésion plus importante au stroma. De ce fait, sans pour
autant affirmer formellement que les contraintes mécaniques soit le seul facteur impactant la
survie, la prolifération, le métabolisme et les interactions avec le stroma des cellules tumorales,

il n’est pas aberrant de supposer qu’elles influent largement sur leur comportement.

2. Un modg¢le d’étude qui permet d’étudier et de caractériser les FRCs dans
I’ensemble des niches stromales du LF

Nous avons également observé dans le modeéle de co-culture en 3D que les interactions
B/stroma étaient menées par des modifications des voies de signalisations impactant le cycle
cellulaire, avec notamment la voie de signalisation impliquant P53, MYC, et la voie
TGF/SMAD3%1, Il est important de souligner que nous avons co-cultivé avec les DOHH2 dans
ce modele des cellules stromales primaires d’amygdales de patients, dont la différentiation est
assimilée a celle des FRCs d’amygdale’® et de ganglion. Dans la niche tumorale ganglionnaire
de LF, notre équipe a démontré que les cellules tumorales présentent des capacités
d’interactions plus importantes, ainsi qu’une meilleure survie avec les FRCs physiologiques
qu’avec les FDCs physiologiques, amenées a disparaitre ou se dedifférencier au cours de la
lymphomagénése!!’ (Figure 1). Cette co-culture semble ainsi majoritairement mimer les
interactions B/FRCs au sein de la niche intra ganglionnaire de LF. D’ailleurs, il existe une
implication active de la voie de signalisation de MYC ainsi qu’une régulation du cycle
cellulaire, dans les interactions B/stroma dans le modéle 3D qui sont clairement retrouvées

modulées entre les deux niches tumorales intra et extra ganglionnaires.
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Figure 1: A) Heatmap montrant le nombre d’interactions bidirectionnelles entre les cellules B de LF et les sous-
populations stromales telles qu’évaluées a 1’aide du référentiel CellPhoneDB . B) Les cellules B de LF ou les
cellules B CG ont été co-cultivées pendant 7 jours ou 2 jours, respectivement, en présence ou en 1’absence (milieu)
de CD49a + PDPN (=podoplanine) + LSCs (FRCs) ou CD49a- PDPN+ LSCs avant de compter les lymphocytes
viables (DAPI) par cytométrie de flux. Les couleurs représentent des expériences indépendantes (n = 8). *p < 0,05,
**p < 0,01 (Mourcin et al).

Nous savons d’autre part que les cellules stromales de type CAF sont majoritairement
induites dans les tumeurs solides par la production de TGFb “%2, Notre hypothése premiére quant
a l’origine des FRCs présentes dans la niche tumorale du tissu adipeux serait qu’elles
proviendraient de la polarisation des ASCs CD34+. Ces cellules sont des précurseurs des
cellules stromales du tissu adipeux 8. Notre équipe a récemment démontré que les cellules
tumorales de LF étaient a I’origine d’une production importante de TGFb et de TNF'",
suggeérant que les ASCs du tissu adipeux encore non différenciées pourraient étre polarisées en
cellules stromales de phénotype CAF (phénotype suggéré par les résultats présentés plus haut
dans les résultats) par ces facteurs grace a la présence de cellules tumorales de LF. Pour vérifier
cette hypothése, nous pourrions co-cultiver dans notre modéle 3D les ASCs, avec les cellules
tumorales primaires de LF et étudier apres extraction des cellules stromales, leur phénotype. En
revanche, les cellules stromales de type FRCs dans la structure ganglionnaire initiale étant déja
polarisées, le phénotype pourrait rester relativement conservé, et résister plus facilement a une
induction de type CAF par la production de TGFb et de TNF par les cellules tumorales. Il est
vrai que nous n’avons pas réussi a montrer de véritable modulation phénotypique des Restos
(TSCs) dans le modele 3D au contact des DOHH2 aussi bien au niveau transcriptomique (par
Q-PCR) que protéique (datas non publiées). Notre équipe a récemment montré une
surexpression de CCL21 et de CCL19 par les FRCs et les FDCs dans les ganglions de LF’. 1l
serait intéressant de tester leur expression dans le systeme de co-culture 3D par un test ELISA,
ce gque nous n’avions pas réalise. Dans ce méme modele, nous pourrions étudier le
comportement des BMSCs (cellules stromales mésenchymateuses de la moelle) en étudiant
d’une part leur induction phénotypique au contact des cellules primaires de LF et d’autre part,

leurs interactions avec ces dernieres. Nous pourrions par ce biais caractériser spécifiquement
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I’impact des différentes niches stromales sur les cellules B de LF et tenter de comprendre leurs
interactions. D’autre part, le compartiment macrophagique pourrait constituer un acteur
pertinent du microenvironnement dans ce modele, la faisabilité d’une tri-culture en 3D ayant
déja été démontrée ',

Finalement dans ce modeéle il est possible de caractériser les interactions B/FRCs dans le

LF, dans les trois niches tumorales : la moelle osseuse, le ganglion, le tissu adipeux péri-

adipeux.

