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RESUME

Le lymphome folliculaire (LF) est un lymphome dérivé du centre germinatif (CG), dont
les cellules représentent la contrepartie néoplasique des cellules B du CG. Il est composé d’une
niche de cellules tumorales et d’'un microenvironnement spécifique a la tumeur. Ce dernier
contribue a I'hétérogénéité biologique observée entre les patients mais également au niveau
intra-tumoral chez un méme patient, notamment par le biais des nombreux signaux fournis par
les cellules du microenvironnement tumoral et qui sont spécifiques a chaque tumeur. Il joue
par ailleurs un réle crucial dans la progression de la maladie mais surtout dans la résistance a
I'immunochimiothérapie. L'étude du LF est rendue difficile en raison d’un manque de modeles
pré-cliniques in vitro ou in vivo permettant d’étudier |'efficacité des traitements couramment
utilisés dans le LF, comme le R-CHOP, de prédire la résistance des tumeurs de patients au
traitement mais surtout d’investiguer les mécanismes impliqués dans cette résistance. Pour
pallier ce manque de systéemes expérimentaux, nous avons adapté un modeéle organoide a la
culture de cellules primaires de patients atteints de LF. Ce modele 3D organoide dérivé de
patients atteints de LF a permis de cultiver les cellules tumorales de LF et de maintenir leur
survie jusqu’a 3 jours de culture en I'absence de traitement. Des biopsies de patients atteints
de LF (bons ou mauvais répondeurs au R-CHOP selon la progression dans les 24 mois apres
initiation du traitement) ont été cultivées en 3D puis traitées par R-CHOP afin d’évaluer
I'aptitude du modele organoide a prédire la réponse des patients et a corréler avec la réponse
clinique de ces patients. A l'inverse de la culture 2D, le modéle 3D organoide parvient a prédire
la réponse clinique in vivo. Nous avons par ailleurs mis en évidence que la résistance des
patients a la chimiothérapie au sein du modele 3D organoide est corrélée a une sous-
population T spécifique, les lymphocytes T auxiliaires folliculaires (Tfhs). En vue d’investiguer
cette hétérogénéité inter-patients, des données de single-cell RNA-seq ont été exploitées afin
de corréler dans la mesure du possible les mécanismes de chimiorésistance chez les patients
qui ne répondent pas au traitement mais également d’identifier a I'échelle « single-cell » des
signatures transcriptomiques obtenues lors du profilage de I'expression génique d’échantillons

de LF provenant de |'essai clinique PRIMA.
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INTRODUCTION



CHAPITRE 1 : LE LYMPHOME FOLLICULAIRE

1. Généralités

Les lymphomes sont des tumeurs malignes du systeme immunitaire qui représentent le
8me cancer le plus répandu dans I’'Union Européennel. lls englobent un groupe hétérogéne de
cancers, ayant chacun des caractéristiques histologiques et cliniques qui lui sont propres, ce
qui rend leur diagnostic difficile. La classification des lymphomes est complexe et en perpétuelle
évolution. En effet, il est référencé plus de 80 sous-types différents dans la derniére
classification des hémopathies lymphoides de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)?. Bien
que les lymphomes se développent généralement dans les ganglions lymphatiques, ils peuvent
survenir dans presque tous les tissus en raison de I'hétérogénéité fonctionnelle du tissu
lymphoide. On distingue néanmoins les hémopathies lymphoides qui se développent a partir
de cellules B de celles se développant a partir de cellules T. Cliniqguement, on différencie les
lymphomes d’évolution lente, dits indolents dont fait partie le lymphome folliculaire (LF), et les
lymphomes qui évoluent rapidement, dits agressifs comme le lymphome B diffus a grandes

cellules (LBDGC).

1.1. Epidémiologie du lymphome folliculaire

Le LF est la deuxieme entité de lymphome la plus fréquente aprées le LBDGC, ce qui
représente environ 20% de tous les nouveaux diagnostics de lymphomes non hodgkiniens
(LNH)(Figure 1)*>*. Il se manifeste habituellement chez les adultes dgés de 50 ans, avec un age
médian de 65 ans au moment du diagnostic. Le LF est un lymphome indolent, dépeint chez la
plupart des patients par une progression lente de la maladie, un taux de réponse aux
traitements élevé et une survie globale allant de 10 a 15 ans®®. Cette derniére s’est nettement
améliorée au cours de ces deux dernieres décennies, en partie grace a l'introduction du
rituximab, un anticorps monoclonal dirigé contre la molécule de surface CD20 mais aussi par la
combinaison du rituximab avec une polychimiothérapie CHOP (cyclophosphamide,
hydroxyadriamycine, oncovin et prednisolone) ou avec un agent anticancéreux alkylant comme
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la bendamustine®. Plus récemment, un autre anticorps monoclonal anti-CD20, I'obinutuzumab,
combiné a la chimiothérapie CHOP ou a la bendamustine a démontré une amélioration de la
survie sans progression par rapport au R-CHOP, notamment chez les patients en rechute ou

réfractaire au rituximab1©.

