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RESUME

Le géne PAXS5 (Paired boX 5) code un facteur de transcription essentiel pour la différenciation
lymphoide B. Nous avons montré que les deux isoformes PAX5A et PAX5B étaient
différentiellement régulées mais pouvaient exercer une fonction équivalente durant l'induction
de la différenciation lymphoide B et pourraient présenter des différences fonctionnelles a la
suite de I'activation des lymphocytes B. Le contr6le précis de leur expression peut ainsi refléter
un moyen d'ajuster finement le dosage de PAX5 pendant le processus de différenciation des
cellules de la lignée lymphoide B.

PAXS5 est la cible principale d’'une large diversité d’altérations somatiques dans les LAL-B de
'enfant et de I'adulte. Cependant, le réle des protéines de fusion impliquant PAX5 dans
linitiation et la transformation des LAL-B est encore méconnu. Nous avons précédemment
décrit une nouvelle translocation chromosomique récurrente t(7;9)(ql1;p13) dans les LAL-B
qui juxtapose PAX5 a la séquence codante du géne de I'élastine (ELN). Pour étudier la fonction
de la protéine de fusion résultante, PAX5-ELN, au cours du développement leucémique, nous
avons créé un modéle murin dans lequel le transgéne PAX5-ELN est exprimé spécifiguement
dans le compartiment B. Les souris exprimant PAX5-ELN développent un phénotype de LAL-
B avec une pénétrance de 80%. Leur transformation leucémique est associée a 'acquisition
de mutations secondaires récurrentes des génes Ptpnll, Kras, Pax5, et Jak3 affectant
d’'importantes voies de signalisation requises pour la prolifération cellulaire. Nos études
fonctionnelles ont démontré que PAX5-ELN altérait in vitro et in vivo le développement
lymphoide B et pouvait induire une expansion aberrante du compartiment progéniteur B (pro-
B) au stade préleucémique. Nos approches moléculaires et computationnelles ont identifié des
génes-candidats régulés par PAX5-ELN et pouvant étre impliqués dans l'initiation leucémique.
Nos données fournissent ainsi un nouveau modele d’étude in vivo récapitulant la
leucémogenése multi-étapes des LAL-B décrites chez les patients et impliquent fortement les
protéines de fusion engageant PAX5 en tant que puissantes oncoprotéines dans le
développement leucémique. Par ailleurs, il existe de plus en plus de preuves d'une base
génétique héréditaire de prédisposition aux LAL-B pédiatriques. Dans ce contexte, quatre cas
de familles non-apparentées affectées par des LAL-B et exprimant des mutations ponctuelles
germinales et hétérozygotes de PAX5 ont été récemment rapportés : la mutation PAX5 G183S
altérant le domaine octapeptide de PAX5 a été décrite chez trois familles alors que la mutation
PAX5 R38H altérant le domaine de liaison a ’ADN de PAX5 a été identifiée chez une autre.
Nous avons renforcé I'hypothése du caractére héréditaire des LAL-B familiales avec la
description de trois nouveaux cas de LAL-B au sein d’'une méme famille exprimant la mutation
germinale PAX5 R38H. Pour étudier 'effet intrinséque de la protéine mutée PAX5 R38H dans
le développement lymphoide B, nous avons effectué des tests fonctionnels in vitro et in vivo
combinés a une analyse d’expression génique, basés sur une approche de complémentation
rétrovirale. Nos résultats ont indiqué que PAX5 R38H agissait comme un fort variant
hypomorphique qui échouait & induire la différenciation lymphoide B et n’exercait pas d’effet
dominant-négatif sur la forme sauvage de PAX5. Des transplantations syngéniques de cellules
exprimant PAX5 R38H ont démontré qu’elles maintenaient une capacité de prise de greffe et
menaient au développement leucémique chez la souris. Notre analyse transcriptomique a
confirmé la perte de fonction de PAX5 sur ses géenes cibles et a révélé une signature
moléculaire spécifique au mutant. Nos données soulignent I'importance de la prise en compte
de la composante héréditaire et mettent ainsi en évidence l'importance de la dérégulation
transcriptionnelle dans la leucémogenese des LAL-B familiales, en particulier des génes
impliqués dans la différenciation lymphoide B.
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ABSTRACT

The PAX5 (Paired boX 5) gene encodes a key transcription factor crucial for B-cell
differentiation. We showed that the two PAX5 isoforms are differentially regulated but have
equivalent function during early B-cell differentiation. Indeed, PAX5A and PAX5B isoforms can
both induce B-cell program but may have functional differences after B-cell activation. The tight
control of their expression may thus reflect a way to finely tune PAX5 dosage during B-cell
differentiation process.

PAX5 is a well-known haploinsufficient tumor suppressor gene in human B-cell precursor acute
lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) and is the main target of a wide diversity of somatic
alterations in childhood and adult BCP-ALL, occurring in one third of sporadic cases. However,
the role of PAX5 fusion proteins in BCP-ALL initiation and transformation is ill-known. We
previously reported a new recurrent t(7;9)(q11;p13) chromosomal translocation in human BCP-
ALL that juxtaposed PAXS5 to the coding sequence of elastin (ELN). To study the function of
the resulting PAX5-ELN fusion protein in BCP-ALL development, we generated a mouse
model in which the PAX5-ELN transgene is expressed specifically in B cells. PAX5-ELN—
expressing mice efficiently developed BCP-ALL phenotype with a penetrance of 80%.
Leukemic transformation was associated with clonal Immunoglobulin gene rearrangement and
recurrent secondary mutations in Ptpnll, Kras, Pax5, and Jak3 genes affecting key signaling
pathways required for cell proliferation. Our functional studies demonstrated that PAX5-ELN
impairs B-cell development in vitro and in vivo and induces an aberrant expansion of the pro-
B cell compartment at the preleukemic stage. Our molecular and computational approaches
identified PAX5-ELN—-regulated candidate genes that establish the molecular bases of the
preleukemic state to drive BCP-ALL initiation. In conclusion, our study provides a new in vivo
model recapitulating the multistep leukemogenesis process of human BCP-ALL and strongly
implicates PAX5 fusion proteins as potent oncoproteins in leukemia development.
Furthermore, there is increasing evidence for an inherited genetic basis of susceptibility to
childhood BCP-ALL. In this context, four unrelated families with childhood BCP-ALL
expressing heterozygous PAX5 germline point mutations were recently reported: the recurrent
mutation PAX5 G183S affecting the octapeptide domain of PAX5 has been described in three
families while PAX5 R38H affecting its DNA-binding paired domain has been identified in
another one. We strengthen the hypothesis of inherited character of familial BCP-ALL with the
description of three novel familial BCP-ALL cases in related patients that express the germline
PAX5 R38H mutation. To uncover the intrinsic effect of PAX5 R38H mutant in B-cell
development, we performed in vitro, and in vivo functional assays combined with a gene
expression analysis, based on a retroviral complementation approach. Our results indicated
that PAX5 R38H mutant acts as a strong hypomorphic variant that fails to drive B-cell
differentiation and does not exert a dominant-negative effect on wild-type PAX5. Syngeneic
transplantation of PAX5 R38H-expressing cells demonstrated maintenance of engraftment
capacity and led to development of BCP-ALL phenotype in mice. Our transcriptomic analysis
of these PAX5 R38H-expressing cells showed that PAX5 R38H drastically alters the pattern
of expression of PAX5 target genes but also revealed a distinct molecular signature specific to
PAX5 R38H. Together with previous unrelated family study, our observations allow to establish
the recurrence of the germline PAX5 R38H mutation associated with BCP-ALL. Our data also
highlight the importance of transcriptional dysregulation in leukemogenesis of familial BCP-
ALL, particularly of genes involved in B-cell differentiation.
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Liste des abréviations

#

ABL1

ADN
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désigne un nombre
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Activator Protein 1
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Receptor-type protein tyrosine phosphatase (PTP) C
BTB and CNC homologue 2
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B-Cell Lymphoma-extra Large

B cell lymphoma 6

B-cell lymphoma/leukemia 11B

B-cell ymphoma 2-like 1 gene (encoding Bcl-xL)
B-Cell Receptor

Breakpoint Cluster Region gene

B Lymphoid Tyrosine Kinase

B-Cell Linker protein (alias BASH, BCA)

B lymphocyte-induced maturation protein 1
B cell-biased lymphoid progenitors

B-cell lignage Specific Activation Protein
Bruton Tyrosine Kinase

B- and T-lymphocyte attenuator

Chimeric Antigen Receptor T cell

Cyclin D2

Cluster of Differentiation

lymphocyte T CD4+

lymphocyte T CD8+

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/2B
CCAAT/Enhancer-Binding Protein alpha
CCAAT/Enhancer-Binding Protein epsilon
MHC class Il transactivator

Common Lymphoid Progenitors

Common Myeloid Progenitors
c-Myelocytomatosis oncogene

Copy Number Variation

CREB-binding protein

Cytokine-Receptor Like Factor 2

Colony Stimulating Factor 1 (CSF1) Receptor (CD115 ou M-CSFR)
Cellule-s Souche-s Hématopoiétique-s
Class Switch Recombination (commutation isotypique des immunoglobulines)
(myeloid) Dendritic Cells

(plasmacytoid) Dendritic Cells
Double-Negative

DNA methyltransferase 3A
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di

DP
E2A/TCF3
EBF1
EGIL
ELN
ELP
EPOR
ERG
ERK1/2
ery
ETP
ETV6
Ezh2
FIt3
FIt3L
FOXO#
FOXP1
Fral
FT-s

Fo B
GATA3

GD

GMP

GAB2

GC

Gran

GRAP

Grb2

GSEA
GWAS

HAT

hb

HD

HDAC

HR

HSC
iIAMP21

ID

ID2/3

IgH

IgL

IgM/IgD
IKZF1/Ikaros
IKZF2/Helios
IKZF3/Aiolos
IL#
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diencephalon

Double-Positive

Transcription factor E2-alpha

Early B-Cell Factor 1

European Group for Immunology of Leukemia
Elastin

Early Lymphoid Progenitor

Erythropoietin (EPO) Receptor
ETS-Related Gene

Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2
erythroid cell-s

Early T-cell Progenitor

ETS translocation variant 6

EZH1/2 : Enhancer of Zeste Homolog 1/2
Fms Like Tyrosine kinase 3

FIt3 Ligand

Forkhead box protein O#

Forkhead box protein P1

FOS-related antigen 1

Facteur-s de transcription

Follicular B cells

Trans-acting T-cell-specific transcription factor GATA-3.

FT se liant a la séquence d'ADN [A/TIGATA[A/G].
Gestational Day

Granulocyte-Monocyte/Macrophage lineage restricted Progenitor

GRB2 associated-binding protein 2
germinal centre

granulocyte-s

GRB2-related adapter protein
Growth factor receptor-bound protein 2
Gene Set Enrichment Analysis
Genome Wide Association Study
Histone Acetyltransferase
hindbrain

Homeodomain

Histone Deacetylase

High Risk

Hematopoietic Stem Cell
intrachromosomal amplification of chromosome 21
Inhibition Domain

DNA-binding protein inhibitor 1D2/3
Heavy Immunoglobulin

Light Immunoglobulin
Immunoglobulin de classe M/D
Ikaros family zinc finger protein 1
Ikaros family zinc finger protein 2
Ikaros family zinc finger protein 3
Interleukine #



IL-2Ra/CD25
IL-7R
ILC2
IRF4/8
ITAM
ITK
JAK#
Kit/SCFR
KMT2A
KRAS
LA

LAL
LAL-B
LAL-T
LAM
LEF1

Lin

LSK

LB
LMPP
LT
LT-HSC
Ly6(D/G)
LYN
Mac
MAPK
Mcll
M-CSFR
MDS
MEF2
MEK1/MEK2
MEP
mes
MHB

Mk

MLP

MO
mono
mega
MPAL
MPP
MRD
MYC
NCoR
Neu

NF1

NF B
NF-kB
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Interleukin-2 Receptor alpha chain

IL-7 Receptor

type 2 Innate Lymphoid Cells
Interferon-Regulatory Factors 4/8
Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
Inhibiteurs de Tyrosine Kinase

Janus Kinase #

Mast/Stem Cell Growth Factor (SCF) Receptor
Histone-lysine N-methyltransferase 2A (MLL)
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (GTPase)
Leucémie Aigué

Leucémie Aigué Lymphoide

Leucémie Aigué Lymphoblastique B

Leucémie Aigué Lymphoblastique T

Leucémie Aigué Myéloide

Lymphoid Enhancer-binding Factor 1

Lineage

Lin- Scal+ Kit+

Lymphocyte B

Lymphoid-primed Multipotent Progenitor
Lymphocyte T

Long-Term Hematopoietic Stem Cell
Lymphocyte antigen 6D/G

Lck/Yes Novel tyrosine kinase protein
Macrophages

Mitogen-Activated Protein Kinase-s

Induced myeloid leukemia cell differentiation protein

Monocyte Colony Stimulating Factor (M-CSF) Receptor (CD115 ou CSF1R)

Myelodysplastic Syndrome

Myocyte-specific Enhancer Factor 2

MAPK/ERK kinases 1/2

Megakaryocyte-Erythrocyte lineage-restricted Progenitors
mesencephalic

Midbrain—Hindbrain Boundary

Megakaryocyte

Multilineage Progenitor

Moelle osseuse

monocyte-s

mégacaryocyte

Mixed-Phenotype Acute Leukemia (leucémie aigué biphénotypique)
Multipotent progenitors

Minimal Residual Desease

Myelocytomatosis oncogene

Nuclear receptor Co-Repressor

Neutrophil-s

Neurofibromin 1 gene codant la Neurofibromine

Newly Formed B cells

Nuclear Factor Kappa B

15



NK

NLS
NOL4L/C200rf112
Notchl/2
NRAS

OAR

OBF1

OMS

ocC

OP motif

OoP

OPTP

ov

P2RY8
Pax5/PAX5
PBD

PD

PDGFRB
PDK1

PI3K

PIP2

PIP3

PKB/Akt
PKC6
PLC-y(2)
Pou2afl
PRC2

prd

Prdml
PtdIns(3,4,5)P3
Ptdins(4,5)P2,
PTEN
PTPN11/SHP2
PU-1

r#

Ragl/2
RB/RB1

rho

RORA
RUNX1

sc

Scal

SETD2

SFK

SH
SHP2/PTPN11
SLP-65/BLNK
SNC
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Natural Killer

Nuclear Localization Signal

Nucleolar Protein 4 Like/Chromosome 20 Open Reading Frame 112
Neurogenic locus notch homolog protein 1/2

Neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog (GTPase)
Otp/Aristaless/Rax

Oct binding factor 1

Organisation Mondiale de la Santé

optic cup

Octapeptide motif

otic placode

optic placode

optic vesicle or otic vesicle depending on the figure, cf legend.
P2Y purinoceptor 8

Paired box gene or protein 5

Paired Box Domain

PAIRED (domain)

Platelet-derived growth factor receptor beta
Phosphoinositide-Dependent protein Kinase 1
Phosphoinositide-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate

Protein Kinase B

Protein Kinase C

Phospholipase C-y(2)

POU domain class 2 associating factor 1

Polycomb-repressive complex 2

paired

PR domain zinc finger protein 1

Phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate

Phosphatidylinositol 4,5 diphosphate

Phosphatase and Tensin homolog

Tyrosine-protein Phosphatase Non-receptor type 11

FT codé par SPI1 et se fixant sur une PU-box, séquence riche en purines
rhombomere

Recombination-activating genes 1/2

Retinoblastoma gene or protein

rhombencephalon

RAR Related Orphan Receptor A

Runt-related transcription factor 1

spinal cord

Stem Cell Antigen 1

SET Domain-containing 2 (Histone Lysine Methyltransferase)
SRC-family protein tyrosine kinase

SRC Homology

Src Homology region 2 (SH2)-domain-containing protein Phosphatase-2
Src Homology [SH2]-domain—containing leukocyte protein of 65 kDa
Systéme Nerveux Central



SPI1 gene
SR

SRC
STAT#
ST-HSC
Suz12
SYK

TAD

te
TCF3/E2A
Tdt

TKI

TOX

TP53
TP63

UPR
WHO
WHSC1/NSD2

XBP1
ZAPT70
ZBTB16/20
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Spleen Focus Forming Virus (SFFV) Proviral Integration proto-oncogene
Standard Risk

Proto-oncogene tyrosine-protein kinase (from sarcoma)

Signal Transducer and Activator of Transcription 1-alpha/beta #
Short-Term Hematopoietic Stem Cell

Suppressor of Zeste homolog 12

Spleen Tyrosine Kinase

Transactivation Domain

telencephalon

Transcription Factor 3

Terminal deoxynucleotidyl transferase

Tyrosine Kinase Inhibitors

Thymocyte Selection Associated High Mobility Group Box protein
Tumor Protein P53

Tumor Protein P63

Unfolded Protein Response

World Health Organization

Wolf-Hirschhorn Syndrome Candidate 1/ nuclear receptor binding SET domain
protein 2 (histone methyltransferase)

X box-binding protein 1
Zeta(Q)-chain-associated protein tyrosine kinase of 70 kDa
Zinc finger and BTB Domain Containing 16/20
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The “Cambrian Explosion”
Evidence in the fossil record shows that all major phylla were established
in the transition from Late Precambrian to Early Cambrian time
8 " "
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o : s : % & &g & § 2 2 %
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<}
Q
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@
(2]
Premiers
Vertébrés
. E Cambrian
"Explosion ety metazoans
) . -541-543 Ma
Cambrienne
Premiers Late Precambrian
Invertébrés Eukaryotes

Figure 1.01 : L'explosion évolution du Cambrien

Figure de droite issue de Jackson, Graeme (2019). Evolution and Culture Through
Subsistence Strategy. Ma: Millions d’années.

1O 5
l Gene Duplication %
0
00 2
l Gene Duplication E
3
a0 Ce J0 Ce I 1 S
1 l Homeodomain Modification -
[ a B |l Lc ][ b |l | MostRecent Common Ancestor
of Triploblastic Animals

Species Splitting

Drosophila Amphioxus
2] [B (T [ 10 a1 10 Ce e 0
Pox meso FPox neuro eyeless
" Gene Duplication
prd gsbd gsbp Vertebrates
] i 1 v
Ca1a] 100 Cc0Ce1d e O Ce
Pux-1  Pax-9 Pax-8 Pax-3 Pax-7 Pax-4 Pax-6
Pax-2 Pax-5
| [N 111 v

FiG. 5.—One possible evolutionary scenario for the generation of the Pax genes by gene duplications.

Figure 1.02 : Scénario d’évolution possible pour la génération des génes Pax par duplication

génomique. Figure issue de Balczarek et al., 1997.
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Partie | : Introduction

Chapitre 1 de I'introduction

Mon travail de thése a porté sur le gene de développement PAX5 qui code un facteur de
transcription (PAX5) fondamental pour la formation du systéme nerveux central et essentiel a

I'établissement du programme de différenciation lymphoide B.

1.1. Les genes de développement Pax
1.1.1. Evolution phylogénétique

Pax5 est I'un des neuf membres de la famille de génes de développement Paired box (Pax1
a Pax9). Ces genes codent des protéines caractérisées par la présence d’'un domaine « Paired
box » et généralement impliquées dans le contréle des processus de différenciation tissulaire
(Walther et al., 1991). Les génes Pax sont fortement conservés au cours de I'évolution, étant
présents dans tous les ordres des Métazoaires (désignant les organismes pluricellulaires) ; le
géne ancestral proto-pax était déja présent dans le génome des animaux a la fin du
Précambrien, avant I'explosion évolutive Cambrienne qui a participé a la diversification des
Métazoaires (Figure 1.01 et Tableau-repére des éres géologiques page suivante ; Paixao-
Cértes et al., 2015). Deux cycles de duplication du génome entier suivis de pertes génomiques
divergentes entre les espéces ont généré les différents génes Pax orthologues actuels (Figure
1.02 ; Balczarek et al., 1997 ; Paixao-Cortes et al., 2015). Par exemple, les Spongiaires
correspondant a I'embranchement basal des Métazoaires, donc considérés comme les
organismes pluricellulaires les plus primitifs, possédent un géne Pax nommé PAXB. La plupart
des Cnidaires, apparus au Précambrien il y a 630 a 570 millions d’années, expriment déja
guatre génes Pax : PAXA, PAXB, PAXC et PAXD (Miller et al., 2000). Les Cnidaires
constituent un embranchement des Métazoaires, auquel appartiennent les premiers
organismes a avoir développé une structure pluricellulaire organisée et dont font notamment

partie les coraux, les méduses et les anémones de mer.

lllustration d’espéces de Cnidaires (de gauche a droite : une gorgone éventail Annella mollis ; une méduse ; une
anémone de mer).
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Echelle de temps géologiques (Ma = Millions d’années), du plus récent au plus ancien

Phanérozoigue

. 1/6° des temps
géologiques

- durée moyenne
des périodes : 50
Ma

- Incluant SIX
extinctions de
masse

(anciennement
ere secondaire
ou ere des reptiles)

De -252,2 & -66,0 Ma

Eon : Ere: Période :
Cénozoigue Quaternaire (extinction de I'Holocene en
Depuis -66 Ma SO L
Tertiaire
Mésozoique Crétacé (suivi de l'extinction du Crétacé-

Paléogene)

Jurassique

Trias (suivi de [lextinction du Trias-

Jurassique)

Paléozoique

(anciennement
ere primaire
ou ére des poissons)

De -541 a -252,2 Ma

Permien (suivi de l'extinction du Permien-
Trias)

Pennsylvanien

Carbonifere

Mississippien

Dévonien (suivi d’une extinction)

Silurien

Ordovicien (suivi d’une extinction)

C. Supérieur (‘late’)

Cambrien,  de [ C. Moyen (‘middle’)

-541 a -485 Ma

C. Inférieur (‘early’)

Néoprotérozoigue Ediacarien
Protérozoique De -1000 a -541 Ma Cryogénien
3* éon du Tonien
Précambrien Mésoprotérozoique Sténien
(‘late’) -
. De -1600 & -1000 Ma | ECtasien
- 5/6° des temps Calymmien
géologiques
Paléoprotérozoique Stathérien
- durée moyenne —
des périodes De -2500 & -1600 Ma | ©rosirien
200 Ma Rhyacien
Sidérien
Archéen Néo-, Meso-, Paléo-, | o 55004 -4000 Ma
—_— Eo-archéens.
Hadéen Avant —4000 Ma

Tableau-repére : liste des éres géologiques en ordre chronologique inversé.
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Tableau 1 : Classification des protéines Pax en fonction de leur structure protéigue.

, 2015.

de Balczarek et al., 1997 et la revue de Paixao-Coértes et al.
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1.1.2. Découverte des genes Pax chez la drosophile

Historiquement, la famille de genes Paired box (Pax) est définie par la présence du domaine
paired box, domaine initialement identifi¢ dans des génes de la drosophile (Drosophila
melanogaster) : paired (prd) et gooseberry (gsb) (Bopp et al., 1986).

Le géne paired (prd) séquencé en 1986 chez la drosophile, isolé et décrit par Frigerio G et
al., fait partie de la catégorie des génes pair-rule requis pour la segmentation de 'embryon de
la drosophile (Drosophilia melanogaster). Il code une protéine initialement caractérisée par la
présence d’une séquence spécifique (hommée PRD) enrichie en histidine et proline (His-Pro
repeat) a I'extrémité carboxy-terminale et contenant plusieurs clusters de glutamine (oligo-GIn
M-repeat) (Frigerio et al., 1986). Des lors, il a été montré que cette séquence PRD était
fréquemment associée a un homéodomaine. Deux motifs protéiques codés par le géne paired
ont été identifiés : une séquence homeobox élargie, ainsi que le domaine paired box (de 128
acides aminés), deux fois plus grand que le motif homeobox (Bopp et al., 1986). A l'instar de
I'homéodomaine, le domaine paired box bénéficie d’'une activité de liaison a 'ADN spécifique
(Treisman et al., 1991). Par recherche d’homologie de séquence, la ségquence codant le
domaine paired box a été identifiee dans d’autres génes de segmentation et génes tissu-
spécifiques de la drosophile (Bopp et al., 1986).

Depuis, de nombreux génes codant ce domaine Paired box ont été identifiés, conduisant par
contraction du nom de ce domaine a la définition de la famille de génes homologues Pax. Ces
géenes ont été identifiés chez une myriade d’invertébrés et de vertébrés. Les génes Pax sont
fortement conservés entre les espéces (Pax orthologues) et la description de similitudes de
structure entre certains Pax homologues a permis d’identifier des sous-familles de Pax au sein

d’'un méme organisme (Pax paralogues).

1.1.3. Classification des genes Pax

Les Vertébrés présentent le plus de génes Pax homologues (Paixao-Cortes et al., 2015).
Chez les Mammiféres, neufs génes homologues ont jusqu’a présent été identifiés. Les neuf
génes homologues Pax sont répartis sur différents chromosomes chez la souris (Walther et
al., 1991 pour Pax1-8, Wallin et al., 1993 pour Pax9) et chez 'lhomme (Ton et al., 1991 pour
PAX6, Wilcox et al., 1992 et Tsukamoto et al., 1994 pour PAX3, Stapleton et al., 1993 pour
PAX1-2, PAX4-5, PAX7-9) contrairement aux genes de développement Hox qui sont

regroupés en clusters (Tableau 1).
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A Group | Group Il
Pax-1 Pax-9 Pax-8 Pax-2 Pax-5
Amphioxus
Drosophila (Pox meso) — Drosophila (Pox neuro)
S pd C. elegans (Par-6)
. gsbd Ribbonworm (pax )
E— gsbp Dm‘prhnfu (eyeless)
Q Urchin (Par-6)
Pax-3 Pax-7 Pax-4 Pax-6
v v —
Group 1l Group IV
B - _
Paxi wPALLRED. | [N 46aa
WPALLRED. O M = 342acides aminés (aa)
o
d Pac LuPALLRED. I ¢ =
E e |
E Pax 1
|- ax5 LPALLRED.Y @ I o1 a2
]
r Pax8 LPALLRED. O | I | 4570
o
2 Pax3 | LPALILLRED. © B <792
a
=
8 P |uPALLRED. © BN 505
Pax4 _PALIRED. R
Paxs WEAMREDN L BN 220
N-ter C-ter
m Dormaine Paired de laison 4 IADN () Motif octapeptide . Domaine OAR
Homéodamaine complet Homéodomaine partiel - Domaine de transactivation

Figure 1.03 : Classification phylogénétique, structure protéigue et domaines fonctionnels des

facteurs de transcription de la famille Pax.

A. Schéma des relations phylogénétiques entre les génes Pax d’aprés l'analyse des
séquences du domaine Paired et de 'homéodomaine conduites en 1997 par Balczarek et al.
Les Bootstrap p-values > 90% sont indiquées sur les branches correspondantes. Le domaine
Paired est symbolisé par un rectangle noir, le motif octapeptide par une ellipse noire et
'homéodomaine par un rectangle hachuré. Les lignes pointillées indiquent une incertitude de
positionnement phylogénétique. Figure issue de Balczarek et al., 1997.

B. lllustration schématique des différences de structure des facteurs de transcription de la
famille Pax chez les Mammiferes, adaptée de la revue de Mayran et al., 2015. La famille Pax
est divisée en quatre groupes de membres Pax paralogues, définis en fonction de la présence
de domaines fonctionnels tels qu’un motif octapeptide (en vert, mais absent dans Pax4/6) et/ou
un homéodomaine de classe paired (en jaune) qui est soit complet (un motif hélice-coude-
hélice a trois hélices alpha) dans Pax3/7/4/6, soit partiel (une seule hélice) dans Pax2/5/8 mais
est absent chez Pax1/9. Pax7 est 'unique membre de la famille a contenir un domaine OAR
(Otp/Aristaless/Rax) a son extrémité carboxy-terminale. lllustration B créée par Laura Jamrog.
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Sur la base de leur évolution moléculaire, ces neuf genes Pax sont classifiés en deux groupes
(aussi nommeés super-familles) : PAXB-like et PAXD-like (Paixao-Cortes et al., 2015). Le terme
gene PAX-like est un terme générique utilisé pour tous les genes PAX/Pax homologues et
orthologues. Le groupe PAXB-like contient le domaine paired box ainsi qu’un motif octapeptide
et 'homéodomaine* de la classe PAIRED des genes a homéoboites, *complet ou partiel. Le
groupe PAXD-like se définit par la présence d’un quatrieme domaine peptidique conservé au
cours de I'évolution a I'extrémité caudale de 'homéodomaine (paired type homeodomain tail)
(Paixao-Cortes et al., 2015). Les neuf génes Pax sont actuellement classés parmi quatre
groupes de génes paralogues en fonction de leur haut degré d’homologie de séquences
primaires et de leurs similarités en termes d’organisation génomique, de structure des
domaines protéiques qu’ils codent et de patron d’expression durant le développement (Noll,
1993 ; Balczarek et al., 1997 ; Mayran et al., 2015) ; Figure 1.03) :
- Les paralogues Paxl et Pax9 appartiennent au groupe |: ils ne possédent pas
d’homéodomaine
- Les paralogues Pax2, Pax5 et Pax8 appartiennent au groupe Il : ils ont la particularité
de contenir un homéodomaine tronqué (perte de la derniere moitié de
I'homéodomaine).
- Les paralogues Pax3 et Pax7 appartiennent au groupe lll : ils sont dotés d’'un motif
octapeptide et d’'un homéodomaine complet. Pax7 est le seul a avoir conservé le motif
OAR (Otp/Aristaless/Rax).
- Les paralogues Pax4 et Pax6 appartiennent au groupe IV : ils sont dénués de motif
octapeptide.
Par ailleurs, il existe un Pax10 chez certains Vertébrés (qui ferait partie du groupe Ill) qui a
perdu le caractéristigue domaine PAIRED au cours de I'évolution ; Pax10 n’a pas été conservé

par les Mammiferes.

Bien que les groupes Il et IV présentent tous deux un homéodomaine complet, ils sont moins
apparentés entre eux que le groupe | avec le groupe Il d’'une part et le groupe Il avec le groupe

IV d’autre part, d’'un point de vue phylogénétique (Balczarek et al., 1997) (Figure 1.03A).
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PAXD-like

PAXB-like
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familles

Groupe |

Groupe Il

Groupe Il

Groupe IV

Caractéristiques
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Paralogues au
sein des sous-
groupes

structurales

Pax1
Motif octapeptide
Pas d’homéodomaine

Pax9

Pax2
Moti i

o |f’octape|-:t|de - Pax5

Homeéodomaine partiel

Pax8

Pax3
Motif octapeptide
Homéodomaine complet

Pax7

Pas de motif octapeptide Pax4
Homéodomaine complet

Pax6

Domaines d’expression
(liste non-exhaustive)

Sclérotome, squelette, thymus

Sclérotome, squelette, dents, thymus
Systéme nerveux central, reins, yeux,
oreilles, glandes mammaires

Lignage lymphoide B, testicules,
systéme nerveux central

Systeme nerveux central, thyroide,
reins

Créte neurale, systeme nerveux
central, somites/muscles

Créte neurale, systéme nerveux
central, somites/muscles

Pancréas, intestins, glande pinéale,
systéme nerveux central

Pancréas, intestins, systéme nerveux
central, glande pineale, yeux, nez

Tableau 2 : Diversité des territoires d’expression des genes Pax. Tableau créé d’'aprés les
données de Chi & Epstein, 2002 et Dahl et al., 1997.
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1.2. ROles majeurs des protéines Pax durant le

développement

Les neufs genes de développement Pax des Mammiféres codent une famille facteurs de
transcription (FTs) conservés depuis des centaines de millions d’années d’évolution. Les FTs
Pax régulent de nhombreuses fonctions clés, a de nombreuses étapes de I'embryogenése
(Dahl et al., 1997 ; Tableau 2). Ce sont des régulateurs majeurs du développement et de
I’'homéostasie d’une grande variété de tissus et d’organes, incluant ceux des yeux, du systéme
nerveux central, des reins, du pancréas, du squelette, des muscles, des dents, du thymus et
du tissu hématopoiétique.

Leur expression est strictement régulée et définie en termes de dosage, de territoires et de
périodes d’expression. lls peuvent partager des domaines d’expression tout en présentant une
spécificité d’expression tissulaire, voire cellulaire. Ainsi des protéines Pax peuvent accomplir
des fonctions redondantes, convergentes ou spécifiques (Wachtel & Schéafer, 2015).

D’'une part, ces régulateurs transcriptionnels revétent une grande importance dans la
spécification des lignées cellulaires pendant le développement et ultérieurement : ils sont
généralement impliqgués dans [Pidentité cellulaire et le contrdle des processus de
différenciation tissulaire (revue de Walther et al., 1991 ; revue de Blake & Ziman, 2014).
Cependant, leur expression doit souvent étre réprimée pour permettre la différenciation
terminale. D’autre part, ils endossent des fonctions essentielles pour préserver
I’homéostasie tissulaire dans 'organisme adulte. La persistance de I'expression de certaines
protéines Pax garantit principalement la maintenance de divers progéniteurs et cellules
souches permettant ainsi la régénération tissulaire, physiologique ou post-lésionnelle. A
l'inverse, leur expression persiste parfois dans certaines cellules matures pour équilibrer une

voie de régulation.

La majorité des protéines Pax, a I'’exception de Pax1 et Pax9, opérent une forte
coopération au cours de la formation du systéeme nerveux central (SNC, composé du
cerveau et de la moelle épiniére), en s’exprimant transitoirement entre le huitieme jour (E8.0-
E8.5) et le dixiéeme jour (E10.0-E10.5) de la période embryonnaire (murine) dans des zones
spécifiques du tube neural qui est 'organe embryonnaire a I'origine du SNC. Les génes Pax
prennent part aux processus de régionalisation du cerveau ainsi qu’a la maintenance de
l'identité cellulaire propre a chaque région ; c’est pourquoi leurs patrons d’expression sont

strictement délimités dans le temps et I'espace (Figure 1.04 au dos).
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B Pax6
B Pax2
B Pax5
B Pax8

Pax3
BB Pax7

Figure 1.04 : Profils d’expression des protéines Pax au cours du développement du systéme

nerveux central de 'embryon murin.

La plupart des cellules neurales proviennent des progéniteurs exprimant Pax. Embryon de
souris au 8°™ jour de gestation (GD8.5, gestational day 8.5) affichant les domaines
d’expression des protéines Pax dans le systéeme nerveux central. Les domaines d’expression
de Pax2 incluent le télencéphale ventral (te), la vésicule optique (optic vesicle, ov), le
mésencéphale (mes) et le métencéphale (rl), et le centre organisateur entre le mésencéphale
et le rhombencéphale (midbrain—hindbrain boundary, MHB). Ses protéines paralogues Pax5
et Pax8 sont détectées dans ce centre organisateur. L’expression de Pax6 est complémentaire
a celle de Pax2 dans le cerveau antérieur ou prosencéphale (forebrain), qui se subdivise en
diencéphale (di) et télencéphale (te). Les progéniteurs dans les rhomboméres 3 (r3) et 5 (r5)
et la moelle épiniére (spinal cord, sc) expriment aussi Pax6. Pax3 est détecté dans les régions
dorsales du diencéphale (di), du mésencéphale (mes), du rhombencéphale (rho) et de la
moelle épiniére (sc). Figure issue de Curto et al., 2015.
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D’une part, les génes Pax6 (groupe V), Pax3 et Pax7 (groupe lll) contribuent a la formation
du tube neural et notamment de I'ébauche embryonnaire de la moelle épiniére (Figure
1.04). D’autre part, le trio de génes Pax du groupe Il (Pax2, Pax5 et Pax8) orchestre le centre
organisateur, le centre de signalisation qui établit la séparation (midbrain-hindbrain boundary,
MHB) entre le cerveau moyen (mésencéphale) et le cerveau postérieur (rhombencéphale).
Les champs d’expression de Pax2/Pax5/Pax8 se chevauchent spatialement et temporellement
dans le cerveau et moelle épiniére (sc, spinal cord) des le stade embryonnaire [(Nornes et al.,
1990) ; (Plachov et al., 1990) ; (Adams et al., 1992) ; revue de (Goode & Elgar, 2009) ; revue
de (Curto et al., 2015) ; Figure 1.05]. De plus, Pax2 coopére avec Pax5 pour assurer le bon
développement du mésencéphale et du cervelet (Urbanek et al., 1997). En résumé, la
régionalisation des domaines d’expression des génes Pax2 a Pax8 permet la structuration
de I’'embryon, et en particulier du SNC. Ainsi ils concourent tous a la diversité neuronale
tandis que les génes Paxl, Pax3, Pax7 et Pax9 coordonnent en plus le devenir des cellules
de la créte neurale (NCC, notamment a 'origine des mélanocytes, des neurones, des cellules
gliales, de cellules mésenchymateuses, du cartilage facial et des os) en termes de
différenciation et de migration en périphérie. Par ailleurs, certains Pax sont exprimés dans les
cellules des somites qui sont des organes embryonnaires transitoires positionnés latéralement
au tube neural. En effet, Pax3 et Pax7 s’activent dans les cellules somitiques a l'origine du
dermomyotome, participant ainsi a la genése du derme du tronc et des muscles de la colonne
vertébrale, alors que Pax1 et Pax9 s’activent dans les cellules somitiques a l'origine du

sclérotome, participant a la formation des vertébres (revue de Blake & Ziman, 2014).

1.2.1. Groupe | : Pax1 & Pax9

Pax1l et Pax9 sont les seuls génes Pax a ne pas s’exprimer dans le SNC. Paxl et Pax9
partagent la plupart de leurs territoires d’expression et peuvent accomplir des fonctions
compensatoires. Malgré cette redondance, ils n'ont pas la capacité de couvrir la fonction de
l'autre dans les tissus ou ils ne sont pas coexprimés. lls sont notamment impliqués dans la
spécification du sclérotome, un des tissus transitoires embryonnaires d’ou proviennent entre
autres la colonne vertébrale, le squelette facial, le sternum et de la ceinture osseuse
pectorale/scapulaire qui permet de rattacher les membres antérieurs a la colonne vertébrale.
Pax1l et Pax9 tiennent également un rble important dans le développement de la glande
parathyroide ainsi que dans la thymopoiése et la localisation correcte du thymus. Pax9
intervient spécifiquement dans la régulation de 'odontogenése et de la palatogenése (c’est-a-
dire la régulation des mésenchymes dentaire et palatin) alors que Pax1 est exprimé dans un

autre territoire du mésenchyme facial (Sivakamasundari et al., 2018).
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Figure 1.05 : Profils temporels d’expression des génes paralogues Pax2/Pax5/Pax8 dans des

territoires communs, chez la souris.

Les barres colorées correspondent aux périodes d’expression d’aprés I'échelle de temps en
jours de gestation (dpc, days post-coit : jours post-fertilisation). Pax2 est représenté en bleu,
Pax5 en rouge et Pax8 en vert. Les barres de couleur unie indiquent les preuves
expérimentales d’expression alors que les stades plus tardifs représentés par les barres de
couleurs transparentes n’ont pas été démontrés expérimentalement. Le panel d’informations
inférieur indique les temps approximatifs quand débutent la gastrulation et la neurulation, et
les temps approximatifs d’apparition des structures-clés durant le développement
embryonnaire de la souris. Abréviations : mhb, midbrain hindbrain boundary ; OC, optic cup ;
OP, otic placode ; OPTP, optic placode ; OV, otic vesicle ; sc/hb, spinal cord/hindbrain. Figure
issue de la revue de Goode & Elgar, 2009.
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1.2.2. Groupe Il : Pax2, Pax5 & Pax8

En dehors du SNC, le duo Pax2 et Pax8 exercent des fonctions déterminantes a plusieurs
stades du développement des reins (Goode & Elgar, 2009). Nonobstant, Pax8 participe
principalement au développement de la glande thyroide (Plachov et al., 1990 ; Wachtel &
Schafer, 2015), alors que le géne Pax2 est davantage exprimé seul dans la plupart des tissus
du systeme urogénital en développement. Pax2 fonctionne de concert avec Pax6 lors du
développement des yeux, s’exprime également dans l'oreille interne et serait dans une
moindre mesure impliqué dans la régulation de la formation du pancréas endocrine (Dressler
et al., 1990 ; Nornes et al., 1990 ; Goode & Elgar, 2009).

Pax5 est le seul des genes Pax a s’exprimer dans les testicules et dans le systéme
hématopoiétique, ceuvrant ainsi en solo dans tous les tissus lymphoides B du stade
embryonnaire au stade adulte (Adams et al.,, 1992). En effet, PAX5 assure des fonctions
prépondérantes tout au long du développement de la lignée lymphoide B (Nutt et al., 1999),
des le stade précoce de I'engagement des cellules hématopoiétiques dans le lignage B. Il
intervient dans les réarrangements Vy-DJy distaux du locus des immunoglobulines (Fuxa et
al., 2004) et tient un réle a un stade plus tardif de la différenciation, dans diverses cellules

matures B hors de la moelle osseuse (Medvedovic et al., 2011 pour revue).

1.2.3. Groupe Il : Pax3 & Pax7

Outre leur rdle dans la régulation du développement du tube neural et de la créte neurale,
Pax3 et Pax7 remplissent des fonctions primordiales et distinctes durant la myogenése du
muscle strié squelettique en établissant 'engagement dans la différenciation du tissu
musculaire strié. Pax3 est indispensable au développement musculaire embryonnaire : il est
exprimé par les cellules qui vont migrer pour participer a la musculature squelettique des
membres inférieurs et postérieurs et du diaphragme. Par ailleurs, Pax3 joue également un rble
dans la mélanogenése. Quant a Pax7, il est responsable de I'auto-renouvellement et de la
maintenance du pool hétérogéne de cellules satellites, composé des cellules souches
musculaire et de progéniteurs engagés. Ainsi Pax7 joue un rble indispensable dans la
régénération du muscle squelettique. La persistance de I'expression de Pax3 empéche la
différenciation des myoblastes alors que celle de Pax7 empéche la différenciation en cellules
satellites. Leur expression doit étre inactivée pour permettre la différenciation terminale en
myocytes (Wachtel & Schafer, 2015).
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1.2.4. Groupe IV : Pax4 & Pax6

Outre la fonction primordiale de Pax6 dans le développement embryonnaire des yeux, Pax4
et Pax6 jouent aussi un réle essentiel dans le SNC au-dela du développement embryonnaire,
en agissant précisément dans la rétine (Pax4 est exprimé dans les cellules photoréceptrices)
et la glande pinéale (ou épiphyse, une petite glande endocrine du cerveau sécrétant la
mélatonine). Pax6 est plus fortement exprimé chez le foetus puisqu’il est requis pour le
développement de la glande pinéale, alors que Pax4 est plus fortement exprimé apres la
naissance et suit un rythme d’expression diurne dans la glande pinéale (Rath et al., 2009).
PAX4 et PAX6 régulent la différenciation des cellules pancréatiques endocrines et sont tous
les deux impligués dans la régulation du métabolisme du glucose. PAX4 controle le
développement du pancréas dés le stade embryonnaire (Smith et al., 1999). PAX4 est
effectivement un puissant régulateur de la spécification des cellules béta pancréatiques qui
composent majoritairement les Tlots de Langherans et produisent linsuline, hormone
hypoglycémiante. PAX4 dicte lidentité des cellules béta pancréatiques et lI'expression
constitutive de PAX4 aprés la naissance est essentielle pour la production normale de
l'insuline. PAX4 pourrait tenir un rdle dans la prolifération et la survie des cellules béta dans le
pancréas adulte. L’expression de PAX6 dans le pancréas est requise pour la maturation des
cellules alpha pancréatiques qui se localisent en périphérie des Tlots de Langherans et
produisent le glucagon, hormone hyperglycémiante. Pax6 est autant un élément clé de la
fonctionnalité des cellules béta matures que des cellules alpha chez I'adulte, puisqu'’il participe
a la fois a la régulation transcriptionnelle de la biosynthése de l'insuline et a celle de la
biosynthéese et de la sécrétion du glucagon (Gosmain, Katz, et al., 2012 ; Gosmain, Cheyssac,
et al., 2012 ; Paixao-Cortes et al., 2015).
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Hs_ PAX5
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Hs_ PAX5

Mm Pax5

Hs_ PAX5

Mm Pax5

Domaine PAired boX
de liaison a I’ADN

Domaines de
Transactivation et d’Inhibition

Rl p2 al a2 a3

001 MDLEKNYPTPRTSRTGHGGVNQLGGVFVNGRPLPDVVRQRIVELAHQGVRPCDISRQLRVSHGCVSKILGRYYET

001 MDLEKNYPTPRTIRTGHGGVNQLGGVFVNGRPLPDVVRQRIVELAHQGVRPCDISRQLRVSHGCVSKILGRYYET

sous-domaine PAI (62 aa du 16° au 77¢)
a4 ab5 o6

076 GSIKPGVIGGSKPKVATPKVVEKIAEYKRONPTMFAWEIRDRLLAERVCDNDTVPSVSSINRIIRTKVQQPPNQP

076 GSIKPGVIGGSKPKVATPKVVEKIAEYKRONPTMFAWEIRDRLLAERVCDNDTVPSVSSINRIIRTKVQQPPNQP

linker (13 aa) sous-domaine RED (53 aa du 91¢ au 143¢)

151 VPASSHSIVSTGSVTQVSSVSTDSAGSSYSISGILGITSPSADTNKRKRDEGIQESPVPNGHSLPGRDEFLRKQMR
151 VPASSHSIVSTGSVTQVSSVSTDSAGSSYSISGILGITSPSADTNKRKRDEGIQESPVPNGHSLPGRDEFLRKQMR

octapeptide NLS
(aa 179-186) (aa 195-201)
(ol uniquement)
226 GDLFTQQQLEVLDRVFERQHYSDIFTTTEPIKPEQTTEYSAMASLAGGLDDMKANLASPTPADIGSSVPGPQSYP

226 GDLFTQQQLEVLDRVFERQHYSDIFTTTEPIKPEQTTEYSAMASLAGGLDDMKANLTSPTPADIGSSVPGPQSYP

homéodomaine partiel de 22 AA ici(du 229° au 250°)

301 IVTGRDLASTTLPGYPPHVPPAGQGSYSAPTLTGMVPGSEFSGSPYSHPQYSSYNDSWRFPNPGLLGSPYYYSAA

301 IVTGRDLASTTLPGYPPHVPPAGQGSYSAPTLTGMVPGSEFSGSPYSHPQYSSYNDSWRFPNPGLLGSPYYYSPA

Domaine de transactivation (TAD maximal du 304¢ au 358¢ aa)
55 aa (Dérfler and Busslinger, 1996),; TAD minimal = amino acids 319-358

376 ARGAAPPAAATAYDRH 391 aa

376 ARGAAPPAAATAYDRH 391 aa

domaine de répression (du 359° au 391° aa)

Figure 1.06 : Structure et ségquence protéigues de Pax5/PAX5 chez la souris et 'lhomme.

A. lllustration schématique de I'organisation structurelle de la protéine Pax5/PAX5.

B. Séquences d’acides aminées de la protéine PAX5 de 'lhomme (ligne supérieure) et Pax5
de la souris (ligne inférieure). Les deux résidus R38 et G183 qui sont affectés par des
mutations germinales (R38H et G183S) sont indiqués en rose. Hs : Homo sapiens. Mm : Mus
musculus. lllustrations créées par Laura Jamrog.
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1.3. Structure moléculaire et fonctions des domaines
protéiques

Les protéines PAX sont caractérisées par un domaine de liaison a 'ADN situé a I'extrémité N-
terminale, appelé PAired boX domain. Elles possédent un signal de localisation nucléaire
(NLS) dans leur domaine central, ce qui leur permet d’étre adressées au noyau pour y exercer
leur fonction de facteurs de transcription. S’y ajoutent un domaine octapeptide (OP), un
homéodomaine (HD) de la classe Paired, ainsi qu’une région accomplissant des fonctions de
régulation transcriptionnelle des génes cibles, comprenant un domaine activateur (TAD) et
éventuellement un inhibiteur (ID) (Figure 1.06A). Tous ces domaines sont fortement conservés
au cours de I'évolution et peuvent étre impliqués dans des interactions avec les partenaires
protéiques (Cobaleda et al., 2007 ; Medvedovic et al., 2011 pour revues).

Puisque j'ai étudié les fonctions de PAX5 au cours de ma thése, une emphase est faite sur
PAX5 dans les sections concernées. Comme mentionné précédemment, le géne Pax5 fait
partie du groupe Il auquel appartient ses paralogues Pax2 et Pax8. Pax5 code une protéine
composée de 391 acides aminés (aa) chez la souris et ’homme. De I'extrémité N-terminale
a I'extrémité C-terminale, Pax5 contient le caractéristique domaine de liaison bipartite PAIRED
(aa 16 a 143), du motif octapeptide (aa 179 a 186), de la séquence de localisation nucléaire
(NLS), d’'un homéodomaine partiel (aa 229 a 250) conservant la premiére hélice alpha sur
trois, et enfin le module de régulation transcriptionnel C-terminal comportant le domaine de
transactivation (aa 304 a 359) suivi du domaine d’inhibition (aa 359 a 391) (Figure 1.06B, créée
d’aprés les alignements de séquences publiés de la revue de Birglin & Affolter, 2016).

1.3.1. Le signal de localisation nucléaire (NLS)

Le signal de localisation nucléaire (Nuclear Localization Signal) de Pax5 consiste en une
courte séquence centrale de 7 acides en positions 195 a 201: NKRKRDE (Figure 1.05),
initialement définie suite a l'identification de linteraction entre Pax5 et I'importine alphat
(Rchlalpha), aussi appelée KPNA2 (karyopherin subunit alpha 2). La région C-terminale de
l'importine alpha1 se lie a la séquence NLS de Pax5, permettant le transport de Pax5 dans le

noyau (Kovac et al., 2000).
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Figure 1.07 : Structure protéigue et
domaines fonctionnels des facteurs de
£
PAI < transcription de la famille Pax chez la souris,
subdomain S
2 en interaction avec 'ADN.
©
™ L. N
'j(? Toutes les protéines Pax comportent a leur
- extrémité amino(N)-terminale un domaine de
o N = lisison a [I'ADN (schématisé en bleu
S turquoise), appelé domaine Paired (« Paired
DNA-binding domain »). Le domaine Paired
, est composé de deux sous-domaines
Octapeptide

dénommeés « PAI » en N-terminal et « RED »
en C-terminal, qui sont chacun composés de
trois hélices alpha réalisant un motif hélice-
coude-hélice. La troisieme hélice (C-
terminale) de chaque sous-domaine Paired
est montrée en contact avec le sillon majeur
de 'ADN cible. A leur extrémité C-terminale,
les protéines Pax contiennent également un
domaine de transactivation. Certains
membres de la famille Pax possédent un
motif octapeptide (en vert) et/ou un
homéodomaine de classe paired (« DNA-
binding homeodomain ») composé d’un motif
hélice-coude-hélice a trois hélices alpha lorsqu’il est complet. Cette figure a été créée par
Nicole Boitos, publiée initialement par Chi and Epstein (Trends Genet., 2002) et adaptée, avec
permission, par Blake and Ziman (Development, 2014).

DNA-binding
homeodomain

Transactivation domain

Sous-domaine Sous-domaine
N-terminal (PAl) C-terminal (RED)

Domaine Paired de liaisona ’ADN

(128 acides aminés)

. A CG crT GACAGG
Séquence consensus de Pax5 57 _GNGCANTGAAGCGTGACCA-3’

Figure 1.08 : Structure du domaine PAIRED et séquence de reconnaissance de Pax5.

La séquence consensus générale des protéines Pax est indiquée en gras. Le domaine
PAIRED se compose des sous-domaines N-terminal PAI et C-terminal RED qui reconnaissent
respectivement la moitié 3’ et I'extrémité 5 de la séquence consensus. Figure adaptée par
Laura Jamrog d’aprés les données de (Czerny et al., 1993) ; (Czerny & Busslinger, 1995) ; (W.
Xu et al., 1995) ; (H. E. Xu et al., 1999). Le motif pentanucléotidique « GGAAC » souligné a
été initialement décrit par Chalepakis et al., (1991), comme étant le motif central essentiel de
la séquence consensus auquel se lie le domaine PAIRED.
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1.3.2. Le domaine PAIRED, domaine de liaison a 'lADN

Le domaine PAIRED, composé de 128 acides aminés exerce une activité de liaison a 'ADN
(Treisman et al., 1991 ; Czerny et al., 1993). Des analyses biochimiques in vitro (Czerny et al.,
1993) et cristallographiques par rayons X (W. Xu et al., 1995) ont montré que ce domaine
présentait une structure bipartite divisée en un sous-domaine amino(N)-terminal (PAI) et un
sous-domaine carboxy(C)-terminal (RED) se liant a ’ADN aux niveaux de deux sillons majeurs
adjacents (Figures 1.07 et 1.08). Les deux sous-domaines sont reliées par une région de
liaison flexible (linker), composées de 13 acides aminés chez Pax5 (aa 78 a 90:
IKPGVIGGSKPKYV) permettant d’établir des contacts étendus avec '’ADN via un sillon mineur
de 'ADN (H. E. Xu et al., 1999). Chaque sous-domaine se présente sous forme d’'une région
tri-hélicoidale dont la structure ressemble & celle d'un homéodomaine et chacun contient ainsi
un motif hélice-coude-hélice (Helix-Turn-Helix, HTH motif) & trois hélices alpha (W. Xu et al.,
1995 ; H. E. Xu et al., 1999). Le motif hélice-coude-hélice est une ancienne structure similaire
a celle trouvée dans tous les homéodomaines. C’est la derniere hélice alpha, en position C-
terminale de chaque sous-domaine, qui est responsable de tous les contacts avec les bases
d’ADN des sillons majeurs (Czerny & Busslinger, 1995 ; Figure 1.07). Le sous-domaine N-
terminal (PAl) est constitué de deux feuillets béta antiparalléles suivis par trois hélices alpha
alors que le sous-domaine C-terminal (RED) se compose seulement de trois hélices alpha
(Figures 1.07 et 1.08). De plus, ces analyses d’interaction au sein du complexe ADN-PAIRED
ont également montré que les sous-domaines PAIl et RED reconnaissaient une séquence
d’ADN consensus elle-méme divisée en deux parties distinctes (5’ et 3’) positionnées sur un
méme cété de I'hélice d’ADN. Ainsi le sous-domaine N-terminal PAI se lie a la moitié en 3’ de
la séquence de reconnaissance tandis que le sous-domaine C-terminal RED reconnait le
demi-site de liaison en 5’ de la séquence de reconnaissance (W. Xu et al., 1995 ; Figure 1.08).
Des études de liaison a I'ADN basées sur des analyses mutationnelles in vitro du domaine
PAIRED et de sa séquence de reconnaissance ont permis l'identification d’'une séquence
consensus non-palindromique TCACGCI/G (« core ») reconnue par toutes les protéines Pax,
avec des variations mineures entre les différents Pax homologues (Czerny et al., 1993; Czerny
& Busslinger, 1995; J. Epstein et al., 1994).

Par ailleurs, la plupart des protéines Pax (dont Pax5) ont la capacité de transactiver la
transcription de génes en se liant aussi bien a un promoteur qu'a un enhancer (Czerny &
Busslinger, 1995).
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Figure 1.09 : Schéma du complexe en partie formé par AID, E2A et PAX5 recrutés au niveau

du locus IgH dans les lymphocytes B.

bHLH, basic helix-loox-helix domain; PD, PAIRED domain. Figure issue de Hauser et al., 2016.

40



These de doctorat en sciences

Le domaine N-terminal PAI est essentiel a I'activité de liaison aux génes cibles et se lie a la
moitié en 3’ de la séquence de reconnaissance par des interactions extensives avec le
squelette phosphate et les bases des sillons majeur et mineur de 'ADN (Czerny & Busslinger,
1995). Notamment, les acides aminés déterminant la spécificité de séquences cibles des
protéines Pax5 se situent dans le sous-domaine N-terminal PAI : a la fin de la deuxiéme hélice
alpha, dans le linker et au début de la troisieme hélice (résidus en positions 42, 44 et 47,
(Czerny & Busslinger, 1995). Les protéines Pax peuvent parfois se lier uniguement via un seul
des sous-domaines. Par exemple, une forme tronquée du domaine PAIRED de Pax5
(comportant une délétion des 36 derniers acides aminés de RED) maintient la capacité de se
lier & certaines séquences cibles, mais avec une affinité plus faible (Czerny et al., 1993). En
effet, la liaison concomitante aux deux moitiés de la séquence consensus par les deux sous-
domaines PAI et RED conférent une affinité et/ou une spécificité plus importante-s (in vitro,
Czerny et al., 1993).

Par ailleurs, il existe une spécificité de séquence de liaison pour chaque sous-domaine des
protéines Pax : les sous-domaines PAIl et RED se lient a des motifs de séquence d’ADN
spécifiques et distincts et peuvent ainsi réguler des ensembles de génes distincts. Les sites
de liaison de Pax5 peuvent considérablement varier par rapport a la séquence consensus
mentionnée précédemment, afin d’augmenter l'affinité de liaison d’'un sous-domaine au
détriment de I'habilité de fixation du second sous-domaine. Dans le cas de Pax5, il existe ainsi

deux classes (I et 1) de sites de reconnaissance (Czerny et al., 1993).

Le domaine PAIRED, outre ses propriétés de liaison a 'ADN, peut aussi intervenir dans des
interactions protéiques qui modulent I'activité transcriptionnelle des protéines Pax. Ainsi, le
domaine PAIRED de Pax5 recrute directement 'enzyme AID (Activation-Induced-cytidine
Deaminase) et interagit avec le domaine bHLH (basic helix-loop-helix) du facteur de
transcription TCF3 (E2A) dans le cadre du processus de réarrangements des chaines des

immunoglobulines (Figure 1.09 ; Hauser et al., 2016).
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1.3.3. L’homéodomaine des homéoprotéines de la classe paired

Les protéines Pax possédent un second domaine de liaison a 'ADN, le motif homéodomaine
(HD), treés conservé au cours de I'évolution et présent exclusivement chez les Eucaryotes (Chi
& Epstein, 2002). Chez les animaux, il existe seize classes de protéines a HD (Birglin &
Affolter, 2016), dont les protéines codées par les génes de développement Hox (Chi & Epstein,
2002).

L’HD est codé par la séquence homéoboite (homeobox) composée d’environ 180 paires de
bases. Il forme un domaine globulaire composé d’environ 60 acides aminés comportant un
motif central (signature) d’acides aminés hydrophobes. L’HD complet adopte une structure tri-
hélicale incluant le motif hélice-coude-hélice (helix-turn-helix) agrémenté d’une troisieme
hélice alpha (T. R. Burglin, 1994 ; Gehring et al., 1990, 1994 ; Thomas R. Burglin & Affolter,
2016). Les deux premiéres hélices (amino(N)-terminales) sont positionnées de maniére
antiparalléle tandis que l'axe de la troisieéme I'hélice (carboxy(C)-terminale) est perpendiculaire
a I'axe des deux premiéres (Figure 1.03). L'hélice C-terminale est plus longue et riche en
résidus arginine (Arg; R) et lysine (Lys ; K), qui sont des acides aminés polaires chargés
positivement établissant des liaisons hydrogénes avec I'ADN, chargé négativement. Les
acides aminés hydrophobes conservés au centre de I'hélice C-terminale accroissent sa
compaction. Les protéines Pax des groupes lll (Pax3/7) et IV (Pax4/6) contiennent un HD
complet (composé de 60 aa) tandis que Pax2, Pax5 et Pax8 (groupe Il) n'lont qu'un HD
tronqué, composé d’environ 22 a 27 aa (HD de Pax5: FTOOQOLEVLDRVFERQHYSDIF ;
Figure 1.05), correspondant seulement a la premiéere hélice alpha. Pour rappel, Pax1 et Pax9

(groupe 1) ne possédent pas du tout d’'HD (Tremblay & Gruss, 1994).

Un HD complet se fixe a '’ADN-cible principalement via son hélice C-terminale s’alignant dans
un sillon majeur de I'ADN et son extrémité N-terminale non structurée qui s'aligne dans un
sillon mineur (Stuart et al., 1994). Les contacts de I'hélice C-terminale au sein du sillon majeur
de 'ADN apportent une contribution plus importante a la spécificité de l'interaction entre I'HD
et ’ADN (d’ou I'appellation de recognition helix) tandis que les contacts de I'hélice N-terminale
au sein du sillon mineur de 'ADN aident a positionner le complexe, stabilisent et renforcent la
fixation (Burglin & Affolter, 2016).

La plupart des HD reconnaissent des sites de liaison composés de séquences répétées
inversées du motif central TAAT, avec préférentiellement un espacement de 3 nucléotides
(Czerny & Busslinger, 1995).
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Figure 1.10 : Modalités de liaison a 'ADN de protéines a domaine PAIRED et homéodomaine

de classe Paired.

A. Chez les mammiféres, les protéines Pax contiennent toutes le domaine PAIRED, et
éventuellement un homéodomaine (HD) complet ou partiel. Ces facteurs de transcription
peuvent se fixer a 'ADN par le biais de leur sous-domaine PAI, par le biais d’'un dimére
d’homéodomaines ou par le biais d'une interaction entre le domaine PAIRED et
’homéodomaine. Des protéines, telles que Pax5, qui n‘ont qu'un domaine PAIRED et un
homéodomaine résiduel, utilisent a la fois leur sous-domaine PAI et leur sous-domaine RED.
Des protéines Pax contenant un homéodomaine s’associent en diméres de maniére
coopérative pour se lier au site palindromique P3.

B. Le domaine PAIRED et I'homéodomaine des protéines Pax a homéodomaine ont la
capacité de se lier a des sites trés spécifiques (sites PD et P3). lls peuvent aussi coopérer
pour se lier aux sites PHO qui représentent la juxtaposition sans espacement d’un site PD et
d’'un motif TAAT en orientation inversées.

Figures issues de Desplan, 1997.
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e Dimérisation des homéodomaines des protéines Pax

Ne concernant pas Pax5, les HD complets des protéines Pax s’associent en homo- et
hétérodiméres de maniere coopérative sur des sites palindromiques d’ADN de type 5'-
TAAT(N)2-3ATTA-3' (Czerny & Busslinger, 1995; Wilson et al.,, 1993). Ce type de

dimérisation en coopération permet aux HD (des protéines Pax) de reconnaitre des séquences

gui ne le sont pas par d’autres HD (notamment d’autres homéoprotéines de la classe paired).
De surcroit, la propriété d’homo- et d’hétérodimérisation des protéines Pax médiée par leurs
HD permet aux différentes protéines Pax d’interagir entre elles ce qui peut correspondre a un
meécanisme important pour la régulation de I'expression des génes cibles des protéines Pax
(Czerny & Busslinger, 1995; Wilson et al., 1993).

e Coopération des deux domaines de liaison a I’ADN des protéines Pax

Le domaine PAIRED et 'homéodomaine de la classe paired ont la capacité de se lier a ’TADN
et peuvent ainsi tous les deux réguler des cibles transcriptionnelles communes ou spécifiques.
Néanmoins, tous les domaines PAIRED des protéines homologues Pax reconnaissent des
séquences d'ADN consensus fortement apparentées et la plupart des homéodomaines
reconnaissent également des sites trés similaires (séquences répétées TAAT). Afin de pouvoir
cibler différentes séquences promotrices, les protéines Pax peuvent utiliser de multiples
combinaisons de leurs (3) motifs hélice-coude-hélice (Jun & Desplan, 1996). Ainsi, le domaine
PAIRED et 'HD peuvent fonctionner indépendamment l'un de l'autre ou bien peuvent
coopérer, ce qui permet d’ajouter de la complexité fonctionnelle (entre les protéines Pax
homologues) et d’augmenter la diversité de cibles transcriptionnelles (Figure 1.10). La
séquence consensus résultante est AATTA-GTCACGC (‘PHO0’, reconnue par les protéines
Pax a HD complet (Apuzzo & Gros, 2007; Jun & Desplan, 1996).