Il convient cependant de mentionner une limite dans la caractérisation stromale de la niche du
tissu adipeux péri-ganglionnaire: dans notre cette étude de la caractérisation des FRCs CD34+
qui a été réalisée en immunofluorescence, nous avons quantifié 1’expression du CD34 dans les
zones 1 et 2 : le CD34 est également exprimé par les cellules endothéliales. 1l conviendrait donc
de réaliser une étude supplémentaire de la quantification du CD34 sur les cellules stromales
entre les deux zones en excluant les cellules endothéliales CD34+ a 1’aide d’un autre anticorps
spécifiguement exprimé par les cellules endothéliales, comme le CD31, par exemple.
Cependant, pour un patient, j’ai tent¢ de caractériser la vascularisation entre les deux zones.
(Figure 2). L’observation réalisée a été que les vaisseaux dans la zone 2 seraient plus nombreux

mais plus petits que dans la zone 2 (Figure 2b et 2c¢), en revanche, 1’aire totale de la surface
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Figure 2 : Quantification des aires de surfaces marquées par le CD31 en immunofluorescence et représentation
grace a une échelle de couleur, pour la zone 1 (A) et pour la zone 2 (B).Représentation graphique pour la zone 1
(bleu) et pour la zone 2 (orange) du nombre de vaisseaux en fonction de leur surface analysée sur une coupe
histologique en 2D. (n=1)
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occupée par les vaisseaux entre les zones 1 et 2 est équivalente. Ces résultats seraient en accord
avec une néoangiogénése tumorale induite par I’installation de la tumeur dans la zone 2. I
conviendrait cependant de réaliser cette étude sur un nombre plus élevé de patients. D’autre
part, méme si les résultats attendus semblent relativement évidents pour un pathologiste, il
conviendrait de réaliser tous les marquages réalises sur les cellules stromales dans du tissu
adipeux péri-ganglionnaire non envahi par les cellules tumorales, afin de confirmer la

spécificité du microenvironnement de cette niche formée par la tumeur.

Enfin, concernant les différences stromales phénotypiques des FRCs entre les deux niches
tumorales étudiées, il faut également mentionner une modulation de [I’organisation
architecturale du stroma: en effet a 1’aide d’un pan-marqueur de stroma : la podoplanine, nous
avons observé qu’il existait non seulement plus d’expression de cette protéine dans la zone 2,
mais surtout que le réseau stromal était extrémement densifié dans dans la zone 2, de part
I’existence d’un maillage plus dense formé par les pseudopodes des cellules stromales (Figure
3). Cette organisation a sans nul doute un impact majeur sur 1’organisation de ces deux niches
stromales qu’il serait intéressant d’étudier aussi bien en 3D in vitro en co-cultivant soit les
ASCs, soit les Restos (TSCs) avec les cellules primaires de LF, qu’in vivo par des marquages
in situ sur ganglion tumoral transparisé par la méthode CLARITY (Figure 4).

Enfin, concernant les différences entre les deux niches tumorales étudiees, il faut
également mentionner que 1’organisation architecturale du stroma semble modulée: en effet a
I’aide d’un pan-marqueur de stromal : podoplanine, nous avons observé qu’il existait non
seulement plus d’expression de cette protéine dans la zone 2, mais surtout que le réseau stromal
était extrémement densifié, de part ’existence d’un maillage plus étroit formé par les
pseudopodes des cellules stromales. Cette organisation a sans nul doute un impact majeur sur
’organisation de ces deux niches stromales qu’il serait intéressant d’étudier aussi bien en3D in
vitro dans le modéle 3D de billes d’alginate en co-cultivant soit les ASCs, soit les Restos (TSCs)
avec les cellules primaires de LF, qu’in vivo par des marquages in situ sur ganglion tumoral
transparise par la methode CLARITY (Figure 4). Comme indiqué figure 4, on peut aborder
I’hétéogénéité intra folliculaire des FDCs de LF juste de par leur organisation architecturale au

sein du follicule.
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Figure 3 : Organisation du réseau stromal au sein de la zone 1 et de la zone 2 : Marquage par immunofluorescence
du CCL21 en rouge et de la podoplanine en bleu dans les zones 1 (A) et 2 (B). Représentation du maillage formé
par le réseau de podoplanine et de I’orientation dans 1’espace en 2 dimensions des pseudopodes induits (représentés
par une échelle de couleur dans les zones 1 (C) et 2 (D). Représentation du nombre de pseudopodes induits par
cellules stromales et du nombre de connections pour chacune d’entre elles, dans chaque zone, en fonction de leur
surface totale. (n=1)
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Figure 4 : (A) Immunofluorescence représentant le stroma et les vaisseaux au sein des follicules tumoraux de LF
par un marquage Collagéne 1V (rouge). Ces images ont été obtenues apres transparisation d’une coupe épaisse de
5 mm gréace & la méthode CLARITY (B) Représentation avec une échelle de couleurs du nombre de connections
dans les 3 dimensions entre les pseudopodes formés par les cellules stromales au sein du follicule tumoral de droite
représenté en A. (n=1).