Unclassified B-

Unclassified low- " "
Unclassified High- NHL 203; 0.8%

grade B-NHL grade B-NHL
. 10,
SMZL 357; 1.4%657' e85 192; 0.75%

NMZL 613; 2.4%

LPL/WM 852; \\ ’

334%
MCL 1,394; 5.47%

CLL/SLL 1,816;— &

7.12%

PCN 1,171;
4.59 %

Other B-NHL
172; 0.67%

DLBCL
10,552; 41; 39%

MALT lymphoma
1,901; 7.46%

FL 3B 208; 0.82%
BL

FL12,3A 408; 1.6%

5,000; 19.61%

Figure 1: Diagramme représentant la fréquence relative des lymphomes a cellules B (d'apres Laurent et
al., J Clin Oncol., 2017°).

Il a été mis en évidence que l'incidence du LF contraste considérablement entre les régions
géographiques, avec une incidence plus élevée dans les pays développés comme les Etats-Unis,
I’Australie, I’Afrique du Sud et les pays d’Europe occidentale®. En 2018, une étude de Santé
Publique France a rapporté que l'incidence du LF en France était de 3 000 a 4 000 nouveaux
cas par an*?. Par ailleurs, il a été observé que le risque de développer un LF est plus élevée chez
les personnes d’origine asiatique nées aux Etats-Unis que chez celles nées en Asie, ce qui
suggére un role des facteurs environnementaux dans la pathogénése du LF'3. En effet, bien
gu’ils ne soient clairement pas identifiables au moment du diagnostic, les données de la
littérature suggerent que le développement du LF pourrait en partie étre la résultante de
facteurs environnementaux. Afin d’étayer ces propos, cette étude rapporte I'évaluation de la
probabilité quant au développement d’un LNH chez les agriculteurs utilisant des pesticides par
rapport a ceux qui n’en utilisent pas. Il s’avere alors que chez les éleveurs usant de pesticides,
le dépistage de la translocation t(14;18), premier hit oncogénique retrouvé chez environ 90%
des patients atteints de LF8, augmente le risque de développer un lymphome!*. Ce risque

semble également plus important chez des individus fumeurs par rapport aux non-fumeurs,
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lorsque tous deux sont porteurs de la translocation t(14 ;18)'°. Concernant les facteurs
génétiques, une vaste étude cas-témoin menée par le consortium InterLymph, comprenant
3530 cas de LF et 22639 témoins, a montré que les individus ayant des antécédents familiaux
de LNH avaient un risque deux fois plus élevé de développer un LF que les individus nayant pas
d’antécédents familiaux®. Par ailleurs, les parents au premier degré de patients atteints de LF
ont quatre fois plus de risque de développer un LF*®. Afin de mieux comprendre la susceptibilité
héréditaire dans le LF, de nombreuses études génomigues ont été menées au cours de ces
derniéres années et ont permis I'identification de variants nucléotidiques (également appelés
des polymorphismes nucléotidiques uniques ou SNPs) retrouvés preés de certains oncogenes
avérés ou potentiels (BCL2, BCL6, CXCR5, ETS1...) ou dans des génes codants les molécules de
présentation antigénique comme les complexes majeurs d’histocompatibilité de classe | et Il et
associés a un risque plus élevé de développer un LF7=20. Néanmoins, les données sont souvent
contradictoires d’une étude a I'autre, ne concernent pas spécifiquement le LF mais portent sur

les LNH dans leur ensemble, ce qui en limite les conclusions.

1.2. Présentation clinico-biologique du lymphome folliculaire

Les patients atteints de LF présentent généralement une lymphadénopathie
asymptomatique, qui évolue depuis plusieurs mois ou années et qui est généralement non
douloureuse. Bien que dans environ 90% des cas, il N’y a pas d’altération de I'état général de
santé du patient, des symptdmes dits « symptdbmes B » comme de la fievre, des sueurs
nocturnes ainsi qu’une perte de poids supérieure ou égale a 5% du poids habituel peuvent étre
observés. La confirmation du diagnostic de LF nécessite dans un premier temps une biopsie
ganglionnaire pour une analyse anatomopathologique. Une biopsie ostéo-médullaire, un
myélogramme ainsi qu’un hémogramme permettent par ailleurs d’évaluer la dissémination du
lymphome qui peut avoir atteint d’autres organes comme la moelle osseuse chez au moins 70%
des cas, la rate dans 20% des cas ou encore la circulation sanguine dans 5 a 10% des cas®?™.
Afin d’identifier les patients ayant une évolution clinique similaire, des facteurs pronostiques
ont été identifiés dans le cas du LF avec parmi eux les index internationaux FLIPI 1 et 2 (Indice
de Pronostique International du Lymphome Folliculaire) qui intégrent 5 facteurs pronostiques