Puisque Pax5 (tout comme Pax2 et Pax8) possede seulement un HD résiduel, l'intégrité de
son domaine PAIRED en tant que domaine de liaison a 'ADN est primordiale pour assurer sa

fonction de facteur de transcription (Desplan, 1997; Jun & Desplan, 1996).
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Figure 1.11 : Modéle de recrutement du complexe général de transcription TFIID par Pax5

pour I'activation de ses génes cibles.

TFIID, Transcription factor 1l D; CoA, coactivator protein-s; BTM, basal transcription
machinery. Figure issue de Eberhard et al., 2000.
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Figure 1.12 : Organisation structurale des corépresseurs de la famille Grg/TLE.

A. La comparaison de la séquence d’acides aminés de la protéine Groucho de la Drosophile
(dGro) avec celle de la protéine humaine hTLE1 met en évidence une organisation structurale
conservée, composée d'un domaine riche en glutamine (Q), suivi d'un domaine riche en
glycine et proline (GP), d'un domaine CcN {contenant sa séquence de localisation nucléaire},
d’'un domaine riche en sérine et proline (SP) et d’'un domaine de séquences répétées se
terminant par le dipeptide tryptophane—aspartate (WD). Les pourcentages d’identité de
séquence des domaines d’hTLE1 sont indiqués par rapport a dGro. Figure issue de Turki-
Judeh & Courey, 2012.

B. Représentation de la liaison de motifs peptidiques Ehl (batonnets gris) a la région C-
terminale du domaine WD (rubans multicolores). Le motif Eh1 se lie sur une surface a travers
le pore central de I'hélice B. Figure issue de Jennings & Ish-Horowicz, 2008.
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Outre cette activité de liaison a I’ADN, I'HD des protéines Pax peut aussi servir d’interface pour
des interactions protéiques. Ainsi, 'HD de Pax3 se fixe aux corépresseurs transcriptionnels
Daxx (death domain associated protein) et HIRA (histone cell cycle regulator) (Hollenbach et
al., 1999; Magnaghi et al., 1998). Par ailleurs, en interagissant avec I'HD partiel de Pax5, Daxx
a la capacité de jouer un double réle, soit de corépresseur, soit de coactivateur transcriptionnel
(Emelyanov et al., 2002). A l'instar de ’'homéodomaine complet de Pax6, I'HD partiel de Pax5
interagit avec Rb1 (RB transcriptional corepressor 1) et TBP (TATA-box binding protein). La
TBP est la sous-unité de liaison a I'ADN du complexe général de transcription TFIID
(Transcription factor Il D), ce qui peut ainsi faciliter le recrutement du complexe général de
transcription TFIID au niveau de séquences promotrices ciblées par Pax5 (Cvekl et al., 1999;
Eberhard & Busslinger, 1999; Figure 1.11).

1.3.4. Le motif octapeptide (OP)

A I'exception de Pax4 et Pax6 (groupe V), les sept autres protéines Pax des Mammiféres ont
conservé un motif octapeptide central (Burri et al., 1989), situé entre le domaine PAIRED et
'homéodomaine (Figure 1.05). Le motif octapeptide (OP) est apparenté au motif de
répression Ehl de la famille engrailed homology 1 (Eh1l) constitué d’un heptapeptide Eh1
(FSIDNIL), grace auquel les facteurs de transcription de type Engrailed exercent leur activité
de répression transcriptionnelle. Le motif OP des protéines Pax se caractérise par la présence
de résidus hydrophobes espacés comme dans le motif Eh1 ; ainsi 'OP de Pax5 se compose
de I'enchainement YSISGILG (aa 179 a 186 ; Figure 1.05). Concernant les autres protéines
Pax, il se compose de I'enchainement consensus d’acides aminés suivants : (H/Y)-S-(I/V)-
(N/S)-G/N-(I/L)-L-G (Burglin & Affolter, 2016). Les motifs OP sont impliqués dans les
interactions protéiques de type répressif. En effet, ils fonctionnent comme des motifs
inhibiteurs de la transcription en recrutant des corépresseurs protéiques de la famille Groucho-
related genes/Transducin-Like Enhancer of split (Grg/TLE) dont le membre fondateur est la
protéine Groucho (Gro) de la Drosophile (Eberhard et al., 2000; Mailhos et al., 1998).

Chez les Mammiferes, la famille Grg/TLE comprend jusqu’a sept membres (TLE1-7).

Ces protéines sont notamment caractérisées par un domaine C-terminal trés conservé (Figure
1.12A) qui se compose de répétitions en tandem du motif WD40 (ou répétitions béta(p)-
transducine, de quarante acides aminés se terminant par le dipeptide tryptophane—aspartate
(W-D), d'ou elles tiennent leur nom). Ces répétitions WD40 se replient en hélice béta a sept
lames, constitués de quatre a huit feuillets § par lame, ainsi formant le domaine WD40 toroidal
avec un sillon central au niveau duquel se lie le motif Ehl (Figure 1.12B ; Jennings et al.,
2006). Les deux motifs (WD40 et EH1) se lient au sommet de I'embouchure du canal central

et Eh1 forme une courte hélice alpha amphipathique qui se lie a ce renfoncement hydrophobe.
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Figure 1.13 : Modeéles de répression médiée par le recrutement des protéines Grg/TLE.

A. Les protéines Grg/TLE (Gro sur la figure) s’oligomérisent, recrutent des désacétylases
d’histones (HDAC1), se lient a des histones désacétylés et induisent la condensation de
la chromatine ciblée (ou augmentent la densité des nucléosomes). B. Les protéines Grg/TLE
pourraient interagir avec un composant (Mediator) de la machinerie basale de transcription,
ainsi interférant avec la formation ou la fonction du complexe de pré-initiation de la
transcription. C. Les protéines Grg/TLE pourraient masquer les domaines d’activation des
activateurs transcriptionnels. Ci-dessus en exemple, la liaison de Gro a Pax2 empéche la
phosphorylation du domaine d’activation de Pax2, ainsi empéchant l'activation de Pax2.
Figures A-C issues de Turki-Judeh & Courey, 2012. D. Modéle de répression opérée par Pax5
et médié par les protéines Grg. La collaboration d’'un second FT (X) pourrait étre requise pour
spécifier I'interaction avec un des membres de la famille Grg/TLE et localiser le recrutement a
un promoteur précis. Figure 1.13D (identique a Figure 1.14B) issue de Eberhard et al., 2000.
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Les protéines Grg/TLE utilisent de multiples mécanismes de répression (Figure 1.13). Elles
sont capables de s’oligomériser, pouvant renforcer leur effet répressif et/ou I'exercer a longue
distance. Elles peuvent recruter des désacétylases d’histones (HDAC) et se lier aux histones
désacétylés pour ensuite induire la condensation de la chromatine des genes cibles a réprimer
ou augmenter la densité des nucléosomes (Figure 1.13A). Elles peuvent interférer avec la
machinerie basale de transcription (Figure 1.13B). En se fixant aux motifs OP/EH1, les
protéines Grg/TLE pourraient également empécher le recrutement de médiateurs par
'homéodomaine des protéines Pax, masquer les domaines d’activation des protéines Pax
(Figure 1.13C) ou bloquer ces domaines d’activation dans une conformation inactive (Burglin
& Affolter, 2016; Turki-Judeh & Courey, 2012). En particulier, le corépresseur TLE4 (Grg4)
interagit directement avec le motif OP de Pax1, Pax3, Pax6 et Pax2, Pax5 et Pax8. Le motif
OP se fixe plutdt & la région centrale riche en sérine et proline (SP) de TLE4 pour médier
l'activité transcriptionnelle répressive de Pax5 (Eberhard et al., 2000). Il est possible que Pax5
doive collaborer avec un second facteur transcription, comme c’est le cas avec PU.1, pour
pouvoir recruter les corépresseurs Grg/TLE a un promoteur spécifique (Figure 1.13D ;
Linderson et al., 2004).

1.3.5. Domaines de transactivation (TAD) et d’inhibition (ID)

L’activité transcriptionnelle des protéines Pax est déterminée par un module de régulation a
I'extrémité C-terminale, comportant des séquences activatrices et inhibitrices (Figure 1.05).
Cette région est riche en résidus proline (P), sérine (S) et thréonine (T), d’ou la dénomination
du domaine PST. Ce module de régulation de la transcription se compose d’'un domaine de
transactivation (TAD) associé dans certains cas a un domaine d’inhibition (ID). La région C-
terminale des protéines Pax est la partie la plus divergente parmi les membres de la famille
Pax. Le module de régulation des Pax du groupe Il (Pax2/Pax5/Pax8 et leurs orthologues) est
structurellement et fonctionnellement conservées au cours de I'évolution (Blirglin & Affolter,
2016; Dorfler & Busslinger, 1996) alors que les séquences de Paxl et Pax9 du Groupe |
divergent principalement de par leurs extrémités C-terminales (Sivakamasundari et al., 2018),
a l'instar de la divergence de séquence C-terminale entre PAX4 et PAX6 pourtant appartenant
au méme groupe IV (Lorenzo et al., 2017).

Le module de régulation du groupe Il (dont Pax5) se compose d’'un domaine transactivation
de 55 acides aminés (TAD de Pax5, aa 319 a 358 :
GRDLASTTLPGYPPHVPPAGQGSYSAPTLTGMVPGSEFSGSPYSHPQYSSYNDSW) et
d’'un domaine de répression de 33 acides aminés (ID de Pax5/PAX5, aa 359 a 391 :
RFEPNPGLLGSPYYYS(P/AJAARGAAPPAAATAYDRH) (Dorfler & Busslinger, 1996).
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Le domaine TAD peut exercer sa fonction activatrice a partir de la position d’'un promoteur ou
celle d’'un enhancer. La fonction de transactivation de Pax2/Pax5/Pax8 subit une forte cis-
répression exercée par le domaine d’inhibition adjacent, a I'extrémité C-terminale (Dorfler &
Busslinger, 1996). Similairement, les régions C-terminales de PAX3 et PAX7 sont riches en
PST et leur conférent une activité de transactivation. Notamment, le TAD de Pax3 comprend
les 78 derniers acides aminés de I'extrémité C-terminale (Boudjadi et al., 2018; Chalepakis et
al., 1994). A l'inverse des autres membres de la famille Pax, les TAD de PAX3 et PAX7 sont
fortement inhibés par des domaines de cis-répression transcriptionnelle localisés dans la
région N-terminale (les 90 premiers acides aminés), incluant la premiére moitié du domaine
PAIRED (57 premiers acides aminés) (Bennicelli et al., 1999; Chalepakis et al., 1994). Ces
domaines de cis-répression de PAX3 e PAX7 sont structurellement et fonctionnellement
conservés alors que les régions C-terminales de PAX3 et PAX7 présentent une divergence
structurelle qui expliquerait en partie leurs différences fonctionnelles (Bennicelli et al., 1999).
Notamment, PAX7 a l'unique particularité de posséder un motif OAR a I'extrémité C-terminale
(cf section suivante) pouvant potentialiser sa fonction de transactivation tout en étant plus
susceptible a la cis-répression N-terminale (Bennicelli et al., 1999). Concernant PAX4
uniquement, les domaines de transactivation et d’inhibition se chevauchent au sein de la
région C-terminale (Fujitani et al., 1999).

Les fonctionnalités transcriptionnelles de certaines protéines Pax sont impactées par leur
concentration. En effet, certaines protéines Pax présentent une activité transcriptionnelle
dose-dépendante dite « en cloche » : l'activation transcriptionnelle s’exécute a de faibles
concentrations en protéines tandis qu’elle se réduit a de fortes concentrations protéiques.
C’est par exemple le cas pour Pax3 (Chalepakis et al., 1994), PAX7 (Bennicelli et al., 1999) et
PAX6 (Glaser et al., 1994). Ainsi, de faibles concentrations en Pax3 activent sa transactivation
alors que de plus fortes concentrations inhibent son activité (Chalepakis et al., 1994). De
surcroit, PAX3 et PAX7 présentent des différences d’activité de transactivation dose-
dépendantes, probablement due a leur divergence structurelle dans la région C-terminale
(Bennicelli et al., 1999).

Chez certains membres, tels que PAX6 et les membres du groupes Il, PAX2/PAX5/PAXS, le
module TAD/ID peut fonctionner indépendamment du type cellulaire ou ils s’expriment (Czerny
& Busslinger, 1995; Dorfler & Busslinger, 1996). En revanche, l'activité du TAD de PAX4
dépend du type cellulaire alors que son domaine de répression est actif indépendamment du
type cellulaire, suggérant qu’il interagit directement avec la machinerie de transcription basale

ou avec des corépresseurs ubiquitaires (Fujitani et al., 1999).
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Figure 1.14 : Modéle de recrutement de corépresseurs Grg par Pax5.

A. Interactions identifiées entre les motifs structuraux des protéines Pax5 et Grg4. B. Rappel
du modéle de répression opérée par Pax5 et médiée par les protéines Grg. La collaboration
d’'un second FT (X) pourrait étre requise pour spécifier l'interaction avec un des membres de
la famille Grg/TLE et localiser le recrutement & un promoteur précis.

Figure issue de Eberhard et al., 2000.
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Les facteurs de transcription tels que les protéines PAX n’agissent pas de maniére isolée mais
dépendent d’interactions protéiques pour réaliser leurs fonctions. Ces interactions fournissent
plus de spécificité aux fonctions de régulation d’'un FT donné. Les protéines Pax, comme Pax4
et Pax6, peuvent notamment employer leurs modules TAD/ID pour s’adjoindre de partenaires
protéiques (Fujitani et al.,, 1999; Ritz-Laser et al., 2002). Pour exercer son activit¢ de
transactivation transcriptionnelle auprés de promoteurs ou d’enhancers, PAX6 module ses
interactions protéiques en utilisant soit sa région C-terminale riche en PST en entier, soit
uniqguement son peptide C-terminal (Cooper & Hanson, 2005; Glaser et al., 1994). Pour
assurer une régulation transcriptionnelle épigénétique, Pax5 recrute via son TAD des
acétyltransférases d’histones (HAT) et des protéines adaptatrices d’HAT (Barlev et al., 2003;
Emelyanov et al., 2002; He et al., 2011).

Comme mentionné précédemment, les corépresseurs de la famille Gro/TLE, recrutés par le
biais du motif OP de Pax5, régulent négativement l'activité trancriptionnelle de Pax5. Le
domaine TAD de Pax5 participe également au co-recrutement de ces corépresseurs (Figure
1.14A ; Eberhard et al., 2000). En effet, Pax5 et ces corépresseurs utilisent deux zones de
contact pour interagir et cette coopération est indispensable a leur liaison : le motif OP de Pax5
interagit avec la région centrale de Tle4, riche en sérine et proline (domaine SP sur les Figure
1.12 et 1.14) tandis que son domaine TAD interagit avec la région N-terminale de Tle4, riche
en glutamine (domaine Q sur les Figure 1.12 et 1.14). En conséquence de cette interaction,
Pax5 va induire un changement d’état de phosphorylation de Tle4 (Eberhard et al., 2000).

1.3.6. Le motif OAR (Otp/Aristaless/Rax)

Pax7 est le seul membre de la famille Pax a avoir conservé un motif OAR (ou domaine
aristaless) a I'extrémité C-terminale, correspondant a une séquence composée de 14 acides
aminés (LSTQRRMKLGEHSA ; Birglin & Affolter, 2016) initialement identifiée dans les
facteurs de transcription a homéodomaine Otp (Orthopedia), Aristaless et Rax (Retina and
anterior neural fold homeobox), d’ou il tient son nom (Furukawa et al., 1997). Ce motif caudal
est aussi nommé paired-type homeodomain tail (PHT), paired tail ou C-peptide domain
(Burglin & Affolter, 2016; Vorobyov & Horst, 2006). Il est présent dans plus d’'une trentaine de
protéines contenant un homéodomaine de la classe paired, mais sa fonction est peu décrite.
Il pourrait moduler la fixation a 'ADN et l'activité transcriptionnelle par un mécanisme
impliqguant une interaction intramoléculaire entre ce motif et ’lhoméodomaine se liant a ’ADN.
Il pourrait aussi interagir avec des cofacteurs pour moduler la spécificité de cibles des facteurs
de transcription a homéodomaine (Birglin & Affolter, 2016 ; Furukawa et al., 1997). Ce motif
OAR peut également établir des interactions fonctionnelles avec le motif OP. Il peut soit
réprimer soit promouvoir la transcription en fonction du contexte cellulaire (Buescher & El-
Hodiri, 2019).
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Figure 1.15 : Structures génomique et protéigue de PAX5.

A. Le codon initiateur de Pax5 se situe a la fin de I'exon 1 alternatif alors que le codon stop se
situe au début de I'exon 10. B. Les séquences exoniques sont indiquées en lettres majuscules
et les séquences introniques en lettres minuscules. Les dinucléotides invariants GT et AG au
niveau des jonctions d’épissage 5’ et 3’ sont soulignés. Les acides aminés codés par le premier
codon et le dernier codon de chaque exon sont indiqués suivis de leurs positions dans la
séquence de PAX5A (BSAP). C. Organisation des domaines protéiques de Pax5 et
correspondantes entre les exons de Pax5 et la séquence d’acides aminés (AA) de Pax5. PD,
paired domain; OP, conserved octapeptide; HD ou HDH homeodomain homology region; NLS,
nuclear localization sequence; TA ou TAD, transactivation domain; ID, inhibitory domain; 3’'UR,
3’ untranslated region. Figures A et B issue et adaptée de Busslinger et al., 1996.
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En conclusion, selon le contexte cellulaire, la conformation protéique et les cofacteurs
recrutés, les protéines Pax peuvent fonctionner sous forme soit d’activateurs, soit de
répresseurs de la transcription. Les fonctions transcriptionnelles des protéines Pax sont
finement régulées par des variations de combinaisons d’activités d’activation et de répression.
Cette diversité moléculaire explique en partie comment les protéines Pax remplissent de

multiples fonctions cellulaires et tissulaires.

1.4. Organisation génomique et régulation génique de PAX5

1.4.1. Localisation et structure génique

Le géne humain PAX5, d'une taille de 444 kb (kilo-paires de base), est localisé sur la région
p13.2 du bras court du chromosome 9 (9p13.2 ; Stapleton et al., 1993) alors que le géne

murin Pax5, d’'une taille de 392 kb, est situé sur le chromosome 4 (Walther et al., 1991).

Le géne PAX5 humain présente une structure génomique et une régulation transcriptionnelle
identiques a son orthologue murin Pax5. De plus, les positions des introns sont strictement
conservées entre PAX5 et ses paralogues PAX2 et PAX8 (Busslinger et al., 1996). Le géne
PAX5 est composé de 11 exons (Figure 1.15). La séquence du géne PAX5 qui va coder les
transcrits s’étend sur approximativement 201 kb et inclut 10 exons dont les deux premiers
exons en 5 (exon 1A et exon 1B, alternatifs) sont mutuellement exclusifs lors de leur
transcription (Busslinger et al. 1996 ; Figure 1.15). Pax5 est transcrit similairement a partir de
ses deux alléles, a tous les stades de la différenciation lymphoide B (Fuxa & Busslinger, 2007).
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Figure 1.16 : Organisation génomique et transcriptionnelle de PAX5 : transcription de PAX5

de deux exons 1 alternatifs a partir de deux promoteurs distincts.

A. La structure génomique de Pax5 murin est similaire & celle de PAX5 humain. Le géne PAX5
(de 392 kb chez la souris et 444 kb chez 'homme) est composé de 11 exons. Les deux
premiers exons (exon 1A et exon 1B) sont transcrits alternativement pour générer les deux
transcrits Pax5A ou Pax5B respectivement. Figure 1.16A issue de Cresson C et al. 2018.

B. Région 5’ des génes PAX5 humain et murin. L’exon 1A et 'exon 1B sont éloignés par 6,7
kb chez la souris et par 7,1 kb chez 'lhomme. La distance entre I'exon 1B et I'exon 2 chez la
souris est de 5,3 kb. C. Séquences de la partie 3’ des deux exons 1 alternatifs. Seuls les acides
aminés différents chez la souris par rapport a 'homme sont indiqués en lettres majuscules.
Les séquences intronigues sont indiguées en lettres minuscules. Le dinucléotide invariant au
niveau du site d’épissage est souligné. Nota Bene : le transcrit Pax5B code une arginine a la
place d’une glycine a la position du premier résidu du domaine PAIRED (codé par I'exon 2) du
fait de la présence d’'une adénosine a I'extrémité 3’ de I'exon 1B a la place d’une guanine dans
'exon 1A. Les séquences exoniques sont indiquées en majuscules et les séquences
introniques en minuscules. Figures 1.16B et C issue de Busslinger et al., 1996.
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1.4.2. Eléments de cis-régulation transcriptionnelle de PAX5

La transcription du géne PAX5 est contrdlée par deux promoteurs distincts : il s’agit d’un
promoteur distal (fonctionnant a proximité d’'une séquence TATA-box) et d’un promoteur
proximal (sans TATA-box) qui vont respectivement initier la transcription de PAX5 & partir de
'exon 1A ou de I'exon 1B suivi des neuf exons communs (exons 2 a 10) de PAX5 (Figures
1.16A et B). Le géne PAX5 peut ainsi coder deux transcrits PAX5A et PAX5B
(d’approximativement 8,7kb) qui différent seulement par leur premier exon alternatif en &
(exon 1A ou exon 1B respectivement). Par conséquent, les deux isoformes protéiques PAX5A
et PAX5B comportent une différence de séquences a I'extrémité N-terminale : 'exon 1A code
15 acides aminés qui different entierement des 14 acides aminés codés par I'exon 1B (Figure
1.16C ; Busslinger et al., 1996).

Ces deux promoteurs alternatifs sont différentiellement régulés au cours du développement et
ultérieurement. Le promoteur distal est principalement actif dans la lignée lymphoide B — |l
subsiste une faible activité du promoteur distal dans le SNC — alors que le promoteur proximal
est actif dans tous les domaines d’expression de Pax5 : le SNC au cours du développement
embryonnaire, la lignée lymphoide B et les testicules adultes (Adams et al., 1992 ; Busslinger
et al., 1996). Bien que les deux promoteurs soient actifs dans le compartiment lymphoide B,
les deux isoformes sont différentiellement exprimées durant la différenciation : la quantité de
transcrit Pax5A est deux a huit fois plus élevée (selon le stade de différenciation) que celle du
transcrit Pax5B dans la moelle osseuse de souris (Cresson et al., 2018), et six fois plus élevée

dans la rate de souris (Busslinger et al., 1996). C'est donc lisoforme PAX5B qui est

essentiellement exprimée dans le SNC au cours de formation tandis que I'isoforme PAX5A est

considérée comme _strictement spécifigue de la lignée lymphoide B (Adams et al., 1992 ;

Busslinger et al., 1996 ; Fuxa and Busslinger 2007).

Mis a part ses deux promoteurs alternatifs, PAX5 comporte également d’autres séquences
cis-régulatrices (cis-regulatory modules, CRM) : des enhancers (amplificateurs).
e D’une part, Pax5 détient un enhancer de 435 pb qui est localisé a 5,6 kb en amont de
I'exon 1A et qui pourrait suffire a activer la transcription de Pax5(B) dans le SNC en
cours de développement (Pfeffer et al., 2000).
e D’autre part, un autre enhancer, se situe quant a lui a distance des promoteurs, dans
l'intron 5-6 de PAXS5, et est spécifique de I'activation de PAX5 dans la lignée lymphoide
B (Decker et al., 2009). La coopération entre cet enhancer intronique et le promoteur
distal de PAXS5 suffirait a activer correctement la transcription de PAX5 dans la lignée
lymphoide B (Decker et al., 2009).
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Figure 1.17 : Structure des isoformes Pax5a, Pax5d et Pax5e issues de I'épissage alternatif
de Pax5.

L’isoforme full-length Pax5a contient 10 exons. L’isoforme Pax5d est Iésé des exons 6 a 10.
L’'isoforme Pax5e ne posséde ni I'exon 2 ni les exons 6 a 10. Cependant, Pax5d et Pax5e
possedent une séquence C-terminale unique (représentée en damier) de fonction inconnue.
ATG1, ATG2 : codons initiateurs alternatifs. Figure issue de Lowen et al., 2001.
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Figure 1.18 : Isoformes de PAX5 chez 'lhomme.

FL, Full-length. Les domaines colorés en noir correspondent a de nouvelles séquences

protéiques par rapport a PAX5A FL. Figure issue de Robichaud et al., 2004.
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1.4.3. Variants issus de I'épissage alternatif

Treize a seize variants de transcrits résultant de I'épissage alternatif de PAX5 sont décrits
chez 'homme et la souris dans la littérature mais ne sont pas tous traduits en protéines
(Oppezzo et al., 2005; Robichaud et al., 2004). L’épissage de ces transcrits peut conduire a la
troncature du domaine PAIRED ou a I'exclusion d’'un ou plusieurs des exons 6 a 10 (Figures
1.17 et 1.18). lls présentent en conséquence des modifications de leurs propriétés de liaison
a’ADN et de transactivation, et sont régulés par des voies de signalisation spécifiques (Lowen
et al., 2001; Robichaud et al., 2004).

Les variants tronqués issus d’épissage alternatif de PAX5(A) pourrait jouer un réle important
dans le contrdle de sa propre transcription et ce en fonction des quantités de formes épissées,
ainsi qu’'un rdle d’ajustement de I'activité transcriptionnelle de Pax5a (Lowen et al., 2001;
Oppezzo et al., 2005). Notamment chez la souris, l'isoforme Pax5d, ayant conservé le domaine
de liaison a 'ADN intact, est capable d’interagir avec les sites de reconnaissance de Pax5 et
donc d’entrer en compétition avec Pax5a (in vitro), mais sans pouvoir recruter le complexe
basal d'initiation de la transcription, remplissant une fonction de répresseur de Pax5a.
Inversement, Pax5e peut amplifier 'activité de transactivation de Pax5a. Le ratio entre Pax5d
et Pax5e est régulé au niveau protéigue et est corrélé aux statuts d’activation et de prolifération
des cellules B (Lowen et al., 2001). Quant aux transcrits full-length Pax5A et Pax5B, tous les
deux exprimés dans le tissu lymphoide, ils pourraient réguler a la fois leur propre transcription
et interférer avec celle de 'autre isoforme de maniére dépendante du niveau d’expression de
chaque transcrit au cours de la différenciation (Kikuchi, Nakayama, Kuribayashi, Mimuro,
Imajoh-Ohmi, Nishitoh, Takami, et al., 2015).
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Figure 1.19 : Architecture génomique orchestrant I'induction et le maintien de I'expression de

Pax2, Pax5 et Pax8 au sein de la limite (MHB) entre le cerveau moyen (mésencéphale, mes)

et le cerveau postérieur (rhombencéphale, rl) Figure issue de la revue de Curto et al., 2015.
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1.4.4. Eléments de trans-régulation transcriptionnelle de PAX5

Les deux régions promotrices de PAX5 sont associées a l'acétylation des histones H3,
correspondant a une marque d’activation génique (Cresson et al., 2018), suggérant le
recrutement d’acétyltransférases d’histones (HAT) au locus de PAX5 (Kikuchi, Nakayama,
Kuribayashi, Mimuro, Imajoh-Ohmi, Nishitoh, & Nakayama, 2015). En comparaison avec les
promoteurs de PAXS5, I'enhancer intronigue de PAX5A présente une faible acétylation des
histone H3 (Cresson et al., 2018).

Tout au long de la différenciation (précoce et tardive), les facteurs de transcription PU.1, IRF4,
IRF8 et NF-kB contribuent a la régulation de I'enhancer intronique spécifique a la lignée
lymphoide B. Celui-ci est dores déja activé dans les progéniteurs multipotents
hématopoiétiques et les progéniteurs lymphoides : les histones H3 y sont déméthylées et
acétylées, indiquant une chromatine active. Cependant, le promoteur ne s’active
gu'ultérieurement, a un stade précoce de la différenciation B (stade pro-B) grace au
remodelage de la chromatine de la région promotrice entiere de Pax5 (les histones H3
acétylées et déméthylées). Cette modification épigénétique requiert I'expression du facteur de
transcription EBF1 qui se fixe au promoteur proximal de Pax5 (Decker et al., 2009). Au cours
des stades précoces de la différenciation lymphoide B, la transcription de Pax5 peut étre
renforcée par STAT5 puisque le promoteur de Pax5 posséde un motif de fixation STAT
(Hirokawa et al., 2003).

Plusieurs études suggerent que Pax5 est capable de finement réguler sa transcription par des
boucles d’auto-régulation (notamment par le biais de ses isoformes) et d'inter-régulation
comme dans le cas des genes Pax2, Pax5 et Pax8 dans le SNC (Figure 1.19, Curto et al.,
2015). Lors du développement embryonnaire du SNC, I'expression précoce de Pax2 dans le
centre organisateur de la frontiére entre le mésencéphale et le diencéphale (MHB) permet de
déclencher la transcription de Pax5 en régulant I'enhancer situé en amont de I'exon 1A de
Pax5 ('enhancer spécifique du MHB, Pfeffer et al., 2000). Pour rappel, Pax5 s’exprime
transitoirement dans le SNC au stade embryonnaire (Figure 1.05). Par la suite, les répressions
transcriptionnelles croisées de Pax2, Pax5 et Pax8 induisent I'établissement d’'une frontiere

nette entre le diencéphale et le mésencéphale (Curto et al., 2015).
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Figure 2.1 : Les sites principaux de production hématopoiétiques dans 'embryon de souris.

A. Ontogénie de la lignée érythroide. RBC : red blood cells pour globules rouges. Figure issue
de Dzierzak & Philipsen, 2013. B. L'embryon a E11 est connecté au sac vitellin (yolk sac) par
des vaisseaux vitellins et au placenta par des vaisseaux ombilicaux. Les premiéres CSH sont
présentes au niveau de 'AGM (aorta-gonad-mesonephros), de lartére vitelline (VA), de
'artére ombilicale (UA) et de la téte. Plus tard, elles sont également présentes dans le sac
vitellin, le placenta et le foie foetal (FL pour fetal liver), Image issue de Klaus & Robin, 2017.
C. Délimitation du foie foetal a E14.5, principal siége de 'hématopoiése embryonnaire. Image
issue de Dartsch et al., 2014.
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Chapitre 2 de I'introduction

2.1. Généralités sur ’'hématopoiese
2.1.1. Hématopoiése foetale

Chez la souris (Figure 2.1), 'hématopoiése primitive s’initie dans le sac vitellin a partir du
septieme jour de gestation (E7.5) et génére des cellules hématopoiétiques a potentiel restreint,
notamment des érythrocytes embryonnaires primitifs qui sont retrouvés dans la circulation
jusqu'a E11/E12 (Dzierzak & Philipsen, 2013). A E9, le sac vitellin et le placenta produisent
des progéniteurs définitifs qui migrent dans le foie feetal ou ils se différencient en érythrocytes
définitifs qui entrent alors dans la circulation foetale (Figure 2.1A). Les premiéres cellules
souches hématopoiétiques (CSH) définitives n’émergent qu'au dixieme jour de
développement embryonnaire (E10.5) dans le plancher de I'aorte dorsale de la région appelée
Aorte-Gonades-Mésonéphros (AGM, Figure 2.1A et B). Elles proviennent de précurseurs
endothéliaux hémogéniques qui effectuent une transition d’'une cellule endothéliale vers une
cellule hématopoiétique (Boisset & Robin, 2010). Les CSH vont progressivement quitter ’TAGM
pour notamment rejoindre le foie foetal qui devient la niche principale de I'hématopoiése
embryonnaire (Figure 2.1C ; Orkin & Zon, 2008; Swain et al., 2014). Les CSH s’y multiplient
massivement et le foie foetal atteint son pic d’'activité au stade E13.5. Le stade E14.5 marque
un changement sur le plan morphologique du foie feetal qui va s’orienter vers sa fonction
métabolique au détriment de I'hématopoiése (Crawford et al., 2010). A partir d’E16.5, la
proportion de cellules hématopoiétiques hépatiques va décliner alors que les CSH vont
coloniser la moelle osseuse. L’'hématopoiése définitive va s’établir principalement dans la

moelle osseuse (MO), notamment suppléée par la rate en tant que site secondaire.

2.1.2. Modéle actuel de 'hnématopoiese adulte

L’hématopoieése comprend I'ensemble des processus par lesquels les cellules souches
hématopoiétiqgues (CSH) génerent continuellement les différents types de lignages de cellules
sanguines et cellules immunitaires dans des proportions bien définies a I'équilibre. Pour ce
faire, les CSH bénéficient d’'une capacité d’auto-renouvellement et font preuve de
multipotence ; ainsi par définition, chaque CSH a la capacité de reconstituer tous les lignages
hématopoiétiques dans un organisme. L’hématopoiese est fonctionnellement organisée en

hiérarchie, avec des CSH siégeant au sommet de la pyramide.
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Figure 2.2 : Le modéle revisité de la hiérarchie clonale hématopoiétique (2019)

A. Schéma de la hiérarchie hématopoiétique chez ’'Homme. Les lignes pointillées indiquent
les chemins de différenciation découverts récemment. Figure issue de Corces et al., 2016,
adaptée par Bao et al., 2019. B. Visualisation de la hiérarchie hématopoiétique dans laquelle
'engagement s’effectue en continuum plutdét que via des stades distincts, une perspective
suggérée par de récentes études transcriptomiques sur cellule unique. Figure issue de
Grootens et al., 2019 adaptée par Bao et al., 2019. C. Les cellules souches hématopoiétiques
se différentient d’abord en MPP1/ST-HSC(MPP5) puis générent des sous-ensembles de
progéniteurs multipotents (MPP2-4). Les MPP1 peuvent générer tous les lignages. Les
MPP2/3 comportent un biais myéloide et les MPP4 un biais lymphoide. De plus, les MPP2
comportent un biais plaquettaire. Figure C adaptée a partir de Cheng et al., 2020.
Abréviations par ordre alphabétique : B, lymphocyte B ; CD4, lymphocyte T CD4+ ; CD8,
lymphocyte T CD8+ ; CLP, progéniteur lymphoide commun ; CMP, progéniteur myéloide
commun ; ery, cellule érythroide ; mono, monocyte ; gran, granulocyte ; GMP, progéniteur
granulocyte—macrophage ; HSC, cellule souche hématopoiétique ; mDC, cellule dendritique
myéloide ; mega, mégacaryocyte ; NK, cellule natural killer ; MEP, progéniteur
mégacaryocyte—érythroide ; MPP, progéniteur multipotent ; LMPP, progéniteur multipotent
lymphoide-primed ; pDC, cellule dendritique plasmacytoide.
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Le modele traditionnel (tree-like and balanced hierarchy model, Figure 2.2A, fléches
continues) fait état d’une cellule souche qui évolue vers un type cellulaire mature précis, en
restreignant graduellement ses alternatives par le biais d’'une succession de progéniteurs
intermédiaires de plus en plus différenciés. Les CSH se différencient en progéniteurs
multipotents (MPP) puis en progéniteurs communs myéloides (CMP) ou progéniteurs
multipotents avec un biais lymphoide (LMPP pour lymphoid-primed MPP). Les CMP génerent
majoritairement les lignées mono-granulocytaire, érythrocytaire et des mégacaryocytaire
(Figure 2.2A) et les LMPP se différenciant en progéniteurs lymphoides communs (CLP)
génerent les cellules NK et les lymphocytes B et T. Néanmoains, les avancées technologiques
des deux derniéres décennies ont permis de démontrer la complexité de ’'hématopoiése et de
proposer plusieurs modeéles révisés de la hiérarchie hématopoiétique (Figure 2.2A-D) qui
s’avere beaucoup plus dynamique et adaptative (Cheng et al., 2020 pour revue). Ces modéles
illustrent I'hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des CSH et des progéniteurs
(notamment MPP, CMP, MEP et CLP) au sein de leurs propres compartiments. lls mettent en
exergue le continuum d’options qui s’offrent aux CSH plutét qu’'un processus multi-étapes
prédéterminé en amont et bimodal en aval. Ainsi, les CSH peuvent soit réduire
progressivement les alternatives de différenciation, soit faire un choix de lignage immédiat &
partir de ce continuum qui englobe initialement toutes les options de cellules matures. Ces
modeéles révisés encouragent a considérer la différenciation hématopoiétique comme un
processus continu sans transition abrupte et impliquent que I'environnement joue un rdle
important dans le choix de différenciation des CSH et la diversification des cellules matures.
Un niveau de complexité supplémentaire a émergé avec la caractérisation plus précise du
microenvironnement (Méndez-Ferrer et al., 2020 pour revue) : en effet, leurs localisations
particulieres dans la niche hématopoiétique et leurs interactions avec les composants du
microenvironnement modulent également la destinée des cellules souches et progéniteurs

hématopoiétiques.

L’hématopoiése est un processus dynamique a d’autres égards : quel que soit son paradigme,
elle n’en reste pas moins finement régulée par des facteurs extrinséques amenés par le stroma
(cytokines, facteurs de croissance, molécules d’adhésion, antigéne) qui modifient I'activité et
I'expression de facteurs intrinseéques (voies de signalisation cellulaire et facteurs de
transcription) dont la balance de dosage importe beaucoup en termes de décision de destinée
cellulaire. En particulier, les cytokines ont une fonction déterminante dans la régulation de
'expansion et la spécification des progéniteurs multipotents ; elles influencent certains

facteurs de transcription exprimés de maniére latente dans les progéniteurs multipotents.

65



These de doctorat en sciences

(o)
NN
/e

Cellules Lignée Lignée
dendritiques, lymphoide T lymphoide B
GMP... et cellules NK

Figure 2.3 : Modéle de spécification de la lignée lymphoide B.

Abréviations par ordre alphabétique : ALP, progéniteurs lymphoides totaux (All Lymphoid

Progenitors) ; BLP, progéniteurs lymphoides B (B cell-biased lymphoid progenitor) ; CLP,
progéniteurs lymphoides communs ; CSH, cellules souches hématopoiétiques ; GMP,
progéniteurs granulocytes—macrophages ; NK, natural killer ; MPP, progéniteurs multipotents;

LMPP, progéniteurs multipotents lymphoide-primed. Figure créée d’aprés Inlay et al., 2009.
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2.2. Lalymphopoiese B

La lymphopoiése B récapitule spécifiquement les processus impliqués dans la production des
lymphocytes B, responsables de limmunité a médiation humorale via la production
d’anticorps. L’hétérogénéité des progéniteurs et précurseurs hématopoiétiques tout comme la
continuité dans le processus de différenciation s’appliquent également au compartiment
lymphoide. La spécification, 'engagement et la différenciation de la lignée lymphoide B

dépendent essentiellement de signaux extracellulaires et des facteurs de transcription.

2.2.1. Mécanismes de la lymphopoiese B précoce dans la MO
2.2.1.1. La classification des étapes précoces du développement B

En ce qui concerne le développement du lignage lymphoide B (Figure 2.3), les CSH
engendrent en premier lieu des progéniteurs multipotents possédant un biais lymphoide tout
en préservant un potentiel myéloide (MPP4, multipotent progenitor subset 4, Pietras et al.,
2015 ; LMPP, lymphoid-primed multipotent progenitors, Adolfsson et al., 2005). Résultant de
la différenciation des LMPP, les progéniteurs lymphoides communs CLP (common lymphoid
progenitors, Kondo et al., 1997) traditionnels (exprimant CD10) conservent une capacité
limitée & générer des cellules myéloides (Rumfelt et al., 2006). lIs s’averent fonctionnellement
hétérogénes et peuvent notamment étre redéfinis en deux populations distinctes sur la base
de I'expression du Ly6D (Inlay et al., 2009; Mansson et al., 2010): les ALP (All Lymphoid
Progenitors) Ly6d-négatives, et les BLP (B cell-biased lymphoid progenitor, alias ELP, Earliest
B-cell specified lymphoid progenitor) Ly6d-positives. Situées a I'embranchement entre
développement B et T, les ALP générent principalement les cellules de la lignée lymphoide T
et peuvent produire toutes les cellules NK — des CLP exprimant l'intégrine a237 (LPAM1) ou
CXCR6 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 6, (Possot et al.,, 2011) — alors que les BLP
générent presque exclusivement des cellules de la lignée lymphoide B. La fraction de CLP
exprimant la téthérine PDCA-1 (alias BST2, bone marrow stromal antigen 2) correspond aux
précurseurs de cellules dendritiques (Medina et al., 2013). Les BLP entrent dans le lignage
lymphoide B en se différenciant en cellules pré-pro-B qui sont destinées a se restreindre au
lignage B et expriment des niveaux d’expression variables du marqueur B220 (Hardy et al.,
1991). Le stage le plus précoce de la spécification B correspondraient soit aux BLP soit aux
cellules pré-pro-B, sans pour autant étre irrévocablement engagées. Les cellules pré-pro-B
sont abondamment présentes dans le foie foetal et proliferent facilement ex vivo sur un stroma
en présence d’interleukine-7 (IL-7) mais elles se font rares dans la moelle osseuse adulte

(0.05-0.1% de la moelle osseuse totale, Rumfelt et al., 2006).

67



These de doctorat en sciences

TABLEAU 2.1: Termes des stades cellulaires B dans la moelle osseuse et statuts de réarrangements des Ig
STADES Précoce »  Tardif
Localisation Moelle osseuse Rate
Er;:zt}llons de Fraction A Fraction B Fraction C Fraction C’ Fraction D Fraction E Fraction F
Nomenclature
de Philadelphia o ! ! Early (large) | Late (small) | Newly .
(stade de Pre-pro-B Early Pro-B Late pro-B Pre-B Pre-B Formed B Follicular B
différenciation)
Nomenclature
de Basel | Pro-B Pre-B-I Pre-B-I Large Pre-B-Il | Small Pre-B-Il
’ ) } Immature B Mature B
(Rolink et (cycling) (resting)
Melchers)
Développement .
des pré-BCR et Pré-BCR BCR BCR
fonctionnel fonctionne
BCR
lgu  (IgH),
lgu Igu (IgH), gk
Ig de surface Igu et SLC intracellulaire Igk et IgA et IgA (IgL)
(lgb)
Statut de Recombinaison Se_csggmalson E/RDeJcombinaison
réarrangement Germinal Du>JH " " VvDJ VvDJ VDJ
en cours Vu-DJn se
du locus IgH en cours ;
termine)
Statut de Recombinaison
réarrangement Germinal Germinal Germinal Germinal Vi>Jdo Al VJ
du locus IgL en cours
MLP Pre- ,
HSC + cLp i ProB Fres pieo NF B FoB
ELP proB early late
Phenotypic fraction A B C-prime D E F
ProB & Large Small
Basel nomenclature Pre-proB  preB-| preB-ll preB-lI
CD93 (AA4.1)
CD45R (B220) g —
CD43 (S57)
CD24 (HSA) e

BP-1(CD249)
CD117 (c-kit)
CD127 (IL-7Ra)

cD19

€D25 (IL2Ra)

CD79 (Iga. and Igf)
SLC (A5 and VpreB)
Rag1 and Rag2
TdT

w heavy chain
x light chain

Figure 2.4 : Classification phénotypique et fonctionnelle démarquant les stades précoces du

développement de la lignée B dans la moelle osseuse de souris.

L’expression des marqueurs de surface indiqués dans le cadre beige a été évaluée par analyses par cytométrie en flux.
L’expression des genes indiqués dans le cadre violet a été évaluée par analyses dARNm, d’expression de géne-rapporteur ou
de marquage cytoplasmique. La largeur des lignes indique le niveau d’expression des marqueurs correspondants.

Abréviations : HSC, hematopoietic stem cells; MLP, multilineage progenitor; ELP, early lymphoid progenitor; NF B, newly formed
B cell; Fo B, follicular B cell; Tdt, Terminal deoxynucleotidyl transferase (Figure issue de Richard R. Hardy et al., 2007). De plus,
le champ d’expression de CD2 est restreint aux ‘petites’ cellules pré-B contenant des chaines IgH cytoplasmiques (Milne et al.,

2004).
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Bien que ces progéniteurs ne soient jusqu’ici pas strictement engagés dans une voie de
différenciation spécifique (« priming »), ils expriment ‘passivement’ un ensemble de génes de
différenciation B (tels que Ebfl, Pax5), préts a répondre a un signal inductif type cytokinique
(Méansson et al., 2007). Au stade suivant, les pro-B précoces, marquées par I'expression de
CD19 qui est transactivé spécifiqguement par Pax5 (Kozmik et al., 1992), s’engagent
stablement, activement et irréversiblement dans la lignée B. Par ailleurs, une fraction de
cellules exprimant B220 retient un potentiel de lignage T et est capable de migrer dans le
thymus (Rumfelt et al., 2006; Martin et al., 2003).

Dans la moelle osseuse adulte, le développement de la lignée lymphoide B peut se diviser en
stades cellulaires (tableau 2.1) :

- la nomenclature de Bale (Basel), distinguant les cellules en fonction de leur taille pour
identifier les sous-compartiments de progéniteurs lymphoides B proliférant.

- la classification de Hardy en fractions phénotypiques se basant sur la cytométrie en
flux, et distinguant ainsi les cellules en fonction de I'expression de marqueurs de
surfaces.

Chaque phénotype correspond fonctionnellement a une étape du mécanisme de
réarrangement des loci IgH et IgL (Figure 2.4, Richard R. Hardy et al., 2007).

Ces classifications phénotypiques ont été initialement développées en parallele par les
groupes de RR Hardy, (Hardy et al., 1991; Hardy & Hayakawa, 2001; Rumfelt et al., 2006), A.
Rolink et F. Melchers (Melchers, 2005; Melchers et al., 1991, 1994) et la caractérisation
phénotypique des stades de différenciation lymphoide B (et sa contrepartie fonctionnelle)

continue d’étre étoffée et affinée (Figure 2.5, Jensen et al., 2016).
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Figure 2.5 :_Champs d’expression de marqueurs de surface permettant la distinction des
étapes de la différenciation B dans la moelle osseuse de souris.

La largeur des lignes indique les niveaux d’expression relatifs des marqueurs de surface
étudiés et les lignes pointillées indiquent que moins de 50% des cellules expriment le marqueur
concerné. Figure issue de Jensen et al., 2016.
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TABLEAU 2.1: Termes des stades cellulaires B dans la moelle osseuse et statuts de réarrangements des Ig

STADES Précoce »  Tardif

Localisation Moelle osseuse Rate

Fractions  de | Fraction A Fraction B Fraction C Fraction C’ Fraction D Fraction E Fraction F

Hardy

Nomenclature Pre-pro-B Early Pro-B Late pro-B Early (large) Pre-B | Late (small) Pre-B | Newly Formed | Follicular B

de Philadelphia B

(stade de

différenciation)

Nomenclature Pro-B Pre-B-I Pre-B-I Large Pre-B-1l | Small Pre-B-II Immature B Mature B

de Basel (cycling) (resting)

(Rolink et

Melchers)

Développement Pré-BCR BCR BCR

des pré-BCR et fonctionnel fonctionnel

BCR

Ig de surface Igu et SLC Igu intracellulaire Igu (IgH), Igk et | Igu (IgH), Igk et
IgA (IgL) IgA (IgL)

Statut de | Germinal Recombinaison Recombinaison VvDJ VDJ vDJ vDJ

réarrangement Du>dn Vy-2>DJy (Recombinaison

du locus IgH en cours en cours Vy-DJy se termine)

Statut de | Germinal Germinal Germinal Germinal Recombinaison VJ VJ

réarrangement Vi2Jd

du locus IgL en cours
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2.2.1.2. Mécanismes moléculaires de la lymphopoiése B précoce
2.2.1.2.1. Larecombinaison V(D)J des loci des génes d'immunoglobulines

Le développement des cellules de la lignée lymphoide B dans la moelle osseuse dépend de
réarrangements somatiques aléatoires des loci du géne des chaines lourdes (H pour heavy)
puis du géne des chaines légéres (L pour light) des immunoglobulines (Ig). Ce mécanisme
appelé recombinaison V(D)J se caractérise par des étapes d’assemblage unique des
segments géniques V (variable), D (diversité) et J (jonction) des deux loci d’IlgH et des
segments de géne V et J des multiples loci d’IgL, ce qui va coder et constituer la région variable
du récepteur antigénique. Survenant avant linteraction avec l'antigéne spécifique, la
recombinaison V(D)J est ainsi a l'origine de la diversité des sites de liaison a I'antigéne,
appelée diversité combinatoire du systéme immunitaire adaptatif. Ce vaste répertoire de
récepteurs antigéniques (B cell receptor (BCR) ou Ig solubles ultérieurement) créé permet de

reconnaitre un trés large spectre d’antigénes.

La recombinaison V(D)J des chaines d’lg est un processus séquentiel qui définit les étapes
de formation du BCR et de son précurseur, le pré-BCR (Tableau 2.1). En contrepatrtie, le pré-
BCR et le BCR établissent une signalisation permettant la sélection positive puis négative des
cellules B et garantissant 'homéostasie, la différenciation et la fonction des pré-lymphocytes

B et lymphocytes B.

La recombinaison V(D)J fait précisément intervenir de courtes séquences cibles flanquant
chacun des segments V, D, J appelées séquences « signal de recombinaison » (RSS pour
recombination signal sequences). Ce sont les enzymes codées par les génes RAG
(recombination activating genes) qui assurent le brassage combinatoire (Oettinger et al.,
1990). Le complexe enzymatique formé par RAG1 et RAG2 initie les recombinaisons V(D)J
en se fixant aux RSS. Les deux motifs RSS doivent au préalable étre rapprochés a proximité
et assemblés en un complexe synaptique s’assurant que les partenaires de recombinaisons
soient juxtaposés (Gellert, 2002) avant que le complexe RAG1/RAG2 n’introduise des
cassures d’ADN double-brins entre chaque élément RSS et le segment génique adjacent
(Nishana & Raghavan, 2012). Apreés le clivage d’ADN, les enzymes RAG en coopération avec
des facteurs de réparation d’ADN du systéme NHEJ (non-homologous end joining) joignent
les extrémités de génes pour achever la réaction de recombinaison. L’ajout de nucléotides
aléatoires par la déoxynucleotidyle transférase terminale (TdT codée par dntt) et les erreurs
de réparation subséquentes (ajout ou retrait de base-s nucléotidique-s) sont a l'origine de la

diversité jonctionnelle (Lieber et al., 2006).
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Figure 2.6 : lllustration des stades de différenciation lymphoide B dans la moelle osseuse.

SLC : surrogate light chain, pseudo-chaine Iégére composé de VpréB et lamda-5. Figures
issues de Cambier et al., 2007 et Herzog et al., 2009.
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2.2.1.2.2. Formation et signalisation du pré-BCR

Les cellules pro-B présentent un complexe considéré comme pro-BCR (B cell receptor) qui se
compose de [I'hétérodimere formé par les glycoprotéines CD79a (ou Iga pour
immunoglobuline-associated alpha codée par le géne mb-1) et CD79b (ou IgB pour
immunoglobulin-associated beta codée par le géne B29) recrutées a la membrane plasmique
par la calnexine (Nagata et al., 1997). Cet hétérodimére est indispensable pour transduire les
signaux du pré-BCR et du BCR (Melchers et al., 2000).

En premier lieu, la recombinaison VDJ a lieu sur un alléle du locus IgH (activation mono-
allélique) pour générer une chaine lourde VDJ-u (Igu) fonctionnelle : la recombinaison Dy-Jn
débute au stade des pro-B précoces (fraction B) et la recombinaison Vy-DJy s’achéve dans
les cellules pro-B tardives (fraction C), marquant la transition avec le stade des cellules pré-B
(fraction D). Jusqu’a un quart des alléles d’'IgH procédent déja a la recombinaison Vy-DJn dans
les cellules pro-B précoces (fraction B). Aux stades pro-B/pré-B, les pseudo-chaines légéres
(SLC pour surrogate light chain) sont ensuite exprimées en tant que partenaires de liaison
pour la chaine lourde Igu réarrangée. Chaque pseudo-chaine légére est formée d'un
hétérodimére composé de deux protéines invariantes (codées par des génes en configuration
germinale) : VpréB1 (Igi pour Immunoglobulin iota chain ou CD179a) et lambda-5 (A5 ou
lambda-like-1 ou CD179b ou VpréB2), (Vettermann et al., 2006). L’assemblage de la pseudo-
chaine légére avec la chaine lourde p des immunoglobulines forment ainsi le pré-BCR
(Melchers et al., 2000). Il doit s’associer avec les sous-unités de signalisation Iga (CD79A) et
IgB (CD79B) pour former un récepteur fonctionnel.

Dans un premier temps, I'assemblage du pré-BCR et la signalisation qui en découle
constituent un point de contrdle (checkpoint) majeur dans la progression de la différenciation
de la lignée lymphoide B car ils fournissent un retour sur la fonctionnalité de la chaine lourde
Igu tout juste réarrangée. Par le biais d’'un signal médié par les protéines adaptatrices
CD79A/B, le pré-BCR indique ainsi a la cellule qu’une chaine lourde fonctionnelle issue d’'une
recombinaison VDJ productive a été générée ; dans le cas contraire, la recombinaison a lieu
sur le second alléle d’lgH. L’expression d'un pré-BCR fonctionnel induit transitoirement la
répression des enzymes de recombinaison RAG1/2 dans les cellules pré-B pour inhiber des
réarrangements supplémentaires au locus IgH et notamment empécher la recombinaison Vu-
DJu du second alléle d’IgH (Grawunder et al., 1995). Ce mécanisme d’exclusion allélique
garantit I'expression d’'un BCR capable de reconnaitre un seul antigéne (Geier & Schlissel,
2006; Melchers et al., 1995). En conséquence, les clones pré-B (fraction C’) avec des
réarrangements VDJ-IgH productifs bénéficient d’'une prolifération importante (expansion
clonale) induite par la signalisation du pré-BCR avant de continuer leur maturation. Ainsi les
cellules pré-B précoces (fractions C’) qui expriment un pré-BCR fonctionnel sont
conventionnellement affublées de I'adjectif ‘large’ puisqu’elles sont activement en cycle
(cyclantes).
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Figure 2.7 : Maturation de la lignée lymphoide B médiée par I'enzyme AID lors des stades

tardifs dans les tissus lymphoides.

Aprés la recombinaison V(D)J et 'expression des IgM de surface, les cellules sortant de la
moelle osseuse pour rejoindre la circulation sont nommées cellules transitionnelles. Elles
peuvent s’engager vers divers compartiments lymphoides en fonction de la signalisation du
BCR ('expression de Notch2 et une signalisation tonique faible du BCR engagent les cellules
vers la zone marginale). Aprés la maturation en cellules IgM+/IgD+, les cellules B naives qui
rencontrent des antigénes (dépendamment des LT) procédent aux interactions associées avec
les pré-lymphocytes pré-TFH (T folliculaires helper). Ensuite, les LB s’activent initialement
dans les foci extra-folliculaires et se différencient en plasmocytes a courte durée de vie (short-
lived plasma cells) ou, en coopération avec les LT folliculaires helper, participent a la formation
des centres germinatifs (GCs) ou leurs BCR seront grandement modifiés par les mécanismes
de recombinaison de commutation de classe (CSR majoritairement dans la zone claire des
GCs) ou d’hypermutation somatique (SHM, majoritairement dans la zone sombre proliférante
des GCs), ou éventuellement subiront la recombinaison locus-suicide (LSR). La réaction du
centre germinatif génére des LB mémoires et des plasmocytes, soit de courte durée de vie,
soit de longue durée de vie survivant alors aprés leur migration vers des niches protectrices
(pulpe rouge de la rate, moelle osseuse, tissus lymphoides associés aux muqueuses
(MALT)...). Figure issue de (Laffleur et al., 2014).
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Dans un second temps, la signalisation pré-BCR induit I'arrét du cycle cellulaire car les pré-B
doivent cesser de proliférer et étre ‘au repos’ (resting) comme prérequis avant de poursuivre
leur maturation. Elles sont alors conventionnellement nommées ‘petites’ cellules pré-B
(fraction D). Ensuite, la signalisation du pré-BCR enclenche la recombinaison du locus IgL.
Elle va réguler positivement I'expression des facteurs de transcription promouvant les
réarrangements des IgL et activer la transcription de génes des chaines légéeres kappa et
lambda (Melchers et al., 2000). Par ailleurs la signalisation du pré-BCR active une boucle de
rétrocontrle négatif de ses propres composants (VpréBl et lambda-5) qui aboutit a la
répression de l'expression pré-BCR et de sa signalisation (Parker et al.,, 2005). La
recombinaison productive des génes de la chaine Iégere des Ig (IgL) médiée par les enzymes
RAG meéne a la formation du BCR qui conduit a la progression de la différenciation des cellules
pré-B tardives en cellules immatures B (fraction F). Le BCR est ainsi constitué des quatre
mémes composants que le pré-BCR a I'exception des pseudo-chaines légeres qui sont
remplacées par deux chaines légéres IgL conventionnelles qui sont chacune formée d’un
homodimeére. L’expression constitutive du BCR est essentielle a la survie cellulaire. Elle
permet de transduire des signaux « toniques » (signalisation basale en continu) également
médiés par I'hétérodimére CD79A/CD79B. La maturation du BCR se poursuit hors de la moelle

osseuse.

2.2.2. Mécanismes de la lymphopoiese B tardive hors de la MO
2.2.2.1. Stades cellulaires tardifs

La recombinaison V(D)J a généré des cellules lymphoides B dites transitionnelles. Pour
continuer leur maturation, elles sont relocalisées hors de la moelle osseuse en périphérie vers
divers compartiments lymphoides secondaires composés de cellules lymphoides quiescentes
dites naives. A ce stade, les cellules B naives expriment des niveaux variables d’IgM ou d’IgD
de surface. En périphérie, ces cellules lymphoides se différencient en trois types de cellules B
matures en fonction du microenvironnement (zones spécifiques spléniques, ganglions
lymphatiques, cavité pleurale et cavité péritonéale) et peuvent rejoindre la circulation sanguine
(Fairfax et al., 2008; Nutt et al., 2011).

e Les cellules B folliculaires représentent la majorité des lymphocytes B naifs et sont

exclusivement localisées dans les follicules lymphoides de la rate et des ganglions
lymphatiques ;

e Les cellules B de la zone marginale résident dans le sinus marginal de la rate ;

e Les cellules B1 sont majoritairement localisées aux niveaux des cavités pleurale et

péritonéale et a la surface de surfaces muqueuses.
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Figure 2.8 : Mécanismes moléculaires médiés par 'enzyme AID au locus IgH lors de la

lymphopoiése tardive.

Lors de I'activation des lymphocytes B, I'expression d’AID remodéle les régions variables (V)
du géne des Ig par le biais du mécanisme dhypermutation somatique (SHM) ou
éventuellement de conversion génique (GCV), générant des BCR avec une meilleure affinité
pour I'antigéne considéré. En paralléle ou par la suite, les LB actives diversifient la fonction de
leur BCR par le biais du mécanisme de recombinaison de commutation de classe des Ig (CSR
ou switch). La recombinaison “suicide” du locus des Ig a éventuellement lieu entre la région
switch u (Sp) et des régions répétitives like-switch (LSR) localisées dans la région régulatrice
3’ (3’RR), puis supprime tous les segments géniques constants du locus IgH et éteint
I'expression du BCR, menant ainsi a la mort cellulaire. Figure issue de Laffleur et al., 2014.
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Les cellules B de la zone marginale et B1 répondent rapidement en cas d’infection bactérienne.
Quant aux cellules B folliculaires, I'activation de la signalisation de leurs BCR — induite soit par
la fixation d’'un antigéne soit par des stimuli mitogéniques variés — induit leur expansion
clonale. Les lymphocytes B (LB) activés forment des centres germinatifs (GCs) en proliférant
(zones sombres des GCs). Ensuite, ils se différencient soit en plasmablastes (cyclants,
localisés dans des foci extra-folliculaires dans les organes lymphoides périphériques) et
plasmocytes (non-cyclants, retournant préférentiellement dans la moelle osseuse) soit en LB
mémoires (Fairfax et al., 2008; Nutt et al., 2011). Les plasmocytes constituent le stade terminal
de la différenciation B et peuvent sécréter leurs BCR sous la forme d’'immunoglobulines
solubles : les anticorps. La majorité des plasmocytes pérennes (de longue durée de vie)

proviennent des cellules B sélectionnées dans les centres germinatifs.

2.2.2.2. Maturation et sélection des génes des immunoglobulines

Les lymphocytes B (LB) ont développé trois autres mécanismes pour adapter au mieux la
réponse immunitaire, notamment aprés linteraction avec l'antigéne spécifique : soit en

optimisant I'affinité et la spécificité des LB, soit en se débarrassant des LB moins efficaces.

2.2.2.2.1. Hypermutation somatique et commutation de classe des Ig

Les LB activées opeéerent un processus de maturation des génes d’lg: I'hypermutation
somatique (SHM pour somatic hypermutation) et la recombinaison de commutation de classe
d'immunoglobulines (CSR pour class switch recombination), également appelée
recombinaison de commutation isotypique ; Laffleur et al., 2014). Ces deux mécanismes
requierent 'enzyme désaminase AID (activation-induced deaminase), dont I'expression est
activée par la fixation de I'antigéne au BCR, et ont pour but d’améliorer I'affinité de I'lg pour
I'antigene, aboutissant ainsi a I'élimination plus efficace du pathogéne. La désaminase AID se
charge de I'’hypermutation somatique qui consiste a introduire des mutations ponctuelles dans
les régions variables (V) des génes d’lg fonctionnelle (segment VDJ productif). En retour, les
LB exprimant I'lg avec la plus forte affinité pour I'antigéne sont sélectionnés. L’enzyme AID
initie la CSR en ciblant des séquences d’ADN spécifiques appelées région « switch » du locus
IgH (Sp) qui vont subir des cassures double-brin afin d’échanger les régions constantes p et
0 contre des régions constantes y, a et € de la chaine lourde des lg, générant respectivement
des IgG, IgA ou IgE, avec une fonction effectrice du BCR spécifique a chaque classe (Laffleur
et al., 2014).
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Figure 2.10 : Collaboration entre les signalisations de I'lL-7R et du pré-BCR du stade pro-B au

stade immature B. Figure issue de Herzog et al., 2009.
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2.2.2.2.2. Recombinaison-suicide du locus des immunoglobulines

L’enzyme AID intervient occasionnellement dans un troisieme mécanisme de mutation et de
recombinaison affectant la région cis-régulatrice en 3’ du locus IgH qui est transcrite.

Cette recombinaison-suicide du locus (LSR pour locus suicide recombination) correspond a
une variante stérile de commutation isotypique, causant une délétion de la région constante
(C) du locus IgH, Cela génére des LB n’exprimant plus d’'lg a leur surface, pourtant
indispensable a leur survie cellulaire. Cette perte du BCR entraine donc I'apoptose du LB
(Péron et al., 2012).

2.2.3. Voies de signalisation principales de la lymphopoiése B précoce

~

Durant le développement lymphoide B, les cellules sont confrontées a différents
microenvironnements qui les exposent a une gamme de cytokines, de chimiokines, de

molécules d’adhésion et d’antigénes.

Chez la souris, les circuits de signalisation intracellulaire au cours de la lymphopoiese B
précoces sont principalement initiés par I'activation de I'lL-7R (récepteur a l'interleukine-7)
et/ou du pré-BCR. lls déclenchent des voies de signalisation qui s’intriquent, coopérant et
s’équilibrant, pour adéquatement moduler la prolifération et la différenciation des cellules
lymphoides B (Figure 2.10).

Ne possédant pas encore de pré-BCR, les cellules progénitrices lymphoides B (pré-pro-B et
pro-B) dépendent essentiellement de la signalisation induite par l'activation de I'lL-7R,
suppléée par les récepteurs Kit et Flt3 (Figure 2.9). Ces deux derniers font notamment appel
a la voie RAS-MAPK pour promouvoir la prolifération (L.-X. Li et al., 2010; Linnekin, 1999).

2.2.3.1. La signalisation de I'lL-7R

L’activation des récepteurs a I'lL-7 stimule la prolifération et la survie cellulaire en activant les
axes de signalisation JAK3-STAT5 et PI3K (Hennighausen & Robinson, 2008; Hofmeister et
al., 1999; Figure 2.11, Rickert, 2013).