3. Les FDCs dans le LF : pourquoi leur hétérogénéité nous échappe t-elle
encore:

Notre équipe et d’autres ont identifié une hétérogénéité inter patients des FDCs (Figure
5A) ; mais également une hétérogénéité intra-patient (Figure 5B et 5C) entre les follicules du
ganglion, ainsi qu’une hétérogénéité intra folliculaire (Figure 5B)Y"380 La perte de
polarisation relative du CG dans le LF 3% n’empéche donc pas une hétérogénéité de répartition
des FDCs, ainsi que de la formation de leur réseau et de leur organisation, comme nous pouvons
le constater Figure 517, Nous n’avons pas identifié de différence en termes de quantification
de I’anticorps de FDCs I’anti-CD21 entre les deux zones, suggérant que le degré
d’hétérogénéité des FDCs ne doit pas €tre étudié a 1’échelle des deux niches tumorales intra et

extra ganglionnaires, mais aux échelles folliculaire et intra folliculaire.
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Figure 5: (A) Les patterns de FDCs ont été classés en fonction de I'expression de CD21 par
immunohistofluorescence. Les coupes de tissu de LF ont été marquées par ’anti CCL21 (rouge) et I’anti-CD21
(blanc). Les noyaux ont été contre-colorés avec du DAPI (bleu). Barre d'échelle, 250 um. Le réseau de CCL21 a
été classé sur Tissu Micro Array (TMA) contenant 115 échantillons de LF en fonction de l'intégrité du réseau :
dense, perturbé et absent. (B) Quantification de I'expression de CCL21 sur des sections de ganglions de LF et
d'amygdales. A gauche : les sections de tissu ont été marquées par un anti- CCL21 (rouge) et CD21 (vert). Les
noyaux ont été contre-colorés avec du DAPI (bleu). Barre d'échelle, 250 um. A droite : analyse quantitative de
I'expression de CCL21 sur TMA n= 115 LF et sur 18 amygdales. Les barres représentent la moyenne + SD. **x=p
< 0.001.(C et D) Analyse de la colocalisation de CCL21 (rouge) et CD21 (vert) sur une section de LF (F) et sur
une section d'amygdale (G). Barre d'échelle, 250 um. Les encadrés représentent un plus fort grossissement (barre
d'échelle, 50 pm). La couleur blanche indique la colocalisation entre CCL21 et CD21Y

Nous avons tenté de caractériser 1’hétérogénéité intra folliculaire définie par les FDCs dans le
LF avec la technologie DSP. Cependant, si nous identifions des différences en terme
d’expression de genes propres aux FDCs (NGFR-1, CXCL13, FCER2), aux TFHs (PD1, IL4,
ICOS,), et au recrutement et a la différentiation des macrophages (CCL22, IL6, CCR2, MARCO,
CD68) (Figure 7), dans les 5% de genes les plus surexprimés dans la zone contenant les FDCs,

nous observons tres peu de génes d’intérét caracterisant véritablement un profil phénotypique
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particulier des cellules B de LF répondant a ce microenvironnement. Ceci pourrait certainement
étre dd au fait d’un manque de sensibilité de la technologie DSP & mon sens pour quatre raisons :
la premiére est que les sondes hybridées a chagque géne et couplées a un fluorophore ou un barre
code seront reconnues et quantifiées sans amplification de signal. Ainsi, les différences
minimes d’expression entre les deux zones trés enrichies en cellules tumorales proches
phénotypiquement risquent de ne pas étre détectées. La deuxiéme, est que le panel de sondes
est dédié uniquement a la détection de 1800 génes, et certaines semblent plus destinées a 1’étude
des tumeurs solides que des lymphomes. La derniére raison est que j’avais entrepris la sélection
de mes zones avec un anticorps anti-CD23. Or pour un autre projet, j’ai observé que dans le
LF, ce marqueur était perdu bien aprés le CD21 sur les FDCs, ainsi, j’ai peut-étre sélectionné
des zones de FDCs déja avancées dans une dédifférentiation, rendant les zones contenant les
FDCs CD23+ plus proches des zones CD23-, en terme de phénotype stromal et d’identité

tumorale (Figure 6).
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Figure 6 : Représentation de la perte progressive des expressions de CD21, CD23 et NGFR-1 dans les follicules
tumoraux du ganglion de LF (A) L expression de CD21 en immunofluorescence est hétérogéne dans les différents
follicules du patient (vert). (B) Ce méme patient présente encore des expressions de NGFR -1 (jaune) et CD23
(bleu cyan) lorsque le CD21 est perdu (Immunohistochimie). (C) Analyse sur 105 patients de I’expression de
CD21, CD23 et NGFR-1 dans les FDCs de LF.

Ces résultats concordent avec le fait que la protéine CD23 (codée par FCER?2) soit exprimée
suite & une induction par 1L4 %63 qui est surexprimé dans la zone de FDCs (Figure 7). D’ailleurs;
dans la zone extra ganglionnaire, il existe une diminution concomittente de I’expression de

FCER2 et de IL4R dans les follicules par rapport a la zone intra-ganglionnaire (cf résultats).
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Les roles de NGFR-1 et de CD23 dans le LF restent cependant a déterminer. 1l est important de
noter que tous ces patients ne présentaient pas d’expression protéique en immunofluorescence

de CD23 sur les cellules tumorales de LF.