(parmi eux un fort taux de lactate déshydrogénase (LDH), une anémie dans environ 20% des
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cas et une élévation de la béta-2 microglobuline dans 40% des cas) mais dont I'utilisation n’est
pas toujours pratiquée en routine (Tableau 1)???3. Plus récemment, un score pronostique basé
sur l'utilisation de deux facteurs a été proposé, le score PRIMA-Pronostic Index (PRIMA-PI)
(Tableau 1)**. Par ailleurs, certains scores nouvellement proposés rapportent |'utilisation du
statut mutationnel de 7 génes (EZH2, ARIDIA, MEF2B, EP300, FOXO1, CREBBP et CARD11)
associé a l'index FLIPI ou l'utilisation d’une stratégie pronostique alternative basée sur
I'expression de 23 genes dans l'optique de prédire la réponse des patients aux traitements

d’immunochimiothérapie?>2°.

Tableau 1: Les différents index pronostiques utilisés dans le LF.

FLIPI 1 FLIPI 2 PRIMA-PI m7-FLIPI

Age : > 60 v v v

Stade clinique Ann Arbor :
v v
lllou IV
Taux d’hémoglobine :
<12 g/dL
Taux de LDH : > limite
supérieure a la normale
Nombre de zones
ganglionnaires atteintes : > v v
4
Taux de B2-microglobuline :
> limite supérieure a la v v
normale
Diametre du plus gros
ganglion:>6cm
Atteinte de la moelle
osseuse
Statut mutationnel (EZH2,
ARID1A, MEF2B, EP300, v
FOXO1, CREBBP et CARD11)
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Bien que le traitement R-CHOP soit tres efficace et permette d’obtenir une rémission complete
chez la plupart des patients, au cours des deux années qui suivent le traitement de premiere
intention, 20% des patients atteints de LF connaissent une progression rapide de la maladie,
avec une moins bonne survie globale et un pronostic vital engagé?’. Il a été rapporté que les
patients dont la maladie évolue présentent des clones tumoraux détectables au moment du
diagnostic et qui s’étendent pendant le traitement par immunochimiothérapie, suggérant que
ces clones présentent des propriétés de résistance au traitement?®. Il semblerait par ailleurs
que, comparé aux patients connaissant une progression tardive du LF, ceux qui connaissent une
progression précoce présentent un plus grand nombre d’altérations génétiques, parmi
lesquelles figurent notamment BACH2, BTG2, RHOH et SOCS1%8. L’évolution clinique du LF est
trées hétérogene, ponctuée de multiples épisodes de rechutes et pouvant connaitre une
transformation histologique en un lymphome plus agressif comme le LBDGC?, ce qui représente
environ 2 a 3% de cas chaque année>?%8. |'hétérogénéité biologique inter-patients du LF a
notamment été mise en évidence par I'équipe d’Andor et al. par une analyse transcriptomique
a I'échelle « single-cell » d’échantillons de patients atteints de LF3C. En effet, tandis que les
cellules B normales et les sous-types cellulaire du microenvironnement tumoral « clustérisent »
ensemble, indépendamment de l'origine de ['échantillon, les cellules tumorales de LF
présentent une forte hétérogénéité inter-patients et « clustérisent » séparément3931. Les
différentes mutations et évenements oncogéniques accumulés tout au long du développement
de chaque tumeur pourraient expliquer cette hétérogénéité inter-patient. Certaines études ont
par ailleurs suggéré I'existence d’'une hétérogénéité transcriptionnelle au sein d’'un méme
patient303233 Andor et al. rapportent la présence de divers sous-clones de cellules tumorales
B au sein de la méme tumeur, suggérant que I'"hétérogénéité de I'expression génique dans les
cellules tumorales B de LF au sein d’une méme tumeur est en partie due a la diversité
génomique sous-clonale®. Attaf et al. ont alors démontré que la grande majorité des cellules
tumorales B de LF oscillent entre plusieurs états de différenciation autour de I'axe comprenant
les cellules B du CG en prolifération et les cellules B @ mémoire quiescentes®*. Cet axe
représenterait la principale source d’hétérogénéité transcriptionnelle intra-patient, qui
s'expliquerait par l'implication de facteurs extrinseques a la cellule fournis par le