La signalisation de I'lL-7R induit I'activation du facteur de transcription STAT5 (Goetz et al.,
2004) tandis que la signalisation du récepteur FIt3 (Fms-like tyrosine kinase 3) active ERK
(appartenant a la voie des MAPK) et Akt (appartenant a la voie PI3K) pour promouvoir
synergiquement la prolifération d’ores et déja au stade pré-pro-B (Ahsberg et al., 2010; Figure
2.9). Par allleurs, la voie RAS-MAPK est également nécessaire a la prolifération des pro-B,
avant la formation du pré-BCR et implique I'activation de la sérine/thréonine kinase Raf par
p21Ras (Iritani et al., 1997; Figure 2.9).
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Figure 2.11 : Synergie des signaux de I'lL-7R et du pré-BCR chez la souris

La prolifération, la survie et la différenciation des cellules progéniteurs et précurseurs
lymphoides B dépendent de [lactivation des voies de signalisation JAK3/STATS5,
PIBK/AKT(PKB)/FOXO1 et RAS/MAPK. Les cascades de signalisation sont initiées par la
fixation d’IL-7 a I'lL-7R et par des interactions entre les pseudo-chaines légéres, représentant
une activation ligand-indépendante dite autonome (auto-crosslinking). Figure modifiée a partir

de Rickert, 2013).

Abréviations dans I'ordre alphabétique: Bcl2l11, B-cell lymphoma 2-like 1 (code B-cell lymphoma-extra
large (Bcl-xL)); BCAP, B-cell PI3K adaptor; BCL6, B cell ymphoma 6; BLNK, B-cell linker protein; BTK,
Bruton tyrosine kinase; CCND2, cyclin D2 ; ERK, extracellular signal-regulated kinase; FOXO1,
forkhead box protein O1; GAB2, GRB2-associated-binding protein 2; IL-7R, interleukin-7 receptor;
ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif ; JAK3, Janus kinase 3; LYN, Lck/Yes novel
tyrosine kinase; Mcll, Induced myeloid leukemia cell differentiation protein; MEF2, myocyte-specific
enhancer factor 2; MEK, MAPK/ERK kinase; PI3K, phosphoinositide 3-kinase ; SFKs, SRC-family
protein tyrosine kinases; PDK1, 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1; PKB, protein kinase B;
PLCy2, phospholipase Cy2; PtdIns(3,4,5)Ps, phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate; Ptdins(4,5)Pz,
phosphatidylinositol- 4,5-diphosphate; PTPN11, tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11;
RAG1/2, recombination-activating gene 1/2; SHP2, Src homology region 2 (SH2)-containing protein
tyrosine phosphatase 2 ; SLP65, SH2-domain-containing leukocyte protein of 65 kDa; STAT5, signal
transducer and activator of transcription 5; SYK, spleen tyrosine kinase; ZAP70, {-chain-associated
protein kinase of 70kDa.
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L’IL-7 est présente en abondance dans le stroma environnant des cellules pro-B dans

lesquelles s'initie la recombinaison VDJ des IgH. En revanche, le niveau d’expression en IL-7

diminue ensuite progressivement. Dés lors que les cellules pro-B tardives commencent a

exprimer le pré-BCR, celui-ci induit des boucles de régulation positive et négative de 'lL-7R.

Cela conduira & la transition du stade pro-B au stade pré-B.

e L’expression du pré-BCR a la surface des pro-B tardives favorise I'expression de I'lL-7R a
la surface cellulaire pour permettre I'expansion clonale des cellules exprimant un pré-BCR
fonctionnel malgré une faible concentration en IL-7 environnante (Fleming & Paige, 2001).

o Puis I'expression de I'lL-7R est réprimée en réponse a la signalisation du pré-BCR pour
empécher les ‘petites’ pré-B tardives de répondre a I'lL-7 pendant qu’elles recombinent les

genes de la chaine légére de 'immunoglobuline (Marshall et al., 1998).

Plusieurs voies de signalisation collaborent pour promouvoir successivement la prolifération
(expansion clonale des clones pré-B) et la progression de la différenciation par I'induction de

la recombinaison V(D)J des IgL.

2.2.3.1.1. L’axe de signalisation IL-7R-JAK-STAT

Les enzymes Janus kinase 3 (JAK3) sont essentiellement associées aux récepteurs
cytokiniques (IL-7R en l'occurrence), sous la membrane plasmique. Dés lors que I'IL-7 se lie
a son récepteur, les IL-7R s’agrégent et recrutent les JAK3 qui s’auto-phosphorylent et
phosphorylent les queues intracytoplasmiques des oligoméres d’IL-7R. La juxtaposition des
protéines JAK3 favorisent leur transphosphorylation menant a une activité kinase accrue. Les
protéines JAK3 activées recrutent a leur tour les facteurs STAT5 (signal transducer and
activator of transcription 5) au niveau des IL-7R et les phosphorylent pour transduire le signal :
une fois phosphorylés, ils se dissocient du complexe IL-7R-JAK3 et se dimérisent (en homo-
ou hétérodimeéres). Seuls les dimeres de STAT phosphorylés peuvent étre importés dans le
noyau et remplir leur fonction de facteur de transcription.

La voie JAK3-STAT5 joue un rble prédominant dans le développement des cellules
progéniteurs B.

L’activation de STAT5 permet singulierement de garantir la survie cellulaire des pro-B en
activant la transcription du géne anti-apoptotique Mcl-1, un autre membre de la famille Bcl2
(Malin et al., 2010), alors que la survie des pré-B dépend de I'activation de Bcl-xL par STAT5
(Dumon et al., 1999).
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Au stade pro-B, un réle majeur de STAT5 activé par la signalisation de I'lL-7R consiste a se
lier a 'enhancer intronigue iE kappa pour empécher la transcription germinale d’/gk et les
réarrangements prématurés au locus Igk (Malin et al., 2010). Par ailleurs, STAT5 est un
médiateur de la prolifération des cellules pré-B (Sexl et al., 2000). Il est notamment capable
d’activer la transcription de genes codant des régulateurs du cycle cellulaire tels que la cycline
D1 et la cycline D2 (spécifique a la transition G1 / S), ainsi que le proto-oncogéne codant le
facteur de transcription Myc (Alvarez & Frank, 2004; Matsumura et al., 1999).

L’inactivation de STATS5 survient lorsque I'expression de [I'IL-7R est réprimée par la
signalisation du pré-BCR dans les petites pré-B tardives (Alvarez & Frank, 2004; Matsumura
et al.,, 1999; Nakayama et al., 2009), ce qui limite I'expansion des pré-B en cours de leur

recombinaison critique.

2.2.3.1.2. Lavoie de signalisation PI3K

En présence abondante d’'IL-7 dans la niche des pro-B, la forte activation de I'lL-7R promeut
une robuste signalisation PI3K (Figure 2.11) avec le concours de la signalisation précoce du

pré-BCR nouvellement formé (voir la voie PI3K sous le pré-BCR).

2.2.3.2. La signalisation du pré-BCR

Globalement, la signalisation du pré-BCR induit I'exclusion allélique du gene IgH, stimule la
prolifération des cellules pré-B et active la recombinaison au locus IgL (Geier & Schlissel,
2006). Concernant I'expansion clonale, les signaux mitogéniques induisant I'entrée en G1 du
cycle cellulaire et la progression vers la phase S (phase de réplication de I'ADN) sont
notamment transmis par la voie PI3BK-AKT (AKT étant aussi appelé PKB) et la voie RAS-RAF-
MEK1-ERK (MEKZ1 signifiant MAPK/ERK kinase 1 et ERK signifiant extracellular regulated

kinase).

2.2.3.2.1. |Initiation de la signalisation du pré-BCR

L’agrégation de pré-BCR fonctionnels a la surface membranaire suite a leur assemblage peut
suffire a induire sa signalisation (Ohnishi & Melchers, 2003) ; et il peut étre davantage activé
par des ligands provenant du stroma tels que la Galectine-1 qui favorise le regroupement des
pré-BCR en cluster-s (Gauthier et al., 2002).

2.2.3.2.2. Transduction du signal et plateformes d’interaction

Les glycoprotéines membranaires CD79a et CD79b forment un hétérodimére associé au pré-
BCR. Cet hétérodimeére assure la transduction du signal du pré-BCR par le biais de leurs motifs

d’activation ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif).
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La phosphorylation des motifs ITAMs par les tyrosines kinases de la famille SRC (SFKs, Src
family of protein tyrosine kinases) ancrées dans la membrane plasmique — telles que LYN
(Lck/Yes Novel tyrosine kinase) — conduit a 'amplification du signal, en facilitant la liaison et
I'activation de la tyrosine kinase SYK (spleen tyrosine kinase) et de la tyrosine kinase ZAP70
(C-chain-associated protein kinase of 70kDa) dans une moindre mesure (Geier & Schlissel,
2006; Rickert, 2013). La kinase ZAP70, faisant partie de la famille de SYK, joue un réle
redondant par rapport a SYK. SYK s’associe a LYN pour, a leur tour, recruter et induire la
phosphorylation de divers substrats clés tels que PI3K et BLNK (alias SLP65). BLNK

phosphorylée est capable de réguler le cycle cellulaire a la fois positivement et négativement.

Ainsi SYK et BLNK jouent des réles primordiaux a la fois dans la survie cellulaire, la
prolifération et la différenciation des précurseurs lymphoides (Herzog et al., 2009). Le pré-
BCR et I'lL-7R peuvent coopérer pour promouvoir la prolifération et la survie des cellules
‘larges’ pré-B précoces (Corfe & Paige, 2012; Milne & Paige, 2006). Les signaux prolifératifs
de I'lL-7R et du pré-BCR convergent notamment vers I'activation de la voie de signalisation
PI3K-AKT (Herzog et al., 2009; Rickert, 2013; Figures 11 et 12).

2.2.3.2.3. Lavoie PI3K-AKT(PKB)-FOXO1

D’une part, SYK se charge d’activer la voie PI3K (phosphoinositide 3 kinase) en synergie avec
la signalisation de I'lL-7R (Figures 2.11 et 2.12). SYK participe a la phosphorylation du co-
récepteur CD19 et/ou de la protéine adaptatrice BCAP (B-cell PI3K adaptator) responsable-s
du recrutement et de 'activation de PI3K. PI3K activée permet de phosphoryler Ptdins(4,5)P»
en PtdIns(3,4,5)P; (PIP3). Ce second messager recrute et active alors la sérine/thréonine
kinase PKB (protein kinase B, alias Akt), qui est le médiateur majeur pour contrdler la
prolifération en aval de PI3K. PKB/AKT va notamment inactiver les facteurs de transcription
FOXO (forkhead box protein, FOXO1, FOXO3a et FOX0O4) en les phosphorylant. La
phosphorylation du facteur de transcription FOXO1 par AKT le séquestre dans le cytoplasme
et le conduit a sa dégradation. D’autre part, SYK multi-phosphoryle la protéine adaptatrice
BLNK (B cell linker protein) qui présente alors de multiples sites d’amarrage (docking sites)
tout comme PIPs. Ainsi, BLNK s’associe a d’autres médiateurs de signalisation tels que BTK
(Bruton tyrosine kinase) pré-activée par la voie PI3K et PLCy2 (phospholipase C gamma 2),
pour former un complexe moléculaire qui sert de plateforme d’interaction aux diverses voies
de signalisation en aval du pré-BCR et du BCR (Herzog et al., 2009). La protéine BLNK
phosphorylée participe a I'avancement dans la maturation du pré-BCR en induisant la
répression de I'expression la pseudo-chaine légere (Geier & Schlissel, 2006). Une fois les
cellules pré-B (fraction C’) multipliées, BLNK sous forme phosphorylée met un terme au signal
prolifératif en induisant l'inactivation de STAT5 (en empéchant la phosphorylation de STAT5
par JAK3).
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BLNK inhibe également l'activité d’AKT (Herzog et al., 2009), levant ainsi la phosphorylation
répressive de FOXOL1 exercée par AKT. FOXO1 peut alors activer la transcription des génes
codant les recombinases Ragl et Rag2 (Amin & Schlissel, 2008) ainsi que celle du géne Bcl-
6 (B cell ymphoma-6). BCL-6 peut réprimer la transcription de Myc et de Ccnd2 (codant la
cycline D2), ce qui atténue davantage la prolifération et induit la mise en quiescence des
cellules pré-B tardives qui subissent la recombinaison au locus IgL (Duy et al., 2010; Nahar et
al., 2011). De plus, la signalisation du pré-BCR induit également I'expression du facteur de
transcription IRF4 (interferon-regulatory factor 4) qui se fixe a 'enhancer en 3’ du locus de la
chaine légére k (3’Ek). Ceci méne a la recombinaison au locus Igk et permet la progression
de la différenciation des cellules pré-B tardives en cellules immatures avec un BCR (Herzog
et al., 2009).

2.2.3.2.4. Lavoie RAS-RAF-MEK-ERK

Le pré-BCR active la voie de signalisation RAS-MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases,
induisant la mitose) pour transduire des signaux mitogéniques, menant a I'expansion sélective

des cellules pré-B a une faible concentration en IL-7 environnante (Fleming & Paige, 2001).

Recrutée par la protéine adaptatrice BLNK (B cell linker protein), la phospholipase PLCy2 se
lie a la forme activée de RAS pour promouvoir I'activation de la kinase ERK (extracellular
regulated kinase ; Imamura et al., 2009). ERK1 et ERK2 tiennent un rble déterminant dans la
signalisation du pré-BCR. Parmi leurs nombreux substrats, les kinases ERK1/2 phosphorylent
notamment le facteur de transcription ELK1 qui active la transcription de Myc (Yasuda et al.,
2008), et le facteur de transcription CREBL1 (cyclic AMP-responsive element-binding protein 1)
ciblant des génes de la famille des facteurs de transcription Mef2c/d (myocyte enhancer factor
c/d) régulant I'activité transcriptionnelle requise pour la progression de la différenciation des

cellules pré-B (Herglotz et al., 2016).

2.2.3.3. La signalisation du BCR
2.2.3.3.1. Initiation de la signalisation

A Tlinverse du pré-BCR, la signalisation du BCR (ou récepteur antigénique) dépend
essentiellement de la fixation d’un antigéne. L’expansion clonale des cellules B matures peut
survenir en réponse a la fixation d’un I'antigéne au BCR, mais également en réponse a des
sighaux mitogéniques divers. Néanmoins, des signaux toniques émanent du BCR pour

garantir la survie des cellules B naives.
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Figure 2.13: Schéma des réseaux transcriptionnels impliqués dans le « priming », la

spécification, 'engagement et la sélection dans le développement précoce des cellules

lymphoides B.
En aval des ALPs Ly6d-négatives conservant un potentiel lymphoide B/T et de cellules NK

(fond rouge), les BLPs (B-cell Lymphoid Progenitors) peuvent étre divisés en BLP1 (Ly6d+),
BLP2 (GNDF family receptor 2*) et BLP3 (bone marrow stroma cell antigen 1+) s’engageant
progressivement dans la lignée lymphoide B (Jensen et al., 2018). Figure adaptée de

Sigvardsson, 2018. Nota Bene : TCF3 est aussi nommé E2A.
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2.2.3.3.2. Voies de signalisation du BCR

La signalisation tonique requiert les mémes médiateurs que la signalisation du pré-BCR,
incluant notamment PLCy qui active la voie PI3K pour assurer la survie des cellules B matures
(Srinivasan et al., 2009). Ce médiateur met notamment en jeu la voie NF-kB pour réguler la
survie et la prolifération cellulaire. L’axe de signalisation RAS—-RAF-MAPK/ERK kinase

(MEK)-ERK est aussi induit pour aboutir a I'inhibition de I'apoptose (Lazarus et al., 1993).

2.2.4. Hiérarchie transcriptionnelle orchestrant la différenciation B

Les voies de signalisation ainsi enclenchées par des récepteurs activés (par des vagues de
cytokines et facteurs de croissance dépendamment des niches stromales) permettent de
contréler et/ou d’'induire I'expression de facteurs de transcription (FTs). En réponse, les FTs
régulent ces voies de signalisation, activent des programmes spécifiques d’une lignée au
détriment de ceux d’autres lignées alternatives et répriment également les programmes
transcriptionnels de maintenance de multipotence. Les programmes de priming, de
spécification, d’engagement et de différenciation lymphoide B sont régulés par des réseaux
de FTs (Figure 2.13) collaborant étroitement avec des facteurs épigénétiques (FEs). A tous
les stades de développement, ils sont directement connectés les uns aux autres parmi les
circuits de régulation. La régulation orchestrée par les FTs et les FEs est essentielle a
l'initiation, la promotion et la maintenance des transcriptomes spécifiques de la lignée B.
Certains de ces deux types de facteurs ont comme atout de pouvoir alterner de rdles entre
activateur et répresseur transcriptionnel (Miyai et al., 2018). Bien que ’hématopoiése se base
sur I'expression séquentielle de tels facteurs, les transitions s’exécutent de fagon dynamique
et continue. Ainsi sur le plan cellulaire, la lymphopoiése correspond a un continuum d’états
cellulaires transitionnels entre des stades distincts (discrets). Sur le plan moléculaire, la
spécification des progéniteurs et leur engagement subséquent spécifiqguement dans la lignée
lymphoide B s’organisent en trois grandes étapes rapides (Miyai et al., 2018). Elles se
modélisent par trois vagues d’expression de facteurs transcription, complémentées par un
réseau d’autres facteurs de transcription a I'expression plus constante (comprenant par
exemple lkaros).

e La phase initiale (early wave) réalise un priming aspécifique qui a pour but d’inhiber
'expression de génes inappropriés tels que ceux impliqués dans le maintien d’un état
multipotent ou dans la spécification en lignages alternatifs.

e La phase intermédiaire (mid-wave) procéde a un changement du statut du cycle cellulaire
et du métabolisme.

e Laderniere phase de la spécification (late wave) fait intervenir les facteurs de transcription

qui tiennent un réle spécifique dans 'engagement de la lignée B (Figure 2.13).
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indiqués. Figure issue de Murre, 2018.

Abréviations dans |'ordre alphabétique : ALP, all lymphoid progenitors ; BLP, B-cell-biased
lymphoid progenitors ; DN, double-negative CD4CD8 thymocytes ; DP, double-positive
CD4'CD8" cells ; ETP, early T-cell progenitors ; GMP, granulocyte/macrophage progenitors ;
LMPP, lymphoid-primed multipotent progenitors ; LT-HSC, long-term hematopoietic stem
cells ; Mac, Macrophages ; MPP, multipotent progenitors ; Neu, Neutrophils.
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Figure 2.14B : Diagramme récapitulatif des stades précoces de développement du lignage B,

indiguant les potentiels de différenciation (capacité de reconstitution B/T/myéloide, et plasticité

de lignée in vitro). Figure issue de Rumfelt et al., 2006.
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2.2.4.1. Réseaux transcriptionnels établissant I'identité cellulaire B

Le r6le primordial des différents facteurs de transcription au cours de la lymphopoiése B a été
essentiellement déterminé a 'aide de modéles murins dont les génes codant ces facteurs de
transcriptions ont été invalidés, ce qui a déterminé une hiérarchie transcriptionnelle de la
différenciation B (Hagman & Lukin, 2006) impliquant Spil, Ikzfl, Foxol, Tcf3, Ebfl et Pax5
(Boller & Grosschedl, 2014; Y. C. Lin et al., 2010; Miyai et al., 2018; Sigvardsson, 2018).

e Priming lymphoide par Ikzfl, PU.1 et E2A (Figure 2.14)

Certains FTs associés au lignage B sont d'ores et déja faiblement exprimés dans les
progéniteurs non engagés (Mansson et al., 2007). Le priming lymphoide dépend
principalement des FTs lkzfl (également nommé lkaros, Yoshida et al., 2006), PU.1 (codé par
Spil, Scott et al., 1997) et Tcf3 (également nommeé E2A, Dias et al., 2008). Ces FTs permettent
de générer un environnement épigénétique permissif en faveur du développement des LB
(Mansson et al., 2007) et activent notamment la transcription de génes codant les enzymes
Tdt (Dntt) et Rag (H. lgarashi et al., 2002; Reynaud et al., 2008). E2A active faiblement des
genes tels Ragl, Rag2, et Dntt dans les BLP (Y. C. Lin et al., 2010). Ikzf1 induit la transcription
de Gfil (Growth Factor Independent 1 Transcriptional Repressor) qui va réprimer Spil
(Spooner et al., 2009). Cette boucle de régulation méne a la perte du potentiel myéloide des
progéniteurs hématopoiétiques (Figure 2.14B). A forte concentration, PU.1 active un
programme transcriptionnel érythro-myéloide dans les progéniteurs alors qu’a plus faible dose,
PU.1 initie 'engagement des MPP dans le lignage lymphoide (DeKoter & Singh, 2000) en
stimulant notamment I'expression du récepteur de l'interleukine-7 (DeKoter et al., 2002). En
effet, l'interleukine-7 possede un r6le instructif pro-lymphoide (Dias et al., 2005), en activant
le FT STATS dans les CLP. D’autre part, E2A initie un programme transcriptionnel spécifique
au lignage B en activant Foxol dans les CLP (Welinder et al., 2011). L’activation combinée de
STATS et de FOXOL1 induit la transcription d’Ebf1 (Dias et al., 2005; Zandi et al., 2008). La
force de ces réseaux transcriptionnels réside dans leur capacité a s’auto-exacerber par des
boucles de régulation positive. Ainsi Ebf1 maintient en retour un niveau d’expression élevé en
FOXOL1 pour garantir la stabilité de sa propre expression (Mansson et al., 2012).

Une fois stablement exprimé, Ebfl coopére avec E2A pour directement activer la transcription
de nombreux génes B-spécifiques tels que les génes codant la pseudo-chaine légére du pré-
BCR (Y. C. Lin et al., 2010; O’'Riordan & Grosschedl, 1999; Sigvardsson et al., 1997).
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Figure 2.15 : Réseau de réqulation reliant dans une voie commune les activités d’'un ensemble

de réqulateurs transcriptionnels, de composants de signalisation et de facteurs de survie dans

les cellules lymphoides B au cours de la lymphopoiése.

Une analyse pangénomique intégrative, avec le logiciel Cytoscape, des liaisons entre
protéines et ADN et les changements de niveaux de transcrits via l'utilisation de pré-pro-B
déficientes en E2A, de pré-pro-B déficientes en EBF1 et de cellules pro-B contrbles a été
effectuée pour identifier les cibles transcriptionnelles d’E2A et EBF1, ainsi que les génes liés
par FOXO1. Les 2045 génes cibles de régulation en résultant ont été divisés en huit groupes
basés sur leurs diminution ou augmentation de niveaux de transcrits dans les cellules pro-B
en comparaison avec les cellules déficientes en E2A ou EBF1. Les lignes a fleches
représentent I'activation de génes alors que les lignes a barres représentent les répressions
transcriptionnelles. Les lignes pointillées indiquent les génes dont les loci sont occupés par
FOXO1l. Les genes mentionnés pour chaque groupe jouent des rdles cruciaux dans
'engagement de cellules B ou sont de potentiels régulateurs. Tous les autres génes sont
regroupés et symbolisés par des anneaux dont la taille est proportionnelle au nombre de génes
membres. Les couleurs plus vives représentent les loci occupés par FOXOL1. Figure issue de
(Y. C. Lin et al., 2010).
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e Spécification et engagement par l'induction d’Ebf1 et de Pax5 (Fiqures 2.14 et 2.15)

E2a et Ebf1 agissent ainsi en synergie pour finalement induire I'expression de Pax5 (O’Riordan
& Grosschedl, 1999). Ebfl active directement la transcription de Pax5 (Zandi et al., 2008) en
s’associant avec Stat5 au niveau d’'un élément régulateur en amont de I'exon 1A de Pax5
(Hirokawa et al., 2003) et en collaboration avec PU.1 se fixant a 'enhancer B-spécifique de
Pax5 (Decker et al., 2009). Ebfl et Pax5 sont impliqués dans une ultime boucle d’auto-
régulation positive et d’activation réciproque pour obligatoirement maintenir stablement leur
expression respective et ainsi préserver l'identité cellulaire B : Pax5 est une cible directe
d’Ebf1, tandis que EBF1 et PAX5 ciblent des régions promotrices respectivement proximale
et distale d’Ebf1 (Roessler et al., 2007).

E2A, Ebf1 et Pax5 apportent une contribution majeure a la spécification et a 'engagement
dans la lignée lymphoide B (Nutt & Kee, 2007). Pax5 doit notamment réprimer FIt3 pour initier
I'engagement des cellules dans la lignée lymphoide B (Holmes et al., 2006). E2a, Ebfl ainsi
gque Pu.l se fixent a des séquences cis-régulatrices du locus IgH et/ou activent la

recombinaison des clusters Du-Ju (Goebel et al., 2001; Hesslein & Schatz, 2001).

EBF1 et PAX5 collaborent pour initier les programmes transcriptionnels spécifiques de la
lignée B, impliqués dans la transduction du signal, I'adhésion, la migration cellulaire, le
métabolisme cellulaire et les fonctions immunitaires (Boller & Grosschedl, 2014; Schebesta et
al., 2007). D’ailleurs, Pax5 et/ou Ebfl pourraient étre directement impliqués dans la régulation
de la totalité des génes B-spécifiques (Rothenberg, 2014). E2a coopere avec Ebfl et Pax5
pour transcrire de nombreux génes spécifiques de la lignée B tels que Ragl et Rag2, Tdt
(Dntt), BIk, BInk et Pax5 qui active spécifiguement la transcription de Cd19 codant un récepteur
immunitaire. Les génes codant les composants du complexe pré-BCR (Cd79a, Cd79b,
VpréB1, Iglll codant lambda-5) font notamment partie des cibles transcriptionnelles directes
de Pax5 et Ebfl (Y. C. Lin et al., 2010; Revilla-I-Domingo et al., 2012; Treiber et al., 2010)

Au stade pro-B, Ikzf1 et Ebf1 modulent I'expression de lambda-5. Puis au stade pré-B, Pax5
cible et active Ikzf3 (codant Aiolos, un membre de la famille Ikaros) qui coopere avec Ikzfl
pour réprimer la pseudo-chaine légére (Thompson et al., 2007).

E2A régule également Irf4 (interferon regulatory factor 4) et Irf8 (Lin et al., 2010) conduisant
Irf4 & notamment intervenir dans le contréle de la recombinaison du locus Igk (Shaffer et al.,
2009). Les complexes de protéique impliquant Irf4 régulent les loci IgH et IgL, et se lient a

'enhancer B-spécifique de la lignée lymphoide de Pax5 (Decker et al., 2009; Figure 2.16).
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Figure 2.16 : Schéma du locus germinal Igk incluant les segments géniques V et J, la région

exonique constante, 'enhancer intronique (Ei) et 'enhancer en 3’(E3).

Les sites de liaison des facteurs de transcription sont indiqués sous leur-s enhancer-s
respectif-s. Les fleches représentent les promoteurs des transcrits germinaux. Figure issue de
(Geier & Schlissel, 2006).
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Figure 2.17 : Réseaux de régulation supervisant la lymphopoiése B précoce.

Les facteurs clés impliqués dans le « priming » sont indiqués sur la gauche du schéma alors
que les facteurs de transcription déterminants de la spécification et 'engagement du lignage
B sont indiqués dans le cadre de fond orange. Les genes favorisant les lignées alternatives
sont indiqués sous fond gris (lignage lymphoide inné), vert (lignage myéloide) et violet (lignage
lymphoide T). Chaque régulation positive est représentée par une épaisse ligne a fleche alors
gue chaque répression est représentée par une fine ligne a barre. Figure issue de (Boller &
Grosschedl, 2014).
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TCF3 (E2A) fonctionne seulement comme un activateur transcriptionnel alors que Ebfl et
Pax5 peuvent en outre fonctionner comme des répresseurs transcriptionnels pour empécher
la différenciation dans toute voie alternative autre que lymphoide B et davantage fixer la
différenciation B. Pour ce faire, Ebfl et Pax inhibent la transcription de genes requis pour la
différenciation des cellules dendritiques, NK, lymphoides B ou myéloides (Figure 2.16 ; Boller
& Grosschedl, 2014; Delogu et al., 2006; Nechanitzky et al., 2013). Par exemple, Pax5 réprime
le gene codant le récepteur Csflr (CD115 ou M-CSFR), pour éliminer la possibilité de
différenciation macrophagique (Tagoh et al., 2004). Ebfl réprime la transcription de génes
associés a des voies alternatives tels que Cebpa, 1d2, 1d3 et Spil (Pongubala et al., 2008;
Thal et al., 2009; Treiber et al., 2010). C/EBP-a et PU.1 sont des régulateurs transcriptionnels
pro-myéloides majeurs et 1d2 est un important régulateur du développement des cellules
Natural Killer. De plus, 1d2 et 1d3 font partie de la famille des protéines Id (inhibitors of DNA
binding, 1d1-1d4) qui en l'occurrence inhibent l'activité de liaison a 'ADN d’E2A. Elles
remplissent des fonctions communes d’inhibition de la différenciation, de promotion de la
prolifération et de maintenance de la multipotence (Lasorella et al., 2014). La répression d’ld2
et |d3 par Ebfl est pertinemment requise pour la progression au-dela du stade pré-pro-B. Cela
permet d’amplifier 'expression d’E2A situé a la source des boucles de régulation positive
(Figure 2.13) et ainsi bloque irréversiblement la spécification et 'engagement dans la lignée
lymphoide B. Par ailleurs, pour supprimer le potentiel T, Pax5 réprime la transcription de
Notchl, crucial pour la lymphopoiése T (Souabni et al., 2002), tandis qu'Ebf1 réprime Gata3
(Banerjee et al., 2013) et Tcf7, codant TCF-1 qui joue un réle essentiel de gatekeeper dans la
spécification et la différenciation du lignage T (Nechanitzky et al., 2013). En outre, le facteur
Bach2 (BTB and CNC homologue 2), dont I'expression est induite par Pax5 (Schebesta et al.,
2007), joue d’ores et déja un role important dans la restriction du lignage myéloide dés le stade
des CLP (ltoh-Nakadai et al., 2014).

Certains FTs comme Myc et lkaros (lkzfl) sont exprimés plus fréquemment durant le
développement de la lignée lymphoide B mais ils ont la particularité de basculer d’'un réle de
répresseur a celui d’activateurs transcriptionnels, ce qui leur permet d’exercer des fonctions
spécifigues a chaque étape de I'engagement bien qu’ils soient exprimés continuellement
(Miyai et al., 2018).

Dans les cellules immatures B, suite par la stimulation BCR, Aiolos (lkzf3) et Helios (1kzf2)
contrélent 'apoptose notamment par le biais de la régulation transcriptionnelle des PKCs, les
protéines kinases Cs (Kikuchi et al., 2009, 2011). TCF3 (E2A) est également impliqué dans le
contréle de 'apoptose médiée par la signalisation BCR en régulant la transcription des génes
de la survivine, de linhibiteur de l'apoptose-2 (IAP2) et de la caspase-8 (Toyonaga et al.,
2009).
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Figure 2.18 (a gauche) : Le réseau de réqgulation génigue contrdlant la transition multi-étape

des cellules B matures (LB) en cellules sécrétrices d’anticorps (plasmocytes).

Les stades cellulaires et les profils d’expression des principaux régulateurs transcriptionnels
de la différenciation B tardive sont indiqués. Les LB naifs sont quiescents et expriment un
ensemble unigue de facteurs de transcription. Lors de I'exposition antigénique in vivo ou de
I'activation avec soit des facteurs dérivés de LT (CD40L et cytokines) soit des ligands de TLR
(toll-like receptors) in vitro, les LB naifs entrent en cycle cellulaire et deviennent des cellules B
activées. Ci-dessus, les cellules actives sont divisées en deux phases : une premiére phase,
précoce, qui fait directement suite au signal mitogénique initial et une seconde phase, tardive,
qui a lieu lors des cycles cellulaires suivants. Certains facteurs de transcription sont induits par
activation (tels que Obf1 et Irf8) alors que d’autres sont induits graduellement et ont une activité
dose-dépendante. Irf4 est exprimé en quantité intermédiaire dans les LB activés. Lors de
linitiation du programme de différenciation terminale, les LB activés diminuent I'expression
des FTs indiqués associés aux LB et augmentent davantage I'expression d’lrf4 pour conduire
la différenciation en cellules sécrétrices d’anticorps. Les cellules sécrétrices d’anticorps
peuvent se diviser en plasmablastes cyclants de courte durée de vie et en plasmocytes post-
mitotiques de longue durée de vie sur la base de I'expression de Blimp1. Figure issue de
Stephen L. Nutt et al., 2011.

Figure 2.19 (a droite) : Les principaux régulateurs transcriptionnels supervisant les deux

programmes mutuellement exclusifs de la différenciation B tardive.

Modele du réseau transcriptionnel contrdlant la différenciation terminale des cellules B comme
proposeé par les équipes de Staudt (Shaffer et al., 2009) et Calame (Shapiro-Shelef & Calame,
2005). Ce modele est centré sur la répression transcriptionnelle entre les facteurs promouvant
les cellules B matures id est Pax5, Bcl6, Mitf et Bach2 (en bleu) et les facteurs promouvant la
transition plasmocytaire (et la production de cellules sécrétrices d’anticorps) id est Xbpl,
Blimp1l et Irf4 (en vert) qui assurent le caractére mutuellement exclusif des deux programmes
d’expression génique. Les lignes a fleche indiquent une influence positive sur I'expression
génique ou la fonction. Les lignes a barre indiquent une activité répressive. Figure issue de
Stephen L. Nutt et al., 2011.
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En paralléle, les régulateurs épigénétiques participent aussi a fixer la destinée cellulaire. Ezh2
— une unité catalytique du complexe répressif polycomb 2 (PRC2, polycomb-repressive
complex 2) qui réprime I'expression génique en marquant les histones par méthylation
(H3K27me3) — et Smarca4 — alias BRG1, un régulateur transcriptionnel — collaborent pour
réprimer I'expression inappropriée de genes de lignages non-B (Su et al., 2003; Miyai et al.,
2018).

Certains des facteurs épigénétigues jouent le méme type de double réle que les FTs lors de
la lymphopoiése B. Ezh2 et Suzl2 — un autre composant de PRC2 — agissent comme
activateurs transcriptionnels en phase précoce de la spécification alors qu’ils se comportent
comme de puissants répresseurs aux stades tardifs de 'engagement lymphoide B (Miyai et
al., 2018). Spécifiquement dans les pro-LB, Ezh2 se charge de maintenir la répression d'un
ensemble de génes codant des facteurs de transcription associés aux lignées alternatives des
lymphocytes T et des cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2) incluant Gata3, Zbtb16,
Bclllb et Rora. C’est ainsi qu’Ebfl pourrait recruter Ezh2 au niveau du promoteur de Gata3
pour induire sa répression (Jacobsen et al., 2020). De plus, Ezh2 est spécifiquement requis
dans les cellules B engagées pour réprimer Lin28b (codant une protéine de liaison a 'ARN
associée aux programmes hématopoiétiques foetaux) pour empécher la conversion des

cellules B2 adultes (dites conventionnelles) en cellules B1 foetales (Jacobsen et al., 2020).

2.2.4.2. Réseaux transcriptionnels de la différenciation terminale

La transition des lymphocytes B en cellules sécrétrices d’anticorps (plasmocytes) est
essentielle pour la réponse immunitaire adaptative. La différenciation terminale en cellules
hautement spécialisées est un processus irréversible, qui s’accompagne de la sortie du cycle
cellulaire. La lymphopoiése tardive repose sur un réseau de régulation génique orchestré par
deux sous-ensembles de FTs. Ces derniers dirigent deux programmes transcriptionnels
mutuellement exclusifs et antagonistes qui assurent au niveau moléculaire la ségrégation des
destinées cellulaires — les LB matures versus les plasmocytes sécrétant des anticorps (Figure
2.18, Calame et al., 2003; Stephen L. Nutt et al., 2011, 2015).

Succinctement, Pax5, Bcl-6, Bach2 sont les principaux régulateurs transcriptionnels qui
maintiennent 'identité cellulaire B et empéchent la différenciation plasmocytaire alors que Irf4,
Blimpl et Xbpl sont les FTs pivots qui promeuvent le programme transcriptionnel des cellules
sécrétrices d’anticorps (Nutt et al., 2011). Les signaux qui contrblent la différenciation
plasmocytaire doivent finalement éteindre le programme transcriptionnel des LB (Shaffer et
al., 2002). Les deux groupes de FTs utilisent donc une boucle de répression transcriptionnelle
— impliquant Pax5/Bach2 contre Blimp-1 — renforgant I'exclusivité de chaque transcriptome
(Figure 2.19).
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Figure 2.20 : Le réseau de réqgulation génique contrélant la maturation LB activés.

Ce schéma modélise le réseau de régulation transcriptionnelle de la lymphopoiése B tardive,
I'activation et la maturation des lymphocytes B y compris la recombinaison de commutation de
classe (CSR) et I'hypermutation somatique (SHM). Les lignées indiquent les fixations directes
des protéines codées par les géenes indiqués sur les régions régulatrices des genes cibles.
Chaque activation transcriptionnelle est représentée par une ligne a fleche alors que chaque
répression est représentée par une ligne a barre. Les fleches horizontales représentent les
sites d’initiation de la transcription. Les génes exprimés sont inscrits sur fond vert alors que
les génes trés faiblement exprimés ou pas exprimés sont inscrits sur fond gris.

Abréviations dans I'ordre alphabétique : AP-1, activator protein 1 ; Bach2, BTB and CNC
homologue 2 ; Bcl6, B cell ymphoma 6 ; BLIMP1, B lymphocyte-induced maturation protein
1; Ciita, MHC class Il transactivator ; Fral, FOS-related antigen 1; 1d3, DNA-binding protein
inhibitor ID3 ; Irf, interferon-regulatory factor ; OBF1, Oct binding factor 1 ; Pax5, paired box
protein 5 ; Pou2afl, POU domain class 2 associating factor 1 ; Prdm1, PR domain zinc finger
protein 1; UPR, unfolded protein response ; Xbp1, X box-binding protein 1 ; Zbtb20, zinc finger
and BTB domain-containing protein 20. Figure issue de (Nutt et al., 2015).
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Intervenant déja au cours de la lymphopoiese B précoce, les FTs Irf4, Pax5, Foxol et Ebfl
restent impliqués dans les étapes tardives du développement des cellules B. Dans les cellules
B matures (naives ou activées), Pax5 continue de réguler I'expression des composants du
complexe BCR (IgM, CD79A) ainsi que celles d’autres récepteurs immunitaires tels que CD19
et CD21.

Outre EBF1, Pax5 active la transcription des génes codant des FTs plus spécifiques en aval
de la hiérarchie transcriptionnelle tels qu’Aiolos (1kzf3), Irf4, 1Irf8, Bach2 (BTB and CNC
homologue 2), Bcl-6, OBF1 CIITA et Spi-B qui sont associés au développement des cellules
de la lignée lymphoide B et notamment impligués dans les réponses antigéniques, les
réponses cytokiniques et les réponses a la fixation des ligands aux TLR, ou dans les
mécanismes de CSR et SHM (Figures 2.18 et 2.20 ; Holmes et al., 2006; Pridans et al., 2008;
Schebesta et al., 2007).

1) Dans les LB naifs

Dans un premier temps, Mitf (microphthalmia-associated transcription factor), répriment

'expression d’Irf4 dans les LB naifs (L. Lin et al., 2004). Pax5 réprime directement Cd28
(Delogu et al., 2006) et Xbpl (Reimold et al., 1996) codant le facteur de transcription XBP1
(X-box-binding protein 1) qui s’avérera essentiel pour la formation de 'appareil sécrétoire des
plasmocytes et nécessaire pour la production d’anticorps (Reimold et al., 2001).

De plus, les répresseurs transcriptionnels Bach2 et Bcl-6 coopérent pour directement inhiber
la transcription prématurée de Prdm1 (Huang et al., 2014; Ochiai et al., 2006, 2008). Le géne
Prdm1 code le répresseur transcriptionnel Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein-
1) qui remplit une fonction centrale dans la différenciation plasmocytaire (Kallies & Nutt, 2007).
EBF1 participe également a la répression de Blimp-1 pour maintenir l'identité cellulaire B
(Kikuchi et al., 2012). De surcroit, le double rétrocontrdle positif entre Pax5 et Bach2 entretient

le maintien de l'identité cellulaire B et la prévention de la transition plasmocytaire (Figure 2.19).

2) Dans les LB activés

Dans un second temps, suivant l'interaction antigénique, Irf4 et Pax5 sont requis pour activer

I'expression d’Aicda (codant 'enzyme AID), agissant dans le mécanisme de recombinaison de
commutation de classe des immunoglobulines (CSR des Ig) et permettant ainsi la maturation
des LB activés (Dege & Hagman, 2013; Sciammas et al., 2006). Irf4 intervient ainsi dans le
contr6le de la CSR et également dans la formation des centres germinatifs (Shaffer et al.,
2009).
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Figure 2.21 : Les stades cellulaires de la différenciation B tardive.

La majorité des cellules B matures sont localisées en follicules dans des organes lymphoides
et sont alors appelées cellules B folliculaires. Les cellules B de la zone marginales et les
cellules B de type B1 sont d’autres types de cellules B spécialisées. Les premieres se
localisent dans la région entre la pulpe rouge et la pulpe blanche de la rate. Les secondes sont
détectées dans la cavité péritonéale et la cavité pleurale. Toutes les cellules B matures
expriment PAX5, PU.1, IRF8 et BACH2 et la signalisation BCR induit de faibles (low) niveaux
en IRF4. Les cellules B activés par une interaction antigénique (également appelé
lymphoblastes B) peuvent rapidement proliférer, effectuer la recombinaison de commutation
isotypique des immunoglobulines (CSR) et se différencier en plasmablastes de courte durée
de vie (short-lived) qui expriment des niveaux d’expression élevés (hi, pour high) en IRF4 et
XBP1 et intermédiaires (mid) en BLIMPL1, et en anticorps sécrétés. Les cellules folliculaires B
régulent positivement I'expression de BCL-6 et répriment I'expression d'IRF4 pendant la
réaction du centre germinatif (GC) au sein duquel la maturation d’affinité du récepteur
antigénique a lieu. Les cellules B comportant des récepteurs a forte affinité pour les antigenes
migrent en dehors des centres germinatifs et se différencient soit en cellules B mémoires, qui
expriment un programme transcriptionnel similaire a celui des cellules B matures, soit en
plasmocytes de longue durée de vie (long-lived) qui expriment des niveaux d’expression
élevés en IRF4, BLIMP1 et XBP1, et produisent une grande quantité d’anticorps. Les
plasmocytes BLIMP1" dérivent des cellules BLIMP1™d mais I'origine des plasmocytes reste
indéterminée, pouvant provenir des plasmablastes (ligne en pointillés), ou bien d’un stade plus
précoce de plasmocyte engagé. La contribution des cellules B de la zone marginale et des
cellules B de type B1 dans le compartiment des plasmocytes est peu caractérisée.
Abréviations dans l'ordre alphabétique : BACH2, BTB and CNC homologue 2 ; BCL-6, B cell
lymphoma 6 ; BLIMP1, B lymphocyte-induced maturation protein 1 ; GC, germinal centre ;
IRF4/8, interferon-regulatory factor 4/8 ; PAX5, paired box protein 5; XBP1, X-box-binding
protein 1. Figure issue de Stephen L. Nutt et al., 2015.
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Lors de la stimulation antigénique, le niveau d’expression de Blimp-1 augmente graduellement
tandis que le niveau de Bach2 diminue, mais la quantité restante de Bach2 permet d’'une part
de maintenir I'expression de Pax5 a un niveau relativement élevé. D’autre part, I'expression
de Bach2 reste indispensable pour conserver une répression suffisante de Prdm1 afin que les
LB activés puissent subir la CSR (Muto et al., 2010), étant donné que Blimp-1 inhibe la CSR
durant la différenciation plasmocytaire afin de limiter le stress génotoxique engendré par les
meécanismes de CSR et d’hypermutation somatique (Shaffer et al., 2002).

Les cellules folliculaires présentent un niveau d’expression protéique nucléaire élevé en

Bach2, prolongeant la répression de Prdm1 (Blimp-1) et permettant de subir la CSR des Ig.

Inversement, les cellules B de la zone marginale et B1 ont un faible niveau d’expression
nucléaire de Bach2, ce qui leur permet de rapidement se différencier en plasmocytes IgM*
sans activer la CSR au préalable (Figure 2.21 ; Muto et al., 2010 ; K. Igarashi et al., 2014).
Les LB mémoires, quiescentes et de longue durée de vie, présentent également un niveau
d’expression de Pax5 et Bach2 diminué par rapport aux LB matures naifs, ce qui facilite les
LB mémoires a rapidement se différencier en plasmocytes et donc rend plus efficace une
seconde réponse immunitaire adaptative (Figure 2.21 ; Kometani et al., 2013).

3) Transition plasmocytaire

L’initiation de la différenciation plasmocytaire (en pré-plasmablastes) ne dépend pas de
I'expression de Blimp-1 en soi mais serait due a l'inhibition de I'activité de Pax5, n'impliquant
pas forcément la répression de son expression génique (Kallies et al., 2007; Nera et al., 2006).
La stimulation antigénique enclenche la signalisation du BCR qui active notamment les
kinases ERK1/2 et SYK. Celles-ci vont respectivement phosphoryler des résidus sérines
(5189 et S283) et tyrosines (Y264 et Y299) de Pax5 (Inagaki et al., 2016; Yasuda et al., 2012).
Chacune des phosphorylations atténue l'activité¢ de Pax5, ce qui induit des variations
d’expression graduelles inverses de Blimp-1 et Bach2 (évoquées précédemment). Ainsi
ERK1/2 et SYK coopérent pour inactiver Pax5, ce qui léve progressivement la répression de
Blimp-1. Parallélement, Irf4 joue sur les deux tableaux (dualité de fonction) en promouvant la
maturation des LB activés ou la différenciation terminale en plasmocytes en fonction de son
niveau d’expression protéique (Sciammas et al., 2006 ; Ochiai et al., 2013). IRF4 forme des
hétérodiméres (avec BATF ou PU.1) ou des homodiméres en fonction de sa concentration
(faible ou élevée respectivement) et ainsi régulent des génes cibles différents durant la

différenciation des cellules naives en plasmocytes (K. Igarashi et al., 2014).
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Figure 2.22 : Le réseau de régulation génigue contrélant la différenciation terminale des LB en

cellules sécrétant des anticorps (plasmablastes et plasmocytes).

Les lignées indiquent les fixations directes des protéines codées par les genes indiqués sur
les régions régulatrices des génes cibles. Chaque activation transcriptionnelle est représentée
par une ligne a fleche alors que chaque répression est représentée par une ligne a barre. Les
fleches horizontales représentent les sites d’initiation de la transcription. Les genes exprimés
sont inscrits sur fond vert alors que les génes trés faiblement exprimés ou pas exprimés sont
inscrits sur fond gris.

Abréviations dans I'ordre alphabétique : AP-1, activator protein 1 ; Bach2, BTB and CNC
homologue 2 ; Bcl6, B cell ymphoma 6 ; BLIMP1, B lymphocyte-induced maturation protein
1; Ciita, MHC class Il transactivator ; Fral, FOS-related antigen 1; 1d3, DNA-binding protein
inhibitor ID3 ; Irf, interferon-regulatory factor ; OBF1, Oct binding factor 1 ; Pax5, paired box
protein 5 ; Pou2afl, POU domain class 2 associating factor 1 ; Prdm1, PR domain zinc finger
protein 1; UPR, unfolded protein response ; Xbp1, X box-binding protein 1 ; Zbtb20, zinc finger
and BTB domain-containing protein 20. Figure issue de (Nutt et al., 2015).
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A faible concentration, Irf4 induit I'expression d’AID impliquée dans la maturation des LB
activés (Figure 2.20) tandis qu’a forte concentration, Irf4 peut a la fois réprimer Bcl-6 (Saito et
al.,, 2007) et activer I'expression de Prdml codant Blimp-1, ce qui induit la transition

plasmocytaire (Figure 2.22, Sciammas et al., 2006; Klein et al., 2006; Ochiai et al., 2013).

Irf4 entre en compétition avec d’autres FTs pour déterminer la destinée cellulaire. Irf8 et PU.1
jouent un rdéle dans linhibition de la différenciation plasmocytaire a travers une compétition
avec Irf4 (Carotta et al., 2014). Le locus de Prdm1 comporte des sites de liaison pour Irf4 ainsi
qgue pour Bach2 et Bcl-6, signifiant une compétition entre la répression exercée par le duo
Bach2/Bcl-6 et I'activation croissante d’Irf4 (K. Igarashi et al., 2014).

Pour mener stablement a la différenciation terminale, Ifr4 et Blimp-1 forment une boucle de
régulation positive ; a laquelle s’ajoute une boucle de régulation négative : I'expression
croissante de Blimp-1, ayant pris 'ascendant, impose la diminution progressive du niveau
d’expression d'Irf8, Aicda, Pax5, Bcl-6 et Bach2 jusqu’a leur extinction (Delogu et al., 2006;
Kometani & Kurosaki, 2015; K.-I. Lin et al., 2002).

Blimp-1 et Irf4 collaborent pour contrbler la différenciation plasmocytaire, combinant la
répression du programme transcriptionnel de l'identité B caractérisée par I'extinction (par
Blimp-1) des génes codant Spi-B, 1d3, CIITA, Myc (Figure 2.22 ; Stephen L. Nutt et al., 2011,
2015) et I'activation de génes associés aux cellules sécrétrices d’anticorps tels que IgJ, et
Xbp1 activés par Blimp-1 et requis pour la fonction sécrétrice des plasmocytes (Shapiro-Shelef
& Calame, 2005). De surcroit, Cd28, dont la répression est levée par l'inactivation de Pax5
(Delogu et al., 2006), régule positivement Irf4 et Blimp-1 et favorise la survie cellulaire des

plasmocytes ‘de longue durée de vie’ (Rozanski et al., 2015; Utley et al., 2020).

La régulation épigénétiqgue compléte le réseau de FTs de la différenciation B tardive. La
méthyltransférase d’histone EZH2, intervient dans le cadre de la répression des destinées
cellulaires alternatives en déposant des marques épigénétiques répressives au cours des
réactions contribuant a la formation et la prolifération des centres germinatifs (GCs). BCL-6 et
Blimp-1 recrutent différentiellement EZH2 au niveau de loci distincts pour respectivement
réprimer des genes associés au type plasmocytaire ou au type lymphocytaire B (Scharer et
al., 2018).
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Chapitre 3 de I'introduction

Selon I'lnstitut National du Cancer (INCa), le cancer représente la premiére cause de mortalité
prématurée en France métropolitaine, déplorant 150°'000 décés par an. L'incidence des
cancers est de 382’000 nouveaux cas par an. En France, pres de 2500 diagnostics de cancers
pédiatriques sont établis chaque année, dont la moitié survenant avant 'age de 5 ans, parfois
deés la naissance. Approximativement 1 700 enfants ont moins de 15 ans et 800 patients sont
des adolescents (15-18 ans). Chaque année, 500 enfants en décédent et plus de 50% des
enfants qui y survivent vivent avec de graves séquelles ou souffrent de l'apparition de
pathologies chroniques.

Certains types de cancers sont spécifiques a l'enfant et la plupart des cancers de l'adulte
n’affectent pas les enfants. Une plus longue période d’exposition aux facteurs de risque socio-
environnementaux et 'accumulation nécessaire de mutations somatiques adéquates acquises
dans un ordre précis pour mener a un cancer peuvent expliquer cette divergence (Tomasetti
& Vogelstein, 2015; Vogelstein & Kinzler, 1993, 2015). La nature des cancers pédiatriques
varie également avec I'age (nourrisson, enfant, adolescent, voire jeune adulte). En Europe et
aux Etats-Unis, les cancers pédiatriques les plus courants sont les leucémies, les tumeurs
cérébrales et les lymphomes. Il est intéressant de remarquer que les cancers de I'enfant les
plus fréquents (Tableau 3 ci-dessous, source INCa) correspondent aux cancers résultant

notamment d’altérations génétiques des génes de développement PAX.

Type de cancer Organe ou tissu d'origine

leucémie moelle osseuse et sang

lymphome ganglions et systéme lymphatique

néphroblastomes reins

neuroblastome glandes surrénales et systéme nenveux sympathigue

ostéosarcome, tumeur d'Ewing 0s

rhabdomyosarcomes et autres sarcomes des pariies muscles et fissus de soutien

molles

rétinoblastome réting

tumeur cérébrale cernveau et moelle &piniére

autres tumeurs ovaires. testicules, systéme nerveux central, thorasx,
abdomen

Tableau 3 : Les principaux cancers pédiatriques. Source : site web de I'INCa.
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|
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I
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PAX1

PAX9

PAX2

PAX5

PAX8

PAX3

PAXT7

PAX4

PAX6
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Domaines
d’expression
(liste
exhaustive)

non-

Sclérotome,
squelette,
thymus

Sclérotome,
squelette,
dents, thymus

SNC, yeux, oreilles,
reins, glandes
mammaires

SNC, testicules,
Lignage lymphoide
B

SNC, thyroide,
reins
Créte neurale,
SNC,

somites/muscles

Créte neurale,
SNC,

somites/muscles

Pancréas, intestins,

glande pinéale,
SNC

Pancréas, intestins,
SNC, glande
pinéale, yeux, nez

Pathologies associées hormis

cancers (liste non-exhaustive)

Syndrome de  Klippel-Feil
syndrome de Jarcho-Levin ;

Oligodontie

Syndrome rein-colobome

Hypothyroidie congénitale causée
par dysplasie thyroidienne

Syndrome de Waardenburg

Myopathies

Diabétes de types | et Il

Diabeéte ; aniridie, cataracte

Cancers associés
(liste non-exhaustive)

Tumeurs des glandes salivaires

Ostéosarcomes et sarcomes d’Ewing
(cancers des os), LAL-T

néoplasmes rénaux dont renal cell
carcinoma (RCC) Wilms tumor
(néphroblastome)
Médulloblastomes, neuroblastomes
de type N, carcinomes
neuroendocriniens, cancer de la
prostate, hémopathies lymphoides
(lymphomes a cellules B, LAL-B, LAM)

Cancer de thyroide ; néoplasmes
rénaux dont carcinomes rénaux (RCC)

Rhabdomyosarcomes alvéolaires
(ARMS), mélanome, sarcome d’Ewing
(cancer des o0s)

sarcomes nasosinusiens
biphénotypiques
Rhabdomyosarcomes alvéolaires

(ARMS), mélanome, sarcome d’Ewing
(cancer des os)

carcinome pulmonaire épidermoide

Insulinomes (nésidioblastomes)

Glioblastomes, rétinoblastomes

Tableau 4. Pathologies associées aux altérations génétiques et déréqulation d’expression des

genes PAX.

Données bibliographiques extraites de la littérature citée dans le texte et/ou indiquées dans
les revues de (Chi & Epstein, 2002), et (Mahajan et al., 2015).
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3.1. Implication des protéines PAX dans la pathogenese

Etant données les fonctions primordiales des protéines PAX a de multiples étapes de
'embryogenése, dans les différenciations tissulaires et 'organogenése (cf. section 1.2), les
mutations perte-de-fonction des genes PAX conduisent a diverses anomalies du
développement, dont le mécanisme pathogénique repose essentiellement sur
I’haploinsuffisance.

L’importance des génes Pax dans le développement embryonnaire a ainsi été mise en
évidence par divers phénotypes résultant de I'inactivation des génes Pax chez la drosophile
et la souris (Tremblay & Gruss, 1994). Par exemple chez la souris, les mutations hétérozygotes
des génes Pax1, Pax3, ou Pax6 ménent respectivement aux phénotypes “ondulé” (undulated
phenotype ; Balling et al., 1988), “tacheté” (splotch phenotype ; D. J. Epstein et al., 1991) ou
“de petit ceil” (small eye (Sey) phenotype ; Hill et al., 1991). Plus drastiquement, les embryons
exprimant une mutation homozygote de Pax6 (Sey/Sey) ne développent ni d’ceil ni de cavités
nasales, empéchant les nouveau-nés de respirer pendant la succion, précipitant la mort des
souriceaux (Hill et al.,, 1991). Similairement, linvalidation génique de Pax2 et Pax8 se
manifeste hotamment par une absence de reins (Bouchard et al., 2002; Favor et al., 1996)
tandis que l'inactivation homozygote de Pax5 entraine une létalité périnatale due a un défaut

majeur de développement du SNC (Urbanek et al., 1994).

De plus, les géenes PAX sont fréquemment exprimés dans les cancers (Muratovska et al.,
2003). La dérégulation d’expression et/ou d’activité des génes PAX est associée a
I’'oncogenése de divers types de tumeurs malignes (Chi & Epstein, 2002; Mahajan et al.,
2015; Robson et al., 2006) — en particulier des cancers pédiatriques — qui découlent de leurs
territoires d’expression physiologique respectifs (Tableau 4). Bien que tous les génes PAX
semblent pouvoir contribuer a 'oncogenése, les génes des groupes Il (PAX2/PAX5/PAXS8) et
Il (PAX3/PAXT) jouent des roles particulierement importants dans ['initiation et la progression
tumorales alors que les génes PAX des groupes | et IV sont moins souvent impliqués dans
'oncogenése (Chi & Epstein, 2002; Mahajan et al., 2015; Robson et al., 2006). Le degré de
sévérité tumorale peut étre corrélé au niveau de complexité de structure protéique : les
altérations des protéines PAX des groupes Il et Il (qui contiennent le motif octapeptide ET un
homéodomaine partiel ou complet) sont souvent associées a des cancers plus agressifs, alors
gue les altérations des protéines PAX des groupes | et IV (qui contiennent le motif octapeptide
OU un homéodomaine complet) sont plutdt associées a un pronostic favorable (Robson et al.,
2006). Ainsi, le potentiel oncogénique des genes PAX est le reflet de leurs propriétés
cellulaires physiologiques. Pour rappel, les facteurs de transcription PAX sont largement
impliqués dans la régulation de la différenciation cellulaire, la prolifération, la migration et la

survie de différents types cellulaires.
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Figure 3.01 : Exemples représentatifs des mécanismes gain-de-fonction et perte-de-fonction

conduisant a I'expression et/ou I'activité aberrante de protéines PAX, aboutissant a un blocage

de différenciation combiné au maintien des cellules progénitrices mutées dans un état

prolifératif. Figure issue de (Wachtel & Schéafer, 2015).
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Les cellules cancéreuses peuvent tirer profit de ces puissantes propriétés physiologiques et
les détourner en faveur de la progression tumorale. En particulier, les cing genes PAX des
groupes Il (PAX2/PAX5/PAX8) et Il (PAX3/PAX7) conferent des propriétés de motilité
cellulaire, de survie cellulaire et d’auto-suffisance en signaux de croissance cellulaire, qui sont
des caractéristiques favorisant la progression tumorale (Robson et al., 2006).

La dérégulation de I'expression ou de l'activité des protéines PAX peut étre causée soit par
des anomalies quantitatives (variation du nombre de copies, CNV), soit par des
altérations de leur structure ou séquence génique (Mahajan et al., 2015; Robson et al.,
2006; Wachtel & Schafer, 2015).

¢ Anomalies guantitatives

L’expression endogéne des génes PAX se trouve souvent requise pour la prolifération et la
survie des cellules cancéreuses (Gibson et al., 2007; Muratovska et al., 2003). L’expression
inappropriée de protéines PAX sous forme sauvage constitue un mécanisme récurrent de
I'oncogenése. Ainsi, la surexpression de protéines PAX (sous forme sauvage) peut davantage
promouvoir la progression tumorale. Par ailleurs, I'expression ectopique de protéines PAX

peut également jouer un rdle oncogénique en dérégulant les signaux de prolifération et de
survie cellulaire. La réexpression aberrante des protéines PAX est également fréquemment

observée dans les cancers, permettant de réattribuer des fonctions embryonnaires ou
développementales (Morgenstern et al., 2010). La persistance anormale de I'expression de

PAX dans des tissus partiellement différenciés peut provoquer un blocage de la différenciation
(en empéchant la différenciation terminale) et/ou participer a la formation d’hyperplasie.

A contrario, la perte de fonction d’une protéine PAX peut bénéficier a la cellule tumorale : étant
donné que les protéines PAX sont indispensables au processus de différenciation tissulaire,
la réduction ou la perte d’expression de genes PAX ménent & un blocage de la différenciation

a un stade cellulaire précoce, caractéristique de nombreuses tumeurs.

e Altérations génétiques

L’activité aberrante des protéines PAX, résultant d’altérations de structure génique et
notamment des translocations caractéristiques, peut étre attribuée a divers mécanismes gain-
de-fonction ou perte-de-fonction (Wachtel & Schéfer, 2015 pour revue). Ces aberrations
geéneétiques perturbent généralement I'activité transcriptionnelle des facteurs de transcription
PAX de sorte & générer un état cellulaire permissif pro-tumoral favorisant la survie, la
prolifération et la migration des cellules tumorales au détriment de la différenciation cellulaire.

En définitive, I'activité aberrante des protéines PAX entrainent typiquement un blocage de la
différentiation maintenant les cellules progénitrices mutées dans un état trés prolifératif,
permettant leur expansion exponentielle (Wachtel & Schéfer, 2015 pour revue ; Figure 3.01).
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3.1.1. Groupe | : PAX1 & PAX9

Le défaut d’expression en PAX1 engendre des malformations vertébrales congénitales, telles
gue le syndrome de Klippel-Feil et le syndrome de Jarcho-Levin. La surexpression de PAX1
est associée a des tumeurs des glandes salivaires (Francioso et al., 2002). Une mutation
perte-de-fonction de PAX9 (causant un décalage du cadre de lecture a partir de la phase
codant le domaine PAIRED) peut provoquer une oligodontie, définie par une agénésie dentaire
d’au moins six dents (Stockton et al., 2000). L’expression de PAX9 se trouve significativement
réduite dans la majorité des carcinomes invasifs et dysplasies épithéliales précancéreuses de
'cesophage (Gerber et al., 2002) alors que PAX9 est surexprimé dans des tumeurs malignes
pédiatriques d’origine osseuse (ostéosarcomes et sarcomes d'Ewing) et les LAL-T

pédiatriques (Mahajan et al., 2015).

3.1.2. Groupe Il : PAX2, PAX5 & PAX8

Les altérations affectant PAX2, PAX5 et PAX8 sont davantage des mutations dites perte-de-

fonction.

- L’haploinsuffisance de PAX2 cause le Syndrome Rein-Colobome (SRC) caractérisé par
une hypodysplasie rénale et une dysplasie du nerf optique (Eccles, 1998; Favor et al.,
1996).

- Les mutations hétérozygotes de PAX8 provoquent une dysgénésie thyroidienne, une
forme d’hypothyroidie congénitale (Macchia et al., 1998). Des mutations faux-sens
affectant le domaine PAIRED de PAX8 ont notamment été identifiées et ont pour
conséquence de réduire voire supprimer son habilité de liaison a ’ADN.

- Les délétions de PAX5, considéré comme un géne suppresseur de tumeur, sont trés

fréqguemment détectées dans les leucémies lymphoblastiques B (Mullighan et al., 2007) .

Par ailleurs, I'expression aberrante de PAX2 ou PAX8 est associée a divers cancers du rein
et notamment a la formation de tumeurs de Wilms (néphroblastome) représentant 5 a 14%
des cancers de l'enfant (Ozcan et al., 2012). La surexpression de PAX2 favoriserait
notamment la progression tumorale des carcinomes a cellules rénales (CCR) qui est le type

le plus courant de cancer du rein (Gnarra & Dressler, 1995; Winyard et al., 1996).

PAX8 joue également un réle dans des cas de cancers de la thyroide (Mahajan et al., 2015
pour revue). PAX8 se situe plus fréquemment dans le cytoplasme dans les cancers de la
thyroide réduisant le champ d’activité transcriptionnelle de PAX8 et conduisant ainsi a la

diminution de la transcription des génes spécifiques de la thyroide (Scouten et al., 2004).