Une question qui se profile également concerne 1’origine des FDCs dans la niche extra
ganglionnaire. En effet la nature de leurs précurseurs et leur origine chez 1’humain reste encore
débattue dans le ganglion. Il a ét¢ démontré chez la souris qu’au cours de I’inflammation, ce

119 Ces derniéres

sont les MRCs sous la capsule qui seraient capables de se différencier en FDCs
seraient ensuite capables de migrer au centre des follicules pour former les follicules
secondaires. Dans le lymphome angio-immunoblastique (LAI), on observe une prolifération
caractéristique des HEVs entourés par une expansion des FDCs. Il a été suggeré que les cellules
stromales entourant ces vaisseaux se différenciaient en FDCs apres le recrutement local de
TFHs néoplasiques 644, Cette origine péri-vasculaire a déja été identifiée dans la rate. De
plus, il est bien établi que la LT (augmentée dans les TFH et les immunoblastes du LAI 467)
et/ou le TNFa jouent un réle crucial dans le maintien de la plupart des caractéristiques des
FDCs “?®. Dans le lymphome folliculaire, les FDCs perdent souvent leurs marqueurs de
spécificité malgré un maintien intra folliculaire du compartiment TFH “%8, et une production de
TNF %7, Mais l'inhibition de la production de LT par les cellules B tumorales de LF pourrait
conduire & la disparition des marqueurs de différentiation des FDCs 28, malgré la présence de
TFHs. D’autre part, ces derniéres n’ont jamais été cultivées in vitro, la perte de leur phénotype
étant presque immédiate aprés leur mise en culture malgré la présence de TNF/LT (data non
montrées), et aucune équipe n’a réussi a induire un phénotype stromal de type FDC en co-
cultivant des cellules tumorales de LF avec des précurseurs mésenchymateux. L’ensemble de
ces données suggere que des facteurs clés de leur polarisation nous sont encore inconnus, et
que ces cellules auraient tendance a €tre déja présentes a I’initiation de la niche tumorale, pour
ensuite proggressivement disparaitre. Nous avons montré qu’il n’existait pas de différence
d’expression du CD21 entre les deux zones 1 et 2. Nous savons cependant que la présence de
FDCs dans la zone 1 est dlie au fait que ces dernieres soient initialement physiologiquement
présentes dans la structure ganglionnaire. Elles perdent ensuite progressivement leur
différentiation. Une premiere hypothése quant a la raison de la localisation des FDCs dans les
follicules tumoraux du tissu adipeux serait que les follicules tumoraux dans la niche tumorale
péri ganglionnaire seraient la conséquence de la colonisation de TLS (tertiary lymphoides

structures) par les lymphocytes B de LF surexprimant de base le récepteur CCR7*7,
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Figure 7 : Représentation par une Heatmap des 5% des genes les plus variants et surexprimés dans la zone intra-
folliculaire comportant des FDCs, sélectionnée par 1’anti CD23 par rapport & la zone sans FDCs du méme follicule.
Analyse réalisée sur 3 follicules de LF du méme patient.

En effet, il serait tentant de spéculer que la présence de FDCs dans les follicules résulterait
de la formation de follicules réactionnels formés initialement en périphérie de la tumeur,
comme ils le seraient en périphérie d’une tumeur solide. Ces structures dans les tumeurs solides
permettent de recruter de maniére massive des lymphocytes T CD8 par la production de CCL21
aux pourtours de la tumeur et seraient donc de bon pronostic lorsqu’elles sont dites « matures »,
c’est a dire qu’elle comprenent aussi bien des HEVs, des FDCs des DCs et des lymphocytes B
et T avec une capacité de maturation antigénique par la présence de I’ AID #6°4%, Nous n’avons

cependant pas verifié la présence de HEVs et de CDs dans cette niche.

Les TLS peuvent étre présents dans la plupart des organes suite a une inflammation
chronique ou au cours d’un processus de cancérogénese. Dans ces strustures, il est identifi¢ que
les précurseurs seraient des LTo (lymphoide tissue organizers) et des cellules inductrices du
tissu lymphoide LTi (lymphoid tissue inducers).

Les LTi ont été décrites pour la premicére fois chez la souris comme une population feetale
de cellules hématopoiétiques, essentielle & I'organogenése lymphoide secondaire 4’+47, Les
cellules LTi sont des cellules CD45+ CD4+ CD3- c-Kit+ interleukin 7 receptor-o (IL-7Ra)+
ID2+ RORyt+ qui dérivent d'un progéniteur commun trouvé dans le foie 4">4'6, La présence
indispensable des cellules LTi dans le développement des ganglions a été démontrée par
I'absence totale de ganglions chez les animaux génétiquement déficients en géne requis pour le
développement et la maturation des LTi : Rorc, qui code le facteur de transcription RORyt
(retinoic acid receptor-related orphan receptor-yt), et 1d2, qui code la protéine hélicoidale
inhibitrice de la liaison & I'ADN 2 (ID2) 4"-#7°, La fonction des cellules LTi dans l'initiation du
développement du ganglion dépend de leur expression de LTalf2 12476479  Cependant,
plusieurs études ont maintenant fourni des preuves soutenant I'idée que les TLS peuvent se
développer en I'absence de cellules LTi. Marinkovic et ses collegues ont utilisé un modele de
souris dans lequel la surexpression de CCL21 dans la thyroide entraine la formation de TLS .
La délétion de 1d2 a entrainé I'absence de ganglion et de plaques de Peyer, mais n'a eu aucun
effet sur le développement de TLSs dans la thyroide des animaux surexprimant CCL21. Les
auteurs ont montré que les cellules T CD3+ CD4+ matures étaient absolument nécessaires pour
instruire le développement des TLS et ont suggéré que ces cellules interagissaient avec les CDs

pour initier leur formation “®. De facon intéressante, les souris TNF/Rorc(yt)-/- démontrent le
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développement non seulement de certains SLO mais aussi de TLS en I'absence de cellules LTi,
a condition que la signalisation TNFa soit augmentée. Nous savons que les cellules tumorales
de LF produisent des niveaux élevés de TNF et que la production de CCL21 !7est augmentée
dans les ganglions de LF, pouvant a I’initiation de la rupture capsulaire induire la formation de