microenvironnement tumoral, propre a chaque tumeur.
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La transformation du LF est généralement identifiée de deux facons : i) sur des signes
de progression clinique (évolutions des adénopathies, apparition ou aggravation des
symptomes B, augmentation du taux de LDH sérique...) et ii) confirmée sur des caractéristiques
histologiques. En effet, la transformation du LF est caractérisée par un remaniement de
I"architecture folliculaire, avec une infiltration du ganglion par de grandes cellules tumorales
trés proliférantes, ol persistent des zones de lymphome de bas grade®°. La comparaison de cas
de LF et de LF transformés a mis en évidence que les patients qui subissent une transformation
histologique acquierent des clones tumoraux rarement retrouvés au moment du diagnostic
(<1% des cellules)?®. A I'issue de la transformation, le nombre d’anomalies génétiques est plus
important, avec une douzaine de génes fréquemment altérés comme le gene B2M, associé a
une diminution de linfiltration des cellules T CD8* ou les genes GNA13, SIPR2 et P2RY9,
impliqués dans la dissémination des cellules B du CG?2. Par ailleurs, il a été rapporté que des
mutations inactivatrices du géne suppresseur de tumeur TP53 et des mutations activatrices de
certains oncogénes comme c-MYC?*® sont rarement détectées au diagnostic de LF et plus
fréquentes dans les cas de LF transformés (25-30% des cas)?®3%37. En raison de son trés mauvais
pronostic, une alternative quant a la détection précoce de la transformation histologique est le
séquencage de I’ADN tumoral circulant3®3°, une méthode prometteuse pour identifier la

progression de la maladie au moyen de biomarqueurs spécifiques.

1.3. Diagnostic du lymphome folliculaire

En raison de I’hétérogénéité cellulaire et architecturale au sein d’'un méme ganglion, le
diagnostic du LF est basé sur une biopsie chirurgicale du ganglion lymphatique®®, et plus
rarement sur la biopsie d’un autre organe atteint (rate, foie, poumon...). L'architecture
ganglionnaire d’un LF est facilement identifiable par le biais d'un examen
anatomopathologique, car la maladie modifie progressivement l'architecture normale des
ganglions lymphatiques. Contrairement aux follicules normausx, les follicules néoplasiques sont
composés d’'un nombre plus ou moins élevé de centroblastes et de centrocytes, qui sont
respectivement des cellules de grandes tailles possédant un ou plusieurs nucléoles et des
cellules plus petites ayant un noyau plus petit et sans nucléole. Bien que la classification basée

sur le grade histologique ne soit plus obligatoire depuis 20227, le diagnostic de LF a longtemps
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pris en compte le grade histologique ce qui a permis de classer de nombreux patients atteints
de LF en fonction du nombre de centroblastes par champ de microscopie (objectif x40)*!. Les
LF de grade 1 (de 0 a 5 centroblastes par champ microscopique) et de grade 2 (de 6 a 15
centroblastes par champ microscopique) sont les plus fréquents et ne présentent pas de
probléme diagnostic complexe tandis que les LF de grade 3 (plus de 15 centroblastes par champ
microscopique et présence de centrocytes) sont considérés comme une forme agressive du
lymphome et par conséquent souvent assimilés a des LBDGC (Figure 2)*!. En effet, la détection
de plages de grandes cellules permet le dépistage précoce d’une potentielle transformation

histologique®?.

Figure 2: Exemples représentatifs de LF de bas grade (A) et de haut grade (B), biopsies colorées a
I’hématoxyline-éosine (d’aprés Khanlari et Chapman, JPTM, 2022*). (A) Le follicule néoplasique
comprend de nombreux centrocytes, avec peu de centroblastes, compatibles avec un LF de grade 1-2.
(B) Ce follicule néoplasique est caractérisé par I'absence de centrocytes et par la présence de gros
centroblastes, ce qui corréele avec un LF de grade 3D.