111



These de doctorat en sciences

112



These de doctorat en sciences

3.1.3. Implication de PAX5 dans I'oncogenése

Corrélée a son role clé dans la différenciation et la prolifération des cellules de la lignée
lymphoide B (Nutt et al., 1999; Wakatsuki et al., 1994), la dérégulation de I'expression de
PAXS5 est fortement associée a des hémopathies malignes, principalement du tissu lymphoide
B. Néanmoins, PAX5 est impliqué dans la pathogenése de diverses tumeurs malignes non-
hématopoiétiques et joue un rdle oncogénique notoire dans les tumeurs solides malignes non-
hématopoiétiques, soulignant son potentiel oncogénique (ne se résumant pas a la perte de
son rble de suppresseur de tumeur).

e Hémopathies malignes

PAX5 est ciblé par diverses altérations génétiques somatiques dans plus d'un tiers des
leucémies aigues lymphoblastique de la lignée B (Coyaud, Struski, Prade, et al., 2010;
Familiades et al., 2009; Mullighan et al., 2007) et dans plusieurs types de lymphomes a cellules
B (Poppe et al., 2005). Ces sujets sont ultérieurement développés dans des sections
spécifiques.

Par ailleurs, l'expression aberrante de PAX5 est associée aux leucémies aigués
myéloblastiques (LAM) qui présentent une translocation t(8;21)(q22;922) produisant
'oncoprotéine de fusion RUNX1-ETO (Tiacci et al., 2004). Les LAM (8 ;21) font partie des
leucémies aigués biphénotypiques (MPAL, mixed-phenotype acute leukemia) et se
caractérisent par I'expression simultanée de génes spécifiques des lignages myéloide et
lymphoide (Weinberg & Arber, 2010). L’'expression inappropriée de PAX5 est en partie
responsable de 'activation aberrante de génes spécifiques de la lignée B dont CD19 (Walter
et al., 2010).

¢ Tumeurs malignes non-hématopoiétiques

PAX5 est exprimé de facon ectopique dans les médulloblastomes (affectant le cervelet), qui
constituent la tumeur cérébrale maligne la plus fréquente de I'enfant. Notamment dans les
médulloblastomes desmoplasiques, PAX5 s’exprime dans une zone tumorale proliférant et

contenant des cellules neuronales indifférenciées (Kozmik et al., 1995).

L’expression de PAX5 est également dérégulée dans les neuroblastomes (NB), qui constituent
la tumeur maligne solide extra-cranienne la plus fréquente de I'enfant. Les neuroblastomes
sont composés de types cellulaires malins distincts, incluant des cellules neuroblastiques et
des cellules stromales (Brodeur, 2003). PAX5 est exprimé dans des lignées cellulaires
dérivées de la sous-population de phénotype agressif (type N) alors que son expression n’est
pas détectée dans les cellules de phénotype bénin (sous-population de type S, cellules
adhérentes au substrat) (Baumann Kubetzko et al., 2004). Les neuroblastomes sont des
tumeurs dérivées des cellules de la créte neurale, a l'instar du cancer bronchique a petites

cellules (CBPC ; small-cell lung carcinoma, SCLC) qui est une tumeur agressive.
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L’expression ectopique de PAX5 est aussi détectée dans des lignées cellulaires de CBPC
(Baumann Kubetzko et al., 2004). Fonctionnellement, 'expression aberrante de PAX5 semble
conférer des propriétés de malignité aux cellules tumorales de NB et CBPC, incluant un taux
de prolifération accru et/ou une croissance cellulaire indépendante de I'adhésion au stroma
(Baumann Kubetzko et al., 2004).

PAXS5 est frequemment exprimé dans les carcinomes neuroendocrines peu différenciés — tels
que le carcinome a cellules de Merkel qui est un cancer agressif de la peau, et les carcinomes
neuroendocrines bronchiques a petites cellules (déja susmentionnés), de haut grade — mais
jamais dans les tumeurs carcinoides, des tumeurs neuroendocrines différenciées (Dong et al.,
2005; Kanteti et al., 2009; Kolhe et al., 2013; Torlakovic et al., 2006).

Par ailleurs, PAX5 se trouve impliqué dans le cancer de la prostate de mauvais pronostic, étant
également exprimé dans les tissus prostatiques sains des patients. PAX5 est capable d’activer
la transcription de FOXP4 (forkhead box P4) et FOXP4-AS1 (FOXP4 antisense RNA 1), un
long ARN non-codant remplissant un rdle « d’éponge a miR ». La surexpression de PAX5
régule positivement I'axe oncogénique FOXP4/FOXP4-AS1 et ainsi concoure a réduire

I'apoptose et a promouvoir la prolifération cellulaire (Wu et al., 2019).

3.1.4. Groupe Ill : PAX3 & PAX7

Des mutations de PAX3 ont été identifiées chez les patients atteints du Syndrome de
Waardenburg (de type | ou lll), caractérisé par des anomalies de pigmentation (des yeux, des
cheveux et de la peau) et par différents degrés de surdité (Tassabehji et al., 1992). Certains

de ces patients présentent des troubles musculaires (Hoth et al., 1993).

Des variants bi-alléliques de PAX7 ont été identifiés dans des cas de myopathies familiales de
degrés modéré a sévere, caractérisées par une hypotonie, une atrophie musculaire, des
scolioses et des traits du visage légérement dysmorphiques. PAX7 étant normalement
responsable du maintien du réservoir de cellules souches musculaires (les cellules satellites),
le drastique défaut d’expression de PAX7 chez ces patients conduit spécifiquement a
I'épuisement de ce réservoir de cellules satellites (Feichtinger et al., 2019).

Par ailleurs, PAX3 joue un role anti-apoptotique dans les cellules tumorales des mélanomes
(Scholl et al., 2001).

3.1.5. Groupe IV : PAX4 & PAX6

Parmi les mutations perte-de-fonction de PAX6 ont été identifiées des mutations non-sens
tronquant PAX6 au sein du domaine PAIRED (N-terminal) ou du domaine PST (C-terminal).
Ce dernier mutant conserve une activité transcriptionnelle partielle. L’hétérozygotie en PAX6

provoque de séveres défauts cranio-faciaux et/ou du SNC (Glaser et al., 1994).
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Figure 3.02 : Schéma des structures des chimeres de fusion PAX8-PPARYy, caractéristiques

des tumeurs de la thyroide. Figure de Atlas Genetics (de, Biase D ; Morandi, L ; Tallini, G
PAX8 (paired box 8) Atlas Genet Cytogenet Oncol Haematol. 2010;14(4):412-415.)
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Etant donné le rble prépondérant de PAX6 dans le développement des yeux,
I'haploinsuffisance en PAX6 résultant de mutations perte-de-fonction hétérozygotes de PAX6
peut causer une cécité, des cataractes et des malformations congénitales oculaires telles
gu’une aniridie et des colobomes oculaires (Glaser et al., 1994; Jordan et al., 1992). D’ailleurs,
PAX6 pourrait étre impliqué dans la prolifération et la survie des cellules tumorales de
rétinoblastome (Bai et al., 2011). En revanche, PAX6 exerce un role de suppresseur de tumeur
en freinant la croissance et les propriétés invasives des cellules tumorales de glioblastomes
(Mayes et al., 2006; Zhou et al., 2005).

Pour rappel, les protéines PAX4 et PAX6 sont toutes deux impliquées dans la régulation des
cellules endocrines du pancréas. Des variants de PAX4 ont été associés aux diabétes de type
1 et 2, notamment des variants hypomorphes résultant de mutations faux-sens du domaine
PAIRED de PAX4 ont été identifiés chez des patients diabétiques (Lorenzo et al., 2017;
Shimajiri et al., 2001). PAX6 est exprimé dans les adénocarcinomes pancréatiques (Lang et
al., 2008) tandis que PAX4 est fortement exprimé dans les insulinomes. Il s’agit notamment
d’'une forme tronquée de la protéine PAX4 capable de se lier a ’ADN aussi efficacement que
la forme sauvage mais va préférentiellement activer les genes cibles plutdt que réprimer leur
transcription (Miyamoto et al., 2001), ce qui favoriserait la survie des cellules tumorales (Brun
et al., 2007).

3.1.6. Translocations chromosomiques des PAX associées aux cancers

Les génes PAX, et plus particuliéerement les génes des groupes Il et Ill, sont fréquemment
ciblés par des réarrangements chromosomiques, une caractéristique de certaines tumeurs
malignes. PAX3, PAX5, PAX7 et PAX8 sont notamment impliqués dans des translocations
chromosomiques récurrentes considérées comme des événements drivers de 'oncogenese

(Barr, 1997; Wachtel & Schafer, 2015) et se traduisent par divers mécanismes.

e L’oncogéne de fusion PAX8-PPARg, résultant de la translocation récurrente t(2;3)(q13;
p25), est exprimé dans plusieurs cancers de la thyroide (Castro et al., 2006; Kroll et al.,
2000; Marques et al., 2002). L'oncoprotéine juxtapose le domaine de liaison a 'ADN de
PAX8 a la quasi-totalité du récepteur (nucléaire) gamma activé par les « proliférateurs »
de peroxysomes (PPAR-y ou PPARg, peroxisome proliferator-activated receptor gamma ;
Figure 3.02). L'oncoprotéine exerce un effet dominant-négatif sur la protéine normale
PPARg qui tient normalement un réle de suppresseur de tumeur, alors que PAX8-PPARg
conserve la capacité a transactiver les promoteurs activés par PAX8 (Gregory Powell et
al., 2004; Placzkowski et al., 2008).
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Figure 3.03 : Schéma de la structure des oncogéenes de fusion PAX-FOXO1 (PAX-FKHR),

caractéristigue des RMS-A.

Les translocations PAX—FOXO1 impliqguent FOXO1 (chromosome 13) et PAX3 (chromosome
2) ou PAX7 (chromosome 1). Elles préservent intacts le domaine de liaison a 'ADN (PAIRED,
PD), le motif octapeptide (OP) et ’lhoméodomaine complet (HD) des protéines PAX et le
domaine de transactivation (TAD) du facteur de transcription FOXO1 (FKHR). FD, forkhead
domain. La région N-terminale de PAX3 et PAX7 contient le domaine de cis-répression
chevauchant le domaine PD. Les points de cassures ne tronquant que partiellement les TAD
de PAX3 et PAX7. Figure issue de (Mahajan et al., 2015).
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Figure 3.04 : Structures et régulation de la translocation IGH-PAX5 associée aux lymphomes.

La structure du gene PAX5 reste intact mais sa transcription est dérégulée de deux manieres
différentes. Figure issue de (Cobaleda, Schebesta, et al., 2007).
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Les translocations chromosomiques t(2;13) PAX3-FKHR et t(1:13) PAX7-FKHR
caractérisent les rhabdomyosarcomes alvéolaires (RMS-A), un cancer pédiatrique du
muscle squelettique (tissu mou). Elles génerent des chiméres de fusion préservant les
domaines de la région N-terminale des PAX (PAIRED, OP et HD complet) et le domaine
de transactivation transcriptionnelle C-terminal du facteur de transcription FKHR (forkhead
in rhabdomyosarcoma, plus communément appelé FOXO1, forkhead box protein O1 ;
Figure 3.03). Les oncoprotéines PAX3-FKHR et PAX7-FKHR utilisent un mécanisme gain-
de-fonction similaires dans les RMS-A (Bennicelli et al., 1996, 1999). Elles fonctionnent
comme de puissants activateurs transcriptionnels, avec des propriétés de transactivation
exacerbées. Le TAD de FKHR résiste a linhibition des domaines de cis-répression de
PAX3 et PAX7 chevauchant leur domaine PAIRED respectif (Bennicelli et al., 1996, 1999).
De surcroit, PAX3-FKHR résiste a la répression normalement exercée par hDaxx sur PAX3
(Hollenbach et al., 1999).

PAX5 est notamment impliqué dans un réarrangement chromosomique récurrent avec le
locus de la chaine lourde des immunoglobulines (IGH, immunoglobulin heavy chain)
spécifiguement associé a la survenue de plusieurs lymphomes non-hodgkiniens a cellules
B (LNH-B), pouvant étre de type indolent tel que le lymphome lymphoplasmocytaire (lida
et al., 1996), ou de type agressif tel gue le lymphome diffus & grandes cellules B (LDGCB ;
Poppe et al., 2005). Il s’agit de la translocation t(9;14)(p13;q32) générée par une mauvaise
commutation isotypique dans les cellules B des centres germinatifs. La translocation
t(9;14) améne le locus entier et intact de PAX5 sous le contrdle du locus IGH qui posséde
des promoteurs et activateurs transcriptionnels puissants (Figure 3.04). Notamment dans
le cas des LDGCB, elle place le puissant enhancer Ep en amont des promoteurs de PAX5
(Busslinger et al., 1996). Elle se traduit par la surexpression de PAX5 (Busslinger et al.,
1996; lida et al., 1996; Ohno et al., 1990) qui promeut la croissance des néoplasmes
lymphoprolifératifs susmentionnés via la stimulation de la signalisation du BCR (Cozma et
al., 2007). Par ailleurs, la translocation PAX5-IGH a été modélisée chez la souris par
expression ectopique constitutive d’'un minigéne PAXS5 a partir du locus IgH murin (Souabni
et al., 2007). Ces souris transgéniques développent des lymphomes lymphoblastiques
(immatures) de type T, démontrant le potentiel oncogénique de cette translocation et
soulignant 'importance d’une stricte régulation d’expression de PAX5 a tous les stades du
développement, notamment pour éviter d’interférer avec le développement lymphoide T ;
tandis qu’a l'inverse, la délétion totale expérimentale prématurée de Pax5 dans les cellules
B matures peut également induire le développement de lymphomes agressifs immatures
de type B (n’exprimant plus que le marqueur B220) chez la souris (Cobaleda, Jochum, et
al., 2007), corroborant son role de suppresseur de tumeur en tant que garant de la

différenciation et de I'identité lymphoide B.
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Figure 3.05: Survie globale des enfants atteints de LAL-B et recrutés dans des essais

cliniques de 1968 a 2009. Figure issue de (Hunger & Mullighan, 2015).

Tranches d’age < 20 ans

Incidence annuelle ,

aux Etats Unis 3/100°000

Tranches d’age 0-14 ans 15-19 ans
Inmdgnce a_nnuelle 4.1100°000 1.7/100°000
aux Etats Unis

Tranches d’age Nourrissons | 2-3 ans 8 ans > 10 ans

Incidence annuelle |, 55,100'000 | > 9/100'000 | < 3/100°000 | 1.8-2.25/100°000

aux Etats Unis

Tableau 5 : Incidences annuelles des LAL en fonction de I'dge aux Etats-Unis (Hunger &

Mullighan, 2015) ; Howlader N, Noone AM, Krapcho M: SEER Cancer Statistics Review (CSR)
1975-2013. Bethesda, Md: National Cancer Institute, 2015. Available online. Voir sections 28

et 29.
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3.2. Les leucémies aigués lymphoblastiques de la lignée B

Les altérations somatiques du facteur de transcription lymphoide PAX5 représentent un trait
caractéristique (hallmark) des leucémies aigués lymphoblastiques de la lignée B (LAL-B) en
survenant dans un tiers des cas pédiatriques et adultes (Familiades et al., 2009; Mullighan et
al., 2007).

3.2.1. Généralités sur les LAL-B
3.2.1.1. Incidences

Les leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) constituent le cancer pédiatrique le plus
fréquent, représentant approximativement 25% des diagnostics de cancers de I'enfant de
moins de 15 ans (Howlader et al., 2015, référence sous Tableau 5). Les LAL représentent 80%
des leucémies aigués de I'enfant contre 20% des leucémies aigués de I'adulte. Prés de 85 %
des LAL de I'enfant dérivent de la lignée B tandis qu’approximativement 75-80% des cas de
LAL chez 'adulte sont de la lignée B.

Le taux d’incidence globale des LAL-B se situe entre 1 et 2 nouveaux cas par an pour 100'000
individus (2/100'000 en 2015), affectant ainsi entre 800 et 1000 personnes par an en France
avec un age médian au diagnostic de 17 ans chez les hommes et 22 ans chez les femmes (en
2012 ; Le Guyader-Peyrou et al., 2016). L’incidence des LAL varie en fonction de I'dge. Un pic
de fréquence est notamment relevé entre 2 et 5 ans, avec 75% des diagnostics de LAL établis
avant 6 ans. Il existe un second pic de fréquence chez I'adulte 4gé de plus de 50 ans. De
fagon similaire aux Etats-Unis, le taux d’incidence annuelle des LAL est d’environ 3 nouveaux
cas pour 100'000 individus de moins de 20 ans, avec un pic de fréquence ayant lieu entre 3 et
5 ans (Ries et al., 1999) ; Tableau 5 ; Howlader et al., 2015). En moyenne, le taux d’incidence
des LAL-B pédiatriques est de 5/100'000 (Hunger & Mullighan, 2015).

Les LAL affectent plus fréquemment les gar¢cons/hommes (~60% des cas) que les
filles/femmes, avec un sexe-ratio d’incidence de 1.6 en France et mondialement (en 2012 ; Le
Guyader-Peyrou et al., 2016) et de 1.3 en moyenne en Europe (Sant et al., 2010).

La fréquence des LAL varie également en fonction des origines ethno-raciales puisque le taux
d’incidence des LAL est significativement plus faible chez les individus de couleur Noire que
chez les individus Caucasiens et se trouve le plus élevée chez les enfants Hispaniques, avec
des taux d’incidence respectivement de 1.48, 3.56 et 4.3 cas pour 100'000 individus
(Barrington-Trimis et al., 2015; Lim et al., 2014).
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3.2.1.2. Caractéristiques biologiques et cliniques

Ces hémopathies malignes s’initient dans la moelle osseuse et sont caractérisées par un
blocage de la différenciation des lymphocytes B au stade progéniteur pro-B ou précurseur pré-
B. Cet arrét de la différenciation B s’accompagne d’une prolifération clonale excessive de ces
lymphoblastes anormaux, envahissant rapidement la moelle osseuse puis les organes
lymphoides secondaires tels que la rate et les ganglions lymphatiques, et le sang (crise

blastique).

La présentation clinique des LAL-B comprend généralement des anomalies de numération de
la formule sanguine telles qu’une anémie, une thrombopénie et une neutropénie d’ou résultent
respectivement une fatigue et une paleur (syndrome anémique), des ecchymoses et des
saignements spontanés (syndrome hémorragique), et des infections (syndrome infectieux).
Les infiltrations des lymphoblastes leucémiques dans la rate et les ganglions lymphatiques
ainsi que dans le foie sont fréquentes, provoquant respectivement une splénomégalie, une
polyadénopathies (hypertrophie ganglionnaire) et une hépatomégalie, observables au

diagnostic (syndrome tumoral ; Hunger & Mullighan, 2015).

3.2.1.3. Prise en charge thérapeutique

Le traitement standard des LAL-B repose principalement sur de longues et lourdes

polychimiothérapies, qui réussissent particulierement a soigner les patients pédiatriques

(Hunger et al., 2012). Le schéma thérapeutique actuel est complexe, comprenant plusieurs

phases de traitement pour assurer une rémission compléte durable (Hunger & Mullighan, 2015

pour revue):

- une thérapie d’induction pendant 4 a 6 semaines, dont le but est de parvenir a une
rémission,

- une thérapie de consolidation (intensification) pendant 6 a 8 maois,

- puis un traitement d’entretien de moindre intensité pendant 2 ans.

Les cycles de traitement incluent notamment des glucocorticoides, de la vincristine, de la L-

asparaginase, de la cyclophosphamide, des anthracyclines, de la cytarabine, de la 6-

mercaptopurine et de la méthotrexate.

Une chimiothérapie intrathécale est usuellement administrée dans le fluide cérébro-spinal pour

traiter ou prévenir les atteintes méningées. Les patients avec d’importantes infiltrations

leucémiques extra-médullaires dans le CNS et/ou les testicules peuvent éventuellement

recevoir une radiothérapie complémentaire.
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La polychimiothérapie peut étre complétée par une allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) lors de la premiere rémission, en cas de LAL-B a risque élevé de
faible réponse ou de persistance de maladie résiduelle, ou aprés une récidive si la rémission
partielle ou compléte peut étre atteinte. Les médecins ont plus fréquemment recours aux
transplantations allogéniques de CSH pour des patients adolescentes et adultes car ils

répondent moins bien & la chimiothérapie que les enfants (Curran & Stock, 2015).

Par ailleurs, les patients qui expriment le transcrit de fusion BCR-ABL1, résultant de la
translocation t(9 ;22) caractérisée par la génération aberrante du chromosome de
Philadelphie, Ph1*, bénéficient du succes des inhibiteurs de tyrosine kinases (TKI) ciblant
BCR-ABL1, octroyés en combinaison avec la chimiothérapie de rigueur (Arico et al., 2010;
Fielding, 2015; Slayton et al., 2018).

Plusieurs générations de TKI ont été développées (imatinib, dasatinib, nilotinib, bosutinib,
ponatinib) et représentent la premiére et unique thérapie ciblée couramment indiquée dans le
cadre des LAL-B. lls pourraient également étre efficaces chez des patients n’exprimant pas
BCR-ABL1 mais d’autres fusions de classe ABL et présentant ainsi un profil d’expression
génique similaire aux LAL-B Ph1* (nouvelle catégorie nommée BCR-ABL1-like ou Ph-like),
(Lengline et al., 2013; Tanasi et al., 2019; Weston et al., 2013).

La chimiothérapie est associée a une toxicité considérable — les effets indésirables peuvent
persister — et des effets secondaires peuvent se développer a long terme tels que des tumeurs
malignes secondaires, une cardiotoxicité, des anomalies endocriniennes et de fertilité
(Fulbright et al., 2011). La chimiothérapie, a l'instar de la radiothérapie, peut engendrer des
troubles neurocognitifs. Par conséquent, un suivi clinique et biologique régulier est requis sur
le long terme pour contréler ces complications tardives et pour dépister les éventuelles

rechutes.

Le CD19 est un marqueur de surface précoce et spécifique de la lignée B, et est généralement
exprimé au diagnostic de leucémies et lymphomes de type B. Par conséquent, il est
communément utilisé comme marqueur de diagnostic, de caractérisation et de suivi des
hémopathies malignes de la lignée B (Scheuermann & Racila, 1995). Exploitant cette
caractéristique, d'innovantes approches thérapeutiques ont récemment émergé et été adaptée
au ciblage du CD19 :

o |l s’agit notamment des immunothérapies médiées par les propres lymphocytes T du
patient transduites ex vivo avec des constructions lentivirales codant des récepteurs
antigéniques chimériques dirigés contre les cellules tumorales (Chimeric Antigen
Receptor (CAR)-T cell therapy), (Grupp et al., 2013; Maude et al., 2015).

125



These de doctorat en sciences

126



These de doctorat en sciences

o Un autre type de thérapie ciblée a été développé, les conjugués anticorps-meédicament
(Antibody-Drug Conjugates), couplant en I'occurrence un anticorps dirigé contre le CD19
a un maytansinoide, un dérivé de la maytansine qui est un puissant agent cytotoxique des
microtubules (E. E. Hong et al., 2015).

3.2.1.4. Taux de survie

Le taux de survie dépend de la réponse et de la tolérance aux traitements qui sont

essentiellement corrélées a I'dge des patients et aux types d’aberrations génétiques a 'origine

des leucémies. Les progrés significatifs qui ont été accomplis dans la prise en charge

thérapeutique ont globalement fait chuter le taux d’échecs thérapeutiques et de rechutes tout

en améliorant la survie et la qualité de vie des patients (Hunger & Mullighan, 2015) pour revue).

- Ainsi, dans les pays développés, le taux de survie globale a 5 ans a atteint 90% chez les
enfants de moins de 15 ans, qui tolérent relativement bien les agents de chimiothérapie
(Hunger et al., 2012; Pui et al., 2015; Figure 3.05). Il s’avére qu’approximativement 98%
des enfants souffrant de LAL atteignent la rémission et 80% a 90% d’entre eux sont
considérés guéris.

- Tandis que le taux de survie (survie globale a 5 ans) des adolescents agés de 15 a 19 ans
a dépassé 75% (Howlader et al., 2015).

- Présentement, environ 85% des patients agés de 1 a 18 ans nouvellement diagnostiqués
avec une LAL et traités selon les régimes de polychimiothérapies actuels sont pressentis
pour survivre a long terme sans occurrence d’événement pathologique en lien avec leur
LAL, avec une survie a 5 ans dépassant 90% (Pieters et al., 2016).

- Cependant le taux de survie a long-terme décline en-dessous de 50% (stagnant entre 45%
et 50%) chez les adultes agés de 40 ans et plus, et leur taux de guérison est estimé entre
20% et 40% (Bassan & Hoelzer, 2011; Frey & Luger, 2015; Jabbour et al., 2015).

La cause la plus fréquente d’échec thérapeutique reste la rechute. La maladie récidive dans
15% a 20% des cas de LAL pédiatriques et chez 40% a 75% des patients adultes. Le pronostic
vital des patients qui souffrent de rechute est mauvais (Forman & Rowe, 2013; Hunger &
Mullighan, 2015; Liew et al., 2012).

Le pronostic plus péjoratif des LAL-B de I'adulte peut s’expliquer par une faible tolérance a la
toxicité de la chimiothérapie intensive (corrélation inverse a I'dge) et a des facteurs de
comorbidité préexistants. Les enfants et les adultes présentent des aberrations génétiques
similaires mais dans des proportions différentes. Ainsi, le mauvais pronostic des LAL-B de
'adulte peut en partie étre attribué la fréquence élevée de sous-types génétiques de LAL-B

défavorables (Tableau 6 au dos).
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} - ) . L Age Fréquence chez les | Fréquence chez
Sous-types génétiques de LAL-B enfants et les AJAs les adultes

Sous-types établis par 'TOMS en 2016

Hypodiploidie (< 40 chromosomes)

Low-hypodiploidy (32-39 chromosomes) Mauvais 47 ans 1% 10-15%
Near-haploidy (24-31 chromosomes) Intermédiaire 5,4 ans < 3% a tout age < 3% a tout age
Hyperdiploidie Excellent pronostic * 4 ans 25-30% 10%

High hyperdiploidy (51-67 chromosomes)
7% (60% des enfants

Réarrangement de KMT2A (MLL) Mauvais pronostic 40 ans de < de 2 ans, 80% 10-16%
des nourrissons)
ETV6-RUNX1 (TEL-AML1) Excellent pronostic 4 ans 25% 3%
Défavorable, 5%
BCR-ABL1 (Ph+) pronostic amélioré 40-45 ans (3%) >30%
avec les ITK 0 40-50%
TCF3-PBX1 (E2A-PBX1) Bon pronostic 8 ans 5-8% 5%
TCF-HLF USRS 15 ans 0.5% <1% a tout age

pronostic

Entités provisoires (OMS 2016)

Jusqu'a 15% chez

Ph-like (BCR-ABL1-like) les enfants,

. . P
(entité provisoire) WEREI i 2lans 25-30% chez les 16%
AJAs

Intermédiaire (bon 0

IAMP21 (entité provisoire) pronostic avec 10 ans <3% chez les enfants <1%
P . et les AJAs

thérapie intensive)
Nouveaux sous-types identifiés depuis
2016
ETV6-RUNX1-like Intermediaire & 3ans 3%

favorable

lintermédiaire a

. p 4% chez les enfants, ~ 1%

Réarrangement de MEF2D defavorable (rechute 14 ans 7% chez les AJAS

précoce)
Réarrangement de ZNF384 (et ZNF384- P 5% chez les enfants .,
like) Intermédiaire 15 ans et les AJAs 1%

. . 5% chez les enfants, _ .,

Réarrangement de DUX4 Excellent pronostic 14,3 ans 8% chez les AJAS 3%
PAX5alt
(altérations de PAX5 initiatrices Intermédiaire 10 ans ~10% ~ 8%
autres que PAX5 P80R)
PAX5 P8OR IR 22 ans 1% 4%

favorable
IKZF1 N159Y <1% a tout age
Réarrangement de NUTM1 Excellent pronostic 3ans 1-2%

0,

Réarrangements de BCL2 et MYC Mauvais pronostic 48 ans 3% chez les AJAs 3% ~chez les

adultes

Tableau 6 : Prévalence et pronostic associés a chague sous-type génétique de LAL-B.

La distribution des altérations génétiques diverge en fonction de I'age des patients. L'age
médian au diagnostic est indiqué. Les AJAs, Adolescents et Jeunes Adultes, correspondent a
la catégorie de patients agés de 15 a 39 ans ; les adultes correspondent a la catégorie de
patients agés de 40 ans et plus. Tableau établi d’apres la classification de 'OMS 2016 (Arber
et al., 2016) et nouveaux sous-types d’aprées les revues (Kimura & Mullighan, 2020; Mullighan,
2019).

Nota Bene : Un biais de distribution peut subsister car il y a plus de criblages génomiques de
cohortes pédiatriques que de cohorte de patients adultes. Par ailleurs, cette distribution et ces
pronostics s’appliquent probablement davantage aux patients de pays développés.
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3.2.2. Bases moléculaires des LAL-B

Les réarrangements chromosomiques sont des altérations fréquentes et caractéristiques des

LAL-B. De ce fait, les LAL-B sont en premier lieu classées selon des anomalies cytogénétigues

récurrentes (Tableau 6), comprenant des aneuploidies (anomalies quantitatives, gain ou perte

de chromosomes entiers) et des réarrangements chromosomigues (anomalies quantitatives,

gualitatives ou structurales). En effet, des translocations chromosomiques spécifiques (non

aléatoires) sont frequemment associées aux LAL-B (Korsmeyer, 1992) et sont considérées

comme des événements initiateurs de la leucémogenése (Rowley, 2001).

¢ |l existe deux classes fonctionnelles de réarrangements chromosomiques :

@)

—_— of gene B —p | oukaemia, lymphoma

Gene A promoter Gene B coding region

b Gene A coding region

| Gene B coding region

_— Expression of fusion proteins

Nature Reviews | Cancer

Soit un oncogéne est juxtaposé aux régions régulatrices de genes fortement exprimé
causant la dérégulation de I'expression d’une protéine intacte. Par exemple, les
réarrangements CRLF2/IGH, EPOR/IGH et MYC/IGH placent les génes codant les
récepteurs cytokiniques CRLF2 (cytokine receptor-like factor 2), EPOR
(erythropoietin receptor) et le facteur de transcription MYC sous le contréle du locus
IGH dans des LAL-B pédiatriques et adultes (Y. Li et al., 2018; Russell, Capasso, et
al., 2009; Russell, De Castro, et al., 2009), menant a leur surexpression, a l'instar de
PAX5/IGH dans le lymphome B précédemment mentionné (Busslinger et al., 1996).
Soit la translocation chromosomique conduit a la production d’'une chimére de fusion
oncogénique (oncoprotéine de fusion). Ces translocations impliquent fréquemment
des génes qui régulent normalement I'hématopoiese et le développement
lymphoide, tels que les génes codant les facteurs de transcription ETV6, RUNXL1,
TCF3 et PAX5 (O’Neil & Look, 2007), ou les facteurs épigénétiques KMT2A (lysine
N-méthyltransférase 2A, alias MLL, mixed-lineage leukemia), (McCarthy, 2010) et
NUMT1 (NUT Midline Carcinoma Family Member 1), (Hormann et al., 2019). Il peut
également s’agir de translocations de genes impliqués dans la signalisation
cellulaire comme celle fusionnant les tyrosine kinases BCR et ABL1, menant a leur

activation constitutive (Hermans et al., 1987), (Figure 3.06B).
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Figure 3.06 : Classification révisée des sous-types moléculaires de LAL-B (2019-2020).

A. Principaux sous-types génétiques de LAL-B basés sur le profil d’expression génique de
1988 cas classés en 3 catégories d’age : enfants entre 0.2 et 15 ans, adolescents et jeunes
adultes (AYAs) de 15 a 39 ans, et adultes de 40 ans et plus. B. Distribution des sous-types
génétiques de LAL-B au sein de chaque catégorie d’age. Les sous-types sont regroupés entre
anomalies chromosomiques de nombre (Aneuploid/copy number gain) et anomalies de
structure comprenant les réarrangements chromosomiques impliquant des facteurs de
transcription (TF rearrangement), les autres altérations de FTs (TF-driven) ou de kinases
(kinase-driven), ou tous autres aberrations qui n’entrent pas dans ces sous-groupes (‘other’).
Figures A (t-SNE plot) et B issues de (Gu et al., 2019).

130



These de doctorat en sciences

La caractérisation moléculaire des LAL-B se précise au fur et & mesure des progrés
technologiques couplés aux collaborations entre les centres de soin et les laboratoires de
biologie moléculaire, enrichissant la classification cytogénétique d’ores et déja établie (par
'OMS en 2008, Campo et al.,, 2011) et permettant de lever le voile sur les LAL-B sans
spécification (par 'OMS en 2016 et avancées ultérieures ; Tableau 6).

En 2008, approximativement 25% des cas de LAL-B ne correspondaient a aucun des sous-
types génétiques et présentaient principalement un pronostic intermédiaire a défavorable. Ces
LAL-B constituaient alors un sous-groupe hétérogéne (B-other ALL) défini comme
n’exprimant aucune des translocations chromosomiques connues (ETV6-RUNX1, BCR-ABL1,
TCF3-PBX1, réarrangements de KMT2A...) et ne présentant ni d’hyperdiploidie, ni
d’hypodiploidie.

Le sous-type BCR-ABL1-like s’est d’abord démarqué au sein de cette catégorie, étant de
mauvais pronostic et mimant un profil d’expression génique similaire a celui LAL-B Ph*
(exprimant BCR-ABL1) sans avoir subi la translocation t(9;22)(g34;911.2) (Den Boer et al.,
2009; Roberts et al., 2017; Roberts, Li, et al., 2014; Roberts, Pei, et al., 2014). Puis, a l'instar
des LAL-B Ph-like, d’autres sous-types « like » (ETV6-RUNX1-like, ZNF384-like) ont été
décrits, présentant des profils d’expression génique et immunophénotypes similaires a ceux
des sous-types princeps (ETV6-RUNX1", ZNF384 réarrangé) sans pour autant exprimer le
réarrangement chromosomique en question (Lilljebjorn et al., 2016; Zaliova et al., 2017).

Ces similarités permettent aux cliniciens de définir avec précision les risques pour le patient,
d’adapter I'intensité des chimiothérapies (réduction ou intensification) et d’envisager d’élargir
le champ d’application de thérapies ciblées (repositionnement d’ITK), contre les LAL-B Ph-like
en l'occurrence, associées a un mauvais pronostic quel que soit I'dge et a un risque élevé de
rechute.

Il s’avere que tous les sous-types génétiques de LAL-B peuvent étre associés des signatures
spécifiques d’expression génique (Figure 3.06A), (Gu et al., 2019; Y. Li et al., 2018),
validant les sous-types cytogénétiques antérieurs. Les algorithmes de profilage
transcriptionnel permettraient actuellement de classifier plus de 90% des LAL-B en sous-types
génétiques distincts. Ces récentes analyses transcriptomiques effectuées sur de grandes
cohortes ont notamment permis d’identifier de nouveaux sous-types (cyto)génétiques
caractérisés par les réarrangements de DUAX, MEF2D, PAX5, ZNF384 et NUTM1 (Gu et al.,
2016, 2019; J.-F. Li et al., 2018; Lilliebjérn et al., 2016).
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Figure 3.07 : Prévalence des principaux sous-types génétiques de LAL-B selon la catégorie

d’age et le niveau de risque

Cette figure met en évidence la différence d’étiologie moléculaire en fonction de I'age, en partie
a l'origine de la différence de pronostic vital lié a I'age.
Abréviations : SR, risque standard ; HR, risque élevé ; AYA, adolescents et jeunes adultes.

Figure issue de Kimura & Mullighan, 2020, d’aprés (Gu et al., 2019).
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A toutes ces altérations chromosomiques récurrentes s’ajoutent d’autres altérations

génomiques récurrentes, définissant parfois un sous-type a part entiere (Tableau 6) :

o des mutations ponctuelles de facteurs de transcription lymphoides comme PAX5 P80R et
IKZF1 N159Y qui sont associées a des signatures moléculaires spécifiques (Gu et al.,
2019; Passet et al., 2019) ;

o des amplifications de génes et gains d’ADN telles que les amplifications
intrachromosomiques du chromosome 21 (iIAMP21 ; Yilong Li et al., 2014), qui englobent
RUNX1 ; et les amplifications intragéniques de PAX5 (PAX5*MP : C. Schwab et al., 2017) ;

o des délétions partielles ou totales de genes : les délétions d'IKZF1 sont présentes dans
15% des LAL-B (Mullighan, Su, et al., 2009) et l'inactivation (mono- ou bi-allélique) de
PAXS5 survient dans un tiers des cas (Familiades et al., 2009; Mullighan et al., 2007).

Cette classification génétique vise principalement a stratifier les risques pour les patients

La classification actuelle des LAL-B inclut ainsi de multiples sous-types caractérisés par des
altérations génétiques initiatrices récurrentes, sous-types dont la fréquence varie
significativement avec I'dge au diagnostic et qui sont corrélés a des valeurs pronostiques
différentes (Figure 3.07 ; Tableau 6). Le taux de survie élevé des enfants est partiellement
expliqué par une fréquence élevée en anomalies chromosomiques associées a un pronostic
favorable comme la translocation la plus fréquente chez les enfants, ETV6-RUNX1 (25% des
cas ; Shurtleff et al., 1995) et les hyperdiploidies (25% a 30% des cas pédiatriques) ;
contrairement aux adultes (au taux de survie médiocre) qui sont davantage affectés par des
altérations génétiques associées a un pronostic défavorable telles que la translocation BCR-
ABL1 (10-16%) et les hypodiploidies (10-15% des cas adultes). Les LAL du nourrisson sont
particulierement de mauvais augure car 80% d’entre elles présentent un réarrangement de
KMT2A, qui est associé a un mauvais pronostic (Kimura & Mullighan, 2020 pour revue).

Par ailleurs, ces récentes études pangénomiques et transcriptomiques permettent aussi de
spécifier les voies de signalisation dérégulées, potentiellement ciblables

pharmacologiqguement (Kimura & Mullighan, 2020 pour revue).
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3.2.3. Altérations génétiques de PAX5 dans les LAL-B

Les patients présentant des altérations fréquentes de PAX5 peuvent se classer en deux sous-
types génétiques se distinguant par leur signature d’expression génique d’aprés des
algorithmes de profil transcriptionnel (Tableau 7 ci-dessous), (Bastian et al., 2019; Gu et al.,
2019; Passet et al., 2019; Zaliova et al., 2019) :

e Le sous-type PAX5alt (globalement 7.4% des cas), rassemblant une variété d’altérations

de PAX5 (comprenant des réarrangements chromosomiques, des amplifications
intragéniques ou des mutations de séquence de PAX5) ;

e Le sous-type PAX5 P80R, se définissant par la mutation ponctuelle PAX5 p.Pro80Arg et

des altérations bi-alléliques de PAX5.

Sous-types Nombre de | Enfants a Enfants a Adolescents et | Adultes Critéres

génétiques cas analysés | Risque Standard | Risque élevé | Jeunes Adultes =40 ans

Hierarchical gene
expression profile cluster
enriched with  PAX5
alterations

PAX5 p.Pro80Arg
(P8OR)  mutation or
clustered with PAX5
P80OR subtype

PAX5alt 148 3.3% 9.3% 9.3% 7.7%

PAX5 P8OR | 44 0.4% 1.9% 3.1% 4.2%

Tableau 7 : Prévalence des sous-types PAX5alt et PAX5 P80R en fonction de 'age.

Catégories d’age : enfants entre 0.2 et 15 ans, adolescents et jeunes adultes (AYAs) de 16 a
39 ans, et adultes de 40 ans a 79 ans. PAX5alt et PAX5 P80R sont des sous-types définis par
intégration du profil d’expression génique, du caryotype et/ou des mutations génétiques.
Critéres : Une analyse prédictive de puces a ADN (PAM, Prediction Analysis of Microarrays)
a été utilisée pour calculer la similarité du profil d’expression génique avec un/des sous-types

de LAL-B spécifiques. D’apres les données de (Gu et al., 2019).

3.2.3.1. Fréquence élevée et diversité des altérations de PAX5

En somme, PAX5 est la cible d’altérations somatiques la plus fréquente dans les LAL-B, étant
altéré dans un tiers des cas a la fois chez les patients enfants et les patients adultes. En effet,
les altérations génétigues somatiques de PAX5 (délétions, amplifications, mutations,
réarrangements chromosomiques) se produisent dans 38,9% des LAL-B pédiatriques (enfants
de moins de 15 ans) et dans 34% des LAL-B de 'adulte (Mullighan et al., 2007; Familiades et
al., 2009).
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De surcroit, parmi tous les genes altérés dans les LAL-B, PAX5 se démarque par sa diversité
d’altérations génétiques (Coyaud, Struski, Prade, et al., 2010), d’autant plus que chaque type
d’altérations est attaché a sa propre diversité de mécanismes d’altération : multiples

meécanismes d’inactivation et multiples altérations de structure et de séquence de PAX5.

3.2.3.1.1. Diversité des mécanismes d’inactivation de PAX5

PAX5 est inactivé dans approximativement 32% des cas de LAL-B pédiatriques (Mullighan et
al., 2007) et adultes (Familiades et al., 2009), ce qui permet de qualifier PAX5 de géne
suppresseur de tumeur haplo-insuffisant dans les LAL-B (Dang et al., 2015).

Les inactivations de PAX5 se présentent fréquemment sous forme de délétions mono-
alléliques allant d'une perte compléte du chromosome 9 a la perte d’un sous-ensemble
d'exons. Des délétions partielles ou totales sont ainsi détectées dans pres de 30% des LAL-B
(29.7% chez les enfants, Mullighan et al., 2007; 27% chez les adultes, Familiades et al., 2009),
entrainant une modification du niveau d’expression de PAX5. Les délétions de PAX5 peuvent
découler d’une délétion d’une portion chromosomique plus large, en 'occurrence du 9p. La
majorité des délétions complétes de PAX5 se produisent simultanément aux délétions de
CDKN2A/B (génes suppresseurs de tumeur localisé au locus voisin en 9p21.3) dans les LAL-
B (chez 83.3% des enfants et 100.0% des adultes avec une délétion de PAX5 ; Kim et al.,
2011).

Les amplifications intragéniques focales de PAX5 (PAX5”MP) sont également des événements
récurrents [Familiades et al. décrivent un cas isolé chez I'enfant (Familiades et al., 2009);
Schwab et al. décrivent 2 cas isolés (C. J. Schwab et al., 2010); Ofverholm et al. établissent
la récurrence chez les enfants (Ofverholm et al., 2013)], souvent associés a une trisomie 5 (C.
Schwab et al., 2017; Zaliova et al., 2019). Il s’agit de transcrits aberrants de PAX5 contenant
des exons amplifiés, ce qui entraine une perte de fonction de PAX5. Les amplifications de
PAXS5 impliquent typiquement les exons 2 a 5 ou seulement I'exon 5 (C. Schwab et al., 2017)
et il existe des amplifications atypiques impliquant les exons 4 a 8 (Zaliova et al., 2019). La
présence de PAX5”MP revét une potentielle valeur pronostique et est préférentiellement
associée aux rechutes (Ofverholm et al., 2013; C. Schwab et al., 2017).

L’inactivation de PAX5 peut résulter d’'une inversion entre PAX5 et le géne adjacent ZCCHC7
(Figure 1.16A), conduisant a une fusion réciproque qui peut altérer le cadre de lecture de PAX5
(Roberts et al., 2012).

Les insertions nucléotidiques et micro-délétions (variations de séquence ‘indel’) ainsi que les

délétions partielles peuvent également générer un décalage du cadre de lecture.
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Figure 3.08 : Diversité des mutations de séquence de PAX5 parmi différents sous-types

génétiques de LAL-B

A. Schéma des domaines protéiques de PAX5 recensant les mutations détectées dans le
sous-type PAX5alt (panel supérieur), dans le sous-type PAX5 P80R (panel inférieur) ainsi que
dans d’autres sous-types génétiques de LAL-B (panel du milieu). Le nombre de points est
proportionnel a la fréquence des altérations et les couleurs indiquent les types d’altération.
Figure issue de Gu et al., 2019. B. Graphisme représentant I'expression de mutation de
séquence de PAX5 en association avec des sous-types génétiques de LAL-B distincts (PAX5-
plus = altération bi-allélique de PAXS5 ; profil Ph-like ; réarrangement de DUX4 ; réarrangement
de KMT2A ; LH-NH = Hypodiploidies, Low-Hypodiploid, NH, Near-haploid). Le nombre de
points est proportionnel a la fréquence des altérations et les couleurs indiquent les sous-
groupes moléculaires. Figure issue de Bastian et al., 2019.
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3.2.3.1.2. Diversité des mutations de séquence de PAX5

Il s’agit de mutations ponctuelles de la phase codante de PAXS5, identifiées dans 6-7% des
LAL-B totales (7.2% chez les enfants dans Mullighan et al., 2007; 6% chez les adultes dans
Familiades et al., 2009). De nombreuses mutations de séquence de PAX5 se répartissent tout
le long de PAX5 mais se concentrent principalement sur les domaines fonctionnels (Figure
3.08). Par exemple, cette diversité de mutations ponctuelles contraste avec DNMT3A (codant
la DNA (cytosine-5)-méthyltransférase 3A) dont la position hotspot R882 (Ley et al., 2010) est
la cible dans 40% des cas de mutations, tandis que les autres 60% des altérations de DNMT3A

sont des mutations perte-de-fonction (D. J. Park et al., 2020).

Les mutations affectant la moitié N-terminale de PAX5 sont supposées conférer un gain de
fonction (aberrant), avec le hotspot mutationnel P8OR (Bastian et al., 2019; Gu et al., 2019;
Passet et al., 2019; Zaliova et al., 2019) comme exemple représentatif de ce consensus (si un
événement génétique devient récurrent, il est plus probable que ce soit une mutation gain-de-
fonction). A l'inverse, les mutations affectant la moitié C-terminale de PAX5 sont supposées
entrainer une perte de fonction, notamment a cause de la perte de fonctionnalité du module
de régulation transcriptionnel (domaine de transactivation accolé au domaine d’inhibition a

I'extrémité C-ter).

3.2.3.1.3. Impact fonctionnel des inactivations et mutations de PAX5

Tous ces mécanismes d’inactivation génétique de PAX5 ont pour conséquence soit la
diminution ou la perte de I'expression de PAX5, soit la perte de son activité de liaison a ’ADN
ou de régulation transcriptionnelle, pouvant mener a une haploinsuffisance de PAX5
(Mullighan et al., 2007).

Par exemple, un décalage du cadre de lecture (résultant d’'une micro-indel ou d’'un mutation
ponctuelle non-sens) peut se traduire par I'expression d’une protéine tronquée ayant perdu un
ou plusieurs domaines fonctionnels (Figure 3.08) ; tout comme une mutation ponctuelle faux-
sens peut endommager un domaine fonctionnel. Les mutations de séquence de PAX5 sont
majoritairement des mutations perte-de-fonction (a l'instar de TP53, un illustre autre gene
suppresseur de tumeur). Les mutations ponctuelles (sans distinction) aboutissent
généralement a une réduction significative de la transactivation transcriptionnelle médiée par
PAX5 (Mullighan et al., 2007). Cependant, les altérations de PAX5 sont hétérozygotes chez la
majorité des patients atteints de LAL-B (délétion hétérozygote partielle ou totale, ou mutation
perte-de-fonction) et I'expression des genes cibles de PAX5 (comme CD19, CD79A et BLNK)

peut étre garantie par I'expression de I'autre copie de PAX5 (Mullighan et al., 2007).
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Figure 3.09 : Représentations schématiques des points de fusion de certains partenaires de

fusion de PAX5 impliqués dans les différents types de mécanisme de translocation de PAX5.

Figure supérieure (A) issue de Coyaud et al., 2010. Figure inférieure (B) issue de Zaliova et

al., 2019.
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3.2.3.1.4. Le hotspot mutationnel PAX5 P80R

La principale mutation ponctuelle est PAX5 P80R, retrouvée dans 5% des LAL-B et touchant
le domaine de liaison a 'ADN en substituant une proline par une arginine, ce qui altére le
domaine de liaison @ 'ADN (domaine PAIRED) de PAX5 (5.3% dans LAL-B de l'adulte,
substitution ¢.239C.G, p.P80R identifiée dans tous les cas de LAL-B rapportés par Passet et
al., 2019). Sa prévalence augmente avec I'age et est associée a un pronostic relativement
favorable (Passet et al., 2019 ; Tableau 7 en 3.2.3 reprenant les données de la Figure 3.07,
d’aprés Gu et al., 2019). Elle est typiquement combinée a une inactivation du second alléle
normal de PAX5 (par délétion ou mutation), une délétion bi-allélique de CDK2A et des
altérations de la voie RAS. La mutation PAX5 P80R est pressentie pour étre une mutation
gain-de-fonction (c’est-a-dire attribuant un potentiel oncogénique a PAX5), étant donné sa
récurrence, son exclusivité envers les translocations chromosomique et sa capacité a causer
une signature d’expression génique spécifique, résultant de la combinaison unique
d’altérations ciblant PAX5, CDKN2A et RAS, définissant ainsi un sous-type génétique de LAL-
B (PAX5 P80R) a part entiere (Zaliova et al., 2019, Passet et al., 2019, Gu et al., 2019, Bastian
et al., 2019). De cette maniere, PAX5 P80R se distingue a la fois des autres mutations de
séquences mais également des altérations de structure (réarrangements chromosomiques de
PAX) qui sont associées a une autre signature d’expression génique (PAX5 altéré ; Gu et al.,
2019 ; Tableau 7).

3.2.3.1.5. Diversité des réarrangements chromosomigues de PAX5

Les réarrangements structuraux du gene PAX5 (PAX5-X ou X désigne le partenaire de fusion)
correspondent (Figure 3.09A) :
- soit a des translocations chromosomiques respectant le cadre de lecture (in-frame fusion),
- soit a des fusions ne respectant pas le cadre de lecture (out-of-frame),
- soit a des fusions de PAX5 a des génes dans l'orientation opposée (reversed fusion).
Il existe deux mécanismes de formation de transcrit de fusion in-frame impliqguant PAX5 :
- Le type de fusion le plus fréquent comprend la partie 5° de PAX5 (exons 1 a 5/6/7/8)
fusionnée a divers partenaires de fusion, tandis que le domaine de transactivation de
PAXS5 est partiellement ou totalement perdu.
- Le second type est généré par inversion intrachromosomique et représenté par
ZCCHCT7-PAXS5, impliquant la partie 3’ de PAX5 en plus du domaine de liaison a ’ADN
(exons 2-10), (Figure 3.09B).
Toutes les chimeres de fusion impliquant PAX5 conservent systématiquement le
domaine de liaison a ’ADN (domaine PAIRED) situé a I’extrémité N-terminale de PAX5
et perdent (en partie ou dans sa totalité) le module de régulation transcriptionnelle

incluant le domaine de transactivation (TAD/ID) de PAXS5, situé a I’extrémité C-terminale.
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Les réarrangements de PAX5 conduisent a I'expression de transcrits de fusion, comme PAX5-
ETV6 (le plus fréquent des PAX5-X) et PAX5-ELN (notre favorite), dans approximativement
2.5% des LAL-B (Coyaud, Struski, Prade, et al., 2010; Nebral et al., 2009).

De nombreux partenaires de fusion de PAX5 ont été identifiés, constituant |le recombinome

de PAX5 (Huret et al., 2013 ; et se référer a la section références supplémentaires). En 2008,
au moins 12 fusions in-frame de PAX5 avaient été décrites, élevées au nombre de 16 en 2014
(An et al., 2008; Bousquet et al., 2007; G. Cazzaniga et al., 2001; Coyaud, Struski, Prade, et
al., 2010; Kawamata et al., 2008; Lee et al., 2012; Mullighan et al., 2007; Nebral et al., 2007,
2009). Le recombinome de PAX5 ne cesse de s’étoffer de divers partenaires de fusion grace
au sequencage de larges cohortes internationales. Plus d’une cinquantaine de
réarrangements chromosomiques impliquant PAX5 sont actuellement recensés dont au
moins une vingtaine de fusions in-frame (listés dans la base de données Mitelman), se
rapprochant du recombinome de KMT2A doté de plus de 80 partenaires de fusion (Winters &
Bernt, 2017). Les partenaires de fusion de PAX5 constituent un groupe de génes trés
hétérogénes, codant des facteurs de transcription (ETV6, FOXP1, ZNF521), des récepteurs
nucléaires (ESRRB), des protéines transmembranaires (TMEM14B), des protéines
structurales nucléaires ou extracellulaires (PML, ELN), des kinases (JAK2), des modulateurs
de I'épissage alternatif (MBLN1), voire des partenaires aux fonctions encore inconnues
(AUTS2, C200rf112), (Coyaud, Struski, Dastugue, et al., 2010; Gu et al., 2016; Lilliebjorn et
al.,, 2016; Mullighan et al., 2007; Nebral et al.,, 2007, 2009). Les réarrangements
chromosomiques de PAX5 les plus fréquents sont PAX5-ETV6 (de loin en téte), et PAX5-
NOL4L (PAX5-C200rf112), notamment suivis de PAX5-ELN, PAX5-FOXP1 et PAX5-JAK2,
chacun d’eux ayant été identifié dans au moins trois cas non-apparentés de LAL-B. La plupart
des fusions impliquant PAX5 sont rares et de hombreux réarrangements ont seulement été
identifiés chez un ou deux patients non-apparentés (suffisants a les qualifier de translocations

récurrentes).

Les modes d’actions et mécanismes moléculaires sous-jacents a ces diverses translocations
de PAX5 sont encore peu décrits (c’est pourquoi il est intéressant de comparer avec les effets
des translocations impliquant d’autres genes PAX que PAX5). Ses divers partenaires
influencent differemment le réle des chimeres de fusion PAX5-X. Certes, les protéines de
fusion chimériques se localisent dans le noyau et sont capables de se fixer aux promoteurs
des geénes cibles de PAX5, conformément a la conservation et l'intégrité du domaine de
localisation nucléaire et du domaine de liaison a 'ADN de PAXS5, et certaines ont un effet
dominant-négatif in vitro (N. Kawamata et al., 2012; Norihiko Kawamata et al., 2010; Bousquet
et al., 2007; Mullighan et al., 2007).
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De plus, certaines protéines de fusion de PAX5 se caractérisent par une aptitude a auto-
interagir alors que d’autres activent des programmes transcriptionnels et participent a
I'hyperactivation de voies de signalisation cellulaire oncogéniques et ainsi n’agissent pas
seulement comme des inhibiteurs compétitifs (V. Cazzaniga et al., 2015; Fazio et al., 2013;
Fortschegger et al., 2014; Smeenk et al., 2017).

3.2.3.2. Différents degrés d’implication dans la leucémogenése et

exclusivité d’expression des altérations de PAX5

La nature des altérations de PAX5 est corrélée a sa contribution a la leucémogenése des LAL-
B, soit en tant qu’événement initiateur précoce (aussi appelé lésion fondatrice ou princeps),
soit en tant qu’événement secondaire coopératif. Un événement peut étre considéré comme
initiateur par la littérature le définissant ainsi (étude-s fonctionnelle-s spécifique-s), par la

récurrence de l'altération et par la présence de I'altération a la fois au diagnostic et a la rechute.

Les altérations de PAX5 de type délétion de PAX5 sont considérées comme des événements
secondaires car elles sont toujours associées a la présence d’autres anomalies
cytogénétiques (telles que BCR-ABL1 ou TCF3-PBX1) ou a un caryotype complexe (au moins
3 altérations non-reliées ; Coyaud, Struski, Prade, et al., 2010; Familiades et al., 2009;
lacobucci et al., 2010) alors que les altérations de PAXS5 telles que les translocations
chromosomiques (comme PAX5-ELN) et certaines mutations somatiques ponctuelles (se
réesumant & PAX5 P80R) semblent étre des événements initiateurs (princeps) car ils sont
détectés isolés au diagnostic (Coyaud, Struski, Prade, et al., 2010). En régle générale, les
translocations chromosomiques associées aux LAL-B sont détectées dans tous les clones et
sont présentes au diagnostic et souvent a la rechute (Hunger & Mullighan, 2015). Les
translocations chromosomiques de PAX5 ne sont associées ni a I'expression d’'un autre
transcrit de fusion oncogénique (tel que KMT2A-AF4 ou BCR-ABL1) ni a un caryotype
complexe (Coyaud, Struski, Prade, et al., 2010).

En théorie, au-dela du cas par cas, les mutations ponctuelles affectant la moitié N-terminale
de PAXS5 sont considérées comme des Iésions driver initiatrices de leucémogeneése (telle que
PAX5 P80R) tandis que les mutations ponctuelles affectant la moitié C-terminale de PAX5,
ainsi que toute mutation qui correspondrait & une mutation strictement perte-de-fonction,
interviennent essentiellement dans la leucémogenése en tant qu’événements secondaires et
ce dans plusieurs sous-types génétiques de LAL-B (Figure 3.08). Les altérations de type perte-
de-fonction (délétions, mutations de séquence, et cetera) de PAX5 peuvent étre
concomitantes a une autre altération sur le second alléle de PAX5 (Bastian et al., 2019; Gu et
al., 2019; Passet et al., 2019; Figure 3.08).
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Parmi les exceptions qui confirment la régle, quelques cas isolés de translocations

chromosomiques concomitantes ont recemment été décrits :

- Le transcrit de fusion EMILIN2-PAX5 a été identifié chez un patient (homme de 27 ans)
exprimant le transcrit de fusion NUP214-ABL1 avec une délétion d’'IKZF1, caractérisant un
profil Ph-like, de mauvais pronostic (Liu et al., 2017).

- Les transcrits de fusion PAX5-SPECC1 (accolés en direction opposée) et TCF3-PBX1 ont
été tous les deux détectés au diagnostic et a la rechute chez un patient de 16 ans a l'issu
fatale (Barbosa et al., 2018).

- Les transcrits de fusion PAX5-NOL4L et PAX5-C200rf112 sont coexprimés chez un patient
au profil Ph-like avec le géne de I'lL-7R muté (Gu et al., 2016).

- Les transcrits de fusion PAX5-NCOAD5 et P2RY8-CRLF2 sont coexprimés chez un patient
avec une LAL-B assimilée au sous-type génétique avec réarrangement de CRLF2 (Gu et
al., 2016).

Les réarrangements ne produisent pas systématiquement une oncoprotéine de fusion. Les

réarrangements PAX5-X concomitants a d’autres translocations drivers visent a perturber la

fonction de PAX5 de fagon similaire a une délétion de PAX5 (Barbosa et al., 2018). Ainsi,

PAX5-AUTS?2 est classifié dans le sous-type PAX5-altéré s'il survient en tant qu'événement

princeps (isolé) ou au sous-type CRLF2-réarrangé s'il est coexprimé avec P2RY8-CRLF2 (Gu

et al., 2016; Liu et al., 2017).

Faisant écho a I'exclusivité des événements initiateurs précoces (isolés au diagnostic), les
fusions géniques de PAX5, les amplifications de PAX5 et la mutation faux-sens PAX5 P80R
constituent des altérations mutuellement exclusives (C. Schwab et al., 2017; Zaliova et al.,
2019).
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Expression des marqueurs | Fréquences des sous-types
déterminants immunophénotypiques

SeUsfipes @8 AL (s)CD19, | (s)CD10 | (c)u | (s)lg | Fréquence Fréquences

selon 'EGIL (c/s)CD22, chez les | chez les
(c)CD79A patients patients

pédiatriques adultes

B-1 - LAL pro-B + - - - 5% 10%

B-Il | > LAL-B commune | + + - - 60% 60%

B-1ll | > LAL pré-B + +/- + - 15% 10%

B-IV | > LAL mature B + +/- +- |+ 3% 4%

Tableau 8 : Immunophénotype des blastes leucémiques de LAL-B selon la classification

établie par 'EGIL (European Group for the Immunological characterization of Leukaemias) et

distribution des sous-types immunophénotypigues dans les LAL-B pédiatriques et adultes. (c)

cytoplasmique ; (s), surface. D'aprés (Bene et al., 1995; Lemmers et al., 2000).
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3.2.4. Classification immunophénotypique des LAL-B
3.2.4.1. Sous-types immunophénotypiques selon 'EGIL

L'immunophénotypage des blastes leucémiques par cytométrie en flux est la procédure
diagnostique de référence pour l'identification de la lignée d’ou dérive la LAL et la définition du
sous-type de LAL.

La classification immunophénotypique des LAL-B se base sur [l'utilisation d'un panel
d’anticorps monoclonaux dont I'expression détermine le stade de différenciation/maturation
auquel les blastes leucémiques sont bloqués. L’EGIL (European Group for the Immunological
characterization of leukaemias) classe ainsi les LAL-B en quatre sous-types, de B-1 a B-IV,
essentiellement en fonction de I'expression des marqueurs CD19, CD22 (cytoplasmique ou
membranaire), CD79A (cytoplasmique), CD10 (Bene et al., 1995), de I'expression de la chaine
lourde p (cytoplasmique, cy) et des chaines légéres k et A des immunoglobulines (lg). Tous
les lymphoblastes de LAL-B expriment le CD19 et/ou le CD22 et/ou le CD79A (au moins deux
de ces marqueurs). D’autres marqueurs sont importants pour le diagnostic et la caractérisation
d’'une LAL-B, tels que le CD20 et le CD24.

o Sous-type B-1 (Pro-B ALL) : L’expression d’au moins deux des trois marqueurs B les
plus précoces (CD19, CD22, CD79A), sans expression d’autres marqueurs de la
différentiation B, définit les LAL pro-B.

o Sous-type B-ll (Common B-ALL) : La co-expression du CD19 et du CD10 (ou

antigéne CALLA pour Common Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen, une
métalloendopeptidase de surface) définit les LAL-B communes. Elles représentent le
sous-type de LAL-B le plus fréquent (60%) chez I'enfant et I'adulte.
De plus, les lymphoblastes des LAL-B de sous-types B-I et B-1l expriment souvent le
CD24 et réagissent a I'anticorps 4G7 spécifiquement dirigé contre les pseudochaines
Iégéres a la surface des pro-B et pré-B.

o Sous-type B-Ill (Pre-B ALL) : L’expression cytoplasmique de la chaine lourde u des
Ig définit les LAL pré-B.

o Sous-type B-1V (Mature B-ALL) : L'expression membranaire des immunoglobulines

(Ig de surface, slgM) définit les LAL B-matures.
De plus, I'expression membranaire de CD20 et CD22 est variable au-dela du stade
pro-B (sous-type B-l) alors que I'expression de TdT est généralement perdue dans le

sous-type B-1V.

Par ailleurs, le CD34 (marquant les cellules souches et progéniteurs multipotents
hématopoiétiques) peut étre exprimé, tout comme les antigénes ‘myéloides’ CD13 et/ou CD33

qui sont exprimés dans approximativement 30% des cas.
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3.2.4.2. Corrélation immunophénotype-cytogénétique

Certains sous-types cytogénétiques sont associés a un sous-type immunophénotypique. Par
exemple :

o Lesréarrangements de KMT2A (MLL) ménent a des LAL pro-B (sous-type B-I) souvent
associées a I'expression de marqueurs myéloides (dont CD15).

o Les LAL-B exprimant BCR-ABL1 sont toujours de sous-type B-Il et expriment souvent
CD34, CD38, CD25 et CD13/33. Les LAL-B avec une hyperdiploidie ou la translocation
ETV6-RUNXL sont trés souvent de sous-type B-Il (common B-ALL).

o Lestranslocations TCF3-PBX1 et les altérations de PAX5 (sous-type PAX5alt) causent
des LAL pré-B (pre-B ALL ; sous-type B-lll). Les réarrangements de MEF2D ménent
également a des leucémies trés similaires aux LAL pré-B.

o Par alilleurs, certains sous-types génétigues peuvent étre associés a des
immunophénotypes distincts, comme les réarrangements de DUX4 qui caractérisent
spécifiqguement les LAL-B exprimant CD371 (Schinnerl et al., 2019).