TLS.

Cependant, la diminution des expressions de CCL21, de CXCL13 et ’augmentation du
contexte immunosuppressif dans la zone extra ganglionnaire, montre soit que ces structures ont
été remodelées suite au recrutement des cellules tumorales a partir de la structure ganglionnaire,

soit que cette hypothése est completement erronée.

Une autre hypothése serait qu'un phénoméne un peu similaire a celui de la niche tumorale
de la moelle se produise: en effet dans la moelle, toute structure lymphoide tertiaire ectopique

comme décrit dans I’introduction se localiserait au centre des travées 481

, ce qui n’est pas le cas
des follicules tumoraux de LF qui sont de localisation paratrabéculaire et contiennent pourtant
des FDCs. Il apparait donc peu probable que les cellules tumorales aient colonisé des TLS
initialement formées dans la moelle. Dumontet et al suggere que des vésicules extracellulaires
dérivées des cellules de LF (EV) polarisent a distance, a partir des ganglions tumoraux, les
cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse non envahie chez les patients
atteints de LF, leur conférant une signature transcriptomique associée a la voie signalisation
canonique TGFB-SMAD et non canonique TGFB-p38 “2, Il est suggéré que cette polarisation
initiale des cellules stromales de la moelle par les vésicules extracellulaires permet une
infiltration ultérieure des cellules de LF. D’autre part ; le TGFf a été signalé comme étant un
facteur clé de la quiescence des CSHs et notre équipe a montré que les cellules de LF dans la
moelle présentaient une prolifération moindre, ainsi qu’une diminution de [’activité
métabolique ; comme nous 1’avons montré dans le tissu adipeux péri ganglionnaire. Ce serait
secondairement les cellules tumorales qui polariseraient localement les précurseurs
mésenchymateux par un mécanisme encore non identifié, et d’ailleurs, les co-cultures BMSCs/
B de LF n’ont en rien reproduit un phénotype spécifiguement FDC jusqu’a maintenant. Nous
savons finalement peu de choses sur la différentiation des cellules stromales de type FDCs dans
les niches adipeuses médullaire et péri ganglionnaire mais la capacité de mobilité des cellules
stromales a bien été étudiée. En effet, les cellules stromales auraient de meilleures capacités de
migration dans des milieux contenant une matrice extra cellulaire plus dense, comprimant le

483

noyau et incitant 1’activation de la voie Rock et des faisceaux d’actine pour activer une

migration plus rapide et plus efficace. Ce phénomene se produit probablement lors du
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recrutement de cellules stromales FDCs a partir de la différenciation des MRCs dans les
follicules réactionnels !1°, suite a I’expansion du compartiment lymphocytaire dans
I’inflammation. De ce fait, le recrutement des FDCs dans les structures extra ganglionnaires
pourrait résulter de la migration des FDCs. Enfin, une derniere possibilité qui a mon sens
s’avere étre la plus probable serait une co-migration des cellules tumorales avec les FDCs. En

effet ce phénomene a déja été décrit dans les tumeurs solides grace a la production de TGFb1484,

Figure 8 : Immunofluorescence montrant des emboles tumoraux de cellules tumorales de LF au contact de
cellulles stromales FDCs exprimant CD21.Les cellules endothéliales expriment CD34 en rouge, et I’ensemble des
vaisseaux sont marqués par le marqueur collagéne IV Les FDCs expriment CD21. Les cellules tumurales
exprimant BCL2 et CD20 sont retrouvés dans les vaisseaux. Les fleches blanches indiquent le reseau de FDC au
contact des cellules tumorales dans les vaisseaux (n=2) Echelle=100um
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Sur 15 patients analyses j’ai pu constater que les cellules tumorales de LF étaient co-
localisées dans les vaisseaux avec les cellules stromales FDCs (Figure 8). Ces images peuvent
suggerer une co-migration des cellules tumorales et stromales vers la moelle et le tissu adipeux.

Ce phénomene était reproduit chez 4 patients. D’autre part, j’ai observé de nombreuses images

de follicules tumoraux infiltrant la capsule ganglionnaire comme observé Figure 9.

Figure 9 : Immunofluorescence montrant les follicules tumoraux contenant des FDCs marqués par 1’anti-CD21.
La capsule est marquée par I’anti- CD34 et les FRCs par 1’anti- collagéne 1A et I’anti- CD34. Les noyaux sont
marqués en bleu (DAPI)

B. Deux niches microenvironnementales déterminant un profil
d’expression tumoral particulier.

Nous savons que la rupture capsulaire est a I’origine de cette invasion péri folliculaire,
nous pouvons ainsi émettre deux hypotheéses quant a 1’ancienneté et 1’agressivité des cellules
tumorales évoluant au sein de ce microenvironnement adipeux: soit les cellules tumorales
invasives sont des cellules comportant peu d’altérations génétiques, constituant plutot des
précurseurs, soit ces cellules sont des cellules a un stade tumoral avancé, ayant accumulé des
anomalies génétiques au sein de la structure ganglionnaire initiale. Dans le ganglion, le plus

ancien précurseur tissulaire identifiable des LFs est la néoplasie folliculaire in situ (FLIS),
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définie comme la colonisation du CG par une population monoclonale de cellules B t(14;18)+
dans des tissus lymphoides par ailleurs réactifs 484 e FLIS peut survenir de maniére
synchrone ou métachrone avec le LF, mais peut également étre trouve chez des individus sans
antécédent de lymphome 4848 e risque de progression semble étre faible *. Bien que le
FLIS soit considéré comme une Iésion précurseur, elle présente déja des altérations génétiques
drivers typiquement associées au LF, affectant en particulier les genes modificateurs de la
chromatine tels que CREBBP, et moins fréqguemment KMT2D et EZH2 48941 Des FLIS
clonalement apparentées peuvent également étre présentes méme des années aprés la
transformation maligne, représentant tres probablement un sous-clone qui a divergé a un stade
plus précoce de la maladie 9. Les précurseurs persistants, vraisemblablement plus résistants a
la chimiothérapie, peuvent donc également jouer un réle dans la rechute du lymphome. En effet,
des études sur les rechutes de LF et de DLBCL ont montré que le lymphome primaire et le
lymphome récidivant représentent souvent des sous-clones divergents qui sont apparus
indépendamment a partir d'un progéniteur commun, ce qui soutient a nouveau I’hypothése selon
laquelle le contingent cellulaire agressif peut se développer directement a partir d'un précurseur
CPC “%8, L'existence de telles populations de progéniteurs a été illustrée dans deux tumeurs de
LF clonalement apparentées apparaissant a la fois chez le donneur et le receveur apres une
transplantation de cellules souches hématopoiétiques et de DLI (donor lymphocytes
infusion).?822%_ |es lymphomes apparentés présentaient de multiples altérations communes,
qui ont donc été acquises avant la transplantation. Du fait que les DLI présentaient des
altérations génétiques retrouvées dans le LF des deux individus, on peut supposer que les CPCs
présentent de grandes capacités de dissémination. En outre, les altéartions génétiques
communes retrouvées également dans les CSHs des deux individus suggerent que la moelle
pourraient héberger ces précurseurs. Cette hypothese rejoind le fait que les CPCs soient
apparentés au stade de maturation des lymphocytes B mémoire 4% et il est tentant de spéculer
que cette niche adipeuse puisse héberger, a ’image de la moelle, ou des follicules de FLIS des
précurseurs avec un potentiel d’agressivité. Pour répondre a cette question, nous avons
caractérisé les transcriptomes de 2 follicules réactionnels (1 patient) et de 3 follicules de FLIS
(1 patient), par DSP pour les comparer a 3 follicules tumoraux du tissu adipeux (1 patient) et 3
follicules tumoraux (1 patient) dans la structure intra ganglionnaire. Nous avons ensuite analysé
les 5% de geénes les plus variants. Les points communs observés entre les follicules de FLIS et
les follicules de la zone 2, par rapport a la zone 1 sont une diminution de ’activité et de la
présence de I’environnement T cytotoxique (CD8A, TDRC, TNFSF9, CCR7, BTLA, IL7R,
GRZB, HLA-DR, CCL21, MARCO), une diminution de MYC, un fort environnement FDC like
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avec la surexpression des genes CLU, V-CAM1, mais une diminution de CXCL13 (Figure 10
et 11). Enfin, de maniére intéressante, il existe une surexpression de CD27, un marqueur de
différentiation des lymphocytes B mémoires dont il serait intéressant de confirmer qu’il s’agit
bien d’une augmentation du compartiment des lymphocytes tumoraux au stade B mémoire.
L’ensemble de ces données suggere que ce microenvironnement est propice pour permettre
I’établissement de la tumeur aussi bien dans les follicules de FLIS que dans les follicules
tumoraux du tissu adipeux péri ganglionnaire, formeés tres probablement aprés la tumeur
développée dans la structure ganglionnaire. D’autre part, 1’existence de cellules tumorales au
stade de lymphocyte B mémoire peut faire suggeérer la présence de CPCs dans cette niche

adipeuse.
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Figure 10 : Heatmap correspondant aux expressions en log2 fold change des 5% de génes les plus variant et les
plus exprimés dans zone 2 par rapport a la zone 1 et analyse de ’expression de ces génes dans 3 follicules tumoraux
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de FLIS et 2 centres germinatifs physiologiques.
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Figure 11: Heatmap correspondant aux expressions en log2 fold change des 5% de genes les plus variants et les
moins exprimés dans zone 2 par rapport a la zone 1 et analyse de I’expression de ces genes dans 3 follicules
tumoraux de FLIS et 2 centres germinatifs physiologiques.
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Figure 12: Représentation de la modulation des interactions entre les lymphocytes B tumoraux
de LF et sa niche tumorale au sain de la zone 2. Représentation de la modulation de certains de