Inversement, les réarrangements de ZNF384 sont retrouvés dans plusieurs sous-types

immunophénotypiques, tels que des LAL pré-B (sous-type B-llIl), des LAL pro-B trés précoces

(sous-type B-I) exprimant les marqueurs myéloides CD13/33, ou encore des leucémies aigués

bi-phénotypiques (leucémies aigués de phénotype mixte, LAPM) (Alexander et al., 2018).

= Les LAL-B avec altérations bi-alléliques de PAX5 (dont les LAL-B avec PAX5 P80OR) ont
un immunophénotype caractéristigue de LAL-B commune (Bastian et al., 2019) alors que
les patients recensés avec une LAL-B exprimant PAX5-ELN présentent différents
immunophénotypes (B-I, B-Il, B-1ll, (Denk et al., 2014) pour revue).

Bien que la classification cytogénétique et moléculaire ait supplanté la classification

immunophénotypique en termes de facteur pronostique, I'immunophénotypage reste

indispensable pour confirmer le diagnostic de LAL-B et demeure utile pour surveiller la maladie

résiduelle minimale (MRD, minimal residual disease).

3.2.5. Pathogenése des LAL-B
3.2.5.1. Les cancers résultent de 'accumulation de mutations somatiques

Il est admis que les mutations s’accumulent naturellement dans les cellules somatiques au
cours de la vie, d’autant plus lorsque le tissu posséde un fort potentiel réplicatif, comme le
tissu hématopoiétique qui se renouvelle rapidement (Blokzijl et al., 2016; Tomasetti &
Vogelstein, 2015). A linstar de certains cancers solides (du systéme digestif) qui seraient
induits seulement par quelques mutations somatiques drivers acquises dans un ordre
spécifique, la pathogenese des hémopathies malignes résultent de I'acquisition séquentielle
d’altérations génétiques qui de concert établissent le clone leucémique (Mullighan, 2012;
Ortmann et al., 2015; Vogelstein & Kinzler, 2015). En moyenne, les génomes des LAL
pédiatriques comportent seulement 10 a 20 mutations codantes non-silencieuses lors du
diagnostic, et environ deux fois plus lors de la rechute (Hunger & Mullighan, 2015; Ma et al.,
2015).
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Figure 3.10 (b) : Dérégulation de la signalisation du pré-BCR dans les LAL-B.

Nota Bene : SHP2 est codé par PTPN11. Le panel de gauche (a) correspond a la Figure 2.11
(Synergie des signaux de I'lL-7R et du pré-BCR chez la souris) décrit dans la section 2.2.3
(Voies de signalisation principales de la lymphopoiése B précoce). Figure originale issue de
Rickert, 2013.
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3.2.5.2. La dérégulation de la lymphopoiese est la cause principale des LAL-B

Le développement leucémique des LAL-B découle de multiples atteintes géniques (primaires
ou secondaires) qui perturbent principalement le développement lymphoide B, la signalisation
sous les récepteurs cytokiniques et la signalisation du pré-BCR (Figure 3.10). En effet, elles
affectent des voies de signalisation primordiales a la lymphopoiése B (J. Zhang et al., 2011)
qui normalement contrélent la prolifération et survie cellulaires, et maintiennent un équilibre
entre ces processus biologiques (voir section 2.2.3). La majorité des réarrangements
chromosomiques caractéristiques des LAL-B et des autres altérations génétiques récurrentes
(sous-microscopiques telles que des délétions, gains d’ADN/amplification, mutations
ponctuelles) ciblent ainsi :

- des facteurs de transcription (tels que PAX5, IKZF1, EBF1, RUNX1, TCF3, ETV6) qui
régulent les programmes transcriptionnels de I'hématopoiése et en particulier de la
différenciation lymphoide B,

- des composants des voies de signalisation sous I'lL-7R (tels que I'axe JAK3/STATS) et le
pré-BCR (tels que RAS et SHP2 codé par PTPN11). Ce sont typiquement des mutations
activatrices qui favorisent la prolifération et la survie des cellules tumorales (J. Zhang et al.,
2011 ; Figure 3.10).

Les altérations structurales, essentiellement des délétions partielles ou totales (anomalies du
nombre de copies), ciblant les geénes codant les régulateurs transcriptionnels du
développement des cellules B et de la différenciation lymphoide B sont détectées dans plus
de deux tiers des cas de LAL-B (Kuiper et al.,, 2007; Mullighan et al., 2007; Mullighan &
Downing, 2009). Les cibles les plus fréquentes de ces altérations sont les génes codant les
facteurs de transcription PAX5, IKZF1 et EBF1 — 40% des LAL-B présentent des altérations
de ces FTs avec PAX5 en téte, étant altéré dans prés d’'un tiers des cas de LAL-B pédiatriques
et adultes (Familiades et al., 2009; Mullighan et al., 2007) — auxquelles s’ajoutent des délétions
de LEF1, IKZF3, TCF3 et BLNK ainsi que d’'ERG (Clappier et al., 2014).

3.2.5.3. La leucémogenése est un processus multi-étapes

La récurrence et la caractérisation de ces altérations génétiques contribuant a la
leucémogenese et a la rechute, et I'étude de I'architecture clonale des LAL-B, ont permis de
déduire un modeéle en 3 étapes majeures (Figure 3.11). Brievement, la maladie s’établit
progressivement : une lésion initiatrice ne suffit pas a induire de leucémie a elle seule et
requiert I'acquisition de Iésions oncogéniques coopératives pertinentes causant I'acutisation
leucémique, a I'exception des cas infantiles de réarrangements de KMT2A, présentant une
faible fréquence de mutations secondaires somatiques, celles-ci étant souvent sous-clonales

et fréquemment perdue a la rechute (Andersson et al., 2015).
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Figure 3.11 : Modéle de pathogenése des leucémies aiqués lymphoblastiques de la lignée B

au diagnostic et a la rechute, schématisant I'acquisition séquentielle des altérations génétiques

qui contribuent a la leucémogenése. Figure issue de Inaba et al., 2013.
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(1) Une Iésion génétique initiatrice est acquise dans un progéniteur lymphoide. Il peut s’agit
d’une translocation chromosomique (Tableau 6 des sous-types cytogénétiques), pouvant
éventuellement survenir in utero en ce qui concerne t(12;21) ETV6-RUNX1 (Lukes et al., 2018;
Schéfer et al., 2018; Wiemels et al., 1999; et voir section 3.2.6.1.). En regle générale, les
translocations chromosomiques et les réarrangements intrachromosomiques ont lieu
précocement au regard de la leucémogenése et sont considérés comme des événements
initiateurs. Ces réarrangements chromosomiques sont habituellement présents dans tous les
clones leucémiques au diagnostic et sont conservés a la rechute (Ma et al., 2015; Mullighan
et al., 2008). Ces lésions initiatrices conduisent a une dérégulation transcriptionnelle et/ou
épigénétique, et conférent une capacité d’auto-renouvellement aberrant, menant a I'expansion
du clone préleucémique. Il est plausible qu’elles n’interféerent pas avec la différenciation
lymphoide. Ces cellules préleucémiques présentent une susceptibilité accrue a étre affectées
par d’autres Iésions génétiques (Kantner et al., 2013 ; en accord avec le facteur réplicatif de
Tomasetti & Vogelstein, 2015, plus une cellule se divise, plus elle risque d’étre mutée et
accumulent les dommages a 'ADN). Par ailleurs, il existe des variants héréditaires courants
(d’'IKZF1, de CEBPe ou d’ARID5B) ou plus rarement des mutations germinales hétérozygotes
délétéres (de PAX5, ETV6 ou TP53) qui conférent une prédisposition génétiqgue aux LAL
(Figures 3.11 et 3.12 ; une section ultérieure abordera les facteurs de risques incluant les
susceptibilités héréditaires au développement de LAL-B).

(2) Ensuite, une altération ou plusieurs types d’altérations ciblent des facteurs de transcription
essentiels pour le développement lymphoide B (IKZF1, PAX5, EBF1, ETV6), provoquant un
blocage de la différenciation lymphoide B au stade pro-B/pré-B, typique des LAL-B (hallmark).
(3) Enfin, des événements coopératifs additionnels — environ 6 & 8 altérations génétiques
additionnelles (Inaba et al., 2013) — s’accumulent dans les clones leucémiques, accélérant la
transformation tumorale.

Ces lésions génétiques secondaires récurrentes peuvent notamment étre des anomalies du
nombre de copies ou des mutations de séquence d’ADN. Elles perturbent de nombreux
processus cellulaires clés, ciblant fréguemment des régulateurs du cycle cellulaire
(CDKN2A/CDKN2B) et des suppresseurs de tumeur (RB1, TP53), des régulateurs de
'apoptose, des coactivateurs et autres régulateurs transcriptionnels (ETV6, ERG), des
régulateurs épigénétiqgues (CREBBP, SETD2, WHSC1), des régulateurs de la signalisation
lymphoide (BTLA, TOX, CD200) des molécules de la voie de signalisation RAS (NRAS, KRAS,
NF1, PTPN11), des récepteurs de facteurs de croissance (PDGFRp), des récepteurs
cytokiniques (CRLF2) et des kinases (JAK1/2, ABL1) (lacobucci & Mullighan, 2017; Kuiper et
al.,, 2007; J. Zhang et al., 2011). Nonobstant, les activations aberrantes des voies
JAK/STAT/MYC et RAS/ERK/BCL6 semblent fonctionnellement divergentes dans un contexte

de transformation leucémique B (Chan et al., 2020).
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Figure 3.12 : Modéle de leucémogenese avec emphase sur les possibilités de leucémies

secondaires. Adaptation d’'une figure issue de Hunger & Mullighan, 2015.
En outre, la perturbation du métabolisme des nucléosides et des modifications épigénétiques

est particuliéerement fréquent a la rechute (Ma et al., 2015; J. Zhang et al., 2011).
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Au diagnostic, les LAL sont généralement oligoclonales ou polyclonales a I'échelle moléculaire
(génétiquement). La chimiothérapie d’induction qui aboutit généralement a la rémission du
patient induit une pression de sélection en faveur d’'un sous-clone (clone mineur), résistant ou
dormant par exemple, a 'origine de la rechute. En effet, la chimiothérapie initiale élimine les
clones prédominants les plus prolifératifs (clones majeurs formant le bulk), mais épargnant les
sous-clones ayant acquis des mutations conférant une chimiorésistance (Figure 3.12, c6té
gauche). Moins fréquemment, les clones de la rechute ne partagent aucune des altérations
génétiques acquises par les clones du diagnostic, et établissent une seconde leucémie chez
les patients portant une prédisposition génétique (Figure 3.12, coté droit ; Hunger & Mullighan,
2015).

Ce modele de leucémogenése B s’appuie essentiellement sur des événements génétiques et
épigénétiques, c’est-a-dire intrinséques a la cellule tumorale. Toutefois, une proportion non
négligeable de LAL ne semble pas étre assimilée a un des sous-types majeurs de LAL-B
(mentionnés en section 3.2). En effet, pour rappel, les algorithmes de profilage transcriptionnel
susmentionnés (dont Gu et al., 2019) — discriminant les signatures d’expression génique qui
sont le fruit d’altérations génétiques drivers associées a une combinaison d’altérations
secondaires et a une signalisation cellulaire aberrante — ne parviennent pas a classifier la
totalité des cas de LAL-B (Tableau 9). Ces LAL-B actuellement inclassables sont regroupées
sous la catégorie nommée « other », apparaissant sur la Figure 3.06 montrant que les
échantillons (représentés par des points gris clair) sont dispersés entre les différents clusters

représentant des sous-types génétiques de LAL-B.

Sous-types Nombre de | Enfants a Enfants a Adolescents et | Adultes Critéres
génétiques cas analysés | Risque Standard | Risque élevé | Jeunes Adultes 240 ans
Hierarchical gene
expression profile cluster
0, 0, 0, 0,
PAX5alt 148 3.3% 9.3% 9.3% 7.7% enriched  with  PAX5
alterations
PAX5 p.Pro80Arg
(P8OR)  mutation or
0, 0, 0, 0,
PAX5 P80R 44 0.4% 1.9% 3.1% 4.2% clustered  with PAX5
P80OR subtype
Other 125 6.4% 4.7% 7.9% 7.1%

Tableau 9: Prévalence des LAL-B qui n‘ont pas pu étre classées d’aprés leurs profils

moléculaires en comparaison avec celles des sous-types PAX5alt et PAX5 P80R, en fonction

de I'dge et du risque.

Catégories d’age : enfants entre 0.2 et 15 ans, adolescents et jeunes adultes (AYAs) de 16 a 39 ans,
et adultes de 40 ans a 79 ans. PAX5alt et PAX5 P80OR sont des sous-types définis par intégration du
profil d’expression génique, du caryotype et/ou des mutations génétiques. Critéres : Une analyse
prédictive de puce a ADN (PAM, Prediction Analysis of Microarrays) a été utilisé pour calculer la
similarité du profil d’expression génique avec un/des sous-types de LAL-B spécifique-s. D’aprés les
données de Gu et al., 2019.
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Des mécanismes moléculaires distincts des propriétés intrinseques des cellules leucémiques

peuvent également expliquer la leucémogenése.

3.2.5.4. Les mécanismes de la niche favorisent la transformation maligne

Les interactions entre les cellules leucémiques et le microenvironnement médullaire (ou niche
stromale hématopoiétique) jouent un rble dans le développement leucémique et la réponse
thérapeutique. En effet, les cellules stromales de la niche hématopoiétique (cellules
endothéliales, cellules stromales mésenchymateuses, ostéoblastes, adipocytes, neutrophiles,
et cetera) peuvent contribuer a la survie et a la chimiorésistance des cellules leucémiques

(Méndez-Ferrer et al., 2020 pour revue).

3.2.5.4.1. Des régulateurs extrinseques de la survie des cellules leucémiques

Par exemple, l'induction de la Protéine Kinase C-B par les cellules stromales de la niche
hématopoiétique aboutit a la stabilisation de la molécule anti-apoptotique Bcl-xL dans les
cellules malignes B, constituant en somme un mécanisme de survie cellulaire et de

chimiorésistance (E. Park et al., 2020).

3.2.5.4.2. Des mécanismes de chimiorésistance dépendant de la niche

Les cellules stromales peuvent protéger les cellules leucémiques du stress oxydatif. La
chimiothérapie repose souvent sur l'induction excessive d’espéces réactives de I'oxygéne
(ROS pour reactive oxygen species) provoquant des dommages a 'ADN qui nuisent aux
cellules cancéreuses. Les cellules stromales mésenchymateuses de la niche sécrétent de la
cystéine qui peut étre utilisée par les cellules cancéreuses pour synthétiser du glutathion

servant a la détoxification des ROS (Boutter et al., 2014).

3.2.5.4.3. Le remodelage du microenvironnement immunitaire

Outre les signaux du microenvironnement, la reprogrammation de la niche médullaire
hématopoiétique peut induire le remodelage du compartiment myéloide de la moelle osseuse
dés le début de la maladie (LAL-B), comme illustré par I'abondance d’un sous-type défavorable
de monocytes promouvant la survie des cellules leucémiques et ainsi favorisant la rechute au

détriment d’'une rémission compléte (Figure 3.13 ; Witkowski et al., 2020).
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w
% Myeloid Cells . et al., 2020 (partial graphical
S CD16 mono
Q
Pediatric $ Bl co14'mono| - 2DSEract)

—
B-ALL HSPCs  Myeloid Cells Diagnosis - Remission - Relapse

159



These de doctorat en sciences

Exposures
In-utero Postnatal Acute
Chance o ) P lymphoblastic
initiation promotion ,
leukaemia

Inherited genetic variation

Figure 3.14 : Causalité composite des leucémies aigués lymphoblastiques pédiatrigues.

Les expositions exogenes (infections par exemple) et endogénes (par exemple, inflammation,
stress oxydatif), les variants hérités et la chance (occurrence aléatoire) possedent notamment
un rble dans la leucémogenése (the covert natural history) des LAL pédiatriques. Figure issue
de Inaba et al., 2013.

Tableau 10 : Alleles hérités liés au risque de développer une LAL-B pédiatrigue, rapportés a

partir d’études d’association pangénomigues?®. Tableau issu de (Greaves, 2018).

Candidate genes (chromosome)® ALL subsetbias OR<(95% CI) Refs
IKZF1(7p12.2) None detected 1.69(1.58-1.81) 190

1.69(1.40-1.90) 191
ARID5B (10g21.2) Hyperdiploid 1.65(1.54-1.36) 190

1.91(1.60-2.20) 101
CDKN2A and CDKN2B (9p21.3) None detected 1.36(1.18-1.56) g

1.72(1.50-1.97) 192

2.41(1.99-2.92)° 193
CEBPE (14q11.2) Hyperdiploid 1.34(1.22-1.45) 10

1.45(1.30-1.62) 194
GATA3 (10p14) BCR-ABL1-like 1.31(1.21-1.41) 195

3.85 (2.70-5.40) 19
PIP4K 2A (10p12.2) None detected 1.40(1.40-1.53) 75,195
TP63 (3q28) ETV6-RUNX1 0.63(0.52-0.75) 197
PTPRJ(11p11.2) ETV6-RUNX1 0.72(0.68-0.89) -2
LHPP(10926.13) None detected 1.20(1.15-1.28) 198
ELK3(12923.1) None detected 1.19(1.12-1.26) 198
Unknown(8q24.1) None detected 1.34(1.21-1.47) 199,200
Unknown (2922.3) ETV6-RUNX1 1.32(1.17-1.49) 19
IKZF3(17q12) None detected 1.18(1.11-1.25) 200

ALL, acute lymphoblastic leukaemia; NA, not available. *Cohort sizes in these studies were between ~400 and 3,500 patients.
All patients were white and of European descent, in which the alleles exist at a relatively high frequency (10-50%). *More low risk
alleles are likely to be uncovered as larger cooperative group studies are pursued and other populations are considered. Rare allelic
variants, missed in previous studies, may also be identified that have a stronger impact on risk of ALL as described for CDKN2A
(OR 2.4)**. “Pvalues in these studies were between 10" and 107*°. “The locus at 8q24.1 may regulate expression of MYC™
Référence 75. Xu, H. et al. Inherited coding variants at the CDKN2A locus influence susceptibility to acute lymphoblastic leukaemia in children. Nat. Commun. 6, 7553 (2015).
Référence 190. Papaemmanuil, E. et al. Loci on 7p12.2, 10q21.2 and 14q11.2 are associated with risk of childhood acute lymphoblastic leukemia. Nat. Genet. 41, 1006—-1010 (2009).0K
Référence 191. Trevino, L. R. et al. Germline genomic variants associated with childhood acute lymphoblastic leukemia. Nat. Genet. 41, 1001-1005 (2009).
Référence 192. Hungate, E. A. et al. A variant at 9p21.3 functionally implicates CDKN2B in paediatric B cell precursor acute lymphoblastic leukaemia aetiology. Nat. Commun. 7, 10635 (2016).
Référence 193. Vijayakrishnan, J. et al. The 9p21.3 risk of childhood acute lymphoblastic leukaemia is explained by a rare high- impact variant in CDKN2A. Sci. Rep. 5, 15065 (2015).
Référence 194. Wiemels, J. L. et al. A functional polymorphism in the CEBPE gene promoter influences acute lymphoblastic leukemia risk through interaction with the hematopoietic transcription factor Ikaros.
Leukemia 30, 1194-1197 (2016).
Référence 195. Migliorini, G. et al. Variation at 10p12.2 and 10p14 influences risk of childhood B cell acute lymphoblastic leukemia and phenotype. Blood 122, 3298-3307 (2013).
Référence 196. Perez- Andreu, V. et al. Inherited GATA3 variants are associated with Ph- like childhood acute lymphoblastic leukemia and risk of relapse. Nat. Genet. 45, 1494-1498 (2013).
Référence 197. Ellinghaus, E. et al. Identification of germline susceptibility loci in ETV6-RUNX1-rearranged childhood acute lymphoblastic leukemia. Leukemia 26, 902-909 (2012).
Référence 198. Vijayakrishnan, J. et al. A genome- wide association study identifies risk loci for childhood acute lymphoblastic leukemia at 10q26.13 and 12q23.1. Leukemia 31, 573-579 (2017).
Référence 199. Vijayakrishnan, J. et al. Genome- wide association study identifies susceptibility loci for B- cell childhood acute lymphoblastic leukemia. Nat. Commun. 9, 1340 (2018).
Référence 200. Wiemels, J. L. et al. GWAS in childhood acute lymphoblastic leukemia reveals novel genetic associations at chromosomes 17q12 and 8¢24.21. Nat. Commun. 9, 286 (2018).
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3.2.6. Mécanisme causal des LAL-B et facteurs de risque
A limage de la leucémogenése, le mécanisme causal des LAL-B pédiatriques s’avére
multifactoriel (Greaves, 2018), impliguant notamment les expositions aux infections, la

prédisposition génétique, le régime alimentaire et une part de (mal)chance (Figure 3.14).

3.2.6.1. Susceptibilité génétique

Peu de facteurs de risque environnementaux sont associés aux LAL-B pédiatriques et ils ne
concernent qu'une minorité de cas. En revanche, il existe des facteurs de susceptibilité
génétique associés a un risque accru de développement de LAL-B. Les types courants de
variations génétiques héréditaires comprennent les polymorphismes mononucléotidiques
(single nucleotide polymorphisms, SNP), les insertions et les suppressions (gain ou perte de
courts segments de séquence, indels) et les variations structurales (gain ou perte de grands
segments de séquence ; par exemple, variations du nombre de copies, CNV).

Les facteurs de prédisposition génétique des LAL pédiatriques peuvent étre divisés en

plusieurs catégories et comprennent notamment :

e Association avec des syndromes de prédisposition au cancer

- le syndrome de Down qui est la conséquence dune ftrisomie 21
constitutive (Whitlock, 2006) ;

- plus de 40% des LAL-B pédiatrigues hypodiploides présentent des mutations
germinales de TP53 (souvent bialléliques) caractéristigues du syndrome de Li-
Fraumeni (Holmfeldt et al., 2013).

e Variants hérités courants, a pénétrance faible a intermédiaire (Tableau 10)

Les études pangénomiques d’association (Genome-Wide Association Studies) permettent
d’identifier un nombre croissant de polymorphismes génétiques germinaux (variants
hérités) contribuant de maniére non-négligeable au risque de développer une LAL
pédiatrique (Tableau 10 ; pour revues (Moriyama, Relling, et al., 2015; Vijayakrishnan et
al., 2018, 2019; Vijayakrishnan & Houlston, 2010). Il s’agit d’alléles a risque relativement
courants. Les variants polymorphiques hérités affectent notamment ARID5B (en
association avec les LAL-B hyperdiploides) et IKZF1 (induisant la diminution de son
expression) (Papaemmanuil et al., 2009; Trevifio et al., 2009), identifiant également la
variation de CEBPe¢ associée aux LAL-T), ainsi que CDKN2A (Sherborne et al., 2010; H.
Xu et al., 2013). Les variants hérités de GATA3 sont associés aux LAL-B pédiatriques Ph-
like (Perez-Andreu et al., 2013). Les autres genes avec des polymorphismes
nucléotidiques associés a un risque accru de LAL sont CDKN2B, PIP4K2A et TP63
(Moriyama, Relling, et al., 2015). Ces facteurs de prédisposition génétique sont courants
et un individu peut en porter plusieurs. lls sont additifs plutdét que synergiques en termes

de probabilité de développer une LAL.
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Rares variants germinaux délétéres, a pénétrance intermédiaire a forte

De rares mutations germinales de PAX5, réduisant son activité (Shah et al., 2013), et de
ETV6, induisant une perte de fonction (Moriyama, Metzger, et al., 2015; Nishii et al., 2020;
Noetzli et al., 2015; M. Y. Zhang et al., 2015) prédisposent aux LAL-B familiales. Les
variants germinaux pathogéniques de TP53 sont également associés a un risque accru de
LAL (Qian et al., 2018) et la plupart des mutations germinales d’'IKZF1 nuisent a sa fonction
(Churchman et al., 2018).

Variations du nombre de copies

La survenue d’'une translocation Robertsonienne rob(15; 21) germinale ou la formation
germinale d’'un chromosome 21 en anneau prédisposent spécifiguement et fortement aux
LAL-B a amplifications intrachromosomiques du chromosome 21 (iIAMP21 ; Harrison &
Schwab, 2016).

Translocations chromosomiques in utero

En revanche, une proportion relativement élevée d’enfants nait avec de potentiels clones
préleucémiques, comportant une translocation chromosomique considérée comme une
Iésion initiatrice de leucémogenese :

o Lafusion ETV6-RUNX1 a lieu in utero dans 2 a 5% des nouveau-nés sains (Schafer
et al., 2018) dont 1% développeront ultérieurement des leucémies, et la fusion
TCF3-PBX1 se produirait in utero chez 0.6% des nouveau-nés (Hein et al., 2019).

o Des clones préleucémiques comportant 'oncogene de fusion BCR-ABL (p190) ou
'oncogene de fusion KMT2A-AF4 sont également fréquemment détectés dans le
sang de cordon ombilical des nouveau-nés (G. Cazzaniga et al., 2011; Kosik et al.,
2017).

Les clones préleucémiques restent le plus souvent silencieux, a I'état latent, et ne se
convertissent pas en clones leucémiques, expliqguant pourquoi la majorité de ces individus

asymptomatiques (porteurs sains) ne développent pas de LAL-B.

3.2.6.2. Roéle causal des infections courantes

Les infections courantes, virales et/ou bactériennes, sont considérées comme I'élément
déclencheur le plus probable du développement des LAL-B pédiatriques (G. Cazzaniga et
al., 2017; Francis et al., 2012; Heath & Hasterlik, 1990).

En effet, selon le modéle proposé par Sir Melvyn Francis Greaves, les LAL s’établiraient en

deux étapes distinctes a I'échelle de I'individu (« two-hit model », Figure 3.15 ; Greaves, 2018).
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Figure 3.15 : Résumé du modéle de développement des LAL-B pédiatriques en deux étapes

(two-hit model) de Sir Melvyn Francis Greaves

Figure issue de (Greaves, 2018).
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1% étape : initiation par une Iésion prénatale

Le premier événement se produirait avant la naissance et correspondrait a la génération d’'un
clone préleucémique latent initiée par la survenue d'une altération génétique telle que la
translocation de fusion ETV6-RUNX1 ou une hyperdiploidie par exemple (Taub et al., 2002)
(et références susmentionnées dans la section précédente), rendant I'enfant susceptible de
développer une leucémie sans que ¢a ne puisse lui arriver avant I'acquisition postnatale de
Iésions secondaires coopératives.

2"% étape : conversion par une infection postnatale

Puis dans une petite fraction (1%) de ces individus (enfants) génétiquement prédisposés, un
second événement se produisent apres la naissance dans une population de cellules
préleucémiques. Selon I'hypothése de « I'infection retardée » proposée par le Pr. Greaves (the
Greaves delayed infection hypothesis), les LAL-B pédiatriques surviendraient a la suite
d’'une réaction immunitaire aberrante en réponse a une ou plusieurs infections courantes
(virales et/ou bactériennes) dont I'exposition aurait anormalement lieu tardivement.
L’exposition a ces agents pathogénes courants serait ainsi dite retardée (« delayed ») en
I'absence de suffisamment d’épisodes infectieux dans la toute-petite enfance (tout-petits de 0
a 3 ans ; (Greaves, 2018). Cette hypothése expliquerait notamment le pic d’'incidence des LAL-
B pédiatriqgues entre 2 et 5 ans. Cette réponse immunitaire anormale déclencherait
indirectement I'acquisition de mutations secondaires requises pour I'évolution clonale et la

transformation maligne conduisant a '’émergence des signes cliniques des LAL.

Plusieurs preuves expérimentales étayent I'hnypothése du Professeur Greaves : les souris
présentant une susceptibilité génétique aux LAL-B (exprimant ETV6-RUNX1 ou Pax5 a I'état
hétérozygote) assimilée a un stade préleucémique, développent un phénotype de LAL-B a
condition d’étre exposées a des agents pathogénes courants (Martin-Lorenzo et al., 2015;
Rodriguez-Hernandez et al., 2019). Fonctionnellement, ces Iésions initiatrices présentes dés
la naissance (Pax5+/-, BCR-ABL1 p190 combiné a Pax5+/-, ETV6-RUNX1) peuvent générer
un compartiment progéniteur B aberrant (Kantner et al., 2013; Martin-Lorenzo et al., 2015,
2018). Mécanistiquement, les infections provoquant une réaction inflammatoire (la « tempéte
cytokinique »), la surproduction de cytokines pro-inflammatoires IL6/TNFa/IL3 en coopération
avec les cellules stromales de la niche inflammée favoriserait 'émergence des cellules
préleucémiques exprimant le transcrit de fusion ETV6-RUNX1 (Beneforti et al., 2020). La niche
inflammée contribuerait a exacerber I'accumulation de dommages a ’'ADN (Beneforti et al.,
2020), d’ores et déja induite par un stress oxydatif endogene (excés de ROS) dans les cellules
pro-B préleucémiques avec ETV6-RUNX1 (Kantner et al., 2013). Cette instabilité génétique
favoriserait alors I'accumulation de mutations délétéres coopératives additionnelles entrainant
de facto la transformation maligne des cellules préleucémiques exprimant l'altération

génétique princeps.
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En revanche, si 'exposition postnatale a des agents microbiens est effectivement plus précoce
(tout-petits de moins de 2 ans, a la créeche par exemple, avant le pic d’incidence vers 2-5 ans),
elle est considérée comme protectrice contre le risque de développer une LAL (Greaves,
2018). Fréquenter la garderie serait ainsi une action préventive (Gilham et al., 2005; Urayama
et al., 2010).

3.2.6.3. Le mode de vie

Des facteurs de risque généralistes, applicables a tout type de cancers, interviennent au
second plan dans le développement multi-étapes des LAL-B. Outre le patron temporel
d’exposition aux infections courantes, le régime ou la prise alimentaire, une autre
composante du mode de vie, pourrait influer sur la leucémogenése. Un régime restreint
pourrait réduire les risques de développement tumoral. En effet, le jedne intermittent pourrait
étre bénéfique pour bloquer I'expansion leucémique, comme démontré chez la souris (Lu et
al., 2017).

De surcroit, des prédispositions génétiques aux LAL-B, comme I'expression de PAX5 a I'état
hétérozygote ou la fusion ETV6-RUNXL, induisent intrinséquement une dyshiose du
microbiome intestinal (remodelé et altéré) chez la souris, et I'absence de microbiote
commensal (a l'instar d’'un manque d‘exposition aux agents infectieux précédemment énonceé)
promeut le développement leucémique dans de telles prédispositions méme en I'absence de
stimuli infectieux (Vicente Duefas et al.,, 2020). Par déduction, de telles prédispositions
génétiques pourraient ainsi potentialiser la réponse immunitaire inappropriée susmentionnée.

En somme, un mode de vie trop prudent et/ou déséquilibré (sous-exposition aux agents
infectieux courant pendant la petite enfance, excés d’antibiotiques et/ou malnutrition induisant
un appauvrissement de la flore commensale) pourrait contribuer a révéler une prédisposition
génétique sous-jacente et promouvoir la transformation leucémique.

3.2.6.4. Le facteur (mal)chance
La causalité du cancer est étroitement liée au hasard (Greaves M., 2000), par exemple :

- Evénements fortuits a la conception impliquant le brassage et la recombinaison des genes
parentaux : il s’agit de la chance, par définition aléatoire, d’acquérir in utero un événement
de prédisposition génétique (tel qu’une translocation de fusion), d’hériter d’'un ou plusieurs
alleles a risque, d’hériter ou d’acquérir de novo une mutation germinale rendant susceptible
de développer une LAL.

- Impact moléculaire et cellulaire : il s’agit de la chance que les dommages a '’ADN affectent
un oncogene pertinent dans une cellule pertinente (cellule souche ou cellule progénitrice).

- Exposition externe accidentelle : il s’agit donc de la chance d’étre au mauvais endroit au
mauvais moment (ou de ne pas étre au bon endroit au bon moment) quant a I'exposition
accidentelle aux agents infectieux qui ont le potentiel de dévoiler un clone préleucémique
latent et d’aggraver la maladie.
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Partie |l : Objectifs et Résultats
Objectifs de la these

Mon travail de thése s’inscrit dans la continuité de mon stage de seconde année de master en

filiere recherche (M2R mention biologie-santé, spécialité cancérologie) effectué dans le
laboratoire d’accueil U1037- le Centre de Recherche en Cancérologie de Toulouse (CRCT) —
au sein de I'équipe du Professeur Eric Delabesse (équipe 16 du CRCT).

Mes travaux de thése refletent la thématique générale de notre équipe qui étudie I'impact des

altérations de facteurs de transcription dans les leucémies aigués dans un contexte de

recherche translationnelle. Notre équipe focalise notamment ses recherches sur les roles de
deux facteurs de transcription essentiels de I’hématopoiese : PAX5 et GATA2, dont les génes
sont frequemment affectés par diverses altérations, identifiées chez des patients atteints

d’hémopathies malignes.

Mon travail de thése s’est principalement articulé autour du réle du facteur de
transcription PAX5 au cours de la différenciation lymphoide B, dans un contexte
physiologique ou pathologique. Je me suis particulierement attachée a étudier les
propriétés et modes d’action de différents mutants de structure de PAX5 (I'oncoprotéine
de fusion PAX5-ELN et le mutant germinal PAX5R*8H) aussi bien in vitro qu’in vivo. Dans ce
but, j'ai eu 'opportunité de caractériser un modéle murin original exprimant PAX5-ELN, modele

élaboré avant mon arrivée dans le laboratoire.

L’expertise acquise lors de ce travail m’a également permis de participer activement a 'analyse
phénotypique et fonctionnelle d’'un modéle murin original exprimant le mutant GATA2R3%Q  des
résultats que je ne développerai pas dans ce manuscrit de thése (manuscrit d’article en

préparation pour publication).

4.1. Comparaison de [I'expression et des fonctions des
isoformes A et B de Pax5

Je me suis appliquée a comparer le réle physiologique des deux isoformes principales de
PAX5 : PAX5A (également appelée BSAP pour B-cell activator protein) et PAX5B dans la
continuité des travaux de thése de Charlotte Cresson qui portaient sur la régulation et la
fonction des isoformes PAX5A et PAX5B. Ces investigations ont été menées dans le cadre
d’une collaboration avec le Dr Sophie Péron de I'équipe du Pr. Michel Cogné a I'Université de
Limoges. Bien que lisoforme PAX5A s’exprime spécifiquement dans le tissu lymphoide B,

lisoforme PAX5B y est aussi exprimée.
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Comme de nombreux facteurs de transcription essentiels de 'hématopoiése, I'expression de
PAX5 nécessite d’étre finement contrdlée, ce qui justifierait la co-expression des deux

isoformes, qui ne différent structurellement que par leur premier exon respectif.

Nous avons démontré que les deux isoformes PAX5A et PAX5B peuvent induire un
programme d’expression genique de différenciation lymphoide B et assurent des fonctions
équivalentes durant la différenciation B précoce mais présentaient des disparités a un stade
cellulaire B plus tardif, et en termes de croissance cellulaire (Cresson et al., 2018).

4.2. Caractérisation du modele murin in vivo de LAL-B multi-
étapes induite par 'oncoprotéine de fusion PAX5-ELN

Les causes moléculaires de LAL-B sont identifiées en grande partie mais leurs modes d’action
sont encore peu décrits in vivo. Pour rappel, les altérations somatiques hétérozygotes de PAX5
surviennent dans un tiers des cas de LAL-B, parmi lesquelles les réarrangements
chromosomiques de PAX5 ont lieu dans 2 & 3% des cas de LAL-B (Coyaud, Struski, Prade,
et al., 2010; Familiades et al., 2009; Mullighan et al., 2007). La création de modéles animaux
exprimant le produit de ces altérations représente un moyen idéal pour élucider le réle
oncogénique des protéines de fusion PAX5-X dans la leucémogenése, ainsi que les
mécanismes moléculaires sous-jacents.

La chimére de fusion PAX5-ELN résulte d’'une translocation chromosomique récurrente,
notamment identifiée chez deux patients a Toulouse (Bousquet et al., 2007). Un modéle murin
original exprimant le transgéne PAX5-ELN a partir du locus IgH sous le contréle de 'enhancer
Ep a été élaboré dans le cadre d’'une collaboration avec I'équipe du Dr Ahmed Khamlichi
(IPBS, Toulouse).

Mes objectifs étaient de :
A. Caractériser le nouveau modele murin exprimant la protéine de fusion PAX5-ELN

B. Déterminer le mode d’action de la protéine de fusion PAX5-ELN

J'ai montré que les souris transgéniques exprimant la protéine de fusion PAX5-ELN
représentent un robuste modéle in vivo de leucémogenése multi-étapes. Mon travail a
démontré que PAX5-ELN perturbait in vitro et in vivo le développement du lignage lymphoide
B et induisait une expansion aberrante du compartiment cellulaire pro-B au stade
préleucémique qui est suivi par une transformation leucémique associée a des mutations

secondaires récurrentes des voies de signalisation Ras et Jak/Stat (Jamrog et al., 2018).
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4.3. Etude fonctionnelle in vitro et in vivo de I'effet du mutant
PAX5R38H

J'ai été amenée a collaborer avec le Dr Nicolas Duployez et le Pr. Claude Preudhomme

dirigeant le laboratoire d’hématologie du CHU de Lille.

Suite a la prise en charge au CHU de Lille de patients d'une méme fratrie atteints de LAL-B,
ils ont identifié une mutation germinale hétérozygote de PAX5 (c.113G>A, p.Arg38His) déja
décrite dans une famille non-apparentée (Yazdanparast et al., 2015), établissant ainsi la
récurrence de cette mutation ponctuelle germinale de PAX5 prédisposant a la LAL-B.

Dans le but d’enrichir ces études de LAL-B familiales, j'ai étudié l'effet intrinséque du mutant
PAX5R38H adressé a la fois in vitro et in vivo. Mes résultats ont démontré que PAX5R3 agissait
comme un variant hypomorphigue de PAXS5, inhibant les propriétés fonctionnelles de PAX5
dans la différenciation du lignage lymphoide B. De plus, j’ai validé le role de PAX5R%" dans la
susceptibilité au développement leucémique puisque son expression est capable d’induire un

phénotype de LAL-B chez la souris (Duployez et al., 2021).

4.4. Caractérisation du modele murin in vivo exprimant

Dans un second temps, jai participé a la poursuite des travaux de thése du Pr. Marléne
Pasquet sur les effets du variant GATA2R39Q, Ce projet de recherche a été initié suite a
l'identification de cette mutation germinale de GATA2 dans des cas de SMD/LAM (syndromes
myélodysplasiques / leucémies aigués myéloides) notamment dans une famille de patients
soignés a Toulouse (Pasquet et al., 2013). Pour évaluer le role de GATA2R*%Q dans la
dérégulation pathologique de I'hématopoiése, le Dr Cyril Broccardo a élaboré un modéle murin
innovant knock-in de la mutation germinale faux-sens GATA2R39Q  En étroite collaboration
avec le Dr Laétitia Largeaud (PharmD, doctorante en sciences), j'ai contribué a caractériser
phénotypiquement et fonctionnellement ce nouveau modéle murin qui présente un
déséquilibre quantitatif des sous-populations de progéniteurs multipotents et cellules souches
hématopoiétiques (CSH) dans la moelle osseuse ainsi qu’'un immunophénotype aberrant des
CSH. Nous avons également mis en évidence un déficit fonctionnel des LSK incluant les CSH.

Je ne développerai pas cette partie dans ce manuscrit (Largeaud et al., 2021).

171



These de doctorat en sciences

Publications originales des travaux de
these collaboratifs

Mes travaux de thése collaboratifs ont donné lieu a trois publications scientifiques originales

en tant que co-premiére auteur (deux articles de recherche et une lettre a I'éditeur).
Cresson C, Péron S, Jamrog L et al., Oncotarget, 2018
Jamrog L, Duchemin G et al., PNAS, 2018
Duployez N, Jamrog LA et al., Blood, 2021
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ABSTRACT

Pax5 is the guardian of the B cell identity since it primes or enhances the
expression of B cell specific genes and concomitantly represses the expression of B cell
inappropriate genes. The tight regulation of Pax5 is therefore required for an efficient
B cell differentiation. A defect in its dosage can translate into immunodeficiency or
malignant disorders such as leukemia or lymphoma.

Pax5 is expressed from two different promoters encoding two isoforms that
only differ in the sequence of their first alternative exon. Very little is known
regarding the role of the two isoforms during B cell differentiation and the regulation
of their expression. Our work aims to characterize the mechanisms of regulation
of the expression balance of these two isoforms and their implication in the B cell
differentiation process using murine ex vivo analyses. We show that these two
isoforms are differentially regulated but have equivalent function during early B cell
differentiation and may have functional differences after B cell activation. The tight
control of their expression may thus reflect a way to finely tune Pax5 dosage during
B cell differentiation process.

INTRODUCTION

The commitment of hematopoietic stem cells to each
cell lineage is strictly controlled. Specific extracellular
stimuli and transcription factors play important roles in
the development of B cells from hematopoietic stem cells.
The transcription factors SPI1 (PU.1) and IKZF1 (Ikaros)
work together during the early developmental stages, while
TCF3 (E2A), Early B cell Factor 1 (EBF1) and Paired box 5
(PAXS) are crucial from pro-B cells to mature B cell stages

[1]. PAXS is one of the 9 members (PAX1 to PAX9) of
the highly conserved paired-box (PAX) domain family of
transcription factors [2, 3] characterized by a conserved
PAIRED DNA-binding domain at the N-terminal part of the
protein and involved in the regulation of tissue homeostasis.

During hematopoiesis, PAX5 is expressed from
the pro-B cell stage and has to be turned off to allow
plasma-cell transition [4]. PAXS5 is crucial for the
maintenance of the B lymphoid lineage identity [5, 6]
and for suppression of alternative lineage choices [1, 7].
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PAXS5 also enhances the transcription of B cell specific
genes and participates in the chromatin-remodeling of
the immunoglobulin heavy chain (IGH) locus, ensuring
its contraction during VDJ recombination [8]. At later
stages, PAXS5 regulates the IGH 3’ regulatory region
(3'RR). The 3'RR is a 30 kb-long cis-acting regulation
element of the immunoglobulin heavy chain (IGH) locus
containing four enhancers in mice (hs1,2, hs3a, hs3b and
hs4) with a strict B lineage specificity. They have been
implicated in the late stages of B cell differentiation with
a crucial role in class switch recombination (CSR) and
somatic hypermutation (SHM) [9-12].

Pax5 homozygous inactivation in mouse leads to a
blockade at the pro-B cell stage [6]. Pax5-deficient pro-B
cells are able to transdifferentiate into other cell types, such
as T, natural killer, and dendritic cells [1, 13] while mature
B cells can dedifferentiate into lymphoid precursor cells
upon Pax5 loss even at late stages of B cell differentiation
as shown by Pax5 conditional inactivation [14].

In vertebrates, PAX5 expression is controlled by
two distinct promoters: a distal Pla and a proximal P1b
[15] which initiate transcription from two alternative 5’
first exons (exons 1A and 1B respectively) leading to
the expression of two isoforms, PAX54 and PAX5B. The
only structural difference between PAXSA and PAX5B
consists in a short different N-terminal sequence. Exon
1A encodes 15 amino acids that differ totally from the
14 amino acids encoded by the exon 1B sequence [16].
Despite high sequence similarities between these two
isoforms, they show different patterns of expression:
PAX5B is transcribed in B cells, central nervous system
and testis, while PAX54, whose product is also named
B cell-specific activator protein (BSAP) is restricted to
the B cell lymphoid lineage [4]. However their respective
roles in B cell differentiation have never been determined.
Our work aims to detail the mechanisms that control the
expression of PAX54 and PAX5B isoforms along B cell
development and their effect on B cell differentiation.

RESULTS

Pax5 expression in B cell differentiation is
independent of adjacent genes

The murine Pax5 gene encompasses a region of
392 kb of chromosome 4 from the end of its upstream
neighbor gene, Melk, to the start of its downstream
neighbor gene, Zcche7 (Figure 1A). Pax5 has a reverse
orientation compared to its two neighbors, from telomere
to centromere (Figure 1A). The human P4X5 gene has a
similar organization covering a slightly larger region of 444
kb on chromosome 9. In order to clarify the transcriptional
activities within the Pax5 locus, quantitative RT-PCR
(QPCR) was performed to measure the overall expression
of Pax5 transcripts and its neighboring genes (Melk and
Zcche?7), together with Abl1 as a widely expressed control

gene and EbfI as a transcriptional target of Pax5. Their
expression were measured in a series of murine B cell lines
representing different stages of B cell differentiation (from
the less to the most differentiated: Ba/F3, 70Z3, 38B9,
18.81, A20 and WEHI-231) along with murine primary
tissues (T and B cells, Figure 1B). Since Pax5 expression
is regulated by Ebfl, Pax5 expression is highly correlated
to the expression of Ebf], as expected (Pearson correlation,
> = 0.85). In contrast, expression of PaxJ5 is independent
of the expression of its two neighboring genes, Melk
and Zcche?7 (Pearson correlation, r> = 0.40 and r*> = 0.54
respectively), suggesting that the regulatory elements of
Pax5 are not shared by Melk and Zcchc?7.

Pax5 isoforms are differentially expressed during
B cell differentiation

Two major 5’ isoforms of Pax5 are expressed
during B cell differentiation. Pax5A4 expression is driven
by the promoter 1A and Pax5B by the promoter 1B
[using alternative first exons (1A and 1B respectively,
Figure 1A)]. We detailed the expression pattern of the two
Pax5 isoforms during murine B cell differentiation using
specific primers of these two isoforms on sorted B cell
subsets from bone marrow. Pax5B has a low expression
which does not vary during B cell differentiation. In
contrast, Pax5A4 expression is strongly modulated during
B cell differentiation with a higher expression in immature
B cells (Figure 2A, left panel).

Expression of Pax5 isoforms is correlated with
the histone H3 acetylation of their respective
promoter

We defined the expression pattern of Pax) isoforms
on B cell lines. The 38B9, 18.81, A20 cell lines expressed
both Pax5 isoforms. The early blocked 7023 B cell line
expressed only Pax54 isoform. The Ba/F3 cell line did not
express any of the two isoforms (Figure 2A, right panel).

Using the fact that B cell lines differentially
expressed Pax5 isoforms, we detailed the transcriptional
regulation within the 392 kb genomic region based on
the acetylation of histone H3, a major mark of active
regulatory elements [17] at low resolution over the 50
most conserved regions in vertebrates. We observed a peak
of acetylation covering Pax5 promoters A and B in pro-B
cells and the B cell lines expressing at least Pax54 in
contrast to Ba/F3 (Figure 2B). We increased the resolution
of the ChIP analysis to 1 kb over this region on five B
cell lines (Figure 2C). The three cell lines expressing
both Pax5 isoforms (38B9, 18.81 and A20) exhibited two
acetylation peaks located upstream of exon 1A (defined as
the location origin, 0 kb) and 1B (+7 kb). 70Z3 expressing
only Pax54 isoform had peaks at 0 kb and -4kb, but none
at the +7 kb while Ba/F3 displayed no acetylation peak
(Figure 2C).
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Decker et al. identified an enhancer region located
in the intron 5-6 of Pax5 [24]. We analyzed the acetylation
status of this region and showed that the acetylation is
weak compared to the promoter regions. Interestingly,
only the cell lines expressing both isoforms have an H3
acetylation mark on the enhancer region (Figure 2D).

Both PaxS5 isoforms restore early B cell
differentiation

We took advantage of the Pax5” cells which do
not express any of the two isoforms and are subsequently
blocked at a pro-B cell stage but still proliferating in
presence of IL7. PAX5 isoforms were individually
transduced in Pax5" pro-B cells and assessed for their
ability to reinitiate B cell differentiation, using the
expression of Cdl9, a specific target of PAXS, and the
appearance of IgMP*[gKr> B cells as hallmarks of B cell
progression. Cells infected with the empty vector (MIE,
only expressing eGFP) did not induce expression of Cd/9.
In contrast, both isoforms induced the expression of surface
Cd19 in presence or absence of IL7 (Figure 3A, respectively
upper and lower panels). Furthermore, both isoforms were
also able to initiate the expression of IgM and IgK at the
cell surface after removal of IL7 (Figure 3B, lower panel).

Transduced Pax5" cells were seeded at the same
concentration and cultured for 3 days in presence of IL7.
Although the percentage of Cd19r* cells is the same after

transduction with PAX54 or PAX5B (Figure 3C, left panel),
the absolute number of pro-B cells transduced by PAX5
isoforms was increased compared to the MIE with the most
potent proliferation being driven by PAX5B (Figure 3C,
right panel). Furthermore, after 10 days of culture in
presence of IL7, Pax5" pro-B cells complemented with
PAXSB have a quarter less in spontaneous cell death
rate compared with PAXSA (Figure 3D, left panel).
This difference of cell survival may explain the highest
percentage of [gMP*IgKr* B cells after IL7 withdrawal
with PAX5B complementation (Figure 3B).

We also stably transduced Ba/F3 cells with either
MIE, PAX5A4 or PAX5B and stressed the cells by serum
deprivation for 6 hours. Ba/F3 cells are less sensitive to
serum deprivation when they express PAX5B compared to
PAXS5A whereas no difference was observed in 10% serum
condition (Figure 3D, right panel). This difference is not
linked to a difference of PAXS5 isoform stability since
half-life of the two proteins are comparable (Figure 3E).
Consequently, the alternative use of PAX5 exon 1 has no
qualitative effect on early B cell differentiation but may
have an impact on cell death.

Both Pax5 isoforms induce a B cell specific
program

After sorting transduced Pax5” pro-B cells, their
respective transcriptomes were analyzed (Figure 4A—4C).
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Figure 1: Expression of Pax5 isoforms is independent of the expression of neighboring genes. (A) Schematic organization
of the genomic region of murine Pax5 gene. Pax5 is composed of 11 exons, the first two (exons 1A and 1B) being alternatively used to
generate two isoforms (Pax54 and Pax5B respectively). Pax5 gene is flanked by Melk and Zcche7 genes. (B) Correlation between Melk,
Zcche7 or EbfI expression and Pax5 expression. Quantitative PCR (QPCR) was performed at least as triplicate on Ba/F3, 70Z3, 38B9,
18.81, A20 and WEHI-231 cell lines and on B and T cells. Relative expressions (RQ) to 4b/] expression are expressed as mean with error
bars representing RQMIN and RQMAX and constitute the acceptable error level for a 95% confidence interval according to Student’s
t test. The square of the Pearson correlation (1?) is indicated for each comparison.
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Both PAXS5A and PAX5B enhance the expression of B cell
specific genes such as Cd19 and repress the expression of
non-B cell specific markers such as Cd7 (a T cell marker)
or Gp49a (a myeloid marker) (Figure 4D). Furthermore, out
of the 24,184 genes, no expression differs more than 5-fold
between PAXSA and PAXSB target genes (Figure 4C). By
performing a Gene Ontology (GO) analysis [18, 19] on
the genes whose expression is the most discriminant, we
found a significant enrichment in genes implicated in the
regulation of apoptosis (Supplementary Figure 1A, 1B).
These data strongly suggest that the two PAXS5 isoforms
globally induce B cell differentiation by activating the same
targets during early B cell differentiation and differences

in their target gene expression may explain the differences
observed in cell death rate and cell growth (Figure 3C and
3D).

Pax5 isoforms have a distinct pattern of
expression during late B cell differentiation

We also investigated the functional specificities
of PAX5 isoforms during late B cell differentiation. We
quantified Pax5 isoforms in murine sorted splenic resting
B cells (Cd43e B220r%), in vitro LPS-activated B cells
(B220r>s Cd138"¢) and plasmablasts (B220r Cd138s).
Overall, Pax5 expression is decreased after B cell
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Figure 2: Correlation between Pax5 isoforms expression and chromatin acetylation of the Pax5 locus. (A) QPCR of
Pax54 and Pax5B isoforms on B cells during differentiation and in various cell lines. Expression of Pax5 isoforms during medullar murine
B cell differentiation was quantified on B cell subsets. Expression relative to Ab/1 are presented as mean and standard deviation (left panel);
Expression of Pax5A (upper right panel) or Pax5B (lower right panel) on Ba/F3,70Z3, 38B9, 18.81, A20 cell lines and pro-B cells from
murine bone marrow are expressed relative to Gapdh expression as mean and standard deviation. (B—D) Chromatin Immunoprecipitation
(ChIP) analysis of Pax5 locus on Ba/F3, 38B9, 70Z3 cell lines and murine pro-B sorted cells: QPCR was performed using primers covering
the most conserved region (B) or located every 1 kb throughout promoter (C) or enhancer (D) regions. The increase over background was
calculated by comparison with immunoprecipitates obtained using rabbit IgG antibody. Peaks of H3 acetylation are labeled according to

their positions relative to the first nucleotide of Pax5 exon 1A.
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Figure 3: Both PAX5A and PAX5B can restore B cell differentiation program in complemented Pax5” pro-B cells.
(A-B) Representative FACS analysis and statistics of differentiation of three independent infections of Pax5™ pro-B cells. Cells were gated
on FSC/SSC criteria, 7-AAD negative population (living cells) and eGFP-positive cells (infected cells) (not shown). Gated cells were
analyzed for (A) the presence of B220 and Cd19 (the percentage of Cd19" cells is indicated on the right panel graph) or (B) IgM and Igk
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membrane markers (the percentage of [gM*/Igk” cells is indicated on the right panel graph) in two different conditions: with (+IL7, upper
line) or without IL7 (-IL7, lower line) for three days. The first column show Pax5" cells infected with the eGFP-expressing vector (MIE),
the second column with PAX5A retroviral construct and the third column with the PAX5B retroviral construct. The mean and the standard
deviation of percentage of each population compared to the parental gate are indicated, p < 0.05, ™ p < 0.001. (C) Mean and standard
deviation of percentage of Cd19" cells (left panel); Absolute number of GFP* Pax5”- pro-B complemented with eGFP (MIE), PAX5A
or PAXS5B after 3 days of culture for three independent infections, *p < 0.001 (right panel). (D) Percentage of 7-AADP* AnnexinVre
cells after 5 or 10 days in presence of IL7 (left panel) for three independent infections with PAX54- or PAX5B-expressing vectors.
"p<0.001. (E) Quantification of PAX5A and PAXS5B proteins by Western-blot using an anti-Pax5 antibody after cycloheximide treatment
for the indicated period of time on Ba/F3 infected cells demonstrating a similar half-life.

activation (Figure 5A). In details, Pax54 was the most
expressed isoform and downregulated in activated B cells
and plasmablasts. In contrast, Pax5B was significantly
upregulated in activated B cells and almost undetectable
in plasmablasts. Therefore, the expression patterns of the
two isoforms are distinct during late B cell differentiation.

Pax5B is inactive in plasma cells

The differential regulation of Pax5 isoforms at late
B cell differentiation stages may reflect different properties
of these isoforms. To assess this possibility, we evaluated
the transactivation of Cd/9 at an early B cell stage using
transduced Ba/F3; both PAX5A and PAX5B can efficiently
transactivate Cd/9 (Figure 5B). We also evaluated the
transactivation potential of PAX5A and PAXS5B at later
stage of B cell differentiation using S194, a plasmacytoma
cell line, or in a non-lymphoid context using 293T, a
human kidney cell line, using a luciferase reporter system
containing the Cd/9 promoter region. Compared to AID,
a negative control, both PAX5A and PAXS5B activate the
Cd19 promoter (Figure 5C). The activity of PAX5B is
significantly lower than PAX5A. In S194, only PAX5A
displays transcriptional activity suggesting that PAX5B
transactivation capacity on Cd/9 promoter is altered in
those cells (Figure 5C). To characterize the binding of
Pax5 on the Cd/9 promoter at late stages of the B cell
differentiation, we precipitated chromatin (ChIP) using
an anti-Pax5 antibody in splenic B cells (Figure 5D). We
detected a specific binding of Pax5 to the Cd/9 promoter
sequence in resting B cells compared to the amplification
of an irrelevant sequence (Upf1 intronic sequence) devoid
of Pax5 binding sites (Figure 5D, left panel). After 4 days
of LPS stimulation, we could detect the same enrichment
of Pax5 on Cd19 promoter (Figure 5D, right panel).

Neither PAX5SA nor PAX5B are able to silence
the 3'RR in plasma cells

The 3'RR is an important region regulating the
expression of the heavy immunoglobulin chain at late
B cell differentiation stages. It has been reported that
Pax5 could bind hypersensitive sites (hs)1,2 (3'0aE) and
hs4 elements ([20, 21]). A Pax5-specific ChIP using an
antibody that does not discriminate between the two
isoforms, identified a 3.8-fold enrichment at the hs4
element site in resting B cells (Figure SE, left panel). Upon

activation, Pax5 is enriched both at the hs4 and to a much
lesser extend to hs1,2 sites (6-fold enrichment for hs4 and
a 2.4-fold for hs1,2; Figure 5E, right panel).

We then analyzed whether both PAX5 isoforms
have a similar transactivation activity on the 3'RR in S194
plasma cells (Figure 5F). PAXS5 isoforms are physiologically
downregulated in plasma cells, in contrast the 3'RR activity
is increased. We evaluated the effect of the PAX5 isoforms
on the 3'RR activity using a reporter assay depending
on the VH promoter (pVH) active in the B cell lineage.
Its transcription level is upregulated by the addition of
a synthetic 3'RR containing the four enhancers in their
palindromic structure (hs3a, hs1.2, hs3b, hs4). We did not
observe any significant change upon the addition of both
PAXS isoforms, suggesting that 3'RR is insensitive to Pax5
(Figure 5F) despite the accumulation of Pax5 at the 3'RR
after activation of B cells (Figure 5E, right panel).

DISCUSSION

PAX5 is a major regulator of B cell differentiation
promoting the expression of B cell specific genes
and repressing commitment to other cell lineages.
Consequently, to allow an efficient B cell differentiation,
the expression of PAX5 has to be tightly controlled. An
alteration of PAX5 dosage induced B cell malignancies: its
overexpression, secondary to the /GH-PAX5 rearrangement,
is associated with B cell lymphomas [16] and loss of
heterozygosity is associated with B cell progenitor acute
lymphoblastic leukemia [22, 23]. The regulation of PAXS5
expression, in vertebrates, is complex with two 5' isoforms,
PAX5A and PAX5B, initiated from two different promoters.
These isoforms differ only by the sequence of their first
coding exon encoding no specific protein motif. PAX5B
isoform is related to PAX2, since the sequence encoded by
their first exon are 65% homologous and is present as early
as in the Fugu (Table 1). The PAX54 isoform appears later,
with mammals and by extension B cells.

Very little is known about the differential regulation
of these two isoforms and their functional differences.
The aim of this study was to determine if the presence of
these two isoforms translate a functional difference or are
merely a differential regulation of expression. In B cells,
PAXS isoforms are differentially expressed suggesting that
different sets of transcription factors enhance or repress
the activity of these promoters. ChIP analyses on cell
lines and pro-B cells confirm a correlation of histone H3
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acetylation on both promoter regions and expression of the
two isoforms. Interestingly, we also detected histone H3
acetylation on the enhancer region [24] only when the two
isoforms are expressed.

Functionally, PAX5A and PAXS5B can act similarly
in early B cell differentiation. Both are able to complement
the invalidation of Pax5 in Pax5" cells and resume ex
vivo the B cell differentiation until the Cd19*%/mIgKres
stage demonstrating a similar capacity to transactivate or
repress target genes during this process. This is shown by
the transcriptome since no gene expression differs more
than five times in Pax5’ complemented by PAXS5A or
PAXS5B. Nonetheless, we detected differences between the
two isoforms. PAX5B confers a growth advantage of the
rescued Pax5” cells compared to PAX5A-rescued cells.
The physiological up-regulation of Pax5B during B cell
activation may prevent apoptosis of activated B cells since

A MIEvsPAX5A

-log 10 p-value

suppression of PAXS5B increases susceptibility of human
acute lymphocytic leukemia REH cells to apoptotic death
[25]. Interestingly GO term analysis on discriminant genes
for which the expression is at least 1.5 fold higher for
PAXSA or PAX5B condition shows that they are involved
in cell death pathways.

As described by Revilla-i-Domingo et al., although
Pax5 interacts with a similarly high number of genomic
binding sites defining 8,000 target genes in pro-B and
mature B cells, only 13 target genes are commonly
activated and 18 target genes are commonly repressed
in pro-B and mature B cells (cited from [26]) suggesting
that Pax5A and Pax5B could have different transcriptional
activities in early and late B cell differentiation stages.

At later stages of B cell differentiation, we observed
that Pax5B and Pax5A are expressed simultaneously in
primary B cells at different levels. After B cell activation,
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Figure 4: PAX5A and PAXS5B drive a comparable transcriptomic early B cell program. (A-C) Volcano plots presenting
the fold change in log2 on x axis and the log10 p-value of the false discovery rate permutation analysis on y axis of the transcriptome
comparing eGFP expressing vector (MIE) to PAX5A (A), MIE to PAX5B (B) and PAXSA to PAXSB (C) showing the similar effect of
PAXS5A and PAXS5B on early B cell differentiation restoration. For C, gene with a difference of expression >2 fold between PAXS5A and
PAXSB are listed. (D) Scatter graph with gene expression fold changes between PAXSA and MIE on x-axis and PAX5B and MIE on y-axis.
The regression line shows the relationship between PAXSA and PAX5B impact on target gene expression. As example, Cd19 up-regulated

gene and Gp49a and Cd7 down-regulated genes are indicated.
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Figure 5: PaxSA and Pax5B show different activities during late B cell stages. (A) Expression by QPCR of total Pax5 or
specific Pax5 isoforms in resting murine B cells, activated B cells and plasmablasts. Results are expressed as log scale with mean + SEM
of independent experiments. (B) Relative quantification of Cd/9 transactivation in Ba/F3 after infection with either eGFP-expressing
retrovirus (MIE) or MIE containing PAX54 or PAX5B (C) PAXSA or PAX5B trans-activity was determined using a Luciferase reporter
(pCD19-Luc) assay in 293T cells (left panel) or S194 cells (right panel). Results are expressed as mean + SEM of independent experiments.
(D) ChIP was performed on Cd/9 promoter (pCD19) and Upf1 intron 9 (as a PAXS non-target) and using an irrelevant IgG or an anti-PAX5
antibody. Results are expressed as mean of fold change compared to IgG condition + SEM of independent experiments. (E) ChIP was
performed on the hypersensitive sites (hs)1,2 and hs4 elements of the 3'RR in resting splenic B cells or activated B cells (left and right panel
respectively) using an irrelevant IgG or a anti-PAXS antibody. Results are expressed as mean + SEM of independent experiments. (F) A
Luciferase expression B cell specific vector (pVH-luc) containing the IGH 3'RR minilocus (+3'RR) or not (—3'RR) was used in a reporter
assay to determine the regulatory function of PAXSA and PAX5B in S194 cells. Results are expressed as mean of fold change compared

to IgG condition + SEM of independent experiments. Ctl: negative control, "p < 0.05; “p < 0.01; ""p < 0,001 (unpaired two-tailed ¢ test).
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Table 1: Comparative analysis of exon 1A and exon 1B coding sequences during evolution

Species PAXS coding exon 1A PAXS coding exon 1B
Human MDLEKNYPTPRTSRT MEIHCKHDPFASMH
Chimpanzee MDLEKNYPTPRTSRT MEIHCKHDPFASMH
Mouse MDLEKNYPTPRTIRT MEIHCKHDPFASMH
Rat MDLEKNYPTPRTIRT MEIHCKHDPFASMH
Rabbit MDLEKNYPTPRTGRT MEIHCKHDPFASMH
Dog MDLEKNYPTPRSGRT MEIHCKHDPFASMH
Pig MDLEKNYPTPRTGRT MEIHCKHDPFASMH
Cow MDLEKNYPTPRTGRT MEIHCKHDPFASMH
Xenopus No hits found MEIHCKHDPFAAMH
Zebrafish No hits found MEIHCKHDPFAAMH
Fugu No hits found MEIHCKHDPFAAMH
C. elegans No hits found No hits found

Fruitfly No hits found No hits found

Lamprey No hits found No hits found

The table shows the alignment of PAXS exon 1A and exon 1B primary sequence in different species. The discrepancies

between species are boxed.

they exhibit a distinct pattern of expression: Pax54 decreases
in activated B cells and plasmablasts while Pax5B increases
in activated B cells and is virtually absent in plasmablasts.

PAXS5A is able to transactivate Cd/9 promoter in
both early (Ba/F3) and late B cells (S194) and in a non-
lymphoid 293T whereas PAX5B is able to transactivate
Cd19 only at an early stage of B cell differentiation and
in a non-lymphoid context. These results point out that
PAXS5B isoform cannot transactivate the Cd/9 promoter
in a late lymphoid context (S194) or may function in a
different context as transcriptional repressor as proposed
by Robichaud ef al. The authors have shown that PAX5B
negatively regulates CD/9 expression in REH cell line
since the specific suppression of PAX5B expression using
ribozymes leads to an increase of CD/9 expression [25].

PAXS5 has been described as a negative regulator of
the 3'RR activity. Nonetheless, we observed an increased
binding of PAXS to the 3'RR upon B cell activation. The
accumulation of PAXS binding on the 3'RR in activated
B cells does not seem to reflect a role of PAXS in the
3'RR activity regulation but rather a function in chromatin
remodeling permitting accessibility to the /GH locus.
Recently, it has been shown that PAXS recruits PTIP, a
molecule involved in class switch recombination [27,
28] which induces H3K4me3 and stabilizes the PAX5
binding on the /GH locus [28]. Alternatively, this could be
explained by the fact that the activation of B cells results
in the induction or increase of the expression of other
factors counteracting PAXS activity.

PAXS isoforms are physiologically downregulated
in plasma cells in contrast to the 3'RR activity which
is strongly increased. We investigated whether these

isoforms could modify the 3'RR activity. Our data showed
that 3'RR is insensitive to a PAXSA or PAX5B regulation
in the S194 plasmacytoma cell line, in agreement to the
observation that an hsl,2-dependent transgene is not
inhibited whereas Pax5 expression is still detected in
activated B cells [29]. Consequently, repression of the
3'RR activity by Pax5 [20, 30, 31] is likely more complex.

Our results reveal only discrete differences of action
between PAXSA and PAXSB functions and demonstrate
that these two isoforms may be interchangeable in early
B cell differentiation. Their very tight regulation may
reflect different binding of alternative transcription
factors according to the cellular context (testis, brain, B
cells) leading to a fine control of the Pax5 dosage which is
required for a zero-default B cell differentiation.

MATERIALS AND METHODS

Cell line culture

In this study, we used several B cell lines showing
characteristics of various stages of B cell differentiation:
Ba/F3 are pro-B cells (DSMZ ACC 300) [32], 38B9 are
pro-B cells [33, 34], 70Z/3 are pre-B lymphoblast (ATCC®
TIB-158™) [35], A20 is a BALB/c B cell lymphoma line
derived from a spontaneous reticulum cell neoplasm found
in an old BALB/cAnN mouse (ATCC® TIB-208™) [36],
18.81 is a Abelson-virus-transformed mouse lymphoid
cell line with pre-B cell characteristic [37], WEHI-231
are immature B cells (ATCC® CRL-1702™) [38], S194
are mouse myeloma B cells, this line was derived from
an IgA secreting mineral oil induced BALB/c myeloma.
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(ATCC® TIB-19™) [39]. Murine B cell lines S194, 38B9,
A20, 18.81, and WEHI-231 were cultured in RPMI
(Gibco), 10% FBS (fetal bovine serum, PAN Biotech),
2 mM L-glutamine, and 1 mM sodium pyruvate
(Invitrogen). The same medium supplemented with 0.05
mM fB-mercaptoethanol or 10 ng/ml recombinant murine
IL3 (Peprotech) was used respectively to culture the murine
cell line 70Z3 or Ba/F3. The Phoenix retrovirus producer
line (Orbigen) was cultured in high glucose Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM; Gibco), 10% FBS
(PAN Biotech). Murine OP9 bone marrow stromal cells
were cultured in MEMa. (Gibco), 20% FBS (PAN Biotech)
when in monoculture. All the cells were cultured in
presence of penicillin (100U/ml) and streptomycin (100U/
ml) at 37° C, in 5% CO, atmosphere.

Mice

Pax5+ mice were kindly provided by Pr M.
Busslinger [6]. Pax5” and Pax5"* (wild-type) mice
were obtained by breeding two Pax5+ mice. All mice
were maintained on the C57BL/6 genetic background.
The Pax5 genotype was determined using REDExtract-
N-Amp Tissue PCR Kit according to the manufacturer’s
instructions  (Sigma-Aldrich) with the following
oligonucleotides: 5'-AGG ACA TGG AGG AGT GAA
TCA G-3' (primerl); 5'-ACC CGA AGC TGC CTG
GAG-3’ (primer2); and 5'-AGG CGA TTA AGT TGG
GTA ACG-3' (primer 3). All animal experiments were
carried out according to valid project licenses, which
were approved and regularly controlled by French
Authorities.

Purification and culture of B cell subsets

Pax5-deficient pro-B cells were harvested from
Pax5" embryonic liver at E17.5. Cells were amplified
on vy-irradiated (30 Gy) OP9-derived stromal cells in
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM; Gibco),
supplemented with 5% FBS (Stemcell technologies), 100
U/ml murine IL7 (Peprotech), 0.05 mM B-mercaptoethanol
(Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamine (Invitrogen),
penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 U/ml).
Wild-type pro-B cells were flushed from bone marrow.
After red blood cell lysis, B cell fraction was enriched by
B220 magnetics microbead sorting (Myltenyi Biotech).
B cell fraction was subsequently incubated with B220,
Kit (Cd117) and Igk antibodies and pro-B cells (B220*
kitrs and Igk™¢) were sorted using a FACS-Vantage sorter
(BD Biosciences). Splenic resting B cells were purified by
negative selection using anti-CD43 microbeads (Miltenyi
Biotech) and stimulated (0.5 x 10°¢ cells/ml) by LPS
(20 pg/ml; Sigma) for 2 to 4 days in RPMI supplemented
with 10% FBS, sodium pyruvate, non-essential amino
acids, PB-mercaptoethanol, penicillin (100 U/ml) and
streptomycin (100 U/ml) (Invitrogen).

B cell subsets were sorted on a MoFlo Astrios sorter
(Beckman Coulter) after bone marrow flush of C57BI/6 8 to
12 week-old mice as follows: pre-pro-B (B220"Cd19-), pro-B
(B220Cd191gL IgD Cd117°BP1°), pre-BI (B220"Cd19*TgL-
IgD'Cd117"BP1%), large pre-BIl (B220°Cd191gLIgD
Cd117+, large FSC), small pre-BIl (B220"Cd19'IgL-IgD-
Cd117%, small FSC), immature B (B220*Cd19*1gL*IgD),
recirculating B (B220°Cd19'IgLIgD") and RNA extraction
were performed on fresh samples.

For LPS stimulation B cells (B2207* Cd138"¢) and
plasmablasts (B220r Cd138r%) were sorted 3 to 4 days
after stimulation.

Quantitative RT-PCR

RNA was isolated using the AllPrep™ DNA/RNA
Micro Kit (QIAGEN) and cDNA was synthesized using
SuperScript® VILO™ ¢DNA Synthesis Kit (Invitrogen™)
according to the manufacturer’s instructions. Quantitative
PCR were performed on a LightCycler®480 II System
(Roche). Quantitative SYBR Green PCR was performed
to quantify relative mouse Cd19 cDNA expression in
transduced Ba/F3 using LightCycler®480 SYBR Green
I Master (Roche Diagnostics GmbH) according to the
manufacturer’s instructions, and primers 10 uM primers
for Cd19 (forward: 5'-AAGGAACAGGTCCTCTGGGA-
3" and reverse: 5-GATTCAAACTGCTCCCCCGA-3’)
and 10 uM primers for Abll (forward: 5-GGAGAA
GGTCTACGAGCTCAT-3" and reverse: 5'-ATCTGAGATA
CTGGATTCCTGGA-3"). Relative gene expression in cell
lines or sorted bone marrow B cells was quantified using
LightCycler®480 Probes Master (Roche Diagnostics GmbH)
and the following TagMan gene expression assays from
Applied Biosystems™ Life Technologies: Mm00802038
ml for Abl1, Mm00487680 m1 for Melk, Mm00435501
ml for Pax5 (both isoforms), Mm00621713 ml for
Zcche7, Mm00395519 ml for EbfI, Mm00435494 for
specific expression of Pax5A. Primers/TagMan probe mix
specific for PAX5B transcripts was synthetized by Applied
Biosystems (5FAM-ATG CAT AGA CAT GGA GGA GTG
AAT CAG CTT G-Tamra3’ as probe; 5'-CAC TGT AAG
CAC GAC CCG TT-3' as forward primer; 5'-AGT GGC
CGT CCATTC ACA AA-3' as reverse primer). All QPCR
programs were carried out as follows in a 20 pl volume:
5 min at 95° C, followed by 45 cycles of 10 s at 95° C,
10 s at annealing temperature of 60° C and 10 s at 72° C.
All signals were quantified using either the ACt method or
the Relative Quantification (AACt) study both including a
normalization to the ACt values of 4bll gene expression
levels. Data were analyzed using the LC480 software
(Roche Diagnostics) followed by statistical analyses.

ChIP experiment

CHromatin ImmunoPrecipitation (ChIP) assays
were performed essentially as described previously [40]
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using anti-acetylated histone H3 or nonspecific rabbit
immunoglobulin G (IgG) (06-599 and 12-370, respectively;
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). Oligonucleotide
sequences are available on Supplementary Table 1. Murine
splenic B cells were cultured (10° cells/ml) in presence
of LPS (40 pg/ml) for 4 days. At day 3, dead cells
were eliminated by Ficoll centrifugation (Lympholyte-
Mammal, Cedarlane) and living cells were stimulated for
an additional 24 h period. Chromatin preparations were
performed on 5 x 107 to 10® LPS-stimulated B cells using
standard fixation and sonication methods as described [41].
In all cases, 200 ng of chromatin was immunoprecipitated
(ON, 4° C) with Ipg of anti-PAX5 mAb (mouse anti-
Pax-5 mAb (A-11), Santa Cruz Biotechnology) or an
irrelevant IgG antibody (purified mouse unlabeled 1gG1,
SouthernBiotech, ref.0102-01). Oligonucleotides used are
given in Supplementary Table 1.

Retroviral particles production

Full-length human PAX54 and PAX5B cDNA were
amplified, sequenced and inserted into the retroviral vector
pMSCV-IRES-eGFP (MIE), a bicistronic vector allowing
the expression of eGFP under the control of the long
terminal repeat (LTR) promoter. Retroviral supernatants
were produced by Phoenix retrovirus producer line
(Orbigen) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
reagent for transfection and proceeding according to the
manufacturer’s instructions. After overnight incubation
of the transfection mix, cells were treated with 10 mM
sodium butyrate (Millipore) and washed with PBS before
pro-B cell medium was added. Viral supernatants were
harvested after 24 h of incubation at 32° C, passed through
a 0.45 um filter, aliquoted and frozen at —80° C.

Pro-B culture, infection and differentiation

The in vitro pro-B cell differentiation/proliferation
protocol used was adapted from Rolink et al. [42]. The
pro-B Pax5” cells were isolated from Pax5" embryo
fetal liver and cocultivated with irradiated OP9 cells in
24-well plates in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM; Gibco), supplemented with 5% FBS (Stemcell
Technologies), 2 ng/ml murine IL7 (Peprotech), 0.05 mM
B-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), 2 mM L-glutamine
(Invitrogen), penicillin (100 U/ml) and streptomycin
(100 U/ml). Experiments were performed after an initial
pro-B cell expansion on irradiated OP9 cells in the
presence of 2 ng/ml IL7. Every 3 days, pro-B cells were
harvested and propagated on fresh OP9 stromal cells.

The pro-B cells, cultured on irradiated OP9 cells
in the presence of 2 ng/ml of IL7, are infected during
exponential growth. Retroviral supernatant was diluted 1:3,
supplemented with 4 pg/ml polybrene (Sigma) and 2 ng/ml
of IL7 (Peprotech); spinoculation was performed at 1000 x g

at 32° C for 90 min. After centrifugation, Iml of fresh
medium supplemented with IL7 was added and the cells
were incubated overnight at 37° C. After infected pro-B cell
expansion for few days, cells were washed out of IL-7 and
plated in IMDM, 5% FBS, 0.05 mM B-mercaptoethanol and
2 mM L-glutamine on irradiated OP9-derived stromal cells
with or without IL7. At day 2.5, single-cell suspensions
were stained using standard protocols for flow cytometry
using the antibodies listed above. Dead cells were
excluded from FACS analysis as 7-amino-actinomycin
D (7-AAD; BD Biosciences #559763)) positive (BD
Biosciences). Stained cells were analyzed with a FACS
Calibur flow cytometer (BD). Data were analyzed with the
BD FACSDiva™ software (BD Biosciences) or FlowJo
(TreeStar, Ashland, OR). All antibodies are rat monoclonal
antibodies from BD biosciences: anti-B220 (clone RA3-
6B2) conjugated with pacific blue, anti-CD19 (clone 1D3)
conjugated with Alexa Fluor 700, anti-mouse Igk light chain
(clone 187.1) conjugated with Phycoerythrin-Cyanin7, anti-
IgM (clone R6-60.2) conjugated with Peridinin chlorophyll
protein-cyanin5.5.

Ba/F3 cells were similarly transduced with empty
MIE, MIE-PAXSA or MIE-PAXS5B and then GFP-positive
cells were isolated by fluorescence-activated cell sorting
(FACS) in MoFlo Astrios (Beckman Coulter).

Cycloheximide treatment and Western blot

Stability assay was performed in the presence of
cycloheximide (100 pg/mL, Sigma) for the indicated
periods of time. The day before, 1.2 x 10° transduced
Ba/F3 cells were incubated overnight at 37° C, 5% CO,.
At each time point, treated cells were washed once with
ice-cold Phosphate buffer saline (PBS) and then cell
pellets were lysed in 40 ul of lysis buffer composed of
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM Tris, 1% Triton
and protease inhibitor cocktail (cOmplete™, Roche).
Protein concentrations of cell lysates were determined
using the BCA1-Kit for Protein Determination (Sigma-
Aldrich) to load 30 pg in every well. Samples were
subjected to 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis and transferred to PVDF membranes.
Blots were blocked 1 hour in the presence of 5% milk
and incubated with 0.3 pg/mL of primary antibody
overnight at +4° C (mouse anti-Pax-5 mAb (A-11), Santa
Cruz Biotechnology). After incubation with secondary
antibodies conjugated to horseradish peroxidase (Cell
Signaling Technology), the immunoreactive bands were
visualized by using the enhanced chemiluminescence
lighting system (Amersham™ ECL™ Prime Western
Blotting Detection Reagent, GE Healthcare) and data was
acquired with Chemi-Smart 5000 and Bio-1D software
(Vilber Lourmat). Bands were quantified by using Imagel
software.
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Flow cytometry and cell growth

Transduced pro-B cells and Ba/F3 cells were
stained with AlexaFluor700-conjugated anti-CD19 (1D3)
antibody (BD Pharmingen). For cell-viability assays,
cells were stained with Annexin-V-PE and 7-AAD
(BD Biosciences #559763). Flow cytometric data were
acquired on a Fortessa X20 or LSR II flow cytometer (BD
Biosciences), and data were analyzed using FACSDiva
(BD Biosciences) and FlowJo software (TreeStar).

Transcriptomic analysis

After 5 days in culture with 2 ng/ml of IL7, infected
cells were sorted according to their positivity for GFP
fluorescence with a FACSAria Il (BD Biosciences) cell
sorter. Total RNA from GFPr* sorted pro-B infected
cells were extracted using the Trizol method according
to manufacturer’s instruction (Invitrogen). RNA quality
was assessed using the RNA 6000 Nano Assay on the
Agilent 2400 Bioanalyser (Agilent Technologies, Massy,
FRANCE). For each condition (PAX5A, PAX5B and MIE),
three independent infection experiments were performed.
RNA samples were purified and prepared according to the
manufacturer’s protocol with the Affymetrix’s GeneChip
Whole Transcript Sense Target Labeling Assay Kit
(Affymetrix, UK) and hybridized on Affymetrix GeneChip
Mouse Gene 2.0 ST arrays. Probe-signal intensities were
normalized and summarized by the Robust Multiarray
Average (RMA) method using Affymetrix’s Expression
Console software.

The data discussed in this publication have been
deposited in NCBI’s Gene Expression Omnibus [43] and
are accessible through GEO Series accession number
GSE104890 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/
acc.cgi?acc=GSE104890).

For the volcano plots, permutation analyses
were performed with dChip software [44] allowing the
calculation of false discovery rate p-value and the fold
difference volcano plots were generated using GraphPad
prism software.

The gene ontology analysis has been performed with
the AutoCompare ZE software [45] using Gene Ontology
database [18, 19], p-values have been calculated with the
ZE test.

Luciferase reporter assay

Experiments were performed by cell transfections
with 2ug DNA at 1:7:1 (pcDNA3-PAXS vector: reporter
vector: GFP-CMV) vector ratios. GFP-CMV was used to
evaluate transfection efficiency. The S194 line was cultured
in RPMI as above and for each condition 2 x 10° cells were
electroporated according to the manufacturer’s instructions
(Lonza). The 293T line was cultured in DMEM (with 10%
FBS, sodium pyruvate, nonessential amino acids, penicillin
and streptomycin) and subconfluent cells in 6-well

dishes were transfected by lipofection with Exgen500
(Euromedex). Firefly luciferase-CD19-2(A ins) [46] was
kindly provided by Pr M. Busslinger was used to measure
PAXS activity on the PAXS binding site of the Cd/9
promoter. PAXS activity on the 3'RR was evaluated with
firefly luciferase-pV,, enhanced or not by the combination
of core enhancers of 3'RR [47]. After 48 h transfection,
cells were collected and split for GFP fluorescence analysis
by flow cytometry and luminescence detection using
the Luciferase Reporter Assay System and the 20/20"
Luminometer (Promega). For each sample, luminescence
was normalized to the measured GFP fluorescence.

Statistical analysis

Experiments have been performed at least as three
independent conditions. All statistical analyses were
performed using Excel (Microsoft) and GraphPad Prism
software, version 7 (GraphPad Software). Statistical
differences were determined using a 2-tailed Student’s
t test or RM one-way ANOVA with Tukey’s correction
or one-way ANOVA with Sidak’s correction for multiple
comparisons or Pearson correlation, as mentioned in
legends. All data are presented as mean = SD or SEM.
A p-value of less than 0.05 was considered statistically
significant, the null hypothesis being rejected at the 0.05
level (""p < 0.0005, “p <0.005, p < 0.05).
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PAX5 is a well-known haploinsufficient tumor suppressor gene in
human B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) and is
involved in various chromosomal translocations that fuse a part of
PAXS5 with other partners. However, the role of PAX5 fusion proteins
in B-ALL initiation and transformation is ill-known. We previously
reported a new recurrent t(7;9)(q11;p13) chromosomal translocation
in human B-ALL that juxtaposed PAX5 to the coding sequence of
elastin (ELN). To study the function of the resulting PAX5-ELN fusion
protein in B-ALL development, we generated a knockin mouse model
in which the PAX5-ELN transgene is expressed specifically in B cells.
PAX5-ELN-expressing mice efficiently developed B-ALL with an in-
cidence of 80%. Leukemic transformation was associated with recur-
rent secondary mutations on Ptpn11, Kras, Pax5, and Jak3 genes
affecting key signaling pathways required for cell proliferation.
Our functional studies demonstrate that PAX5-ELN affected B-cell
development in vitro and in vivo featuring an aberrant expansion
of the pro-B cell compartment at the preleukemic stage. Finally, our
molecular and computational approaches identified PAX5-ELN-regu-
lated gene candidates that establish the molecular bases of the pre-
leukemic state to drive B-ALL initiation. Hence, our study provides a
new in vivo model of human B-ALL and strongly implicates PAX5
fusion proteins as potent oncoproteins in leukemia development.

B-cell acute lymphoblastic leukemia | engineered mouse models |
PAXS5 fusion proteins | leukemia initiation | oncogenic transformation

-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) is the
most common pediatric cancer. B-ALL is characterized by a
blockade of B-cell differentiation combined with an uncontrolled
proliferation of blastic cells. Current chemotherapy is efficient at
inducing long-term remission in childhood B-ALL, but the most
common cause of treatment failure remains relapse that occurs in 15
to 20% of patients (1). The prognosis is even worse in adult B-ALL,
as only 30% of adults achieve long-term disease-free survival (2).
B-cell development is initiated by the entry of hematopoietic
progenitors into the B-cell lineage transcription program and
the concomitant sequential rearrangement of Ig genes through
V(D)J recombination, ultimately leading to the generation of
immunocompetent plasma cells. B-cell development can be
dissected into pre-pro-B, pro-B, pre-B, immature B, and mature
B-cell populations corresponding to different stages of differ-
entiation (3). PAXS is critical from early stages of B-cell devel-
opment up to mature B cells (4). B-cell differentiation is
completely blocked at the pro-B stage in Pax5 knockout mice,
revealing its importance for early B lymphogenesis (5). Indeed,
PAXS plays a critical role in B-cell lineage commitment by ac-
tivating the transcription of B cell-specific genes such as CD19
and BLK and suppressing alternative lineage choices (6-8).
PAX5 is the main target of genetic alterations in B-ALL.
Heterozygous deletions and loss-of-function mutations of PAX5 are

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1721678115

found in more than one-third of human B-ALL (9-11). These al-
terations result in loss of PAXS expression and impairment of
DNA-binding activity and/or transcriptional activity of PAXS. PAX5
is also rearranged in 2.6% of pediatric B-ALL cases, being fused to
various fusion partners (9, 12-14). PAXS translocations have been
associated with a blockade of B-cell differentiation, as illustrated by
PAXS5-ETV6 and PAX5-FOXP1, which fuse the PAXS paired do-
main to ETV6 and FOXP1 transcription factors, respectively (15).

We previously reported the molecular characterization of a new
chromosomal t(7;9)(q11;p13) translocation in two cases of adult
B-ALL. This translocation juxtaposed the 5’ region of PAX5 and
almost the entire sequence of elastin (ELN) (13). The resulting
PAXS-ELN fusion protein had conserved the nuclear localization
sequence (NLS) and the DNA-binding paired-box domain of PAXS,
and could therefore act as a constitutive repressor of the residual
wild-type PAXS. Indeed, similar to PAX5-ETV6 and PAX5-FOXP1,
transient expression of PAXS-ELN displayed a dominant-negative
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effect on PAXS by down-regulating the transcription of PAXS target
genes (11, 13, 16, 17). However, the generality of the dominant-
negative effect was recently questioned in vivo (15).

A detailed and dynamic analysis of the PAX5-ELN effect on
B-ALL initiation and transformation requires the availability of a
mouse model that allows a B-cell restricted expression of PAX5-
ELN. Here, we demonstrate, by using a knockin (KI) mouse line,
that PAXS-ELN is an initiating oncogenic event that perturbs
normal B-cell development by aberrantly expanding pro-B cells
at the earliest steps of leukemogenesis. Nonetheless, complete
B-ALL transformation induced by PAXS-ELN involved the ac-
quisition of additional mutations and the deregulated expression
of multiple genes. Our study provides novel insights into the
functional role of PAXS5-ELN as a potent oncoprotein in B-ALL
development, and should help to elucidate the molecular
mechanisms that underlie B-ALL initiation and transformation.

Results

Constitutive Expression of Human PAX5-ELN Leads to B-ALL
Development. To investigate the B-leukemic potential of PAXS5-
ELN, we developed a KI mouse model in which the cDNA
encoding the human PAXS5-ELN fusion protein was expressed in
B-cell progenitors. This was achieved by inserting the human
cDNA at the IgH locus under the control of a VH promoter
(PVH) and the endogenous Ep enhancer whose activity is trig-
gered early in B-cell development (18). To avoid transcriptional
readthrough from upstream promoters at different devel-
opmental stages, a pause/polyadenylation site (19) was added
upstream of the ectopic PVH promoter (Fig. 14 and SI Ap-
pendix, Fig. S1). Unless otherwise indicated, the experiments
have been performed on heterozygous mice.

Mutant mice that constitutively expressed PAXS-ELN (here-
after PE'® mice) efficiently developed leukemia with a pene-
trance of 80% at 300 d (Fig. 1B). Leukemic development was
associated with a splenomegaly (Fig. 1C, Upper) characterized by
a massive infiltration of B220™ cells and a dramatic perturbation
of the spleen architecture (Fig. 1D). Moreover, PE'® mice de-
veloped a lymphadenopathy (Fig. 1C, Lower) and exhibited blast
cells in the bone marrow (BM) (Fig. 1E). Importantly, although
the expression of PAX5-ELN was driven by IgH regulatory se-
quences, immunoblot analysis of protein extracts with a PAX5
paired domain-specific antibody revealed that the abundance of
PAXS-ELN was not higher than that of endogenous PAXS (Fig.
1F). This observation indicates that the reported effects on PE'®
mice cannot be ascribed to high expression levels of PAXS-ELN
fusion protein. Immunophenotypic characterization showed that
BM, spleen, and lymph nodes (LNs) of leukemic PE' mice
contained an aberrant proportion of CD19* B cells associated
with an aberrant and variable expression of CD23 and Igk/A
markers (Fig. 1G and SI Appendix, Fig. S2).

Clonal Transformation and Collaborating Events with PAX5-ELN
Oncoprotein. The IgH variable region can broadly be divided in-
to the Vg domain, including the distal Vyjssg and the proximal
Vuriss gene families, and the DyJy domain, comprising a dozen
Dy segments followed by four Jy; segments (Fig. 24, Upper) (20).
Assembly of the IgH variable region involves two recombination
steps: first Dy to Jy, followed by Vi to DyJy. To determine the
rearrangement status of the IgH locus in leukemic cells, we
performed a qPCR-based V(D)J recombination assay (21) on
genomic DNA purified from blasts of five independent B-ALL
mice (Fig. 24, Upper). The data reveal prominent DylJy and
VuDylJy rearrangements, involving both proximal and distal VH
segments, in all B-ALL samples (Fig. 24, Lower). These results
indicate that PAXS-ELN fusion protein induces the clonal
transformation of a B-cell progenitor that has already rearranged
its IgH locus, and support the notion that PAXS5-ELN acts as a
potent B-ALL oncoprotein.

20f 6 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1721678115

100_5 Pre-Leukf o l’t_(nisl
PAX5exon1>exon7 ; ELNexon2>exon 33
pPVH PAIRED Domain OP NLS HD Desmos / Isodesmos ;\; 80
A oA % 60
___________________________ > P
__________________________ 2 PE (n=28)
VO T o o n 20
e —siHl—e— - N Median = 170 days
0 100 200 300
Time (Days)
C E F B-ALL PE9#83
Antibody: Pax5 ELN MW
wt (KD)
Spleen PAX5-ELN - -110
Eln- -70
LN PE"¢ Pax5 - -50
G BM  Spleen LN BM  Spleen LN
57 45 24 94
. . )
8@ @ (=) SR B ||
1) o
wt | cbTe Pg;glélg_ éb7o
I 20 91 99| I 0 ol{16 40f18 gs
ol | J ||
5i &8 8 \.'}- , | G
57 2313 41 0 O 169l 31|130 14)]41 13
Igi/h g/

Fig. 1. Human PAXS5-ELN expression induces efficient B-ALL development.
(A) Generation of knockin mouse model expressing PAX5-ELN fusion protein.
The sequence encoding the human PAX5-ELN fusion protein was inserted
downstream of Ep enhancer. Desmos, Desmosine; HD, homeodomain; OP,
octapeptide; pVH, VH gene promoter. (B) Kaplan—Meier curves of the time to
leukemia for cohorts of PE'® mice (n = 28). WT mice (n = 8) were used as
controls. Pre-Leuk, preleukemic time. (C—E) PAX5-ELN induces B-ALL devel-
opment characterized by leukemic cell invasion in the bone marrow, spleen,
and lymph nodes. (C) Pictures of spleens (Upper) and LNs (Lower) from WT
and leukemic PE' mice are shown. (D) Staining with hematoxylin and eosin
(HE) and immunohistochemistry of B220 are shown of spleens from WT and
leukemic PE'® mice. (E) Pictures of May-Griinwald-Giemsa-stained cytospin of
BM cells from WT and leukemic PE'® mice. (F) Protein extract of leukemic cells
from a B-ALL PE'® mouse (no. 83) was subjected to immunoblotting with anti-
N-terminal Pax5 (N19) antibody for the detection of PAX5-ELN and endoge-
nous Pax5 and with anti-ELN antibody for the detection of PAX5-ELN and
endogenous Eln. (G) Total cells from the BM, spleen, and LNs of WT (Left)
and leukemic PE'9 (Right) mouse (no. 39) were immunophenotyped using
the B220, CD19, CD23, and Igx/A» markers.

Our observations on B-ALL transformation delay (>90 d) (Fig.
1B) led us to suspect potential acquisition of secondary mutations.
To further identify these additional genetic alterations that po-
tentially cooperate with PAXS5-ELN, we performed whole murine
exome sequencing in five PE'® leukemias and identified recurrent
somatic mutations in Ptpnll, Kras, Jak3, and Pax5 genes. These
mutations were also found after specific sequencing of these loci
in an additional 11 PE' leukemias (Fig. 2B). These findings
strengthen the notion that aberrant activation of JAK/STAT and/
or RAS/MAPK signaling pathways is required for an overt B-cell
leukemia transformation in our model.

To address the critical question of the recurrence of these so-
matic mutations in human B-ALL, we performed the targeted se-
quencing of several exons of PAXS5, PTPN11, NRAS, KRAS, JAK3,
and JAK2 genes in a cohort of 101 pediatric B-ALL patients (Fig.
2C and Dataset S1). Importantly, we detected recurrent mutations
in PAX5 (9/101), PTPN11 (15/101), NRAS (33/101), and KRAS (33/
101) genes in all of the different B-ALL oncogenic subtypes (Fig.
2C). Interestingly, the patient cohort contained five PAXS-
rearranged B-ALL patients, including one with the PAX5-ELN
translocation that exhibited, just as in our mouse line, PAX5,
NRAS, KRAS, and JAK3 mutations (Fig. 2C and Dataset S1). To-
gether, the above data establish that our PAXS-ELN mouse model
recapitulates the multistep pathogenesis of human B-ALL.
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PAX5-ELN Oncoprotein Perturbs Early B-Cell Progenitor Cell
Differentiation at Preleukemic Stage. The survival curve of PE'
mice revealed a leukemia onset starting at 90 d after birth (Fig. 1B).
This leukemia development latency allowed us to explore the effect
of PAXS5-ELN oncoprotein on the early steps of leukemogenesis.
Cytological examination of the preleukemic PE'® mice confirmed
the absence of blasts in the BM (SI Appendix, Fig. S34) and any
obvious perturbation of the main cell lineages (SI Appendix, Fig.
S3B). Moreover, the absence of detection of Ppnll, Kras, Pax5,
and Jak3 mutations in the BM of preleukemic PE'® mice (Fig. 2B)
allowed us to precisely address the role of PAXS5-ELN in leukemia
initiation, before the onset of clonal transformation induced by the
acquisition of additional cooperating oncogenic events.

To identify the earliest cell types that are affected by PAXS-
ELN oncoprotein, we analyzed B-cell progenitors (SI Appendix,
Fig. S3C) in the BM of PE" mice during early and late pre-
leukemic stages, namely at 30 and 90 d after birth, respectively.
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Fig. 3. Pro-B cells are expanded by PAX5-ELN at a preleukemic phase. (A and
B) Preleukemic PE' pro-B cells exhibit an aberrant expansion potential in vivo.
Immunophenotyping of BM cells from 30-d-old WT and PE'® mice was per-
formed using B220, CD19, CD23, Igx/A, and Kit markers (A, Left), and a gating
strategy was applied to discriminate B-cell subpopulations (A, Right and S/
Appendix, Fig. S2). Absolute numbers of pre-pro-B, pro-B, pre-B, immature B,
and mature B cells from the BM of 30- and 90-d-old WT and PE'® mice were
calculated (B; n = 5 to 8 mice per condition). (C-E) Preleukemic and leukemic
PE'9 B cells exhibit different engraftment potentials. Total B cells from the BM
of preleukemic and B-ALL PE'® mice (CD45.2*) were purified and i.v. transplanted
in recipient mice (CD45.1%, n = 3, 2.10° cells per mouse) pretreated with 30 mg/kg
busulfan (C). The same number of total B cells from the BM of WT mice was
transplanted in parallel as control (C; n = 3). The proportion (D, Left) and ab-
solute numbers (D, Right) of donor-derived (CD45.2") B cells in the recipient BM
were calculated 5 wk after transplantation. Spleen weights of engrafted mice
were compared (E). (F and G) Preleukemic PE'® pro-B cells expand after trans-
plantation. Immunophenotyping of engrafted B cells (CD45.2*B220"CD19™) in
the BM was performed (F), and absolute numbers of donor-derived (CD45.2")
preleukemic pre-pro-B, pre-B, pro-B, immature B, and mature B cells in the re-
cipient BM were calculated (G). Error bars represent standard deviations, ***P <
0.0005, **P < 0.005, and *P < 0.05; ns, nonsignificant.
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PE'® mice compared with age-matched WT mice (SI Appendix,
Fig. S4A), suggesting that PAXS5-ELN retained B-cell loading in
peripheral lymphoid organs. Indeed, while the overall distribution
of B-cell populations was unaffected by PAX5-ELN in the spleen
(SI Appendix, Fig. S4B), the absolute number of immature and
mature splenic B cells was significantly reduced in preleukemic
PE'¢ mice (SI Appendix, Fig. S4C). The above results indicate that
PAXS-ELN oncoprotein expands preleukemic pro-B cells at the
expense of subsequent stages of maturation in vivo. Finally, we
confirmed that PAXS-ELN altered the intrinsic capacity of dif-
ferentiation of pro-B cells using in vitro functional approaches,
and had a restricted expression and effect on the B-cell lineage (SI
Appendix, Text and Figs. S5 and S6).

PAX5-ELN Oncoprotein Confers an Aberrant Expansion Potential to
Preleukemic Pro-B Cells. We first evaluated the effect of PAXS-
ELN on B-cell progenitor turnover using a total BM trans-
plantation assay. The data strongly suggested that PAX5-ELN in-
duced an aberrant expansion potential to preleukemic pro-B/pre-B
progenitors before B-ALL transformation (SI Appendix, Text and
Fig. S7 A-D). To strengthen this notion, we compared the re-
constitution potential of WT, preleukemic, and leukemic PE" B
cells. Equal numbers of total B cells purified from the BM of WT,
preleukemic, and leukemic PE'¢ mice were transplanted into con-
genic mice (Fig. 3C). Five weeks after transplantation, engraftment
efficiencies of WT and preleukemic PE' B cells were similarly low
(Fig. 3D), and recipient mice did not exhibit splenomegaly (Fig.
3E). Interestingly, the analysis of engrafted B-cell compartments in
the BM of recipient mice revealed an aberrant proportion of PE'
donor-derived pro-B cells specifically (65 + 15-fold expansion) (Fig.
3 F and G and SI Appendix, Fig. STE). This striking expansion was
not associated with the acquisition of Ppnil, Kras, Pax5, or Jak3
mutations (SI Appendix, Fig. STF). In addition, consistent with our
results in steady-state conditions, we observed a moderate but sig-
nificant diminution of the engraftment efficiency of preleukemic
PE'® B cells in the spleen compared with WT controls (Fig. 3D).
This was due to a reduction of the number of donor-derived im-
mature and mature B cells (SI Appendix, Fig. S7 G and H).

Thus, our transplantation experiments with preleukemic B
cells provide additional evidence to support that PAXS5-ELN
induces an aberrant self-renewal activity to normal pro-B cells
before clonal and malignant transformation. On the other hand,
recipient mice transplanted with clonal leukemic PE' cells
exhibited a high level of engraftment in the BM (Fig. 3D) as-
sociated with an important blast invasion in the spleen (Fig. 3 D
and E), and with the presence of Ptpnll mutations (SI Appendix,
Fig. S7F), characteristic of the spreading of a clonal population.

Combined, our functional approaches establish a sharp differ-
ence in the reconstitution potential between clonal and nonclonal
B-cell populations in our model. Furthermore, they indicate that
the pro-B cell compartment is abnormally expanded by PAXS-
ELN oncoprotein at the preleukemic stage, and therefore repre-
sents the likely cellular target of leukemia initiation.

Gene Regulation by PAX5-ELN in Pro-B Cells. Based on transient
transfection assays, PAXS fusion proteins including PAXS-ELN,
PAXS5-ETV6, and PAXS5-FOXP1 were thought to act as
dominant-negatives by affecting the transcriptional activity of
WT PAXS5 (11, 13, 16, 17). However, recent evidence in vivo
revealed that PAXS5-ETV6 or PAX5-FOXP1 fusion proteins
marginally modified the expression of PAXS target genes (15,
22). To address this hypothesis in our in vivo model, we first
compared the gene expression profiles of purified pro-B cells
from preleukemic PE' mice and age-matched WT mice (S/
Appendix, Fig. S84). Transcriptome analysis identified 145 up-
regulated and 49 down-regulated genes with an expression dif-
ference of more than 1.5-fold and an adjusted P value of <0.05 in
PAXS-ELN-expressing pro-B cells (Fig. 44 and Dataset S2). In
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Fig. 4. (A) Scatter plot of gene expression differences between in vivo
purified WT and PE' preleukemic pro-B cells (Left) and between ex vivo
E17.5 fetal liver Pax5~"~ pro-B cells transduced with either MIE-PAX5 or MIE
retroviral vectors (Right) based on three independent microarray experi-
ments. The normalized expression data of individual coding genes (indicated
by dots) were plotted as the average log ratio (avg log). Up- and down-
regulated genes with an expression difference of >1.5- and >3-fold, and
an adjusted P value of <0.05, are colored in red or blue, respectively. (B)
Absence of a general dominant-negative effect of PAX5-ELN on ex vivo
PAX5-regulated genes in pro-B cells. Comparison of PAX5-activated and
PAX5-ELN-repressed genes (Left) and of PAX5-repressed and PAX5-ELN-ac-
tivated genes (Right) in preleukemic pro-B cells. Overlap indicates that one
gene was activated by PAX5 and repressed by PAX5-ELN and 14 genes of the
PAX5-repressed genes were activated by PAX5-ELN as represented by col-
ored bars. (C) Heat map displaying the differential expression of PAX5-ELN-
activated (red) and —repressed (blue) genes in WT (n = 3) and PE'9 (n = 3) pro-
B cells. The 46 PAX5-ELN-modified genes were selected on the basis of an
expression difference of >2-fold (P < 0.05) and for encoding a protein im-
plicated in one of the indicated pathways. The expression value of each gene
is visualized according to the indicated scale. The pathway annotation is
shown (Left). (D) Venn diagram indicating the overlap between PAX5-ETV6-,
PAX5-FOXP1- (15), and PAX5-ELN-modified genes in preleukemic pro-B
cells, selected for an expression difference of >3-, 3-, and 2-fold, respec-
tively (Left). PAX5-ELN-modified genes that were included neither in PAX5-
ETV6 nor in PAX5-FOXP1 signatures are listed according to their biological
functions as transcriptional regulators, signal transducers, secreting proteins,
and surface receptors. PAX5-ELN-activated and -repressed genes are in-
dicated in red and blue, respectively.

parallel, we established a list of ex vivo PAX5-modified genes by
comparing the gene expression profiles of Pax5~~ embryonic
liver (E17.5) pro-B cells retrovirally transduced with either MIE
or MIE-PAXS. This strategy led to the identification of 174
PAXS5-up-regulated and 438 PAXS5-repressed genes (Fig. 44 and
Dataset S3). Interestingly, the gene set enrichment analysis of a
well-established list of in vivo PAXS-regulated genes, arising
from in vivo gene expression profiles of murine Pax5"" and
Pax5~'~ pro-B cells (22), with our new ex vivo PAX5 gene sig-
nature demonstrates a global similarity between the two ap-
proaches (SI Appendix, Fig. S8B). We determined the overlap of
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our ex vivo PAX5-activated genes with PAXS-ELN-repressed
genes. This analysis revealed that only one gene was activated by
PAXS and repressed by PAX5-ELN. Conversely, only 14 of the
PAXS-repressed genes were activated by PAXS-ELN in pro-B
cells (Fig. 4B and Dataset S44). Closely similar results were
observed when we used the well-established list of in vivo PAXS-
regulated genes (22) (SI Appendix, Fig. S8C and Dataset S4B),
further validating our approach. In addition, we observed by
qPCR that ectopic expression of PAXS5-ELN in preleukemic pro-
B cells was not associated with the down-regulation of endoge-
nous Pax5 and its two common target genes CDI19 and CD7%a
(81 Appendix, Fig. S8D). Finally, we confirmed that the majority
of the genes modified by PAX5-ETV6 and PAX5-FOXP1 in pro-
B cells (15) did not overlap with our PAXS-regulated genes (S
Appendix, Fig. S8 E and F and Dataset S4 C and D). Together,
similar to PAX5-ETV6 and PAX5-FOXP1 (15), our results in-
dicate that, in vivo, PAXS5-ELN does not generally antagonize
the normal functions of PAXS in preleukemic pro-B cells.

To gain insight into the molecular regulation of PAXS5-ELN in
the early steps of B-ALL development, we focused on the genes
presenting a twofold change of expression when comparing pre-
leukemic PE'® with WT pro-B cells. Forty-one activated and five
repressed PAX5-ELN genes were identified in preleukemic PE'
pro-B cells (Fig. 4C and Dataset S2). To identify shared molecular
programs induced by PAX5-ETV6, PAXS5-FOXP1, and PAXS-
ELN, we overlapped the lists of their targets in preleukemic
pro-B cells (15) (Fig. 4D). Notably, we found only six common
genes, including genes encoding for a signal transducer (Gimap3),
a secreted protein (Serma3g), and surface receptors (/I2ra and
Treml) (SI Appendix, Fig. S9A4). In contrast, we identified 25
PAXS-ELN-modified genes, which were modified neither by
PAXS5-ETV6 nor by PAXS5-FOXP1 (Fig. 4D). Interestingly, these
genes encoded four signal transducers, four secreted proteins, and
seven surface receptors but also the four transcriptional regulators
Lpxn, Epasl, Hipl, and Cebpe (Fig. 4D).

The above results suggest that PAXS-ELN predominantly
regulates an independent molecular program in preleukemic
pro-B cells. To provide additional support to this notion, we
categorized PAXS-ELN-modified genes according to pathways
and identified activated (act) and repressed (rep) genes coding
for proteins involved in the following processes: adhesion and
migration (19 act), immune system (5 act, 4 rep), PI3K-mTOR
signaling (7 act, 1 rep), angiogenesis (6 act), metabolism (5 act),
and Wnt signaling (3 act) (Fig. 4C). Most of these pathways are
strongly deregulated in PAXS-ETV6-induced B-ALL cells
compared with their preleukemic counterparts (15), suggesting
that PAXS-ELN activates at the preleukemic stage a molecular
program required for B-ALL development in PAX5-ETV6'®
mice. Interestingly, we identified six genes (Epasl, Arhgefl?2,
Fetub, Rapgef3, Galnt14, and Cd248) activated by PAX5-ELN in
preleukemic pro-B cells that were shown to be specifically acti-
vated in B-ALL PAXS-ETV6 cells (SI Appendix, Fig. S9B).

In conclusion, we have identified regulated PAXS5-ELN genes
in preleukemic pro-B cells with important functions in several
signaling pathways and gene candidates that establish the mo-
lecular bases to drive B-ALL development.

Discussion

Genome-wide profiling identified the PAX5 gene as the most
frequent target of somatic mutation in human B-ALL (11).
Nonetheless, while PAX5 acts as a main tumor suppressor gene in
B-ALL, B-cell development is normal in heterozygous Pax5+~
mice (5, 23), unless primed by chemical or retroviral mutagenesis
(24), suggesting oncogenic cooperation for B-ALL trans-
formation. Indeed, the tumor suppressor functions of Pax5 in B
leukemogenesis were revealed under constitutive activation of
STATS, JAK1, and JAK3 (24, 25). PAXS5 is also involved in re-
ciprocal translocations leading to the fusion of its N-terminal
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domain with the C-terminal sequence of a second transcription
factor such as ETV6 and FOXP1 (11, 26). In contrast with
heterozygous PAX5 deletions, which are considered to have a
secondary role during late stages of leukemogenesis, it is gen-
erally assumed that PAXS fusion proteins act as primary onco-
genic events altering normal B-cell development in the early
steps of the disease (14). A wide diversity of fusion partners has
been described (9, 14). Remarkably, they all conserve the N-
terminal DNA-binding region of PAXS and the NLS but lack
the potent C-terminal transcriptional regulatory domains, sug-
gesting that the PAXS part of the chimeric protein is required for
leukemogenesis.

The loss of PAXS transcriptional domains in the chimeric
proteins led to the notion that the fusion proteins might act as
constitutive repressors, as shown in various reporter assays (11,
13, 16, 27). Consequently, it was inferred that B-ALL might arise
as a result of an antagonizing effect of the fusion proteins on
PAXS activity. The situation may be more complex, as illustrated
by the recent finding that PAX5-ETV6 and PAX5-FOXP1 do
not actually modify the expression of PAXS target genes but
rather implicate pre-B cell receptor, migration, and adhesion
signaling pathways (15). PAXS-ELN rearrangement is unusual
because it does not involve a transcription factor but an extra-
cellular matrix protein (13). Furthermore, PAXS-ELN is one of
the chimeric proteins that conserves the largest part of PAXS.
Although PAXS-ELN blocked the transcription of PAXS target
genes in transactivation assays (13), our results indicate that
PAXS-ELN was able to repress only one of the PAXS5-activated
genes and to activate a small subset of the PAXS-repressed
genes, strongly suggesting that PAXS-ELN does not generally
antagonize the normal function of PAXS in preleukemic pro-B
cells. Thus, in line with PAX5-ETV6 and PAX5-FOXP1 models
(15), our in vivo data do not support the generality of a
dominant-negative mechanism for PAXS fusion proteins.

Several hypotheses could be put forward to account for this
discrepancy. One possible explanation could be merely quantita-
tive. In heterozygous mice, thus mimicking the situation in pa-
tients, the concentration of the fusion protein may be below the
threshold required to exert a dominant-negative effect, whereas
this threshold may be readily achieved in transient reporter assays.
As mentioned above, expression of a small subset of PAXS-
regulated genes was impacted by PAX5-ELN, suggesting that
there are instances in vivo where the dominant-negative effect is
exerted by the oncoprotein. Alternatively, though not mutually
exclusively, fusion proteins may be subjected to different regu-
latory mechanisms (half-life, posttranslational modifications,
interacting partners, etc.) in vivo from the time lapse of transient
expression. In this context, it should be noted that although the
expression of PAX5-ELN cDNA was driven by the powerful IgH
regulatory elements, PAXS-ELN levels were not higher than
endogenous PAXS levels, excluding an inappropriate ectopic
expression of the fusion protein in our model. Importantly, al-
though the insertion of Pax5 into the IgH locus led to T lym-
phomas (28), the weak expression of PAX5-ELN in thymocytes
did not perturb T-cell development, underlying the restricted
effect of PAXS5-ELN expression on the B-cell lineage.

Interestingly, while PAXS5-ETV6 and PAX5-FOXP1 arrested
lymphopoiesis at the pro-B/pre-B cell transition, they did not
induce leukemia on their own in the corresponding mutant mice
(15), suggesting the requirement of cooperating mutations for B-
ALL transformation. Specifically, in contrast to the PAX5-ETV6
mouse model that required oncogenic cooperation (i.e., loss
of the Cdkn2a/b tumor suppressor locus) for leukemia develop-
ment (15), PAXS-ELN efficiently induced B-ALL in mice. In this
context, most deregulated pathways in preleukemic PAXS-ELN
pro-B cells were also strongly deregulated in PAXS-ETV6-
induced B-ALL cells. Further analysis revealed that PAXS-
ELN predominantly regulated an independent molecular
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program in preleukemic pro-B cells, in which activation of six
genes, also found activated in B-ALL PAXS5-ETV6 cells (15),
may explain the stronger potential of PAXS5-ELN to induce B-
ALL compared with PAXS-ETVé6.

B cell-specific, constitutive expression of PAXS-ELN led to
clonal transformation associated with the acquisition of additional
mutations in key components of the JAK/STAT and RAS/MAPK
pathways. These pathways represent two common targets of so-
matic mutations in other oncogene-induced B-ALL mice (29, 30)
and in human B-ALL (11), including PAX5-ELN B-ALL cases
(31, 32). Our analysis of a B-ALL patient cohort revealed the
presence of PAXS5, PTPN11, NRAS, KRAS, and JAK3 mutations
within different B-ALL oncogenic subtypes including PAXS-
rearranged leukemias and a PAXS-ELN B-ALL case.

This study clearly demonstrated the effect of PAX5-ELN on
leukemia initiation at the preleukemic stage, before malignant
transformation. The partial blockade of differentiation induced
by PAXS-ELN was associated with an aberrant expansion of pro-
B cells, which was also revealed by transplantation assays. Im-
portantly, this proliferative advantage was not associated with an
obvious clonal selection and therefore suggests that PAX5-ELN
confers self-renewal properties to pro-B cells, a situation that is
reminiscent of the E2A-PBX1 mouse model (30). This obser-
vation supports the view that aberrant self-renewal activity of
lymphoid progenitors induced by a primary oncogene can be an
initiating event in leukemia development. This establishes a
preleukemic stage setting genetic instability and accumulated
genetic alterations that cooperate to lead to fully transformed
B-ALL (33). Emerging evidence suggests that primary genetic
alteration can convert normal committed progenitors into pre-
leukemic stem cells by reprogramming aberrant self-renewal
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properties both in lymphoid and myeloid lineages (33-35). Im-
portantly, recent findings proposed that long-lasting preleukemic
stem cells were hidden within the bulk of leukemic cells, and
served as a reservoir for disease relapse (36, 37). An important
challenge is to identify and target these leukemic initiating cells
that represent an extremely rare subpopulation in patients. In
this respect, the availability of the PAXS5-ELN mouse model
should be valuable. Additionally, by recapitulating the different
steps of the human disease, the model represents a major op-
portunity to develop new therapeutic strategies on both B-ALL
initiation and transformation, and a robust and reproducible tool
for preclinical studies of drug screening and development.

Experimental Procedures

Generation of the PAX5-ELN knockin mouse model, FACS analysis, Ig rear-
rangement assay, whole-exome sequencing and specific resequencing,
transplantation assay, microarray experiment, retroviral transduction, co-
culture of pro-B cells, RT-PCR, Western blot, and statistical analysis are de-
scribed in S/ Appendiix.

ACKNOWLEDGMENTS. We acknowledge the cytometry and cell-sorting
facility of the CRCT (INSERM U1037) and the IPBS animal facility for technical
assistance. We are grateful to Manon Farcé and Laetitia Ligat from the
facilities of the CRCT for assistance with flow cytometry and microscopy,
respectively. We thank the Anexplo/Genotoul platforms for technical assis-
tance (UMS006 and histology department). This research was supported
by Institut National du Cancer (INCa) R11190BB-INCA 2011-131-PAX5,
ARC Grant SFI20101201888, and FEDER Grant CITTIL. G.C,, N.R,, C.C,, and
N.S.N.H. were supported by INCa Grant R11190BB-INCA 2011-131-PAX5. The
team is supported by association Laurette FUGAIN, Ligue nationale contre le
cancer, “111 des arts,” Association Capucine, Société Francaise des Cancers
de I'Enfant, and la région Occitanie. Work in the A.A.K. lab is supported by
INCa, ANR, and Fondation ARC.

19. Haddad D, et al. (2011) Sense transcription through the S region is essential for im-
munoglobulin class switch recombination. EMBO J 30:1608-1620.

20. Jung D, Giallourakis C, Mostoslavsky R, Alt FW (2006) Mechanism and control of V(D)J
recombination at the immunoglobulin heavy chain locus. Annu Rev Immunol 24:
541-570.

21. Braikia FZ, Chemin G, Moutahir M, Khamlichi AA (2014) Quantification of V(D)J re-
combination by real-time quantitative PCR. Immunol Lett 162:119-123.

22. Revilla-I-Domingo R, et al. (2012) The B-cell identity factor Pax5 regulates distinct
transcriptional programmes in early and late B lymphopoiesis. EMBO J 31:3130-3146.

23. Nutt SL, Heavey B, Rolink AG, Busslinger M (1999) Commitment to the B-lymphoid
lineage depends on the transcription factor Pax5. Nature 401:556-562.

24. Dang J, et al. (2015) PAXS5 is a tumor suppressor in mouse mutagenesis models of
acute lymphoblastic leukemia. Blood 125:3609-3617.

25. Heltemes-Harris LM, et al. (2011) Ebf1 or Pax5 haploinsufficiency synergizes with
STATS activation to initiate acute lymphoblastic leukemia. J Exp Med 208:1135-1149.

26. Cazzaniga G, et al. (2001) The paired box domain gene PAXS5 is fused to ETV6/TEL in
an acute lymphoblastic leukemia case. Cancer Res 61:4666-4670.

27. Fazio G, et al. (2013) PAX5/ETV6 alters the gene expression profile of precursor B cells
with opposite dominant effect on endogenous PAX5. Leukemia 27:992-995.

28. Souabni A, Jochum W, Busslinger M (2007) Oncogenic role of Pax5 in the T-lymphoid
lineage upon ectopic expression from the immunoglobulin heavy-chain locus. Blood
109:281-289.

29. van der Weyden L, et al. (2015) Somatic drivers of B-ALL in a model of ETV6-RUNX1;
Pax5(+/-) leukemia. BMC Cancer 15:585.

30. Duque-Afonso J, et al. (2015) Comparative genomics reveals multistep pathogenesis
of E2A-PBX1 acute lymphoblastic leukemia. J Clin Invest 125:3667-3680.

31. Mullighan CG, et al. (2009) JAK mutations in high-risk childhood acute lymphoblastic
leukemia. Proc Natl Acad Sci USA 106:9414-9418.

32. Denk D, Bradtke J, Kénig M, Strehl S (2014) PAX5 fusion genes in 1(7;9)(q11.2;p13)
leukemia: A case report and review of the literature. Mol Cytogenet 7:13.

33. Hong D, et al. (2008) Initiating and cancer-propagating cells in TEL-AML1-associated
childhood leukemia. Science 319:336-339.

34. Gerby B, et al. (2014) SCL, LMO1 and Notch1 reprogram thymocytes into self-renewing
cells. PLoS Genet 10:e1004768.

35. Krivtsov AV, et al. (2006) Transformation from committed progenitor to leukaemia
stem cell initiated by MLL-AF9. Nature 442:818-822.

36. Shlush LI, et al.; HALT Pan-Leukemia Gene Panel Consortium (2014) Identification of
pre-leukaemic haematopoietic stem cells in acute leukaemia. Nature 506:328-333,
and erratum (2014) 508:420.

37. Mullighan CG, et al. (2008) Genomic analysis of the clonal origins of relapsed acute
lymphoblastic leukemia. Science 322:1377-1380.

Jamrog et al.


http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1721678115/-/DCSupplemental
www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1721678115

PAXS-ELN oncoprotein promotes multistep B-cell acute lymphoblastic
leukemia in mice
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Supporting Information

Supplemental text
PAXS-ELN oncoprotein alters the functional activity of pro-B cells in vitro.

Our in vivo experiments bring evidence that PAXS5-ELN oncoprotein expands pre-
leukemic pro-B cells at the expense of subsequent stages of maturation (SI Appendix, Fig. 34-
B), suggesting that PAXS5-ELN perturbs their B-cell differentiation potential. To directly address
this hypothesis at the functional level, we purified and expanded pro-B cells from 30 days old wt
and pre-leukemic PE' mice (SI Appendix, Fig. S54). Expanded wt and PE" pro-B cells were
then cultured in undifferentiated (IL7+) or under B-cell differentiation (IL7-) conditions as
described previously (1) (SI Appendix, Fig. S54). Our results demonstrated that IL.7 withdrawal
allowed for an efficient differentiation of wt pro-B cells in pre-B (CD2'Igk’) and immature-B
(CD2'Igk") cells (SI Appendix, Fig. S5B). In contrast, PE® pro-B cells were not able to
differentiate in the absence of IL7 (SI Appendix, Fig. S5B), further corroborating the partial
blockade of differentiation observed in vivo (SI Appendix, Fig. 34-B).

Pax5 is a critical B cell lineage commitment factor that restricts the developmental
program of lymphoid progenitors to the B cell pathway. Precisely, Pax5 controls definitive B-cell
commitment at the transition to pro-B cell stage (2, 3) and it is known that the loss of Pax5
affects the onset of fetal B cell development. Indeed, B lymphopoiesis is arrested prior to the
appearance of CD19" progenitors in the fetal liver of Pax5-deficient embryos (4). We therefore
compared the ability of PAXS and PAXS5-ELN to rescue the blockade of B-cell commitment in
Pax5" pro-B cells. To this end, fetal liver cells from Pax5" mice were retrovirally transduced
with either MIE-PAX5, MIE-PAX5-ELN (MIE-PE) or with the empty (MIE) vectors and were
cultured in undifferentiated (IL7+) or under B-cell differentiation (IL7-) conditions (SI
Appendix, Fig. S5C). As expected, MIE-PAXS5 induced CD19 expression in Pax5" pro-B cells
in the presence of IL7 (SI Appendix, Fig. S5D). Interestingly, this induction was not associated
with a downregulation of the Kit marker (SI Appendix, Fig. S5D), indicating that PAXS

activated its target gene CD/9 without inducing B-cell differentiation in the presence of IL7.

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1721678115



However, the withdrawal of IL7 revealed the ability of PAXS to rescue the differentiation of
Pax5" pro-B cells as shown by the down-regulation of Kit (SI Appendix, Fig. S5D). In stark
contrast, PAX5-ELN modified neither CD19 nor Kit expression in the absence or presence of IL7
(SI Appendix, Fig. S5D).

The data demonstrate that PAXS5-ELN fails to rescue B-cell development of Pax5-

deficient pro-B cells.

PAXS-ELN oncoprotein has a restricted effect on the B-cell lineage

B-cells are generated from HSCs and develop in the BM through several differentiation
stages before they migrate to peripheral lymphoid organs. B-cell development can be divided into
five cell compartments according to the expression of stage-specific cell-surface markers and the
rearrangement status of their /g loci (SI Appendix, Fig. S3C). We first quantified PAX5-ELN
transcript levels in the five B-cell compartments and observed a significant induction of PAX5-
ELN expression from the pro-B stage onwards (SI Appendix, Fig. S64), which correlated with
the Ep-mediated activation of the ectopic PVy promoter used to drive transgene expression.

To address the potential B cell-restricted expression and effect of PAX-ELN, we
quantified PAX5-ELN transcript levels in thymocytes and analyzed T-cell development in the
thymus of PE' mice (SI Appendix, Fig. S6B-D). While PAX5-ELN transcripts were detected in
PE' thymocytes, their levels were manifold lower than those in PE* BM B-cells (SI Appendikx,
Fig. S6B). In addition, the T-cell compartment was unaffected in mutant mice (SI Appendix, Fig.
S6C-D), confirming the highly restricted effect of PAXS5-ELN expression on the B-cell lineage.

PAXS is also involved in Vg to Dply recombination step. Indeed, distal Vi to Duly
recombination involving ViJ558 genes are 100-fold reduced in Pax5-deficient pro-B cells (4).
Here, our results indicated that pro-B cells expressing PAXS5-ELN oncoprotein efficiently
rearranged both their distal and proximal VyDyly genes (Fig. 24). Moreover, allelic competition
between wt and mutant /gH loci enabled us to show that IgM expression almost exclusively
originated from the wt allele in PE" mice (SI Appendix, Fig. S6E), excluding that PAX5-ELN
perturbs B-cell development by interfering with the Pax5-dependent regulation of IgH
rearrangements.

Combined, the above data allow us to conclude that PAX5-ELN oncoprotein perturbs pro-

B cell functional activity in vitro essentially by preventing their cell differentiation.



Effect of PAXS-ELN on B-cell progenitor turnover in vivo.

To evaluate the effect of PAXS5-ELN oncoprotein on B-cell progenitor turnover in vivo,
BM cells from 30 days old wt and pre-leukemic PE' mice were transplanted into myeloablated
recipient mice and B cell reconstitution was assessed after one month (SI Appendix, Fig. S7A4).
Analysis of BM showed similar engraftment efficiencies between wt and pre-leukemic PE™
donor cells (SI Appendix, Fig. S7B). However, analysis of B-cell lineage development in donor-
derived wt and PE'® BM cells revealed that PAX5-ELN induced an aberrant reconstitution of pro-
B and pre-B cell compartments (SI Appendix, Fig. S7C). Indeed, we observed a 4 to 5-fold
expansion of donor-derived PE" pro-B and pre-B cells as compared to wt controls, while the
other B-cell compartments were not affected (SI Appendix, Fig. S7C). In addition, we verified
that T-cell reconstitution of donor-derived PE' thymocytes was not affected (SI Appendix, Fig.
S7D), confirming the restricted effect of PAXS5-ELN on the early B-cell compartment.

Together, these observations suggest that PAXS5-ELN oncoprotein induce an aberrant

expansion potential to a pro-B/pre-B progenitor before B-ALL transformation.



Supplemental experimental procedures

Generation of the PAX5-ELN knock-in mouse model
The vector (pAp-u) used to insert the human PAXS5-ELN cDNA has been previously described in

detail (5). The human cDNA was first inserted between a mouse PVy promoter and SV40 polyA
signal in a modified pBluescript vector, and the whole unit (PVH-cDNA-SV40 polyA) was
eluted as a Clal fragment and inserted between the pause/polyA signal and Neo® cassette of pAp-
pu. An HSV tk gene was inserted into Sall site for negative selection. The ES cell line CK35
(kindly provided by C. Kress, Institut Pasteur, Paris) was transfected by electroporation, and
selected using G418 (300 pg/ml) and gancyclovir (2 uM). Recombinant clones were identified by
PCR using a forward primer in the Neo® cassette and a reverse primer downstream of the 3’arm
of the targeting vector. Two ES clones showing homologous recombination were injected into
C57Bl/6 blastocysts, the male chimeras were then mated with C57Bl/6 females. Germ-line
transmission of the mutation was checked by PCR. Homozygous mutant mice were mated with
Ella-cre transgenic mice. The progeny was checked by PCR for CRE-mediated deletion of Neo®
cassette. The experiments on mice have been carried out according to the CNRS and Inserm

Ethical guidelines and approved by the Regional Ethical Committee.

FACS analysis, antibodies and cell sorting

Single cell suspensions were prepared from bone marrow (BM), spleen and lymph node (LN) of
wt and PE" mice of the indicated ages. Immunostaining was performed using antibodies used for
flow cytometry obtained from Pharmingen (BD Biosciences) : V500-labelled anti-B220 (RA3-
6B2), AF700-labelled anti-CD19 (1D3), FITC-labelled anti-Igk (187.1), FITC-labelled anti-
Igh (R26-46), PeCy7-labelled anti-CD23 (B3B4), BV711-labelled anti-c-Kit (2B8), PE-labelled
anti-CD2 (RM2-5), APC-Cy7-labelled anti-CD45.1 (A20) and V450-labelled anti-CD45.2 (104).
Dead cells were excluded by 7-AAD staining. FACS analysis was performed on a Fortessa
cytometer (BD Biosciences) using DIVA (BD Biosciences) and FlowJo softwares.