ces génes dans le FLIS par rapport a la zone 1. Les lymphocytes B de LF (FL-B CELLS) voient une
diminution de leur prolifération et de leur métabolisme due en partie a la polarisation des cellules stromales par
IDO et IFNg produits par les lymphocytes T CD8 qui expriment des niveaux moindres de facteurs impliqués dans
une activité cytotoxique. Les cellules stromales ASCs sont polarisées en phénotype de type CAF, en périphérie du
follicule, certainement de par la production de TGFb par les cellules tumorales. De méme, Le collagene 1A est
clivé par FAP pour permettre le recrutement de macrophages de type M2 qui sont polarisés et recrutés grace a la
production d’IL6, de CCL2, et de CCLS par les cellules stromales stimulées par Granzyme K produit par les
lymphocytes T8. La mobilité des cellules tumorales est diminuée dans cette niche avec une diminution de
production de CCR7, CCL21, CXCL13. Les macrophages de type M2 expriment SIRP alpha qui bloque ’activité
de phagocytose des cellules B tumorales de LF.

C. Perspectives

Suite & ces résultats, nous devons considérer que les CPCs peuvent étre finalement
protégés par un microenvironnement spécifigue modulé par les différentes lignes
thérapeutiques pour faciliter la rechute ou la transformation (Figure 12). La rechute est un
phénoméne fréquemment observé dans le LF aprés 6 a 7 ans de survie sans progression. D’autre
part nous savons actuellement que la réponse aux thérapeutiques est largement influencée par
I’expression phénotypique, modulée par le microenvironnement au-delad des altérations
génétiques *2°4%6_ 11 a été identifié en effet, une diminution de I’activité immunosuppressive,
ainsi qu’une diminution de la densité en lymphocytes pouvant persister jusqu’a deux ans apres
chaque ligne de chimiothérapie 4°>4%". La survie sans progression diminue aprés chaque ligne
thérapeutique additionnelle 4%4% Les thérapies ciblées comme I’anti CD20 rituximab
augmentent les phénomenes de cytotoxicité a médiation cellulaire (ADCC) par les cellules NK
sur les cellules tumorales. En revanche, son efficacité est largement dépendante de I’abondance
ainsi que de la nature de I’environnement immun %02, Ce traitement détourne en revanche le
role des macrophages CD163+ du microenvironnement vers une cytotoxicité dépendante de la
médiation cellulaire *¢1°%2 inversant le pronostic initialement défavorable d’un
microenvironnement riche en macrophages. Les inhibiteurs de la PI3K (qui rééduquent les
macrophages vers un phénotype anti-tumoral %) présentent une efficacité significative dans le
LF récidivant/réfractaire, et trois d'entre eux sont actuellement approuvés aux Etats-Unis :
I'ldelalisib, le Copanlisib et le Duvelisib %4°%_ 11 a d’autre part été montré que les FDCs et les
macrophages augmentent la dépendance de la tumeur a BCL-XL et MCL-1 ou a BFL-1,
respectivement, ce qui limite I'activité cytotoxique de I'inhibiteur de BCL-2 Venetoclax >075%,
L'Idélalisib rétabli cette dépendance & BCL-2, ainsi que l'activité du Venetoclax °°. D’autre
part, par des mécanismes complémentaires, le Lénalidomide et le Rituximab induisent une

cytotoxicité a médiation immunitaire vis-a-vis ds cellules tumorales. Le Lénalidomide en
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monothérapie chez les patients en rechute entraine une augmentation de I'activation et de la
prolifération des cellules NK et des lymphocytes T, ainsi qu'une amélioration de la formation

des synapses immunitaires. L'association du Lénalidomide et du Rituximab entraine une

509 T 510

augmentation de I'apoptose tumorale *° ainsi qu’une efficacité de la réponse effectrice
La thérapie anti-PD-1 avec le Pembrolizumab fonctionne chez les patients en rechute qui
présentent une population lymphocytaire T « épuisée » exprimant TIGIT, en restaurant leur
phénotype actif par le biais du co-récepteur CD28 dans la réponse au traitement 5. Ces
résultats soulignent I’importance, pour 1’efficacité thérapeutique, de connaitre la nature du
microenvironnement macrophagique, stromal et T sans négliger I’hétérogénéité des différentes
niches et ce finalement dés ’initiation de la prise en charge. Le test de ces thérapies dans le
modele de billes d’alginate mimant la niche tumorale extra-ganglionnaire semble pertinent et
ouvre la perspective d’évaluer un microenvironnement tumoral probablement propice a

I’hébergement de CPCs suceptibles d’entrainer la rechute ou la transformation de la maladie

deés le diagnostic.
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Interactions des cellules tumorales B et des cellules stromales dans le lymphome folliculaire :
une question menée par des concepts d'hétérogénéité tumorale et micro environnementale.