BM cells from wt or pre-leukemic PE® mice were flushed and B-cell fraction were enriched by
B220 magnetic microbead sorting (Miltenyi Biotech). B-cell fraction was subsequently incubated
with CD19, B220, CD23, Igk, IgA and c-Kit antibodies. Cell sorting of B cell populations was

performed on a MoFlo Astrios sorter (Beckman Coulter).



Immunoglobulin rearrangement assay

Pro-B cells were enriched from the BM of 30 days old wt or pre-leukemic PE' mice by using
B220 magnetic microbeads and LS columns (Miltenyi) and purified by sorting the B220 TgkA”
CD23" Kit' fraction. B-ALL cells were obtained from the BM of leukemic PE' mice. Genomic
DNAs were prepared by standard techniques and subjected to an /gH V(D)J recombination assay
by quantitative PCR using forward primers binding to the distal Vyjsss, the proximal V7183 or the
Dy segments and reverse primers that pair 3’ of each Jy segment. PCR of HS5 element
downstream of the 3’ regulatory region was performed for normalization of the DNA input.

Primers are listed in SI Appendix, Table S5.

Whole-exome sequencing and specific resequencing

Whole-exome sequencing was performed using 50 ng genomic DNA extracted using a Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, USA). Enrichment for coding exons was
performed using a transposon-based method (SureSelect QXT Clinical research Exome, Agilent
Technologies). The library was quantified by quantitative PCR (Kapa Biosystems, Wilmington,
USA) and normalized at 4 nM. Sequencing was performed using NextSeq500 High Output kit
V2 flowcell on a NextSeq 500 (Illumina) with a 150-bp paired-end mode. Sequence analysis was
performed using NextGene software (SoftGenetics, State College, USA). For mutations
resequencing, a library was generated using PCR from 7 specific mouse regions identified by
whole exome sequencing. The library was sequenced on a MiSeq sequencer (Illumina, San
Diego, USA) using a Miseq Reagent kit V2 (paired-end sequencing 2 x 150 cycles). Alignment
and variant calling were performed using NextGene software (SoftGenetics, State College, USA).

Targets and primers are listed in SI Appendix, Table SS.

Human B-ALL mutation analysis

101 bone marrow samples (99 pediatric and 2 additional adult cases with a PAXS5 rearrangement)
treated for de novo B-ALL in the Toulouse hospital were analyzed regarding the mutations
identified in the whole exome analysis of leukemic PAX5-ELN mice. Cytogenetic analysis was
performed using R- or G-banding and classified according to WHO 2016 classification. JAK2
(exon 16), JAK3 (exons 13 and 15), KRAS (exons 2 and 3), NRAS (exons 2 and 3), PAXS5
(exons 1 to 10) and PTPN11 (exons 3 and 11) were amplified by multiplex PCR to generate



specific libraries using primers listed in the supplementary data. The library was sequenced using
a MiSeq sequencer (Illumina, San Diego, USA) and Miseq Reagent kit V2 (paired-end
sequencing 2 x 150 cycles). Alignment and variant calling were performed using NextGene
software (SoftGenetics, State College, USA). The study on human B-ALL patients was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinski and approved by the national
institutional review board and ethical committee. Written informed consent was obtained from

the parents. Targets and primers are listed in SI Appendix, Table S5.

Transplantation assay

Total BM cells and total purified B-cells from wt, pre-leukemic and B-ALL PE' mice (CD45.2")

were transplanted intravenously into 6-8 weeks old recipient mice (CD45.2") pre-treated, 24h
before transplantation, with 30 mg/kg of Busulfan (Busilvex, Pierre Fabre). Chimerism was
analyzed by flow cytometry (FACS) and was illustrated by the percentage of donor-derived cells
(% CD45.2") found in the recipient BM and thymus.

Microarray experiments

Pax5"" embryonic liver (E17.5) pro-B cells were transduced with either MIE or MIE-PAX5 as

described previously. Transduced cells were purified according to their positivity for GFP
fluorescence with a FACSAria II (BD Biosciences) cell sorter. For each condition, three
independent transductions were performed. Total RNAs were extracted using the Trizol method
according to manufacturer’s instruction (Invitrogen). RNA quality was assessed using the RNA
6000 Nano Assay on the Agilent 2400 Bioanalyser (Agilent Technologies, Massy, France). RNA
samples were purified and prepared according to the manufacturer's protocol with the
Affymetrix's GeneChip Whole Transcript Sense Target Labeling Assay Kit (Affymetrix, UK) and
hybridized on Affymetrix GeneChip Mouse Gene 2.0 ST arrays. Pro-B cells were purified from
the BM of 30 days old wt (n=3) and pre-leukemic PE® (n=3) mice by cell sorting. RNAs
extraction and preparation were performed as described previously and hybridized on Clariom D

GeneChip Mouse Transcriptome array 1.0.

Bioinformatics analysis

Probe-signal intensities were normalized and summarized by the robust multi-array average



(RMA) method by using Affymetrix’s Expression Console software. Data were then processed
with AltAnalyzer software (6). Folds changes of genes were calculated as the ratio of the signal
values of the experimental groups compared with the control groups and principal component
analysis (PCA) was calculated considering the varying genes of each sample. Gene expression
between in vivo purified wt and PE® pre-leukemic pro-B cells and between ex vivo E17.5 fetal
liver Pax5” pro-B cells transduced with either MIE-PAX5 or MIE retroviral vectors are
considered significantly modified when expression difference is upper 1.5 and 3 fold changes,
respectively, and an adjusted P-value of < 0.05. Heatmap was established by log? genes
expression confrontation for each gene of different groups, and clusturised hierarchically. The
biological processes were represented as GO Term annotations provided by the data libraries
from AltAnalyzer software. Gene enrichment analysis was performed using GSEA software from
the Broad institute (7). Our ex vivo PAX5-modified genes were ranked based on log? ratio of
classes and compared to a well-established gene set of in vivo PAX5-regulated genes in pro-B
cells extracted from Revilla IDR, et al. (2012), Table S5 (8). PAX5-ELN-modified genes in pre-
leukemic pro-B cells were overlapped with gene sets of PAXS5-ETV6- and PAXS5-FOXPI-
regulated genes in pre-leukemic pro-B cells and in B-ALL cells extracted from Smeenk L, et al.

(2017), Tables EV1 and EV4 (9).

Retroviral production and transduction

Full-length human PAXS5 and PAX5-ELN cDNA were amplified, sequenced and inserted into the

retroviral vector pMSCV-IRES-EGFP (MIE). Retroviral supernatants were produced using the
Phoenix retrovirus producer line (Orbigen) and Lipofectamine 2000 (Invitrogen) reagent for
transfection and proceeding according to the manufacturer’s instructions. After overnight
incubation of the transfection mix, cells were treated with 10 mM sodium butyrate (Millipore)
and washed with PBS before pro-B-cell medium was added. Viral supernatants were harvested
after 24 h of incubation at 32°C, passed on a 0.45 um filter, aliquoted and frozen at -80°C. Pax5-
deficient pro-B-cells were harvested from Pax5” embryonic liver at E17.5, amplified on
irradiated OP9 stromal cells in the presence of 2 ng/mL IL7 and infected during exponential
growth. Retroviral supernatant was diluted at 1:3, supplemented with 4ug/ml polybrene (Sigma)
and 2 ng/mL of IL7. Spinoculation was performed at 1,000 g at 32°C for 90 min. After

centrifugation, ImL of fresh medium supplemented with IL7 is added and the cells are incubated



overnight at 37°C. After infected pro-B-cell expansion for few days, cells are washed out of IL-7
and plated in IMDM, 5% FCS, 0.05 mM B-mercaptoethanol and 2 mM L-glutamine on irradiated
OP9-derived stromal cells with or without IL7. After 3 days, single-cell suspensions were stained

using standard protocols and subjected to flow cytometry.

Cytology and immunohistochemistry

BM cells from wt, pre-leukemic and leukemic PE" mice were cytospined and stained with May
Griinwald-Giemsa coloration. Spleens from wt or leukemic PE" mice were fixed with PBS and
4% paraformaldehyde overnight at 4°C, processed and embedded in paraffin. Hematoxylin and
eosin (H&E) staining was performed on Spum paraffin sections according to common methods.
Sum sections were immunostained with biotinylated anti-B220 (Serotech) antibody and
secondary antibody conjugated with the streptavidin, and visualized with the video-microscope

Cell Observer (Zeiss).

RT-gPCR
RNA was isolated using Trizol method and cDNA was synthesized using SuperScript® VILO™

cDNA Synthesis Kit (Invitrogen™) according to the manufacturer’s instructions. Quantitative
SYBR Green PCR was performed on a LightCycler®480 II System (Roche) to quantify human
PAX5-ELN and murine Pax5, CD19 and CD79a cDNAs expression in purified pre-proB, pro-B,
pre-B and immature-B cells from the BM of 30 days old wt and pre-leukemic PE® mice using
LightCycler®480 SYBR Green I Master (Roche Diagnostics GmbH) according to the
manufacturer’s instructions. Targets and primers are listed in SI Appendix, Table S5. All PCR
were carried out as follows in a 20 pl volume: 5 min at 95°C, followed by 45 cycles of 10 s at
95°C, 10 s at annealing temperature of 60°C and 10 s at 72°C. Quantification was performed
using the ACt method with normalization to the Ab/] gene expression levels. Data were analyzed

using the LC480 software (Roche Diagnostics).

Western blot
Protein extraction from splenocytes of 30 days old wt and pre-leukemic PE' mice was performed
using RIPA buffer (20 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 0.5% Sodium

Desoxycholate). The concentrations of protein extracts were determined using Bicinchroninic



Acid Kit (Sigma). Proteins were then separated on sodium dodecyl sulfate—-PAGE (SDS-PAGE)
and transferred on poly-vinylidene difluoride (PVDF) membranes (Millipore Corporation).
Immunodetection was revealed using ECL Plus (Amersham Biosciences). The membranes were
blocked and the antibodies were diluted in 5% dried milk in TBST (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150
mM NaCl, 0.05% Tween-20). The goat anti-PAX5 (N19, sc-1975) and the rabbit anti-ELN
(H300, sc25736) antibodies were obtained from Santa Cruz and diluted 1/500. The secondary
antibodies against rabbit IgG(H+L)-HRP conjugate and goat IgG(H+L)-HRP conjugate were
obtained from Cell Signaling (Danvers, MA, USA) and diluted at 1/5000.

Culture of BM pro-B cells

Purified pro-B cells were amplified on 30 Gy irradiated OP9 stromal cells in Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (IMDM; Gibco), supplemented with 5 % Fetal Bovine Serum (FBS)
(Stemcell technologies), 2 ng/mL murine IL7 (Peprotech), 0.05 mM B-mercaptoethanol (Sigma-
Aldrich), 2 mM L-glutamine (Invitrogen), penicillin (100 units/ml) and streptomycin (100
units/ml). Experiments were performed after an initial pro-B-cell expansion on irradiated OP9
cells in the presence of 2 ng/ml IL7. Every 3 days, pro-B-cells were harvested and propagated on
fresh OP9 stromal cells.

Statistical analysis

Student’s ¢ test was used for comparison of quantitative variable (***p<0.0005, **p<0.005, *p<
0.05), assuming normality and equal distribution of variance between the different groups
analyzed. Survival in mouse experiments was represented with Kaplan-Meier curves (Prism

GraphPad).



Supplemental Figure legends
Fig. S1. (A-B) The germline transmission of the PAX5-ELN insertion and the genotype of mice
were determined by PCR using primers that specifically amplify the wild type or the mutant

allele.

Fig. S2. Representative immunophenoytpe of B-ALL induced by PAXS5-ELN in mouse #83.
Total cells from BM, spleen and LN of wt and leukemic PE® mice were immunophenotyped

using the B220, CD19, CD23 and Igik/A markers.

Fig. S3. (A-B) PAXS-ELN does not affect the hematopoietic compartment distribution during the
pre-leukemic phase. Representative pictures of May Griinwald-Giemsa-stained cytospin of BM
cells from 30 days old wt and pre-leukemic PE® mice (A). Cells from lymphoid, erythroid and
myeloid lineages were counted (n=300) and the proportion of cell lineages was compared
between 30 days old wt and pre-leukemic PE® BM (B). (C) Schematic diagram of B-cell
differentiation with representation of cell surface markers and rearrangement status of /g genes

that correlate with cell differentiation stages.

Fig. S4. (A-C) PAX5-ELN allows for normal B-cell maturation but reduces the number of
immature-B and mature-B cell population. The size of the wt and PE" spleens was compared
from 30 and 90 days old mice (A). Immunophenotype of splenocytes from 30 days old wt and
PE"® mice was performed using B220, CD19, CD23 and Igk/A markers (B) and absolute numbers

of immature-B and mature-B cells were calculated (C, n=5 to 8 per condition).

Fig. SS. (A-B) PAXS5-ELN prevents B-cell differentiation of pre-leukemic pro-B cells. Pro-B
cells were purified from the BM of 30 days old wt and PE" mice and expanded in vitro in
undifferentiated condition on OP9 stromal cells in the presence of IL7 (OP9 IL7+). B-cell
differentiation was induced or not (OP9 IL7+) by culturing expanded pro-B cells in the absence
of IL7 (OP9 IL7-) during 3 days (A). Igk and CD2 expression was assessed by flow cytometry.
Representative FACS profiles are shown (B) (n=4). (C-D) PAX5-ELN does not rescue the B-cell
commitment blockade induced by the absence of Pax5. E17.5 Fetal liver cells from Pax5"

embryos were transduced with either MIE-PAXS5 or MIE-PAXS-ELN (MIE-PE) or MIE



retroviral vectors. Transduced cells were then cultured in B-cell differentiation condition (OP9
IL7-) or not (OP9 IL7+) during 3 days (C). The proportion of Kit and CD19 positive cells was
calculated by FACS for each condition (D) (n=3).

Fig. S6. (A) Pre-pro-B, pre-B, proB and immature-B cells were purified from the BM of 30 days
old pre-leukemic PE'™ mice by cell sorting and mRNA levels of human PAX5-ELN in each
population were determined by qRT-PCR and normalized to murine Ab//. (B) mRNA levels of
human PAXS5-ELN (left panel) and murine Pax5 (right panel) were determined by qRT-PCR in
thymocytes and purified total B-cells from two 30 days old wt and pre-leukemic PE'® mice and
were normalized to murine Ab/I. (C-D) PAX5-ELN does not affect T cell development at the pre-
leukemic stage. Immunophenotype of thymocytes from 30 days old wt and PE™ mice was
performed using CD4 and CD8 markers and a gating strategy was applied to discriminate double
negative (DN), double positive (DP), simple positive SP4 and SP8 subpopulations (C). Absolute
numbers of DN, DP, SP4 and SP8 thymocytes were calculated for each genotype (D, n=4 mice
per condition). (E) Allelic competition assay showing that the insertion of PAX5-ELN cDNA in
the IgH locus does not impair VgDylJy gene recombination in trans, and leads to normal B cell
development driven essentially by IgM from the wt allele. The mutant allele originates from
129Sv and the wt allele from C57BL/6 following breeding of PE' mice with C57BL/6 wt mice.
IgM allotypes were determined by FACS using monoclonal antibodies specific for IgMa
(129S2/Sv) and IgMb (C57BL/6) allotypes.

Fig. S7. (A-D) BM transplantation reveals pro-B and pre-B cell expansion induced by PAXS5-
ELN but does not perturb thymic reconstitution. Pre-leukemic total BM PE® cells (CD45.2")
were intravenously transplanted in recipient mice (CD45.17, n=5, 5.10° cells/mouse) pre-treated
with 30mg/kg Busulfan (A). The same number of wt BM cells were transplanted in parallel as
control (A, n=2). The percentage of donor-derived cells (CD45.2") from the BM of recipient mice
were analysed by FACS 1 month after transplantation (B). Absolute numbers of donor-derived
(CD45.2") pre-pro-B, pre-B, pro-B, immature-B and mature-B cells in the recipient BM were
calculated (C). Absolute number of donor-derived DN, DP, SP4 and SP8 thymocytes were
calculated in the thymus of recipient mice (D). (E) Fold expansions of donor-derived (CD45.2")

pre-pro-B, pre-B, pro-B, immature-B and mature-B cells in the BM of recipient mice were



calculated after transplantation of total B-cells from wt and pre-leukemic PE® mice described in
Fig. 3C. (F) The presence of Ptpnll, Kras, Pax5 and Jak3 mutations were analysed by targeted
NSG in the BM of recipient mice transplanted with total B-cells from wt and pre-leukemic and
B-ALL PE*mice (n=3 for each condition). Each colum represents a leukemia sample and each
raw a genetic alteration. (G-H) Immunophenotype of engrafted B-cells (CD45.2"B220'CD19") in
the spleen was monitored after transplantation of total B-cells from wt and pre-leukemic PE'™
mice described in Fig. 3C (G). Absolute number of engrafted immature-B and mature-B cells in

the spleen of recipient mice were calculated (H).

Fig. S8. (A) Principal component analysis of varying genes of wt (blue, n=3) and PE' (red, n=3)
pro-B cells. Only the varying genes of each sample were considered to calculate the principal
components. (B) Gene set enrichment analysis (GSEA) of the well-established list of in vivo
PAXS5 regulated genes (8) with our new ex vivo PAXS gene signature in pro-B cells revealing
that many in vivo PAXS target genes were similarly regulated in ex vivo PAXS transduced pro-B
cells. (C) Absence of a general dominant-negative effect of PAX5-ELN on established in vivo
PAXS5 regulated genes in pro-B cells (8). Comparison of PAXS5-activated and PAXS5-ELN-
repressed genes (left panel) and of PAXS5-repressed and PAXS5-ELN-activated genes (right panel)
in pre-leukemic pro-B cells. Overlap indicates that two genes were activated by PAXS and
repressed by PAXS-ELN and 13 genes of the PAX5-repressed genes were activated by PAXS5-
ELN as represented by colored bars. (D) Pre-leukemic pro-B cells were purified from the BM of
three 30 days old wt and three pre-leukemic PE"® mice and mRNA levels of human PAX5-ELN,
murine Pax5 and the Pax5 target genes CD/9 and CD79a were determined by qRT-PCR and
normalized to murine 4bl1. (E-F) PAXS5-ETV6 and PAX5-FOXP1 do not antagonize normal
PAXS5 gene signature. Comparison of PAX5-activated and PAXS5-ETV6-repressed genes (E, left
panel) and of PAXS-repressed and PAXS5-ETV6-activated genes (E, right panel) in pro-B cells
(9). Overlap indicates that 11 genes were activated by PAXS and repressed by PAX5-ETV6 and
16 genes of the PAXS5-repressed genes were activated by PAXS-ETV6 as represented by colored
bars (E). Comparison of PAXS5-activated and PAX5-FOXP1-repressed genes (F, left panel) and
of PAXS5-repressed and PAX5-ETV6-activated genes (F, right panel) in pro-B cells (9). Overlap
indicates that 19 genes were activated by PAXS5 and repressed by PAX5-FOXP1 and 17 genes of
the PAXS5-repressed genes were activated by PAX5-FOXP1 as represented by colored bars (F).



Fig. S9. (A) PAXS5-ELN-modified genes that were included in PAX5-ETV6 and in PAXS-
FOXP1 signatures were listed according to their biological functions as signal transducers,
secreting proteins and surface receptors. (B) Venn diagram indicating the overlap between
PAXS5-ETV6-modified genes in B-ALL (fold change >5) and in pre-leukemic pro-B (fold change
>3) cells and with PAX5-ELN-modified genes in pre-leukemic pro-B cells (fold change >2) (/eft
panel). PAX5-ELN-modified genes that were included in B-ALL but not in pre-leukemic PAXS-
ETV6 signatures (9) were listed (right panel).

Table S1. Targeted next generation sequencing (NGS) of the indicated exons of PTPNI11, KRAS,
NRAS, JAK3, JAK2 and PAX5 genes were performed on 101 B-ALL patient samples. Pink boxes
identify the mutation found and its corresponding variant allele frequency (VAF). NM indicates

the absence of mutation.

Table S2. List of genes differentially expressed between purified wt and PE" pre-leukemic pro-B
cells based on three independent microarray experiments. Genes with an expression difference of

> 1.5 fold and adjusted P-value of < 0.05 are listed in the table.

Table S3. List of genes differentially expressed between E17.5 fetal liver Pax5" pro-B cells
transduced with either MIE-PAXS5 or MIE retroviral vectors based on three independent
microarray experiments. Genes with an expression difference of > 3 fold, and adjusted P-value of

< 0.05 are listed in the table.

Table S4. List of genes overlapping between PAXS5-activated and PAXS5-ELN-repressed genes
and between PAXS5-repressed and PAXS5-ELN-activated genes using our ex vivo PAXS regulated
genes (A) ; between PAXS5-activated and PAXS-ELN-repressed genes and between PAXS-
repressed and PAXS-ELN-activated genes using the well-established in vivo PAXS gene
signature (8) (B) ; between PAXS5-activated and PAXS-ETV6-repressed genes and between
PAXS-repressed and PAXS5-ETV6-activated genes using our ex vivo PAXS regulated genes (C);
between PAXS5-activated and PAX5-FOXP1-repressed genes and between PAXS-repressed and



PAXS5-FOXP1-activated genes using our ex vivo PAXS regulated genes (D) in pre-leukemic pro-
B cells.

Table SS5. Sequences of oligonucleotide primers used for qPCR to detect V(D)J gene
rearrangement of the /gH locus ; for the resequencing of Jak3, Kras, Pax5 and Ptpnlil regions by
next generation sequencing in murine and PAX5, PTPNI11, KRAS, NRAS, JAK3 and JAK?2 regions
in human B-ALL samples ; for gene expression in RT-qPCR.
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Letters to Blood

TO THE EDITOR:

Germline PAX5 mutation predisposes to familial B-cell
precursor acute lymphoblastic leukemia
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We describe here a family with a high incidence of B-cell precursor
acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL) affecting 3 children (II.1,
11.2,and I1.3)at 11, 17, and 25 years old, respectively (Figure 1A,C;
supplemental Figure 1, available on the Blood Web site). Both
parents were asymptomatic. After a first relapse, the proband (I1.2)
underwent a familial allogeneic hematopoietic stem cell trans-
plantation (HSCT) with his 11-year-old younger brother (II.3)
leading to a complete remission (CR) for 20 years, but he relapsed
a second time and died very soon after intracranial hemorrhage.
His sister (I.1) developed BCP-ALL for which she was treated by
chemotherapy leading to a CR even 30 years after her initial di-
agnosis. 11.3 developed BCP-ALL 14 years after being an HSCT
donor for 1.2 and died of infectious complications after HSCT from
an unrelated donor (supplemental Figure 1).

Because the family history was compatible with a germline
transmission of the disease, whole-exome sequencing was per-
formed on 1.3, which identified a PAX5 germline heterozygous
¢.113G>A mutation resulting in an R38H substitution. The R38H
substitution is predicted to alter the protein affinity to DNA' and
concerns a highly conserved residue located within the N-terminal
DNA-binding paired domain (supplemental Figure 2A-C; sup-
plemental Tables 1 and 2). This mutation is associated with leu-
kemic progression in murine models with Pax5 haploinsufficiency?
or PAX5-ELN fusion.® This mutation was subsequently detected in
all affected patients at BCP-ALL diagnosis and at remission, and in
1 asymptomatic parent without a history of malignancy (Figure 1B;
supplemental Figure 1; supplemental Table 3). PAX5 somatic al-
terations are present in one-third of the patients with sporadic
BCP-ALL,** but PAX5 germline mutations leading to BCP-ALL have
been identified only recently.¢® PAX5 encodes a critical tran-
scription factor for B-cell differentiation™! repressing B-lineage
“inappropriate” gene expression and promoting the transcription
of specific B-cell genes.''

As described in other germline PAX5 pedigrees,®® the existence
of asymptomatic carriers and the absence of immunodeficiency
before the onset of BCP-ALL suggest the requirement of addi-
tional genetic alterations that lead to the development of leu-
kemia. Patients .2 and 1.3 had a normal karyotype at the BCP-ALL
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stage. Additional cytogenetic abnormalities were found in 1.2 at
his first (before transplantation) and second (after transplantation
with his brother, consequently named 11.3/2) relapses. Somatic
CDKN2Ahomozygous loss and RAS pathway mutations, recurrent
features of BCP-ALL, were detected in all analyzed BCP-ALL
samples (1.2, 11.3, and 11.3/2) (supplemental Figure 3; supplemental
Tables 3 and 4). A second PAX5 mutation was detected at
diagnosis: Y371fs in 11.1 and R140L in 1.3 and 11.3/2 (Figure
1D-F; supplemental Table 3). Next-generation sequencing of
1.3 complementary DNA (cDNA) showed that these 2 PAX5
mutations were mainly detected on different alleles (data not
shown).

More than 20 years separate HSCT allograft in 1.2 from his donor-
related (11.3/2) leukemia and 14 years from the allograft to di-
agnosis of BCP-ALL in I1.3 (supplemental Figure 1). The leukemic
samples from 1.2 and 1.3 harbored distinct IGH clonal re-
arrangements (supplemental Figure 4), suggesting that the R140L
mutation occurred independently in both patients. Interestingly,
the R140L mutation is recurrently associated with the R38H mu-
tation in sporadic BCP-ALL because 10 of 11 patients reported to
have an R140L mutation in the literature also had the R38H
mutation, which suggests a cooperation between these 2 mu-
tations'® rather than just a biallelic inactivation of PAX5.1¢

The onset of BCP-ALL in patients with PAX5 G183S germline
mutations located in the octapeptide domain is very early with a
median age of 2 years, and it is associated with a loss of chro-
mosome 9p, leading to the simultaneous losses of the second
PAX5 allele and CDKN2A.%7 In contrast, the germline R38H
variant (in this study and in Yazdanparast et al®) is associated with
an older age of onset (11 to 25 years old) and a normal karyotype
(supplemental Figure 5; supplemental Table 5).

To functionally address the impact of the R38H mutation on
B-cell differentiation, we transduced PAX5 wild-type (WT) and/or
R38H murine fetal liver Pax5~/~ B cells (Figure 2A) and the
murine plasmacytoma 558LuM cell line that does not express
Pax5 and Cd79%a (supplemental Figure 6). As expected, PAX5
WT restored the expression of Cd19 in Pax5~/~ cells and their
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Figure 1. Familial BCP-ALL with heterozygous germline PAX5 R38H mutation. (A) The germline R38H variant was shown to be inherited from 1 parent (I.2) who is so far an
asymptomatic carrier with no history of cancer at age 68 years. The proband (II.2, indicated by an arrow) developed BCP-ALL at age 17 years. He relapsed 2 years after his initial
diagnosis and was allografted with his brother (I1.3) as a donor 14 years before 11.3 also developed BCP-ALL. I1.2 relapsed at age 40 years and died soon thereafter as a result of an
intracranial hemorrhage. His sister (I.1) developed BCP-ALL at age 11 years for which she received chemotherapy without HSCT. She is still in CR more than 30 years after her
initial diagnosis. The proband's younger brother (I1.3) also developed also BCP-ALL at age 25 years and died of infectious complications after HSCT from an unrelated donor. (+)
Indicates the presence of the R38H germline mutation. (B) Sanger sequencing of PAX5 mutation in samples of I.1,1.2, 1.1, 1.2, and I1.3; the location of the mutation is indicated by
an arrow demonstrating a germline origin. The nucleotide and protein sequences are indicated at the bottom of the panel. (C) Representative image of May-Griinwald-
Giemsa-stained bone marrow smear at BCP-ALL diagnosis in individual II.1. (D) Somatic PAX5 mutations in leukemic samples from individuals I.1 (top) and I1.3 (bottom). Positions
of mutations are indicated by red arrows. (E-F) Leukemic architecture at BCP-ALL diagnosis in individual 1.3 (donor) (E) and at donor-related BCP-ALL in individual I1.2 (recipient)

(F). Variant allele frequency (VAF) for each mutation is indicated.

capacity to differentiate in contrast to R38H (Figure 2B). R38H
was also unable to rescue surface immunoglobulin M expression
in the 558LpM cell line (supplemental Figure 6). In addition,
R38H exhibited a weak competitive or additive effect on PAX5
WT when co-expressed in primary cells or in the 558LuM cell
line, respectively (Figure 2B; supplemental Figure 6). PAX5 WT
significantly increased the in vitro clonal activity of transduced
Pax5~/~ B220* cells and led to the expression of Cd19 unlike
R38H (supplemental Figure 7), confirming that R38H is not able
to trigger B-cell differentiation. Furthermore, although no dif-
ference in frequencies of positive wells between PAX5 R38H-
and MIG-infected cells was observed, the absolute number of
B cells obtained per well was significantly higher (supplemental
Figure 7). Altogether, our data demonstrate that R38H disables
B-cell differentiation and partially maintains PAX5-dependent
cell growth properties without overt dominant-negative effect
on the normal PAX5 function.

LETTERS TO BLOOD

The transcriptome of R38H-transduced Pax5~~ cells (Figure 2C-E)
is similar, although not identical, to the negative control (MIG)
and clearly distinct from the PAX5 WT condition (Figure 2C).
Gene set enrichment analyses confirmed that R38H is unable to
regulate PAX5 target genes and to lead to a pro-B-cell gene
expression program in contrast to PAX5 WT'” (Figure 2D;
supplemental Figure 8). It is worth noting that the comparison
of the residual transcriptional activity of PAX5 germline mutants
showed that R38H has a stronger hypomorphic effect than
G183S (supplemental Figure 9). Although the R38H tran-
scriptome shares similarities with the one of PAX5 WT, su-
pervised comparative analyses identified a molecular profile
specific to R38H (Figure 2E). In particular, the expression of the
leukemia inhibiting factor receptor (Lifr) gene'® implicated in
stemness is downregulated in the PAX5 WT condition and upre-
gulated in the R38H condition (Figure 2E). Our results suggest that
PAX5 R38H confers some stemness features to the B cells. We thus
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Figure 2. PAX5 R38H behaves as a hypomorphic variant and can predispose to BCP-ALL in mice. (A) Experimental scheme of retroviral complementation assays. (B) Pax5~/~
cells were co-transduced with either empty MIG (MSCV-IRES-GFP) and MImCherry (labeled as empty vectors), empty MimCherry and MIG PAX5 WT (labeled as PAXS WT), empty
MimCherry and MIG-PAX5 R38H (labeled as PAX5 R38H), or MImCherry-PAX5 WT and MIG-PAX5 R38H (labeled as WT + R38H) retroviral vectors. The proportions of cell markers were
evaluated by fluorescence-activated cell sorting (FACS) for each condition (n = 8 per condition). Data are representative of 2 independent experiments (n = 4 independent infections
per experiment). Percentages indicate proportions of GFP/mCherry-double-positive that are CD19* or surface IgM (slgM)-positive as indicated. (C) Principal component analysis (PCA) of the
2 best components for the 2000 most differentially expressed genes among the 3 conditions. Green dots represent empty MIG condition, blue dots MIG-PAX5 WT condition, and red dots
MIG-PAXS5 R38H condition. (D) Gene set enrichment analysis of PAX5 target gene and pro-B cell gene sets" in expression profiles of Pax5~~ cells transduced with PAX5 WT vs PAX5 R38H
with false discovery rate (FDR) <0.01. (E) Comparative supervised heatmap using a Z-score and Spearman correlation clustering displaying the 44 most differentially expressed coding genes
between PAX5 R38H-expressing Pax5~/~ pro-B cells and MIG condition (fold >1.5; g < 0.05), with side comparison (lower panel) of corresponding gene expression in PAX5 WT-expressing
Pax5~"~ pro-B cells. (F) Representative FACS plots showing engraftment of the GFP* donor cells in bone marrow (BM) samples at 3.5 and 18 weeks and spleen samples at 18 weeks
posttransplantation. Mice were numbered with #x. (G) Quantification of engraftment of CD45.2*/GFP* donor cells over time in BM at 3.5, 11.5, and 18 weeks posttransplantation and in
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Mouse #4 shows BCP-ALL phenotype. ip, intraperitoneal; NES, normalized enrichment score; ns, not significant. Results are expressed as mean + standard deviation. ***P < 001; ****P < 0001.
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transplanted transduced CD45.2* Pax5~~ B cells (Figure 2A,F-H).
As previously described,'?2° MIG-transduced cells were able to
home back to the bone marrow (BM) and to efficiently engraft at
long term with an average of 30% CD45.2+/GFP* cells in BM
18 weeks after transplantation (Figure 2F-G). In contrast, PAX5
WT-transduced cells abrogated their long-term engraftment ca-
pacity in the BM and spleen of recipient mice (Figure 2G). In-
terestingly, the ectopic expression of R38H led to an intermediate
phenotype 3.5 weeks after transplantation and, as expected, none
of the engrafted GFP* cells acquired Cd19 (data not shown) be-
cause they do not express PAX5 WT. Interestingly, 2 of 4 mice
maintained their engraftment 18 weeks posttransplantation and 1
(PAX5 R38H #4) developed a clonal B220*/IL7R*/Kit~ leukemia
(Figure 2H; supplemental Figure 10) with acquisition of a Jak3¢7°¢
mutation (supplemental Table 6).

In conclusion, we report a germline PAX5 p.R38H mutation in a
family in which 3 children developed BCP-ALL. We demonstrated
that R38H acts as a hypomorphic variant, does not abrogate the
engraftment capacity of transduced Pax5/~ pro-B cells, and can
predispose to BCP-ALL. The existence of asymptomatic patients
without evidence of immunodeficiency before the onset of BCP-
ALL shows that PAX5 germline cases might be underestimated
and should be considered before any familial allograft.
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TO THE EDITOR:

RUNXI germline variants in RUNXI-mutant AML:

how frequent?

Martijn P. T. Ernst, Frangois G. Kavelaars, Bob Léwenberg, Peter J. M. Valk,* and Marc H. G. P. Raaijmakers*

Department of Hematology, Erasmus Medical Center Cancer Institute, Rotterdam, The Netherlands

RUNXT mutations are recurrent aberrations in acute myeloid
leukemia (AML) that are either somatically acquired or originate
in the germline. Monoallelic pathogenic germline RUNXT vari-
ants cause familial platelet disorder with propensity to AML
(FPD/AML), featuring predisposition to develop myeloid ma-
lignancies. Recently, Simon et al' found that 30% of RUNX1-
mutated AML patients carried a (nonpolymorphic) RUNXT germline
variant. This high frequency contrasted previously reported
frequencies in AML cohort studies.?®

To obtain further insight into the frequency of germline variants
within RUNX1-mutated AML patients, we retrieved data from a
large independent cohort of AML patients that was previously
interrogated by paired genetic sequencing at diagnosis and in
complete remission (CR).¢ Targeted next-generation sequencing
(NGS) at diagnosis was performed in 763 AML patients, enrolled
in the Dutch-Belgian Hemato-Oncology Cooperative Group
(HOVON)102 clinical trial (2010-2013),” using the TruSight
Myeloid Sequencing Panel (lllumina). The HOVON102 trial was
designed to investigate the added value of clofarabine in com-
bination with standard remission-induction chemotherapy in adult
(18-65 years) AML or myelodysplastic syndrome patients. NGS data
were analyzed as previously described,® and nonpolymorphic
RUNXT variants were annotated to RefSeq ID NM_001754.5.

At diagnosis, at least T RUNXT mutation was detected in 115 of
763 AML patients (15.1%) for a total of 142 RUNXT mutations
(data not shown), corresponding to frequencies of 10% to 15%
reported in literature.>*8? We detected 2 or more mutations in
23 of 115 patients.

To distinguish germline variants from somatic mutations, we
retrieved data from paired diagnostic and remission HOVON102
AML samples to identify persisting RUNX1 mutations. Remission
samples of 287 CR patients were available for NGS analysis.
Among these 287 AML patients, 48 RUNXT mutations were
detected in 37 patients (12.9%), of whom 9 carried 2 or more
mutations (supplemental Tables 1 and 2, available on the Blood
Web site). The distribution of the variant allele frequencies (VAF)
at diagnosis of the RUNX1 mutations of the selected samples
(n = 48 in 37/287 patients) was similar to the initial HOVON102
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cohort (n = 142 in 115/763 patients) (Figure 1A). In the majority
of cases (34/37), RUNXT mutations were acquired because the
VAF of these mutations (n = 45) was =10% in CR (Figure 1A).
However, in 3 of the 37 AML cases (8.1%), a RUNX1 mutation was
present at a VAF of 50% in both diagnostic and remission
samples (Figure 1A), highly indicative for germline origin. Other
cooccurring mutations present at diagnosis in these 3 AML
patients were either cleared or persisted at much lower VAF in
CR (Figure 1B-D), supporting the germline status of these
RUNX1 variants. Thus, in the current cohort of 287 AML patients
that attained CR, 3 (1.0%) harbored a germline RUNXT variant.

We identified 2 different RUNX1 germline variants in these
3 AML patients. A single patient (no. 748) carried RUNXT
p.(Arg232Trp) (exon 7), a missense variant located between the
runt homology domain and the transactivation domain (Figure 1E).
The 2 other patients (no. 124 and no. 740) shared variant
RUNX1T c.97+1G>A, affecting the splice donor site of exon 3
(Figure 1E). A familial bond between these 2 patients could not
be confirmed.

In accordance to recently published guidelines by the ClinGen
Myeloid Malignancy Variant Curation Expert Panel,'® we clas-
sified both identified RUNX1 germline variants as variants of
unknown significance (supplemental Table 3). Neither of these
have been reported as RUNX1 germline variants before in the
context of FPD/AML traits,"" although RUNXT p.(Arg232Trp) has
been recurrently reported as somatically acquired mutation in
AML.34 Both variants occur outside of the runt homology
domain, in which most missense RUNX1 germline variants
cluster.’ RUNXT c.97 +1G>A is presumed to specifically affect
isoform RUNX1C, 1 of 3 major RUNXT isoforms, complicating its
interpretation.’® However, deletions of exon 2 and 3, also pu-
tatively affecting RUNX1C specifically, have been reported in the
context of FPD/AML before.?

Additional somatic mutations were found in all 3 patients, most
of which have been reported in the context of germline RUNXT-
mutant AML before, including additional RUNX1 mutations and
concomitant mutations in DNMT3A, FLT3, and GATA2.1:11.13-15
Secondary mutations in RUNXT are a frequent recurrent event in
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Supplemental Figure 1: Timeline of the clinical evolution of each member of the reported family with a
germline PAX5 p.Arg38His mutation.

Each dot represents one sample. The ages of onset are depicted with a scale under the figure.
Germline mutation presence is indicated with a + symbol. Acquired PAX5 mutations are detailed in
green colour. Death of the patient is indicated with a stop line; fs: frameshift
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Supplemental Figure 2: Location of the p.Arg38His variant in the PAX5 protein.

(A) Tertiary structure of the DNA-binding domain of the PAX5 protein. Arginine 38 (Arg38) is indicated in
yellow colour (from https://www.uniprot.org). (B) Schematic structure of the wild-type (Arginine) and the
mutant (Histidine) amino acids (C) Close-up of the tertiary structure of the mutated site. The side chain of
the wild type or the mutant amino acid is coloured in green or red respectively, the rest of the protein is
coloured in grey (from HOPE web application: http://www.cmbi.ru.nl/hope/)’
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Supplemental Figure 3: BCP-ALL samples show CDKNZ2A deletion SNP-array karyotyping showing
cryptic biallelic deletions of CDKN2A at BCP-ALL stage in 1.2 and 11.3
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Supplemental Figure 4: IGH rearrangements of the two brothers. IGH rearrangements were visualized with the
Vidjil web application. /GH clonotypes are displayed as circles whose size is proportional to the number of
reads carrying a rearrangement (which is assumed to reflect the proportion of each rearrangement in the
sample). The coordinates of the circles reflect the /IGH genes involved in each rearrangement (V segments in
the x axis, J segments in the y axis). The main clones found in leukemic samples from 1.3 (panel B) and II.2
(panel C) are highlighted by arrows and their respective specific sequences are detailed below the figure. Both
leukemic samples harbored leukemia-specific /IGH rearrangements that were absent in sample from the

individual 11.3 (panel A) at time of stem cell donation.
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Supplemental Figure 5: Age of onset of BCP-ALL in patients with germline PAX5 mutations.
Boxes show the interquartile range divided by the median value for age at BCP-ALL diagnosis in patients
with germline PAXS p.Arg38His mutation (n=4) versus PAXS5 p.Gly183Ser mutation (n=13).
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Supplemental Figure 6: PAX5 R38H does not rescue PAX5 WT activity and does not exert dominant-negative effect on PAX5
WT in 558LuM cell line.

Left panel: Experimental scheme of 558LuM cell line retroviral complementation. Right panel: 558LuM cells were co-
transduced with GFP (MIG)- and mCherry (MImCherry)-expressing vectors (labeled as empty vectors), with MIG and
MImCherry-PAX5 WT (labeled as PAX5 WT), MImCherry and MIG-PAX5 R38H (labeled as PAX5 R38H) or MImCherry-PAX5
WT and MIG-PAX5 R38H (labeled as WT + R38H) retroviral vectors. Surface IgM (slgM) expression was assessed by flow
cytometry as a reflection of CD79 transactivation; cells were previously gated on GFP*/mCherry” criteria. Data are
representative of two independent experiments (n=3 and n=4 independent infections per condition). Results are expressed
as mean £ SD; * p<005, **p<0.01, ***p<0.001.
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Supplemental Figure 7: Clonogenic activity of transduced Pax5” fetal cells determined by in vitro limiting dilution assays.

(A) Quantification by FACS of GFP*/B220* cells per well after one-week expansion. Bars represent means of 12 replicates per
seeding density. Numbers of positive wells (more than 15 cells per well) and corresponding proportions in percentages are
indicated. (B) Quantification of estimated frequency of transduced Pax5 fetal cells with ELDA (Extreme Limiting Dilution Analysis).
ELDA (http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/)® was performed and the estimated frequency and range (95% Confidence Interval,
95% ClI [lower value; upper value]) of transduced Pax5™ cells are indicated in graph and table. The plain lines represent regression
line fitting to the experimental data and the dotted lines represent the regression lines for the 95% Cls based on the likelihood ratio
test of single-hit model. LDA analysis given by ELDA software also provides a Chi-square test resulting in non-significant difference

between MIG and PAX5 R38H conditions.
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Supplemental Figure 8: GSEA of PAX5 target gene set and pro-B cell gene set in rescued
Pax5" cells.

GSEA of PAX5 target gene set and pro-B cell gene set® in Pax5" cells transduced with PAX5
WT versus empty MIG. False Discovery Rate (FDR) < 0.01; NES: Normalized Enrichment
Score.
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Principal component analysis (PCA) of the two best components for the
most differentially expressed genes between the three conditions for
each study (Shah et al. 2 | upper panel; present study, lower panel).

1.0 _
| s
0.5 ! == 0] |
S? : 6 0.5 _| 3? gg !
I o I
ns : w : Fekk
0.0 | ! !
: S 004 : ﬁ
! A !
0.5 (& } © 05 _| 3
h Hekk | =
i S
1.0 T T T : T T T 1.0 T 1 : | —
© L KO R .
@25 (o,Q_ ;3369\ @25 (og_ @3363;9\
Q Q
s & s o)
Pax5-deficient J558LuM Pax5-deficient J558LuM
progenitors cell line progenitors cell line
E J558ULM cell line
® e MIR
o4 o® ® PAX5-WT
< ® PAX5-G183S
%. 0.2
Q
(\\I’ 0.0 [ ]
O °
& -02 L §
-04 ()
°®
PC1 (59.3%) v
Pax5-deficient progenitors
e | ® MIG
08 ® PAX5-WT
® PAX5-R38H
9 L Y
ﬂ: 04
@
N
QO o2
e ®
°® °
0.0 .
[ ]

-06 -05 -04 -03 -02 -01 0.0

PC1 (89.6%)

0.1



1/3' gene

Supplemental Figure 10

PAX5 R38H #4
BM Spleen BM Spleen
- - o
136.8% S 99.4%| ™ 97.7%
Q o
E (&) 1,5 =
10" 60K =
1 1.0k =
i ©
L | [$) 20k o
& . .
i e e TR B A R P N R P
P CD45.2 © » IL7R
S| K P7T7% 0.34%| .]91.6% 3.18%
e | a ]
@®
o
1.95% 0.01% {5.03% 0.16%
P Kit
1/5' gene 1/5' gene N
A >N AR
YD O DDA D S AN Yo DD ISR R I I A L I N = A
4’\\ 4’\\ 4&4\‘0 4\% 4’\:0 4’\:\ 4"/\ 4\% 4’*33 RO &m@@&?@@ 4‘39 S’g)e,éé@ Q‘A\ Q\A\ x\& x\& x\& Q\A\ Q\A\ x\& x\& x\& x\& Q\A\ @W @W gjx\x) x\@ x\“‘q bé\Q
FFFFFFFFFFFE FFFTEF S T IITFIGTEEET IS
IGHJ1
IGHJ2 . . {. st
IGHJ3 - 1 . -
)
IGHJ4 - . & ° |
- d
y ‘ -
Undefined J
>IGHV5-6-4*02 0/GAGGAAAAATTG/5 IGHD2-3*01 0//2 IGHJ2*01, 14 654 reads (61%) >IGHV5-6-4*02 0/GAGGAAAAATTG/5 IGHD2-3*01 0//2 IGHJ2*01, 94 658 reads (74%)
>IGHV2-2*01 3/CCTG/5 IGHD2-4*01 3//4 IGHJ4*01, 8283 reads (34%) >|GHV2-2*01 3/CCTG/5 IGHD2-4*01 3//4 IGHJ4*01, 29 625 reads (23%)

Supplemental figure 10 : Characterization of the leukemic R38H-expressing mouse

(A) Immunophenotyping of the B cells of the bone marrow (BM) and spleen of the leukemic mouse.

(B) Clonal /IGH gene rearrangements of the BM cells from the leukemic mouse. /IGH gene rearrangements were
analyzed by PCR through IgH-primers binding to framework regions 1 and 3 (respectively FR1 and FR3) to determine
clonality of B cells. Results were visualized with the Vidjil sofware. The rearrangement are displayed as circles whose
size is proportional to the number of reads carrying rearrangements (which is assumed to reflect the proportion of
each rearrangement in the sample). The coordinates of the positions of the circles correspond to the /GH gene
segments involved in each rearrangement (V segments on the x-axis and J segments on the y-axis). The clonal
rearrangements are detailed below the figure



Supplemental Table 1

Species Gene Alignment AA
Human ENSG00000196092 N FVNGRPLPDVV R QRIVELAHQGV C 38
Human mutated N FVNGRPLPDVV H QRIVELAHQGV C 38
P. troglodytes ENSPTRG00000020936 N FVNGRPLPDVV R QRIVELAHQGV C 38
M. mulatta ENSMMUG00000019639 N FVNGRPLPDVV R QRIVELAHQGV C 38
F. catus ENSFCAG00000001628 N FVNGRPLPDVV R QRIVELAHQGV C 38
M. musculus ENSMUSG00000014030 N FVNGRPLPDVV R QRIVELAHQGV C 38
G. gallus ENSGALG00000016431 N FVNGRPLPDVV R QRIVELAHQGV C 38
T. rubripes ENSTRUG00000003227 N FVNGRPLPDVV R QRIVELAHQGV C 38
D. rerio ENSDARG00000037383 N FVNGRPLPDVV R QRIVELAHQGV C 38
D. melanogaster FBgn0005561 N FVNGRPLPDVV R QRIVELAHNGV C 197
C. elegans K06B9.5 N FVNGRPLPDTI R AQIVEMSQHGT C 113
X. tropicalis ENSXETG00000006547 N FVNGRPLPDVV R QRIVELAHQGV C 38

Supplemental Table 1: Orthologue conservation of the Arginine 38 (table from http://www.mutationtaster.org). Position of mutated amino acid (in
red) or its correspondence (AA) and Ensembl references are indicated.



Supplemental Table 2
v

PAX proteins Alignment

Human PAX5 DVV R QR

Human PAX1

Human PAX2

Human PAX3

Human PAX4

Human PAX6

Human PAX7

Human PAX8

Human PAX9

Supplemental Table 2: Paralogue conservation of the Arginine 38 among the nine human PAX proteins. GenBank accession numbers for human
PAX1 to 9 are NM_006192, NM_000278, NM_181458, NM_006193, NM_016734, NM_000280, NM_001135254, NM_003466 and NM_006194
respectively. Letters in open boxes indicate amino acid discrepancy and in closed boxes identities compared to the PAX5 protein (in gray). The
red arrow indicates the position of Arginine 38 in the PAX5 protein.



Supplemental Table 3

Subject Stage Mutations
1.1 Asymptomatic No mutation
1.2 Asymptomatic NM_016734.3(PAX5_v001):c.113G>A, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg38His)
NM_016734.3(PAX5_v001):c.113G>A, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg38His)
111§ BCP-ALL diagnosis NM_016734.3(PAX5_v001):c.1110delinsTGGGTCCCCCATTAT,
NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Tyr371Glyfs*37)
1.1§ Complete remission NM_016734.3(PAX5_v001):c.113G>A, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg38His)
1.3 Asymptomatic NM_016734.3(PAX5_v001):c.113G>A, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg38His) (VAF 50%)
1.3 Sampled as HSCT donor* | NM_016734.3(PAX5_v001):c.113G>A, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg38His) (VAF 50%)
NM_016734.3(PAX5_v001):c.113G>A, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg38His) (VAF 50%)
el U i NM_016734.3(PAX5_v001):c.419G>T, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg140Leu) (VAF 38%)
i 9 NM_033360.4(KRAS_v001):c.38G>A, NM_033360.4(KRAS_i001):p.(Gly13Asp) (VAF 32%)
NM_002524.5(NRAS_v001):c.38G>A, NM_002524.5(NRAS_i001):p.(Gly13Asp) (VAF 1%)
1.3 Complete remission NM_016734.3(PAX5_v001):c.113G>A, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg38His) (VAF 50%)
NM_016734.3(PAX5_v001):c.113G>A, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg38His) (VAF 50%)
2 BCP-ALL diaanosis NM_033360.4(KRAS_v001):c.35G>A, NM_033360.4(KRAS_i001):p.(Gly12Asp) (VAF 13%)
g 9 NM_002524 5(NRAS_v001):c.35G>A, NM_002524.5(NRAS_i001):p.(Gly12Asp) (VAF 2%)
NM_002524.5(NRAS_v001):c.38G>A, NM_002524.5(NRAS_i001):p.(Gly13Asp) (VAF 5%)
NM_016734.3(PAX5_v001):c.113G>A, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg38His) (VAF 50%)
L2 BCP-ALL relapse NM_002524.5(NRAS_v001):c.38G>A, NM_002524.5(NRAS_i001):p.(Gly13Asp) (VAF 5%)
: p NM_001754.4(RUNXT_v001):c.364G>A, NM_001754.4(RUNX1_i001):p.(Gly122Arg) (VAF 2%)
NM_001127208.2(TET2_v001):c.3602G>A, NM_001127208.2(TET2_i001):p.(Arg1201His) (VAF 4%)
NM_016734.3(PAX5_v001):c.113G>A, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg38His) (VAF 50%)
i NM_016734.3(PAX5_v001):c.419G>T, NM_016734.3(PAX5_i001):p.(Arg140Leu) (VAF 48%)
11.3/2 BCP-ALL second relapse | \\1~002524 5(NRAS, v001):6.35G>A, NM._002524.5(NRAS_i001)-p.(Gly12Asp) (VAF 5%)
NM_002834.4(PTPN11_v001):c.1508G>A, NM_002834.4(PTPN11_i001):p.(Gly503Glu) (VAF 43%)

Supplemental Table 3: Secondary mutations. Variant allele frequencies (VAF) for PAX5
mutations were determined with droplet digital PCR. VAF for other mutations were determined
by high-throughput sequencing. § High-throughput sequencing was not performed in this

sample but sequencing was performed. ¥ PAX5 exon 4

only PAX5 Sanger

c.419G>T:p.Arg140Leu <0.01%; fs*: frameshift.



Supplemental Table 4

Subject Stage Type Chr. Cytoband Start Cytoband End CN status Start End Size (kb) Genes Interpretation
1.3 BCP-ALL diagnosis Loss 2 q23.3 q23.3 1.0 154338514 154589071  250.557 no gene germline*
1.3 BCP-ALL diagnosis Loss 9 p21.3 p21.3 1.0 20560634 22514989 1954.355 30 genes including CDKN2A and CDKN2B somatic
1.3 BCP-ALL diagnosis Loss 9 p21.3 p21.3 0.0 21012118 21981583 969.465 24 genes including CDKN2A somatic
1.3 BCP-ALL diagnosis Loss 1" p15.1 p15.1 1.0 21370750 21497068 126.318 NELL1 germline*
1.3 BCP-ALL diagnosis Loss 18 q21.2 q21.2 1.0 52987745 53755336 767.591 TCF4, MIR4529, LOC100505474 somatic
1.3 BCP-ALL diagnosis Loss 22 q11.22 q11.22 1.0 22530228 22600828 70.600 VPREB1 somatic
1.3 complete remission Loss 2 q23.3 q23.3 1.0 154338514 154589071  250.557 no gene germline*
1.3 complete remission Loss 11 p15.1 p15.1 1.0 21370750 21497068 126.318 NELL1 germline*
1.2 BCP-ALL diagnosis Loss g p21.3 p21.3 1.0 21931526 22622698 691.172 C90rf53, CDKN2A, CDKN2B-AS1, CDKN2B, DMRTA1 somatic
1.2 BCP-ALL diagnosis Loss 9 p21.3 p21.3 0.0 21976745 22015434 38.689 CDKN2A, CDKN2B-AS1, CDKN2B somatic
1.2 BCP-ALL diagnosis Loss 15 q14 q14 1.0 38427109 38548296 121.187 SPRED1 somatic
1.2 BCP-ALL relapse Loss 7 p22.3 p11.1 1.0 43360 58025873 57982.513 439 genes somatic
1.2 BCP-ALL relapse Loss g p21.3 p21.3 1.0 21931526 22622698 691.172 C90rf53, CDKN2A, CDKN2B-AS1, CDKN2B, DMRTA1 somatic §
1132 donor-related BCP-ALL Loss 2 q23.3 q23.3 1.0 154338514 154589071  250.557 no gene germline*
1132 donor-related BCP-ALL Loss 9 p21.3 p21.3 1.0 20659491 22231643 1572.152 28 genes including CDKN2A and CDKN2B somatic
IE7 donor-related BCP-ALL Loss 9 p21.3 p21.3 0.0 21881618 22011644 130.026 C90rf53, CDKN2A, CDKN2B-AS1, CDKN2B somatic
11.3/2 donor-related BCP-ALL Gain 10 p15.3 q26.3 3.0 100026 135427143 135327.117 whole chromosome somatic
1132 donor-related BCP-ALL Loss 11 p15.1 p15.1 1.0 21370750 21497068 126.318 NELL1 germline*
11.3/2 donor-related BCP-ALL Gain 14 qi11.2 q32.33 3.0 20511672 107285437  86773.765 whole chromosome somatic
1132 donor-related BCP-ALL Loss 20 q13.11 q13.32 1.0 42088007 56530487 14442.480 158 genes somatic
11.3/2 donor-related BCP-ALL Gain X p22.33 p22.31 20 168546 1565233731  155065.185 whole chromosome somatic

Supplemental Table 4: Copy-number abnormalities identified by single nucleotide polymorphism (SNP) array. For each aberration, chromosome
location, copy number (CN) status, size and genes involved are indicated. * These copy number variations were used as informative polymorphisms
to confirm relationship between 11.3 and donor-related BCP-ALL in subject 1.2 (11%/). § The low infiltration probably limited the resolution in this
sample. Thus, homozygous CDKN2A deletion was likely to be missed.



Supplemental Table 5

" " Age at . Acquired
. . Germline mutation Affected . . . N . Acquired PAX5 N .
Pedigrees Subjects PAXS5 (NM_016734) domain Diagnosis d:g::):;s Cytogenetics abnormality tg?ltl:enh;’:’;sAs Ref.
1 1V.6 (proband) C.547G>A! Octapeptide BCP-ALL 2 46,NN.t(1;9)(p13:p21),del(8)(p21).,i(9)(q10) Yes (LOH) Yes 2
1 IV.5 (sibling) Octapeptide BCP-ALL 3 46,NN,i(9)(q10),del(17)(p11.2) [relapse] Yes (LOH) Yes 2
1 1.5 (parent's half-sibling) Octapeptide BCP-ALL 1 ND ND ND 2
1 1IV.1 (cousin) Octapeptide BCP-ALL <1 ND ND ND 2
1 1V.3 (cousin) Octapeptide BCP-ALL 8 ND ND ND 2
11.3 (parent) Octapeptide unaffected carrier A A A NA
V.9 (sibling) Octapeptide unaffected carrier A A A NA
|.3 (grandparent) Octapeptide unaffected carrier* A A A NA
I1.2 (parent's sibling) Octapeptide unaffected carrier* A A A na
2 11I.2 (proband) Octapeptide BCP-ALL 5 47,NN,i(9)(q10),+mar Yes (LOH) Yes
. o 47,NN,i(9)(q10),+11 [diagnosis,
2 | VA (child) Octapeptide BCP-ALL 2 4 4,NN,:§ic)((f;9) ()q : 0;p[1 O)%ic(g; 1] R — e Yes 2
" " 46,NN,i(9)(q10) [diagnosis;
2 | V.2 (child) Octapeptide BCP-ALL 2 46,NN,»(9,?8)(q)1([)),a% 7 2)](p1 2)804(14)(q32)+mor etapse] Yes (LOH) Yes 2
2 1.4 (cousin) Octapeptide BCP-ALL 8 45,NN,dic(9;21)(p11;p 11.1) Yes (LOH) ND 2
2 11.4 (parent's cousin) Octapeptide BCP-ALL 2 ND ND ND 2
1.2 (parent) Octapeptide unaffected carrier A A A A
.1 (grandparent) Octapeptide unaffected carrier* A A A A
.2 (grandparent's sibling) Octapeptide unaffected carrier* A A A A
|.3 (parent's sibling) Octapeptide unaffected carrier* A A A A
3 C6 (proband) Octapeptide BCP-ALL 1 del(9)(p13p22) Yes (LOH) Yes 3
3 C7 (sibling) Octapeptide BCP-ALL 2 i(9)(q10) Yes (LOH) Yes 3
3 C3 (cousin) Octapeptide BCP-ALL 5 dic(9;12)(p11-13;p11) Yes (LOH) Yes 3
3 A1 (grandparent) Octapeptide unaffected carrier NA NA NA NA 3
3 B2 (parent's sibling) Octapeptide unaffected carrier NA NA NA NA &)
3 B3 (parent's sibling) Octapeptide unaffected carrier NA NA NA NA 3
3 B4 (parent) Octapeptide unaffected carrier NA NA NA NA 3
C2 (cousin) Octapeptide unaffected carrier NA A A A
C4 (cousin) Octapeptide unaffected carrier NA A A A
4 111 (proband) Paired domain BCP-ALL 18 D D D 4
4 1.1 (parent) ¢.113G>A:p.Arg38His Paired domain unaffected carrier NA A A A 4
5 | 112 (proband) ¢.113G>Ap.Arg38His | Paired domain | BCP-ALL 17 jg:i;gzﬁg’)’(‘;ﬂ’g]) relapse] No Yes STtL‘c'fy
5 111 (sister) ¢.113G>A:p.Arg38His Paired domain BCP-ALL 11 ND Yes ND S-I;:"jsy
5 11.3 (brother) ¢.113G>A:p.Arg38His Paired domain BCP-ALL 25 46,XY Yes Yes s-lt—S(IiSy
5 1.1 (mother) ¢.113G>A:p.Arg38His Paired domain unaffected carrier NA NA NA NA S‘I;:{;sy
5 1.13/2 (after proband-graft) ¢.113G>A:p.Arg38His Paired domain BCP-ALL relapse 40 49,XY,+X,+10,+14,del(20)(q13) Yes Yes s-lt—SéSy

Supplemental Table 5: Review of described pedigrees with germline PAX5 mutation-related BCP-ALL (B-cell precursor acute lymphoblastic
leukemia); LOH: loss of heterozygosity; NA: not applicable; ND: not defined; *untested



Supplemental Table 6

Pton11 Kras Jak3
Mouse Engraftment Mutation | Mutation | Mutation VAF %
at 18 weeks
MIG #2 Yes NM NM NM
MIG #3 Yes NM NM NM
MIG #4 Yes NM NM NM
MIG #5 Yes NM NM NM
MIG #6 Yes NM NM NM
PAX5 WT #3 No NM NM NM
PAX5 R38H #1 No NM NM NM
PAX5 R38H #2 Yes NM NM NM
PAX5 R38H #3 No NM NM NM
NM_001190830.1:¢.2009T>G,
PAX5 R38H #4 Yes NM NM V670G p.\Val670Gly 92

Supplemental Table 6: Murine targeted NGS on bone marrow of recipient mice. The
engraftment status and the mutational status of Ptpn11, Kras and Jak3 genes and the variant
allele frequency (VAF) of the mutation if applicable are indicated. NM for not mutated.



Supplemental Table 7

Name Forward primer Reverse primer

PAX5exon1 5 TTATTCCGACCTGTGAGCGG 3' 5 CAAACACGCCGCAGTTAGAC 3
PAX5exon2 5 _CACAGCGGTGCTTCTCCTAT 3' 5 GGCTACTTGGAATTGGGGCT_3'
PAX5exon3 5 GGGTAACAGAGACCGAGCAG 3' 5 GGCCAGAGTAGCCCGTTATT 3'
PAX5exon4 5 _CACAGGGAAACAGAAGCAAAGT 3' 5 CGCATTAGTACGTGTGCTGAAG_3'
PAX5exon5 5 _CTCGTGGCTCAGGTGTGG 3' 5 CTCGCTCCTCTGCAGGTAAG_3'
PAX5exon6 5 AGTTGGGGTCAGGTCCTCTT 3' 5 TGTAGCGACTGCCCAAGTTT 3
PAX5exon7 5 _GGCACAGGCATGGACTAACT 3' 5 TCTCATCACAGCTGCAACCC_3'
PAX5exon8 5 GAAGCGTAGAGGTCACCCAG 3' 5 GCTGGAGATGTGTGTGCATG_3'
PAX5exon9 5 GACAGCTGCCCACTCCATAA 3' 5 ATGTGTCTGGGCAAGCTACC 3'
PAX5 exon 10 5~ AGAGGAAGAGGGGAGCTTCA 3' 5 TGATGGGACTTGCCATCTGG 3'

Supplemental Table 7: Primers used for PAX5 Sanger sequencing.



Supplemental Table 8

Primers for targeted NGS

Name Forward primer Reverse primer
Jak3_L507 5' CTGCTTTCTTGCCATCCAGA_3' 5'_ACAGTTGAAGGTGGCTTCCA_3'
Jak3_A568 5' _GAAGTAGCTTCTAGTGGGACTTCTGA_3' 5'_AGAGGCATGCAGGTAGAGCA_3'
Jak3_R653 5' _GCAGGAGAGTTTGCTCACAA_3' 5 _TAGTGGGTGAGGCTAGCCTGTA_3'
Kras_G12 5' AGACTGTAGAGCAGCGTTACCTCTAT_3' 5 _TTGATAATCTTGTGTGAGACATGTTCT_3'

Ptpn11_E76 5' TGGTCACGAAGATGTCACTGA 3'

5' ATACGCCTTCTCTCAATGGACTA 3'

Primers for IGH FR1 and FR3 rearrangements

Region Name Forward Primer Name Reverse primer

FR1
MH1 5 CAGGTGCAGCTKMAGGAGTCWGG_3 JH1_4 5 CTTACCTGAGGAGACGGTGAC_3’
MH2 5 CAGGTCCARCTGCAGCAGYCTGG_ % JH2 5 AGGACTCACCTGAGGAGAC_3
MH3 5 GAGGTYCAGCTGCARCAGTCTGG_3’ JH3 5_AGGACTCACCTGCAGAGAC_3’
VH1A 5 AGGTGCAGCTTCAGGAGTCAGG_J¥
VH3A 5 AGGTGAAGCTGGTGGAGTCTG_3’
VH3B 5 _AGGTGAAGCTTCTCGAGTCTGG_3’
VH3C 5 AAGTGAAGCTTGAGGAGTCTGG 3

FR3
VH1-1 5 CCAGCACAGCCTACATGSAGCT 3 JH1_4 5_CTTACCTGAGGAGACGGTGAC_3’
Vh1-2 5 CAAGGCCACAYTGACTGYAGA_ 3’ JH2 5 AGGACTCACCTGAGGAGAC_3
VH2_8 5 _CTSASCATCASCAAGGACAACTC_3 JH3 5 _AGGACTCACCTGCAGAGAC_3
VH3 12 5 ACTMGWGACACWTCYAAGAACCA 3
VH4_11 5 ACCCTGTACCTGCARATGAGCAA 3
VH5 5 TACCTGCAAATGASCAGTCTGA 3
VH6 7 _10_13 5 TACCTGCAAATGASCAGTCTGA 3
VH9 14 15 5 ATGAAYRSCYTRAGAGCTGARGA_ 3’

Supplemental Table 8: Primers used for targeted NGS of murine Jak3, Kras, and Ptpn11 genes and for murine /GH rearrangement study.



Legend Supplemental Figures:

Supplemental Figure 1: Timeline of the clinical evolution of each member of the reported
family with a germline PAX5 p.Arg38His mutation.

Each dot represents one sample. The ages of onset are depicted with a timeline under the
figure. Germline mutation presence is indicated with a + symbol. Acquired PAX5 mutations are

detailed in green colour. Death of the patient is indicated with a stop line; fs: frameshift.

Supplemental Figure 2: Location of the p.Arg38His variant in the PAX5 protein.

(A) Tertiary structure of the DNA-binding domain of the PAX5 protein. Arginine 38 (Arg38) is
indicated in yellow colour (from https://www.uniprot.org). (B) Comparative structure of the wild-
type (Arginine) and mutant (Histidine) amino acids (C) Close-up of the tertiary structure of the
mutated site. The side chain of the wild-type or the mutant amino acid is coloured in green or
red respectively, the rest of the protein is coloured in grey (from HOPE web application:

http://www.cmbi.ru.nl/hope/)'.

Supplemental Figure 3: BCP-ALL samples show CDKN2A deletion.
SNP-array karyotyping showing cryptic biallelic deletions of CDKN2A at BCP-ALL stage in I1.2

and I1.3.

Supplemental Figure 4: IGH rearrangements of the two brothers.

IGH rearrangements were visualized with the Vidjil software. IGH clonotypes are displayed as
circles whose size is proportional to the number of reads carrying a rearrangement (which is
assumed to reflect the proportion of each rearrangement in the sample). The coordinates of
the circles reflect the /IGH genes involved in each rearrangement (V segments in the x axis, J
segments in the y axis). The main clones found in leukemic samples from 1.3 (panel B) and
I1.2 (panel C) are highlighted by arrows and their respective specific sequences are detailed
below the figure. Both leukemic samples harbored leukemia-specific IGH rearrangements that

were absent in sample from the individual 11.3 (panel A) at time of stem cell donation.



Supplemental Figure 5: Age of onset of BCP-ALL in patients with germline PAX5
mutations.

Boxes show the interquartile range divided by the median value for age at BCP-ALL diagnosis
in patients with germline PAX5 p.Arg38His mutation (n=4) versus PAX5 p.Gly183Ser mutation

(n=13).

Supplemental Figure 6: PAX5 R38H does not rescue PAX5 WT activity and does not exert
dominant-negative effect on PAX5 WT in 558LuM cell line.

Left panel: Experimental scheme of 558LuM cell line retroviral complementation. Right panel:
558LuM cells were co-transduced with GFP (MIG)- and mCherry (MImCherry)-expressing
vectors (labeled as empty vectors), with MIG and MImCherry-PAX5 WT (labeled as PAX5 WT),
MImCherry and MIG-PAX5 R38H (labeled as PAX5 R38H) or MImCherry-PAX5 WT and MIG-
PAX5 R38H (labeled as WT + R38H) retroviral vectors. Surface IgM (slgM) expression was
assessed by flow cytometry as a reflection of CD79 transactivation; cells were previously gated
on GFP*/mCherry* criteria. Data are representative of two independent experiments (n=3 and
n=4 independent infections per condition). Results are expressed as mean + SD; * p<005,

*n<0.01, ***p<0.001.

Supplemental Figure 7: Clonogenic activity of transduced Pax5” fetal cells determined
by in vitro limiting dilution assays.

(A) Quantification by FACS of GFP*/B220" cells per well after one-week expansion. Bars
represent means of 12 replicates per seeding density. Numbers of positive wells (more than
15 cells per well) and corresponding proportions in percentages are indicated. (B)
Quantification of estimated frequency of transduced Pax5” fetal cells with ELDA (Extreme
Limiting Dilution Analysis). ELDA (http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/)® was performed
and the estimated frequency and range (95% Confidence Interval, 95% CI [lower value; upper

value]) of transduced Pax5™ cells are indicated in graph and table. The plain lines represent



regression line fitting to the experimental data and the dotted lines represent the regression
lines for the 95% Cls based on the likelihood ratio test of single-hit model. LDA analysis given
by ELDA software also provides a Chi-square test resulting in non-significant difference

between MIG and PAX5 R38H conditions.

Supplemental Figure 8: GSEA of PAXS5 target gene set and pro-B cell gene set in rescued
Pax5™ cells.

GSEA of PAX5 target gene set and pro-B cell gene set® in Pax5” cells transduced with PAX5
WT versus empty MIG. False Discovery Rate (FDR) < 0.01; NES: Normalized Enrichment

Score.

Supplemental Figure 9 Comparison of the PAX5-R38H and the PAX5-G183S mutant
transcriptomes.

(A) Bioinformatics procedure design. Shah et al. dataset (GSE45260)? was reanalyzed and
intersected with our dataset to determine a consensus list of genes modified by PAX5 WT in
both experimental systems. (B) Overlap of the up-regulated genes and down-regulated genes
for foldchange >|1.5| with adjusted p-value <0.05. Significance of hypergeometric test used to
determine if the merged gene list could be explained only by chance is indicated. (C) GSVA
score was calculated for the up-regulated and down-regulated consensus gene sets for every
single samples (MIG and MIR empty vectors as negative controls; PAX5-WT as positive
control; PAX5-R38H and PAX5-G183S as mutants). Moderated t-test was used to compare
each condition to negative control (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). (D) Consensus gene
sets used for the GSVA scoring. (E) Principal component analysis (PCA) of the two best
components for the most differentially expressed genes between the three conditions for each

study (Shah et al. 2, upper panel; present study, lower panel).

Supplemental Figure 10: Characterization of the leukemic R38H-expressing mouse.



(A) Immunophenotyping of the B cells of the bone marrow (BM) and spleen of the leukemic
mouse. (B) Clonal IGH gene rearrangements of the BM cells from the leukemic mouse.

IGH gene rearrangements were analyzed by PCR through IgH-primers binding to framework
regions 1 and 3 (respectively FR1 and FR3) to determine clonality of B cells. Results were
visualized with the Vidjil sofware. The rearrangement are displayed as circles whose size is
proportional to the number of reads carrying rearrangements (which is assumed to reflect the
proportion of each rearrangement in the sample). The coordinates of the positions of the circles
correspond to the IGH gene segments involved in each rearrangement (V segments on the x-

axis and J segments on the y-axis). The clonal rearrangements are detailed below the figure



Legend Supplemental Tables:

Supplemental Table 1: Orthologue conservation of the Arginine 38.
(Table from http://www.mutationtaster.org). Position of mutated amino acid (in red) or its

correspondence (AA) and Ensembl references are indicated.

Supplemental Table 2: Paralogue conservation of the Arginine 38 among the nine human
PAX proteins.

GenBank accession numbers for human PAX1 to 9 are NM_006192, NM_000278,
NM_181458, NM_006193, NM_016734, NM_000280, NM_001135254, NM_003466 and
NM_006194 respectively. Letters in open boxes indicate amino acid discrepancy and in closed
boxes identities compared to the PAX5 protein (in gray). The red arrow indicates the position

of Arginine 38 in the PAX5 protein.

Supplemental Table 3: Secondary mutations.

Variant allele frequencies (VAF) for PAX5 mutations were determined with droplet digital PCR.
VAF for other mutations were determined by high-throughput sequencing. § High-throughput
sequencing was not performed in this sample but only PAX5 Sanger sequencing was

performed. ¥ PAX5 exon 4 ¢.419G>T:p.Arg140Leu <0.01%.; fs*: frameshift.

Supplemental Table 4: Copy-number abnormalities identified by single nucleotide
polymorphism (SNP) array.

For each aberration, chromosome location, copy number (CN) status, size and genes involved
are indicated. * These copy number variations were used as informative polymorphisms to
confirm relationship between 1.3 and donor-related BCP-ALL in subject 11.2 (113/2). § The low
infiltration probably limited the resolution in this sample. Thus, homozygous CDKNZ2A deletion

was likely to be missed.



Supplemental Table 5: Review of described pedigrees with germline PAX5 mutation-
related BCP-ALL.

LOH: loss of heterozygosity; NA: not applicable; ND: not defined; *untested.

Supplemental Table 6: Murine targeted NGS on bone marrow of recipient mice.
The engraftment status and the mutational status of Ptpn11, Kras and Jak3 genes and the

variant allele frequency (VAF) of the mutation if applicable are indicated. NM for not mutated.

Supplemental Table 7: Primers used for PAX5 Sanger sequencing.

Supplemental Table 8: Primers used for targeted NGS of murine Jak3, Kras, and Ptpn11

genes and for murine /GH rearrangement study.
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Supplemental material

Methods

Consent and compliance with ethical guidelines
Informed consent was obtained from all individuals at diagnosis. The study was conducted

according to the declaration of Helsinki and was approved by the Human Research Committee
of Lille and the internal review board of the Tumor Bank from the University Hospital Center of
Lille (certification NF 96900-2014/65453-1).

Mice were housed under specific pathogen-free conditions (Anexplo UMS006 CREFRE,
Toulouse, France) in accordance with the European Directive 2010/63/EU and the French
Institutional Guidelines for animal handling. Mice were handled according to protocols

approved by the Regional Ethical Committee (#A31555010).

DNA samples
Human DNA was extracted from bone marrow (BM) at BCP-ALL diagnosis or relapse and from

peripheral blood in complete remission using the QlAamp Tissue Kit (Qiagen) following the
manufacturer’s instructions. For individual I11.1, DNA was obtained from BM smears at BCP-
ALL diagnosis. Murine DNA extraction of BM samples was performed using a QlAamp DNA

Mini Kit (#51304) following manufacturer’s instruction (Qiagen).

Human whole Exome Sequencing (WES)
Exome sequencing was performed for individual 1.3 at diagnosis and complete remission and

I1.2 at relapse. The genomic library was prepared using the Nextera Rapid Capture Exome Kit
(llumina, San Diego, CA) on a HiSeq2500 (lllumina, San Diego, CA) with 2x100 HiSeq SBS
Kit v4 chemistry. The Fastq files were aligned to the human genome assembly GRCh37 (hg19)
with bwa (v0.7.12), followed by IndelRealigner from the GATK toolkit2. Variants were called
with Freebayes® and filtered using an in-house database selecting only high quality (>40)
variants. Synonymous, deep intronic, intergenic variants and variants already documented in

1000g/ESP with a MAF >= 1% were discarded.



Human SNP-array karyotyping
Genomic DNA from 1.2 (at BCP-ALL diagnosis, relapse and donor-related BCP-ALL) and I1.3

(at BCP-ALL diagnosis and complete remission) were hybridized to Cytoscan HD array
(Affymetrix) following the manufacturer’s protocol. Data were analyzed using the Chromosome
Analysis Suite (ChAS) software (Affymetrix) as previously described*. Alterations were

validated by visual inspection and annotated using GRCh37.

Mutations analysis
The coding sequence of PAX5 was investigated using Sanger sequencing and the relevant

primers described in Supplemental Table 7.

The frequency of somatic PAX5 ¢.419G>T:p.Arg140Leu in II.2 (at time of donor-related BCP-
ALL) and II.3 (at BCP-ALL diagnosis and at time of sample collection for HSCT) was quantified
using Droplet Digital PCR assays by Bio-Rad reagents, primers and probes (HEX-labeled wild-
type allele; FAM-labeled mutant alleles) in duplicate using 90 ng of DNA. PCR products were
determined using the QX100 droplet reader (Bio-Rad) and QuantaSoft software (version
1.7.4.0917, Bio-Rad) with a detection limit of 0.01%.

For R38H and R140L resequencing, a PCR amplicon based library was generated with two
specific  primers (Fwd : 5-TTTGTGAATGGACGGCCACT-3 and Rv : 5-
TGGTTGGGTGGCTGCTGTA-3) to obtain an amplicon including the two mutations. The
library was sequenced with a MiSeq sequencer (lllumina, San Diego, USA) and Miseq Reagent
kit V2 (paired-end sequencing 2 x 150 cycles). Alignment was performed using BWA aligner
and visualized with IGV.

Targeted resequencing of 36 genes recurrently mutated in hematological malignancies® was
performed in 11.3 (at BCP-ALL diagnosis) and 1.2 (at BCP-ALL diagnosis, relapse and donor-
related BCP-ALL). Libraries were prepared using the Ampliseq System following the
manufacturer’s instructions and run on lon Proton (Thermofisher, Waltham, MA, USA).
Murine libraries were generated using a multiplex PCR covering 7 recurrent regions in a murine

PAX5-ELN model (Supplemental Table 8 and ¢) and run on a MiSeq sequencer (lllumina, San



Diego, USA) with a Miseq Reagent Kit V2 (paired-end sequencing 2 x 150 cycles). Alignment
was performed using bwa and variant calling was performed using FreeBayes and Mutect2

variant callers.

IGH rearrangements sequencing

Immunoglobulin heavy chain (/IGH) rearrangements were investigated by high-throughput
sequencing in individuals 11.3 (at time of stem cell donation and BCP-ALL diagnosis) and I1.2
(at time of donor-related BCP-ALL). For every sample, IGH rearrangements were amplified on
genomic DNA with a high fidelity polymerase (FastStartTM High Fidelity PCR System
dNTPack, Roche Dignostics, Meylan, France) with primers described by the Biomed-2 group
as described previously’. For human, the library was prepared using the lon Plus Fragment
Library Kit according to the manufacturer’'s instructions and run on lon S5 (Thermo
Fisher,Waltham, MA, USA). The raw lon Torrent flow was transformed to demultiplexed FastQ
sequences using the Torrent Server (Thermo Fisher) and the reads were processed using the
Vidjil software (www.vidjil.org). For mouse /GH rearrangements, the library was generated

using FR1 and FR3 specific primers (Supplemental Table 2).

Cell lines, primary cells and culture media
Phoenix-eco retroviral packaging cell line (pNXe)® was cultured in Dulbecco's Modified Eagle

Medium (DMEM Gibco #31966) containing 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco #10270).
Murine plasmacytoma cell line 558LuM was kindly provided by Pr. Michael Reth® and grown
in RPMI-1640 media (Sigma #R0883) as previously described'. The murine stromal cell lines
MS5 and OP9 (ATCC CRL-2749)" were grown in Alpha Minimum Essential Medium (Gibco
MEM a, no nucleosides #22561) supplemented with 20% FBS. Pax5™ fetal liver cells were
harvested at E17.5, dissociated on a 70 um cell strainer and co-cultured on murine stromal
cells in IMDM with 5% FBS for Mouse Pre-B Lymphoid Cells (Stemcell Technologies #06350)
and 5 ng/mL recombinant murine IL-7 (Peprotech #217-17). All transduction experiments were

performed after an initial Pax5" pro-B-cell expansion on stromal cells with 2 ng/mL of IL-7.



DNA constructs and retroviral production
PAX5 WT and PAX5 R38H complementary DNAs (cDNAs) were synthetized, verified by

Sanger sequencing and sub-cloned into pMSCV-IRES-GFP Il (MIG) and pMSCV-IRES-
mCherryFPII plasmids (MImCherry, gift from Dr. Dario Vignali'?) to generate bicistronic IRES-
driven retroviral vectors co-expressing PAX5 WT with mCherryFP (MImCherry-PAX5 WT) or
GFP (MIG-PAX5 WT) or PAX5 R38H with GFP (MIG-PAX5 R38H). The Phoenix-eco retroviral
packaging system/cell line (¢pNXe) (http://www.stanford.edu/group/nolan) was used to
generate ecotropic retrovirus. Retroviral supernatants were produced by transient transfection
of Phoenix cells pre-incubated in DMEM (Gibco #61965), one hour before to transfection and
kept along transfection. After overnight incubation, cells were treated for 6 h with 10 mM
sodium butyrate (Sigma #B5887) diluted in medium. Viral supernatants were harvested after
at least 24 h of incubation at 32°C and filtered (0.45 ym filter, Merck #SE2M230104).

Mice

C57BL/6J mice were purchased from Charles River Laboratories (France) and CD45.1 B6.SJL
congenic mice from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Pax5" mice were
obtained by breeding Pax5"- mice kindly provided by Pr. Meinrad Busslinger'® (Vienna,

Austria) and backcrossed on C57BL/6J background.

Retroviral transductions and differentiation assays
Retroviral transductions were performed at 1,000 x g at 32°C for 90 min. Half a million 558LuM

cells were transduced in six-well dishes with 3 mL of retroviral supernatants diluted at 1:3 in
presence of 8 ug/mL polybrene (Sigma #H9268). Flow analysis was performed 3 days post-
transduction.

The ex vivo pro-B-cell expansion and differentiation protocol used was adapted from Rolink et
al.'*. Fifty thousand Pax5™ pro-B cells were co-cultivated on OP9-derived stromal cells in 100
mm dishes for one week in presence of 2 ng/mL of IL-7 and transduced in 24-well plates during
exponential growth. Retroviral supernatants were diluted at 1:3, supplemented with 5.4 ug/mL
polybrene and incubated overnight at 37°C. After one week expansion, pro-B cells were

washed out of IL-7 and plated on stromal cells in pro-B medium with or without IL-7 for the



differentiation assay. After 3 days, single-cell suspensions were stained using standard
protocols and subjected to flow cytometry. For transcriptome and transplantation assays,

retrovirally transduced pro-B cells were then sorted on the GFP expression criteria.

Flow cytometry and cell sorting
BM cell suspensions were initially enriched in B cells using CD45R(B220) immunomagnetic

microbeads (#130-049-501 Miltenyi Biotec) and separated with QuadroMACS™ Starting LS
Kit (#130-091-051 (Miltenyi Biotec). This B-cell fraction was subsequently stained with V500-
labelled anti-CD45R/B220 (clone RA3-6B2; BD Biosciences # 561227), BV711-labelled anti-
CD117/Kit (clone 2B8; BD Biosciences #563160), FITC-labelled anti-Igk (clone 187.1; BD
Biosciences #550003) antibodies. B-cell differentiation was analyzed using BV421-labelled
anti-CD45R/B220 (clone RA3-6B2; BD Biosciences #562922), APC-conjugated anti-CD19
(clone 1D3; eBioscience #17-0193-82), BB700-labelled anti-lgM (clone 11/41; BD Biosciences
#746099) and PE-Cy7 anti-Igk (clone 187.1; BD Biosciences #560667) antibodies. The
558LuM cells were stained with BB700-conjugated anti-mouse IgM (clone 11/41; BD
Biosciences #746099). Marker expressions were analyzed in the GFP and mCherryFP double-

positive populations.

Transplantation assay
A 30 mg-kg™" sublethal dose of busulfan (Sigma #B2635) was injected’ into the peritoneal

cavity of 6-week-old recipient mice 24 h before intravenously transplantation of 15,000
transduced GFP-positive sorted cells. Chimerism was quantified by flow cytometry (FACS) as
the percentage of donor-derived cells (% CD45.2* cells) found in the CD45.1 recipient BM and
spleen.

Limiting Dilution Assays (LDA)

Pax5’ fetal cells were transduced as described above and sorted four days later as
GFP*/B220%/Kit" at 1, 3, 9, 27, 81, 243 or 729 cells per well (12 replicates per seeding density)
in 96-well plates containing pro-B medium supplemented with 5 ng/mL IL-7 and pre-plated with

2,000 OP9 stromal cells per well.



Murine transcriptome
Transduced cells were purified according to mCherryFP or GFP expression. Total RNA was

purified using an RNeasy Plus Micro Kit (#74034) following manufacturer’s instruction
(Qiagen). RNA quality was assessed using Agilent High Sensitivity RNA ScreenTape System
(5067-5579, 5067-5580, 5067-5581) on Agilent 2200 TapeStation instrument (Agilent
Technologies). RNA samples were prepared according to the manufacturer’s protocol with the
GeneChip Whole Transcript (WT) Pico Reagent Kit (ThermoFischer) and hybridized on
Clariom D GeneChip Mouse Transcriptome 1.0 arrays.

Raw CEL files pre-processing and differential expression analysis were carried out using
AltAnalyze 2.1.0'8. The probesets with a detection above background (DABG) p-value above
0.05 or expression below 1 (non-log) were discarded from the downstream analysis. Gene
expression levels were determined using the constitutive probeset values following by quantile
normalization. Differentially expressed genes (DEGs) analysis was performed by the limma
package'” of the Bioconductor suite and R studio environment (version 1.2.1335). Principal
component analysis (PCA) was performed with AltAnalyze using the 2,000 most differentially
expressed genes, clustered by sample log fold method. Unsupervised hierarchical clustering
was performed using one-minus Pearson’s correlation distance metrics and the average
linkage method. Genes were ranked using the t value calculated by limma. Pre-ranked gene
set enrichment analysis (GSEA) from the Broad institute'® was used to statistically test pathway
enrichment between the samples. Statistical analysis was performed by determining false
discovery rate (FDR g-value) based on 10,000 random permutations.

Transcriptome micro-array data from Shah et al. (GSE45260)'® were reanalyzed with the same
pipeline of our dataset to prevent disparity. First, PAX5 WT condition of each array study was
compared to the corresponding empty vector condition to determine the differentially
expressed genes (Fc < |1.5], adjusted p-value < 0.05) induced by PAX5 WT in each system.
Next, the two PAXS5 up-regulated gene lists (as well as down-regulated gene lists) from both
array studies were intersected to identify the two consensus gene sets and results were

represented by nVenn diagram?. Hypergeometric tests were performed to validate the



consistency of the consensus gene sets. Single sample enrichment was performed through
gene set variation analysis (GSVA)?' for the two consensus gene sets and moderated t-test

was performed as described?.

Statistics
The number of biological replicates is indicated in the legend of the relevant figures. Error bars

for pooled replicates represent standard deviation (SD). Statistical differences were
determined using a two-tailed unpaired Student’s t test for comparison of quantitative variable,
assuming normality and equal distribution of variance between the different groups analyzed.
For LDA, estimated frequencies and 95% confidence intervals were determined using L-calc
software (version 1.1 StemCell Tech.) and ELDA software:
(http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/)??. Statistical analyses of cell growth in LDA were
performed using Mann-Whitney test. All statistical analyses were performed using GraphPad
Prism software, version 7 (GraphPad). A p value lower than 0.05 was considered as

statistically significant (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p< 0.0001).
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Partie lll : Conclusions & Discussion

Modéle murin de leucémogenese B induite par
I'oncoprotéine de fusion PAX5-ELN

Etant donné la fréquence élevée des altérations de PAX5 dans les LAL-B (Coyaud, Struski,
Prade, et al., 2010; Familiades et al., 2009; Mullighan et al., 2007), PAX5 semble une cible
thérapeutique privilégiée. Cependant, les facteurs de transcription sont des protéines difficiles
a cibler, ce d0 a leur localisation nucléaire, et les translocations chromosomiques ne sont pas
réparables. L’approche innovante des CAR-T cells exploite I'expression quasi-systématique
du CD19 par les lymphoblastes leucémiques comme cible pour amener les lymphocytes T
modifiés ex vivo a éliminer les blastes. Or la transcription du géne CD19 est exclusivement
activée par PAX5. Certes, I'expression de CD19 est quasi normale en dépit d’'une inactivation
mono-allélique de PAX5 (Mullighan et al., 2007). Mais par déduction, le succes thérapeutique
de cette immunothérapie peut étre limité chez les patients atteints de LAL-B de sous-type
PAX5alt puisqu’une altération du second alléle de PAX5 survient fréquemment (Bastian et al.,
2019; Gu et al., 2019). Afin de contourner ces difficultés, il est cependant envisageable de
trouver des cibles thérapeutiques alternatives parmi les voies de signalisation dérégulées par
I'oncoprotéine de fusion PAX5-X. Il est nécessaire de travailler a I'aide d’outils in vivo pour
révéler et comprendre dans leur ensemble les mécanismes sous-jacents a l'initiation et a la
progression tumorale induits par les lésions initiatrices, et potentiellement trouver de nouvelles
cibles thérapeutiques ou identifier une vulnérabilité thérapeutique a exploiter — intégrant les
concepts de létalité synthétique (Lord et al.,, 2015), de thérapie différenciatrice ou de
réactivation de voie divergente comme barriére contre la transformation maligne (Chan et al.,
2020). Or ces modéles in vivo sont rares.

Le recombinome de PAX5 est imposant et le géne de I'élastine a été initialement identifié
comme partenaire de fusion par notre laboratoire (Bousquet et al., 2007). Dans ce contexte,
notre équipe a décidé de modéliser I'expression du transcrit de fusion PAX5-ELN chez la
souris, issu de la translocation chromosomique t(7;9)(q11.2;p13) chez les patients. La création
de modéle murin répond a un besoin d’amélioration de I'approche thérapeutique dans le cadre
du traitement des LAL-B notamment a pronostic défavorable ou sujets a la rechute. Bien que
le sous-type PAXb5alt soit actuellement associé a un pronostic intermédiaire et a un pic
d’incidence prépondérant chez les patients de moins de 39 ans, avec un 4ge médian de 10
ans au diagnostic (Tableau 6), trop peu de cas PAX5-ELN ont été décrits pour établir une
corrélation significative entre les réarrangements t(7;9)(q11.2;p13) et une appréciation

particuliére du pronostic.
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Table 1 Demographic and genetic data of t(7;9)(q11.2;p13) and der(9)t(7;9)(q11.2;p13) positive B-ALL cases

Case Age Sex Phenotype Karyotype PAX5 fusion gene Reference
1 37 M B-ll 46,XY1(7;9(q11;p13)17] PAX5 ex7/ELN ex2 [2]
2 16 M Bl 46,XY1(7;9)q11;p13),del(@)(p21)[141/ PAX5 ex7/ELN ex2 [2]
46,XY(1]

3 4 M B 46,XY.1(7,9q11,p13)[2V PAX5 ex7/ELN ex2 [4]
46,XY[18]

4 14 M B-ALL NA (9906_037) PAXS5 exS/ELN* [8]

5 194 M B-lil 46,XY 2add(4)(g2?),7add(5)(p14),del(8)(p21),der(S)t(7;9)(q1 1.2;p13), PAX5 ex7/ELN ex5 This work
del(16){p13),inc(cp16]/46,idem,?dup(1)(g21)[3]/46 XY([4]

6 31 M B-ll 45,XY,-7,der(9)t(79)(q11,p13)[15V PAX5 ex6/AUTS2 exd [5]
46,XY[1]

7 28 r Bl 45,XX,-7,der@)t(7:9)(q11;p13),dup(16)(p11p13)(141/ PAXS ex6/AUTS2 exb (9]
46,XX[2]

8 06 M Bl 46,XY,1(7;9)(q11;p13)[8] PAXS ex6/AUTS2 ex5 [10]

9 21 M B-ll 46,XY,del(7)(g22933)?,del(9)(g22?)del(12)(p11)[8] PAX5 ex5/POM121 exd [1]

10 1 M B-lll 46,XY,1(7;9(q11;p13)[21)/ PAX5 ex5/POM121 exd [4]
46,XY(3]

11 1.7 F B-ALL 45XX,-7,der(@t(7,9)(q11,p13)[17) NA 2]
46, XX[2]

12 13 M B-ALL 45,XY,inv(1)(p35932)-7 der(t(7;9)g11,p13)[31] NA [13]
46,XY[17]

All cases, except cases 4 and 9, are listed in the Mitelman database from which also the respective karyotypes have been retrieved [11].
*PAX5 exon 5 is fused to an unknown ELN exon.
NA, data not available.

Tableau 11 : Récapitulatif des caractéristiques des patients présentant une translocation

chromosomigue t(7; 9)(g11.2 ;p13). Tableau issu de (Denk et al., 2014).
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Néanmoins, les réarrangements chromosomiques de PAX5 avec le géne de I'élastine ont
tendance a étre de pronostic défavorable. En effet, parmi les patients exprimant le transcrit de
fusion PAX5-ELN résultant de la translocation t(7;9)(q11;p13), un patient (un garcon de moins
de 2 ans, pris en charge au St. Jude Children's Research Hospital, USA) s’est présenté avec
une LAL-B arisque élevé, comportant une mutation de JAK1 et un profil d’expression génique
Ph-like (Mullighan, Zhang, et al., 2009), et deux patients (deux jeunes hommes de 16 et 37
ans) ont subi une rechute post-allogreffe et sont décédés 16 mois apres leur diagnostic initial
(Bousquet et al., 2007). En revanche, un patient (un jeune homme de 19 ans) a atteint la
rémission compléte huit mois aprés son diagnostic (Denk et al., 2014).

Par ailleurs, avec du recul sur le recombinome de PAXS5, il s’avére que le locus 7g11.2 est
réarrangé de maniere récurrente avec PAX5, engendrant les fusions PAX5-ELN, PAX5-
AUTS2 et PAX5-POM121 (Tableau 11 ; Denk et al., 2014). Ce dernier géne-partenaire de
fusion code une nucléoporine transmembranaire. Deux des cas de PAX5-POM121 notamment
décrits sont des petits garcons de 1 an et 2 ans (Coyaud, Struski, Prade, et al., 2010; Nebral
et al., 2009). L’'un présentait une LAL-B a risque élevé tandis que l'autre était en rémission
compléte (RC) 20 mois aprés le diagnostic. Comptant deux rechutes précoces fatales et un
patient en RC plus de 2 ans apres le diagnostic, les patients (3 cas pédiatriques) exprimant
PAX5-AUTS2 (un géne-partenaire de fusion également situé au locus 7g11 mais de fonction
inconnue) ont plutét un pronostic défavorable (Coyaud, Struski, Dastugue, et al., 2010; Denk
et al., 2012; Kawamata et al., 2008) étayant I'hypothése de translocations t(7;9)(q11.2;p13)
davantage associées a un pronostic défavorable. L'étude de Denk et al. (2014) souligne
un biais de genre extrémement rare (étant donné qu’'une LAL est d’ores déja une maladie
sporadique) : 83% des patients (10/12) avec une translocation de PAX5 avec le locus 7g11.2
(tous partenaires de fusion confondus) sont du genre masculin, donnant un sexe ratio
homme/femme de 5. En patrticulier, tous les patients PAX5-ELN sont du genre masculin. Tous
les cas PAX5-AUTS2 et PAX5-POM121 se sont présentés trés jeunes, tous avant 3 ans et
avec un immunophénotype principalement B-lll (LAL pré-B), alors que les cas PAX5-ELN se
distinguent par leur &ge médian au diagnostic, de 16 ans, convergeant vers 'age médian du
sous-type moléculaire PAX5AIt (10 ans; Kimura & Mullighan, 2020) et leurs

immunophénotypes diversifiés.

Les souris transgéniques exprimant PAX5-ELN développent efficacement un phénotype de
LAL-B de patient, comprenant un envahissement lymphoblastique de la moelle osseuse, une
splénomégalie et une lymphadénopathie. Ce modéle murin in vivo récapitule les étapes
majeures de la leucémogenése B en référence au modéle proposé (section 3.2.5 ; Inaba et
al., 2013), comprenant une période de latence minimale de 3 mois durant laquelle les souris

ne manifestent pas de signes externes de pathologie.
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La transformation clonale maligne est associée a l'acquisition de mutations somatiques
secondaires affectant soit la voie Ras/MAPK soit la voie Jak/STAT dans 86% des cas murins,
conformément aux cohortes de patients de patients pédiatriques atteints de LAL-B ainsi qu’a
d’autres modéles murins de LAL-B (Dang et al., 2015; Duque-Afonso et al., 2015; Martin-
Lorenzo et al., 2015, 2018; van der Weyden et al., 2015).

Il n'existe pas de consensus concernant la cellule initiatrice de leucémie (LIC, pour leukemia-
initiating cell, également appelée LSC pour leukemic stem cell) a I'origine des LAL, et souvent
des rechutes. Par exemple, concernant la translocation de fusion ETV6-RUNX1 qui peut avoir
lieu in utero, il s’agirait de cellules CD34*CD38°“CD19* composant un mélange de cellules
souches et de pro-B (D. Hong et al., 2008), alors que les genes de fusion PAX5-X sont
exprimés a partir du locus de PAX5 endogéne chez les patients, ce qui exclut probablement
une cellule souche en tant que cellule préleucémique initiatrice. Contrairement aux deux seuls
modeéles murins knock-in de transcrit de fusion PAX5-X publiés a ce jour (février 2021), id est
Pax55"%* et Pax5™**Y* exprimés de fagon constitutive sous le contréle du locus endogéne
Pax5 murin (Smeenk et al., 2017), le transgéne PAX5-ELN est exprimé sous le contréle du
locus IgH de la souris et son expression est régulée par le promoteur pVH et I'enhancer Ep.
Cette construction génique permet une expression précoce du transgéne PAX5-ELN et
restreinte au compartiment lymphoide B. Ce timing d’expression est comparable a celui des
genes de fusion PAX5-X, a I'instar de TCF3-PBX1 (voir texte ci-dessous, Duque-Afonso et al.,
2015) mais a la différence de la translocation de fusion BCR-ABL1 qui doit avoir lieu dans une
cellule souche hématopoiétique (CSH ; Castellanos et al., 1997; Claudia S. Huettner et al.,
2003; Martin-Lorenzo et al., 2018), et du transcrit de fusion ETV6-RUNX1 qui doit étre exprimé
dans les CSH et pas uniquement a partir de progéniteurs lymphoides B précoces pour induire
un développement leucémique chez la souris (Schindler et al., 2009). Bien que le locus IgH
posséde des promoteurs et activateurs transcriptionnels puissants, notre modéle murin
transgénique (Pax5"* au locus Pax; PAX5-ELN9WT au locus IgH) n’induit pas de
transformation leucémique fulgurante, comme c’est le cas d’au moins une des tentatives de
modélisation de leucémie Ph+, ou les souris double-transgéniques MMTVtTA/BCR-ABL1
développent une LAL-B entre 3 semaines et 11 semaines (en fonction de la lignée fondatrice)
suite a l'induction de I'expression de BCR-ABL1 (p210) grace au retrait de la tétracycline dans
les biberons d’eau (Huettner et al., 2000). De plus, nous avons Vérifié que le niveau
d’expression protéique était similaire entre la protéine endogéne Pax5 et 'oncoprotéine PAX5-
ELN, et qu’il n’y avait pas de fuite d’expression inappropriée (fraction cellulaire B220-négative

de la moelle osseuse et cellules thymiques).
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Notre lignée murine suffit a elle-méme et parvient a un juste milieu en termes de contexte de
recherche en cancérologie et d’échelle de temps : la transformation maligne aigué survient
aprés un délai acceptable chez une majorité de souris exprimant PAX5-ELN, avec une forte
pénétrance de 80% a 10 mois et une médiane de survie des animaux & 6 mois. A I'inverse de
notre modéle et des travaux de Castellanos et al., dont la cohorte de souris chimériques bcr-
ABLp190/bcr+ présentait une grave détresse a partir de 4 mois d'age (Castellanos et al.,
1997), les souris transgéniques exprimant BCR-ABL1 (p190) sous le contréle du promoteur
de Ly6E (Scal, stem cell antigen 1 ; Martin-Lorenzo et al., 2018) limitant son expression au
compartiment des cellules souches et progéniteurs (Miles et al., 1997) développent une LAL-
B avec une tres faible pénétrance (13%). De plus, ce modéle tg(TCF3-PBX1) impose une
latence de 13 mois. De méme, les souris transgéniques exprimant conditionnellement TCF3-
PBX1 (via le systéme inductible Cre-Lox) développent des LAL-B avec une incidence a 12
mois variant de 7% a 53% et 59% selon le promoteur contrélant la Cre recombinase (Cd19,
Mb1l ou Mx1 respectivement ; Duque-Afonso et al., 2015), suggeérant que plus I'expression est
précoce durant le développement lymphoide B, plus la pénétrance des leucémies TCF3-PBX1
est élevée. Par conséquent, ces deux groupes de chercheurs ont choisi de croiser leurs
lignées murines avec la lignée hétérozygote Pax5+/- (Urbanek et al., 1994).
L’haploinsuffisance de Pax5 sert d’événement coopératif pour réduire la longue latence et

augmenter la pénétrance des leucémies B dans leurs modeles murins.

Ainsi, notre modéle murin de LAL-B combine une latence convenable et pratique pour étudier
les étapes précoces de la leucémogenése, et une forte pénétrance rendant le modéle rentable
en termes de colt de zootechnie et de bioéthique, et sans toutefois requérir un challenge
oncogénique supplémentaire (sans intervention humaine). En effet, a la différence de ETV6-
RUNX1 nécessitant une mutagenése chimique (Schindler et al., 2009), et de Pax5=V®*
nécessitant un croisement avec une lignée murine délétée des génes suppresseurs de tumeur
Cdkn2a/b (Smeenk et al., 2017) pour induire la transformation maligne in vivo, notre modéle
présente 'avantage de ne solliciter aucune manipulation expérimentale supplémentaire pour

induire la leucémogenese.

Par ailleurs, I'équipe du Professeur Busslinger a modélisé la translocation PAX5-JAK2 en
créant une lignée murine exprimant I'oncoprotéine de fusion Pax5-JAK2 a partir du locus
endogéne de Pax5 murin (Jurado et al.,, 2015). Il s’agit d’'une translocation de nature
particuliere car elle joue un double roéle (dual-hit), induisant a la fois un blocage de la
différenciation B due a l'altération de PAX5 et une suractivation de de la voie JAK/STAT,
correspondant au second événement oncogénique nécessaire a transformation leucémique.
En effet, PAX5-JAK2 posséde un domaine kinase actif mais perd son domaine d’auto-

inhibition lors de la fusion avec PAX5. Par conséquent, PAX5-JAK2 est capable de
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s’autophosphoryler dans le noyau, de phosphoryler ses cibles STATs en retour et ainsi
d’activer constitutivement la voie de signalisation JAK-STAT (Schinnerl et al., 2015). Jusqu’a
présent, PAX5-JAK2 est le seul réarrangement PAX5-X & appartenir au sous-type de LAL-B a
risque élevé Ph-like (Roberts, 2018). Conformément a ces caractéristiques, les souris
hétérozygotes Pax5"A*5I4K2* développent rapidement une LAL-B agressive (en 12 semaines)
sans nécessiter de mutation coopérative additionnelle, corroborant 'hypothése du double hit
(Jurado et al., 2015).

Au stade préleucémique, PAX5-ELN octroie un potentiel d’expansion aberrant au
compartiment pro-B, associé a I'expression aberrante du marqueur Kit, mais au détriment du
développement des sous-compartiments de cellules B immatures et matures de la moelle
osseuse dont le nombre a significativement diminué. Un tel déséquilibre est également promu
par ETV6-RUNXL1 (Tsuzuki et al., 2004) et le développement des cellules B est également
altéré chez les souris PAX5-ETV6 et PAX5-FOXP1 au stade préleucémique (Smeenk et al.,
2017). Il s’avére que PAX5-ELN permet aux cellules pro-B normales de réacquérir des
capacités et un potentiel de CSH, conformément au modéle de leucémogenése (section 3.2.5;
Inaba et al., 2013) qui postule que la Iésion initiatrice confére des propriétés d’auto-
renouvellement aux cellules initiatrices, CSH ou progéniteurs lymphoides. Ainsi, PAX5-ELN
comme TCF3-PBX1 conferent des propriétés d’auto-renouvellement spécifiquement aux
cellules pro-B (Duque-Afonso et al., 2015) a 'image des clones préleucémiques générées par
I'expression d’ETV6-RUNX1 (D. Hong et al., 2008). Malgré cette accumulation aberrante de
clones pro-B, les souris transgéniques PAX5-ELN exhibent une distribution des compartiments
hématopoiétigues matures (lymphoide B/lymphoide T/myéloide) comparables aux souris
sauvages contrdles. Ce n’est pas un trait de caractére isolé. Par exemple, la protéine de fusion
ETV6-RUNX1 stimule également 'expansion des clones préleucémiques sans impacter sur la
différenciation myéloide malgré sa présence dans des CSH (Tsuzuki et al., 2004).

Intrinséquement, PAX5-ELN n’est pas capable de restaurer in vitro la fonction différenciatrice
de PAX5 sauvage dans des cellules déficientes en Pax5 et les cellules pro-B Pax5+/+
tg(PAX5-ELN) ne sont pas non plus capables de se différencier ex vivo, suggérant que PAX5-
ELN induit un arrét de la différenciation en antagonisant la fonction de Pax5 sauvage. Pourtant,
allant a I'encontre de I'effet d’inhibition compétitive de PAX5-ELN démontré in vitro (Bousquet
et al., 2007), PAX5-ELN n’exerce pas de d’effet trans-dominant-négatif in vivo. En effet, les
cibles transcriptionnelles activées par Pax5 dans les cellules pro-B ne sont pas inhibées par
PAX5-ELN et les cibles transcriptionnelles réprimées par Pax5 ne sont pas réexprimées dans
les pro-B exprimant PAX5-ELN (cf GSEA réalisées par Vincent Fregona ; Jamrog, Chemin,

Fregona et al., 2018). Comme démontré ainsi par ce modéle murin, PAX5-ELN est permissif
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vis-a-vis du déroulement de la différenciation B en présence de I'expression endogéne de
Pax5 in vivo. Similairement, ni PAX5-ETV6 ni PAX5-FOXP1 n’interfére avec I'expression de
la plupart des génes régulés par Pax5 au stade préleucémique in vivo (Smeenk et al., 2017)
alors qu’'un réle dominant-négatif leur avait été attribué in vitro (Fazio et al., 2008; Mullighan
et al., 2007). Outre la réattribution d’'un potentiel d’auto-renouvellement, PAX5-ELN réintroduit
un état de quiescence dans un sous-ensemble de cellules pro-B, résultant de la
reprogrammation oncogénique induite par PAX5-ELN (Fregona et al., 2021), a I'image du
maintien des CSH en phase quiescente (GO0) induit par ETV6-RUNXL1 (Schindler et al., 2009).
Collectivement, ces caractéristiques permettent d’expliquer comment I'oncoprotéine PAX5-
ELN induit (ainsi indirectement) un blocage partiel de la différenciation lymphoide B in vivo au
fur et & mesure du développement murin, sans pour autant appliquer un effet dominant-négatif
sur la forme normale de Pax5. Ainsi, le rOle des protéines de fusion PAX5-X ne se limite ni a
une perte de fonction due a la perte des domaines de régulation transcriptionnelle de PAX5
(TAD/ID), ni a un simple effet de compétiteur inhibitif. Certaines protéines de fusion (telles que
PAX5-ETV6, PAX5-DACH1, PAX5-POM121) pourraient également activer des genes cibles
(Fazio et al., 2013; Fortschegger et al., 2014). Chez la souris, PAX5-ELN induit une signature
moléculaire spécifique et active notamment des programmes transcriptionnels d’adhésion et
de migration cellulaire, a I'instar de Pax55™%* in vivo (Smeenk et al., 2017). De plus, dans les
blastes leucémiques, PAX5-ETV6 induit une suractivation transcriptionnelle de LCK qui en
retour induira I'hyper-phosphorylation de STAT5 (V. Cazzaniga et al., 2015). En comparaison,
le mode d’action ’ETV6-RUNXL1 se traduit vraisemblablement par une répression constitutive
des génes cibles de RUNX1 s’accompagnant d’'une perte de sa fonction transactivatrice par

perte d’association avec p300 (Zelent et al., 2004).

En conclusion, les souris exprimant le transgene PAX5-ELN fournissent un robuste modéle in
vivo de leucémogenése progressive multi-étapes. Ce modéle murin est donc un atout pour
investiguer le stade préleucémique et il peut éventuellement étre exploité comme outil de
criblage ou d’évaluation préclinique. Ce modéele murin en particulier ne se réduit pas a
seulement représenter les patients exprimant PAX5-ELN mais plus globalement des
altérations de PAXS5 initiatrices de leucémogenese (sous-type de LAL-B PAX5alt, soit 10% des
cas de LAL-B), et pourrait s’étendre a modéliser les mécanismes en commun avec les LAL-B
ETV6-RUNX1 qui correspondent a 25% des LAL-B pédiatriques.

Il existe des porteurs sains exprimant les transcrits de fusion BCR-ABL1, ETV6-RUNX1, et
TCF3-PBX1, mais pas de PAX5-X & ma connaissance. La présence de tels oncogénes
considérés comme des oncogénes « faibles» ne conduit pas nécessairement au
développement de la leucémie (section 3.5.6) mais génere principalement une susceptibilité.
A linverse, les oncogénes de fusion PAX5-X (notamment PAX5-ETV6, PAX5-JAK2 et PAX5-
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ELN) sont davantage considérés comme des oncogenes « puissants », produisant des
oncoprotéines de fusion fortes de leur fonction de facteurs de transcription, capables de
promouvoir la leucémogenése en induisant une reprogrammation oncogénique incluant une
empreinte transcriptionnelle et un potentiel de réservoir de clones préleucémiques ayant la
capacité de s’auto-renouveler. PAX5 est avant tout un géne suppresseur de tumeur
haploinsuffisant, en lien avec son rdle central dans le maintien de lidentité B (surnommé
« gardien de l'identité B », Cobaleda, Schebesta, et al., 2007) qui est elle-méme considérée
comme une barriere métabolique depuis récemment (Chan & Miischen, 2017). En effet, PAXS5,
en collaboration avec IKZF1, fonctionne comme un gatekeeper métabolique (« gardien
métabolique ») puisqu’il permet notamment de restreindre I'apport en glucose dans les cellules
B qui pourrait alimenter les clones leucémiques en devenir (Martin-Lorenzo et al., 2018;
Sadras et al., 2020), élargissant davantage son r6le pivot dans le développement normal et
pathologique des cellules lymphoides B.

Cette forte potentialité souléve la question de I'addiction oncogénique a I'événement initiateur.
Par exemple, la dépendance a BCR-ABL1, qui est considéré comme un oncogéne faible (Bose
et al., 1998), dépend notamment du point de cassure (BCR-ABL1 p210 ou p190) et du temps
d’exposition a la Iésion initiatrice engendrant une susceptibilité a accumuler d’autres Iésions.
En utilisant un systéme de répression inductible dépendant de 'administration de tétracycline,
I'expression transitoire de BCR-ABL1p190 est suffisante pour initier le développement
leucémique tandis la suppression de l'expression de BCR-ABLp190 dans des souris
leucémiques ne parvient pas a inverser le phénotype leucémique, indiquant que cette lésion
initiatrice n’est pas requise pour maintenir la maladie chez la souris. Au contraire, le phénotype
s’aggrave avec la diminution de I'expression de BCR-ABL1 (Pérez-Caro et al., 2007). A
l'inverse, la suppression de I'expression de BCR-ABLp210 réverse le phénotype leucémique,
indiquant que I'expression continue de BCR-ABLp210 est requise pour le maintien de la
leucémie (Huettner et al., 2000). Dans le modele murin exprimant BCR-ABLp190 sous le
contrbéle du promoteur de Scal, des blastes leucémiques ont été détectés sans I'anomalie
(Martin-Lorenzo et al., 2018). Les leucémies induites par BCR-ABL1p190 seraient
davantage dépendantes du ou des driver-s additionnel-s. une fois la transformation maligne
ayant eu lieu. A l'inverse, dans le modéle murin exprimant BCR-ABLp210 sous le contréle du
promoteur Scal, le maintien de la leucémie est au moins en partie dépendant de I'expression
de BCR-ABL1 puisque 'administration d’un traitement éradiquant les cellules exprimant BCR-
ABL1 a entrainé une amélioration de la survie des souris (Pérez-Caro et al., 2009).

ETV6-RUNX1 est également considéré comme un oncogéne faible (Schindler et al., 2009), et
il semble que l'oncoprotéine de fusion soit constamment nécessaire pour maintenir un

phénotype leucémique (Montafio et al., 2020).
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Il serait donc intéressant d’inactiver I'expression de PAX5-ELN a plusieurs stades de la
leucémogenése : dans les cellules préleucémiques et dans les lignées primaires établies a
partir des blastes de moelles osseuses des souris transgéniques leucémiques. Afin d’adresser
I'addiction versus l'indépendance a 'oncogéne, il serait possible de réprimer I'expression des
transcrits PAX5-ELN a I'aide de shRNA ou d’inactiver le transgéne a I'aide de sgRNA (guides
CRISPR) — les souris transgéniques PAX5-ELN ayant été croisées avec les souris
transgéniques exprimant constitutivement I'endonucléases Cas9 (non-GFP) — et d’effectuer
une série de tests fonctionnels in vitro (e.g. test de différenciation et LDA) et in vivo (e.g. tests

de transplantation).
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Emergence de la composante héréditaire dans la
prédisposition aux LAL-B

Il s’avére que certains des régulateurs transcriptionnels clés de I’hématopoiese fréquemment
ciblés par des mutations somatiques sont également affectés par des mutations germinales
(se référer a la section 3.2.6.1. Susceptibilité génétique) et constituent de la sorte des facteurs
de prédisposition génétique.

Mutations germinales délétéres a forte pénétrance :

Les découvertes simultanées du variant germinal PAX5 G183S dans des familles non-
apparentées ont étendu la contribution des altérations de PAX5 dans la leucémogenése des
LAL-B (Auer et al., 2014; Shah et al., 2013). L’établissement de la récurrence de cette mutation
germinale PAX5 R38H (Duployez et al., 2021; Yazdanparast et al., 2015) et, plus largement,
la diversification des mutations germinales de PAX5 (Auer et al., 2014; Shah et al., 2013) et
l'identification d’autres variants germinaux de génes codant des facteurs de transcription
comme ETV6 et IKZF1 (Churchman et al., 2018; Moriyama, Metzger, et al., 2015; se référer a
la section 3.2.6.1. Susceptibilité génétique) permettent d’asseoir une composante héréditaire
de la prédisposition au développement (leucémique) d’'une LAL-B (composante actuellement
émergente et probablement sous-estimée jusqu’a présent). La prise en compte d’'un tel facteur
de risque est primordiale lorsqu’il s’agit de considérer une allogreffe de CSH provenant d’'un
membre de la méme famille (qui représente la premiere option de donneur envisagé dans le
cas d’'un patient réfractaire aux polychimiothérapies ou récidivant), puisque la conversion
leucémique des clones préleucémiques latents pourraient induire une nouvelle LAL chez le

patient-hote.

Plus gu’une haploinsuffisance :

Notre étude fonctionnelle de PAX5 R38H met en évidence le rble causal des mutations

ponctuelles de PAX5 ayant de prime abord un caractere perte-de-fonction.

Des travaux d’autres équipes de recherche fournissaient d’ores et déja des pistes quant a la
perte de fonctionnalité de PAX5 muté a son arginine (R) en position 38. Les premiers travaux
in vitro sur PAX5 avaient montré que la substitution R38A réduisait I'habilité a lier la séquence
consensus de génes cibles de plus d'un facteur 10 (Czerny et al., 1993). En 2015, Dang et
ses collégues avaient identifié des mutations secondaires induites par leur mutagenése qu’ils
jugeaient perte-de-fonction de Pax5, situées majoritairement dans le domaine PAIRED, dont
R38H (Dang et al., 2015).
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Quant a Martin-Lorenzo et ses collegues, ils avaient démontré la perte partielle d’activité

transcriptionnelle du variant PAX5 R38C (Martin-Lorenzo et al., 2018; Figure ci-dessous).
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Figure issue de Martin-Lorenzo et al., 2018

Grace a des analyses fonctionnelles et moléculaires, j'ai pu démontrer que PAX5 R38H
agissait comme un variant fortement hypomorphigue de PAX5 (similairement & PAX5 P80R
qui affecte également le domaine de liaison a I'ADN ; Mullighan et al., 2007), dérégulant les
niveaux d'expression des génes cibles de PAX5 et inhibant les propriétés fonctionnelles de

PAX5 dans la différenciation lymphoide B.

De plus, jai validé in vivo la susceptibilité au développement leucémique par des tests de
transplantation syngénique. En effet, 'expression ectopique de PAX5 R38H dans des cellules
progénitrices B déficientes en Pax5 (Pax5 KO) peut intrinséquement induire le développement
d’'un phénotype de LAL-B chez la souris et ce dans le méme lapse de temps que le modéle
murin PAX5-ELN. Leurs blastes possédent un immunophénotype trés immature, a l'instar de
la moitié des tumeurs de souris soumises a une mutagenése induite par ENU (N-ethyl-N-
nitrosourea / N-nitroso-N-éthylurée) ou MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) qui expriment
B220 mais pas CD19 ou BP1 (correspondant a la fraction de Hardy A donc au stade de

développement pré-pro-B, Dang et al., 2015; Tableau ci-dessous).

Table 2. Lineage and stage of lymphoid maturation of B-lineage
tumors induced in Pax5"'~ mice in each experimental arm

Stage CLP2 Early pro-B Late pro-B  PreB Immature B
Hardy A B c D E
Key marker B220 CD19 BP1 CD25 g
N of Pax5™'~ tumors
ENU g 7 2 3 0
MMLV 10 9 3 2

CD25 immunophenotypic data were available only for a subset of tumers, see
supplemental Table 1. CLP, comman lymphaid progenitor.

Tableau issu de Dang et al., 2015
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Ainsi, nos résultats corroborent le postulat selon lequel les mutations N-terminales de PAX5
correspondent a des mutations gain-de-fonction. Nos conclusions rejoignent également les
études concluant qu'une mutation génétique perte-de-fonction pouvait correspondre a un

phénotype cellulaire gain-de-fonction (Ortmann et al., 2015).

Du fait de l'identification de porteurs asymptomatiques dans les familles non-apparentées,
R38H semble suivre un mode de transmission récessif (Duployez et al., 2021; Yazdanparast
et al.,, 2015) : la mutation germinale (sans coopération de mutation somatique) n’est pas
suffisante pour développer une leucémie et n’induirait qu’'un développement lymphocytaire B
« subnormal » a l'instar de PAX5 G183S (Auer et al., 2014, Shah et al., 2013).

La progression leucémique chez les patients porteurs de mutations germinales de PAX5
(9p13) est associée a un profil mutationnel spécifique : incluant une perte homozygote (bi-
allélique) du suppresseur de tumeur CDKN2A/B (9p21.3), l'acquisition de mutations
récurrentes somatiques de la voie RAS et l'acquisition d’une altération perte-de-fonction du
second alléle de PAX5 (Shah et al., 2013, Auer et al., 2014, Duployez, Jamrog et al., 2021).

Association récurrente entre PAX5 R38H et PAX5 R140L :

D’un point de vue général, la substitution d’'une arginine par une histidine est la substitution
d’acide aminé la plus fréquente (Tsuber et al., 2017). PAX5 R38H correspond déja a une
mutation récurrente somatique rapportée dans au moins 11 cas de LAL-B non-familiales
(Bastian et al., 2019; Gu et al., 2019). Les algorithmes de profilage transcriptomique classent
la majorité des patients exprimant somatiguement PAX5 R38H dans le sous-type moléculaire

hétérogéne des altérations de PAX5 (PAX5alt, Gu et al., 2019, Figure ci-dessous).
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Plus précisément, PAX5 R38H (affectant le sous-domaine PAIl du domaine de liaison a
I’ADN de PAX5) survient fréequemment de pair avec la mutation secondaire PAX5 R140L
(affectant le sous-domaine RED du domaine de liaison a ’ADN de PAX5), conduisant &
l'inactivation bi-allélique de PAX5 et permettant de classer ces patients dans la catégorie
PAX5-plus (Bastian et al., 2019, Figure ci-dessous).
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Figure issue de Bastian et al., 2019.

En somme, preés de 90% (10/11 cas) des patients exprimant PAX5 R140L expriment aussi
PAX5 R38H, (cohortes compilées de Gu et al., 2019 & Bastian et al., 2019). Similairement,
deux des patients atteints de LAL-B familiales (I1.2 et 11.3, de respectivement 17 ans et 25 ans
au diagnostic) pris en charge au CHU de Lille et a l'origine de cette étude fonctionnelle ont
également acquis la mutation PAX5 R140L détectée au diagnostic (VAF a 48% et VAF a 38%
respectivement). |l semblerait que les mutations R38H et R140L affectent deux alléles
différents de PAX5 (Duployez et al., 2021). Dans I'une des cohortes comparées (Bastian et
al., 2019), 'dge au diagnostic des patients exprimant la mutation somatique PAX5 R38H (21
ans, 1 homme et 1 femme), ainsi que leurs profils mutationnels (délétion de CDKN2A, mutation
de NRAS) concordent avec ceux des patients de la famille francaise (Tableau ci-dessous).
Cette association récurrente entre I’expression de PAX5 R38H et PAX5 R140L suggeére
une coopeération speécifique de ces mutations en faveur de la transformation

leucémique.

Table 1 Overview of subgroup-specific genomic alterations in the PAX5-plus cohort (n = 19)

PAXS CDKN2A

further
RAS.activating mutations (VAF) JAK/STAT-activating mutations (VAF) chromosome
aberrations.

Ag

ly!a:‘il Sex | pheno. PAXS sequenca variants (VAF)

BerinMLI91S 2 m | common P.RIBH (045), p.R140L (0.45) o structural aberration NRAS p.G120 (0.44)

\\\\\\\\\\\ P.R38H (0.53; p. R140L {0.40) E22Hp13:913) NRAS p.G12D (0.15). NRAS p.G125 (0.15)

Tableau tronqué issu de Bastian et al., 2019.
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Récurrence de mutations secondaires de JAK3 :

L’acquisition d’'une mutation de JAK3 (JAnus Kinase 3, ou Just Another Kinase 3) constitue un
point commun entre nos modéles d’étude de mutants de PAX5. Nous avons détecté les
mutations ponctuelles Jak3 R653H et Jak3 V670A chez les souris transgéniques PAX5-ELN
leucémiques (voir Figure 2B de Jamrog et al., 2018). De plus, un des patients avec PAX5-ELN
comporte une délétion d’'un exon de JAK3 (c.1702-22_1786+28del, VAF 44% ; voir Figure 2C
de Jamrog et al, 2018). Quant au modéle murin d’expression ectopique de PAX5 R38H, une
souris transplantée a acquis une mutation Jak3 V670G avec une VAF de 92% indigquant une

expansion clonale, une caractéristique que j'ai confirmée par des résultats expérimentaux non

publiés :

Souris transplantées  Mutations activatrices de Ras- ou Jak/Stat VAF (frégquence
leucémiques identifiées par séquencage ciblé (NGS) alléligue du variant)
PAX5R38H mice #4 Jak3 V670G 92%

PAX5R38H mice #5 Ptpnl1l E69K ; Jak3 R653H 24% ; 37%

PAX5R38H mice #6 Jak3 R653H ; Jak3 V674M 63% ; 3,1%

PAX5R38H mice #7 Jak3 R653H 94%

PAX5R38H mice #9 Ptpnl1l A72V ; Jak3 R653H 90% ; 7,8%

Par ailleurs, les souris hétérozygotes pour l'invalidation génique de Pax5 exposées a des
agents infectieux courants (zootechnie conventionnelle) acquiérent secondairement des
mutations somatiques de Jak3 identiqgues (R653H, V670A ; Tableau ci-dessous de Martin-
Lorenzo et al., 2015) qui engendrent un compartiment progéniteur aberrant {hyper}sensible a
I'IL-7 (Martin-Lorenzo et al., 2015).

Table 1. Genotype and phenotype of pB-ALL-bearing Pax5+/~ mice

Mouse age lak3 Pax5 PAX5 lakl
Mouse atdisease CD19 mutation Jak3 mutation JAK3human mutation  human mutation in
number (months)  phenotype inmouse? (allele frequency)® homolog inmouse®  homolog mouse?
1 0361 88 CcD19* R653H R653H (50%) R657Q S645P
2 0388 95 CD19 R653H RB53H (11%) R657Q —
3 S665 6.5 b1 — R563H (2%) R657Q P8BOR PBOR VB57F
4 0332 153 CD19- — - - -
5 W495 10.2 CD19- — - - -
6 5748 14.2 CD19* V670A VE670A(27%) V674A P80OL Not —
described
7 W893 9.8 CD19- R653H R653H (49%) R657Q =
8 5767 153 CD19*  R653C R653C (63%) R657Q —
9 W634 12 CD19+ R653H R653H (35%) R657Q =

aMutations confirmed by Sanger sequencing.
®Mutations confirmed by deep sequencing.

Tableau issu de Martin-Lorenzo et al., 2015.
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La plupart des mutations ponctuelles de JAK3 identifiées affectent ses 7 domaines de structure
JH1 a JH7 avec une prédominance de hotspots mutationnels dans le JH2 correspondant au
domaine pseudokinase. Les mutations dites gain-de-fonction de JAK3 meénent a leur activation
constitutive de leur activité kinase et conduisent subséquemment a I'activation aberrante de la
voie de signalisation JAK/STAT, aboutissant a I'hyperactivation de la voie STAT5. Elles
représentent ainsi un moyen de promouvoir la survie cellulaire. La récurrence de ces mutations
de JAK3 s’aligne avec la description d’autres mécanismes oncogéniques convergeant vers
I'hyperactivation de la voie STATS5, induite par des fusions de PAX5 comme PAX5-ETV6 (V.
Cazzaniga et al., 2015), mais également induite directement par la protéine de fusion BCR-
ABL1 (Heltemes-Harris et al., 2011). Cela constitue donc un mécanisme leucémogene
commun, de plus associé a un mauvais pronostic (Heltemes-Harris et al., 2011). Cela
représente un signal de survie alternatif a la signalisation du pré-BCR régulée négativement
dans les cellules exprimant une translocation de PAX5 (V. Cazzaniga et al., 2015) et non
fonctionnelle dans les cellules transgéniques PAX5-ELN (données non publiées).

Des anomalies fonctionnelles deux-en-une :

En somme, les altérations génomiques de PAX5 conduisent inexorablement a une
haploinsuffisance impactant essentiellement sa fonction de garant de l'identité B, et favorisant
donc un arrét du développement lymphoide B a un stade précoce (lymphoblastique) propice
a la prolifération et la survie cellulaires (Martin-Lorenzo et ses collegues démontrent une
augmentation du nombre de cellules pro-B et pré-B et immatures B dans la MO et diminution
des cellules B dans le sang périphérique). Outre cette perte de fonction, PAX5-ELN et PAX5
R38H induisent 'un comme [lautre des signatures moléculaires (transcriptomiques)
spécifiques, pouvant indiquer un potentiel de reprogrammation oncogénique. La synergie de
ces deux propriétés oncogéniques principales aboutit a la dérégulation du programme

transcriptionnel lymphoide B.

Dans son ensemble, ces travaux mettent en évidence I'importance de la dérégulation du
réseau transcriptionnel B sans 'inhiber complétement (activité transcriptionnelle réduite, Shah
et al., 2013), compte tenu que les souris hétérozygotes pour Pax5 ne montrent aucun
phénotype délétére (Urbanek et al., 1994) et présentent un développement normal de la lignée
lymphoide B (Martin-Lorenzo et al., 2015; Smeenk et al., 2017). Les souris Pax5" ne
développent pas spontanément de leucémie, n’ayant pas subi de mutagenese (Dang et al.,
2015), et peuvent méme vivre jusqu’a 2-3 ans dans un environnement sans pathogene (courbe
de survie A issue d’Heltemes-Harris et al., 2011 ; courbe de survie B issue de Martin-Lorenzo
et al., 2015 ; confirmées indépendamment par notre colonie en zootechnie SPF, observations

non publiées).
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