Mots clés : stroma ; interactions ; lymphome folliculaire

Résumé : Le lymphome folliculaire est I'un des exemples
paradigmatiques des cancers dépendant d'un
microenvironnement tumoral spécifique. Il comprend notamment
des fibroblastes associés au cancer (CAF) émergeant de la
reprogrammation des cellules stromales lymphoides ou de
leur(s) précurseur(s) dans le ganglion et la moelle. Les cellules
stromales dans le lymphome folliculaire soutiennent directement
la croissance des cellules B malignes et orchestrent la niche
tumorale en contribuant, par un dialogue bidirectionnel, au
recrutement et a la polarisation d'autres sous-populations
immunitaires. Une meilleure compréhension des voies de
signalisation et des mécanismes moléculaires responsables du
remodelage des cellules stromales et de la cinétique de ce
dernier seraient utiles pour définir de nouveaux marqueurs
prédictifs et de nouvelles approches thérapeutiques dans ce
cancer encore incurable. Les modéles in vitro récapitulant les
forces biomécaniques, le microenvironnement cellulaire et
I'organisation spatiale des lymphomes B restent rares, alors que
tous ces paramétres constituent des éléments clés déterminants
dans la lymphomageneése et la résistance aux médicaments. En
utilisant une méthode microfluidique basée sur I'encapsulation
de cellules dans des microsphéres d'alginate perméables, nous
avons développé un nouveau modéle 3D incorporant des
cellules B de lymphome, de la matrice extracellulaire et/ou des
cellules stromales d’amygdale.

Nous avons montré que les cellules de lymphome B étaient
capables de former des sphéroides cohésifs résultant de la
surexpression des composants de la matrice extra-cellulaire.De
plus, dans ce modeéle, les cellules stromales s’auto-organisent
pour initier la prolifération des cellules tumorales. La culture 3D
induit une résistance a l'agent chimiothérapeutique classique
doxorubicine, mais pas a linhibiteur de BCL2 ABT-199,
identifiant cette approche comme un modeéle in vitro pertinent
pour comprendre l'activité des agents thérapeutiques . L'analyse
RNAseq a mis en évidence des modulations des voies de
signalisation similaires a celles observées dans les cellules
primaires de lymphome folliculaire. Enfin, notre modele a permis
la survie a long terme in vitro de cellules B primaires de
lymphome folliculaire. Nous proposons ainsi un nouveau modéle
3D imitant la niche tumorale du lymphome et permettant
d'étudier la relation dynamique entre les cellules tumorales et
leur microenvironnement pour les tests de nouveaux
médicaments anticancéreux. En paralléle, nous avons pour la
premiére fois, initi€¢ la caractérisation d’'une niche tumorale
jusqu’alors jamais explorée dans le lymphome folliculaire, située
dans le tissu adipeux péri-ganglionnaire. Dans cette niche, les
cellules tumorales évoluent au contact de cellules stromales
adoptant un phénotype CAF associé aux tumeurs solides, et de
macrophages associés aux tumeurs de phénotype M2.

B-stroma interactions in follicular lymphoma, a question led by concepts of

tumor and microenvironmental heterogeneity.
Keywords : stoma ; interactions ; follicular lymphoma

Abstract. Follicular lymphoma is the most prototypical B-cell
lymphoma that depends on a specific tumor microenvironment,
including cancer-associated fibroblasts (CAFs) arising from the
reprogramming of lymphoid stromal cells or their precursors in
the lymph node and bone marrow. Stromal cells in follicular
lymphoma directly support the growth of malignant B cells and
orchestrate the tumor niche by contributing, through a
bidirectional dialogue, to the recruitment and polarization of
other immune subpopulations. A better understanding of the
signaling pathways, molecular mechanisms and kinetics of
stromal cell remodeling would be instrumental in defining new
predictive markers and therapeutic approaches in this still
lethal malignancy. In vitro models capturing the biomechanical
forces, cellular microenvironment and spatial organization of B-
cell lymphomas remain scarce, while all these parameters are
key determinants of lymphomagenesis and drug resistance.
Using a microfluidic method based on cell encapsulation in
permeable alginate beads, we developed a new 3D model
incorporating lymphoma B cells, extracellular matrix and/or
tonsil stromal cells. We showed that B-cells were able to form
cohesive spheroids resulting from the overexpression of
extracellular matrix components.

Furthermore, in this model, stromal cells self-organize to initiate
tumor cell proliferation. The 3D-culture induced resistance to the
classical chemotherapeutic agent doxorubicin, but not to the
BCL2 inhibitor ABT-199, identifying this approach as a relevant
in vitro model to evaluate the activity of some? therapeutic
agents. RNAseq analysis revealed modulations of signaling
pathways similar to those observed in primary follicular
lymphoma cells. Finally, our model supported long-term survival
of primary follicular lymphoma B cells. We thus propose a new
3D-model mimicking the lymphoma tumor niche and allowing for
the study of the dynamic relationship between tumor cells and
their microenvironment and the testing of new anticancer drugs.
In parallel, we have for the first time initiated the characterization
of a tumor niche never explored before in follicular lymphoma,
located in the peri-nodular adipose tissue. In this niche, tumor
cells evolve in close contact with stromal cells adopting a CAF
phenotype associated with solid tumors, and macrophages
presenting with M2 phenotype. Also, T cells expressed an
immunosuppressive signature and tumor cells adopt there a
quiescent metabolic profile and a plasma cell differentiation.