Les cellules de LF sont également identifiables par immunophénotypage, avec I'expression de
certains antigénes associés aux cellules B dont CD19, CD20, CD79a, des marqueurs tels que
CD10, BCL-6 et BCL-2, communément exprimés par les cellules B du centre germinatif (CG) mais
également par les cellules tumorales de LF (Figure 3). En effet, d’apres leur profil
transcriptomique, ces cellules s’apparentent a des cellules B du CG**. Pour aller plus loin,
Victora et al. ont rapporté des signatures transcriptomiques spécifiques de cellules B normales
appartenant a la zone claire et a la zone sombre du CG, obtenues a partir de populations

cellulaires triées*. En comparant le profil d’expression génique des cellules tumorales de LF a
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ces signatures transcriptomiques, il a été proposé que ces cellules ressemblent plus
étroitement aux cellules de la zone claire du CG. Ces cellules de LF sont entourées de
nombreuses populations cellulaires non tumorales, dont certaines contribuent a la
lymphomagénése mais également a la résistance aux traitements. On retrouve parmi elles les
cellules T dont les cellules CD3*, les cellules T CD4* folliculaires helper ou Tths, les cellules T
CD4* folliculaires régulatrices ou TFR, les cellules stromales et les cellules dendritiques

folliculaires ou FDCs, dont nous reparlerons un peu plus loin.

Figure 3: Exemple représentatif d’un LF de bas grade, biopsie colorée a I'hématoxyline-éosine (d’apres
Khanlari et Chapman, JPTM, 2022%). (A) L'immunomarquage pour le CD20 permet de mettre en évidence
les lymphocytes B a la fois dans les follicules néoplasiques et les zones interfolliculaires. (B)
L’immunomarquage pour le CD3 montre son accumulation autour des follicules néoplasiques, dans les
zones interfolliculaires. (C) L'immunomarquage du CD10 démontre bien [origine des cellules
néoplasiques, a savoir le CG. Les cellules sont fortement positives dans les follicules tandis que les cellules
interfolliculaires sont faibles colorées. (D) L’'immunomarquage pour BCL-6 démontre la présence de
cellules positives dans les follicules néoplasiques, d’origine germinales. (E) L'immunomarquage pour BCL-
2 montre une trés forte expression des cellules néoplasiques, témoignant de la translocation t(14;18)
dans ces cellules.
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1.4. Entités appartenant a la famille du lymphome folliculaire

En 2016, des entités spécifiques du LF ont été mises en évidence dans la classification
des tumeurs lymphoides de I'OMS, sans aucune mise a jour significative dans la 5¢™¢ édition de
2022%*. On retrouve parmi elles, le néoplasme folliculaire in situ a cellules B (ISFN), le LF de
type duodénal et le LF de type pédiatrique. L'ISFN est une entité qui présente des
caractéristiques immunophénotypiques et génétiques similaires a celles du LF, avec la présence
de lymphocytes B porteurs de la translocation t(14;18), qui expriment BCL-2 et CD10%. L'étude
des altérations génétiques dans ce sous-type de LF a mis en évidence trés peu d’altérations,
laissant penser qu’il s’agit d’'un stade de développement tres précoce du processus de
lymphomagenése®®. De plus, il est généralement assez difficile de faire la distinction entre un
follicule néoplasique d’ISFN et un CG normal, tant I'architecture du ganglion lymphatique est
préservée®®, ce qui a pour conséquence l'identification fortuite de cette pathologie, avec une
prévalence de 'ordre de 2 a 3%*'. Le LF de type duodénal est caractérisé par des follicules
anormaux au niveau de la muqueuse et de la sous-muqueuse, composés de centrocytes et de
rares centroblastes®’. Le profil immunohistochimique de cette pathologie est similaire a celui
du LF, avec une forte expression de CD20, CD10 et BCL-2, avec la présence de cellules porteuses
de la translocation t(14;18)°. Bien que des récidives locales soient possibles, les patients ont
généralement une excellente survie sans traitement. Le LF de type pédiatrique est quant a lui
caractérisé par I'absence de BCL-2 et de la translocation t(14;18)°1. Bien que I'histologie des
cellules tumorales fasse état de grandes cellules, évoquant un lymphome de haut grade, le LF
de type pédiatrique a un pronostic favorable. La distinction entre ce lymphome et un LF
classique a pu se faire grace a I'étude des altérations génétiques, qui a mis en évidence des

génes fréquemment mutés comme IRF8, TNFRSF14 et MAP2K1>2.

1.5. Stratégies thérapeutiques dans le lymphome folliculaire

Bien que le LF soit une maladie incurable, certaines stratégies thérapeutiques ont
montré des résultats prometteurs et sont couramment utilisées en clinique, comme la
radiothérapie, I'immunothérapie, la chimiothérapie ainsi que certaines thérapies ciblées. En

prenant en considération le caractére indolent du LF, son incurabilité et les nombreux effets
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indésirables des traitements utilisés de nos jours, la recommandation pour les patients
asymptomatiques, pour lesquels la masse tumorale est faible, est I'abstention thérapeutique
combinée a une surveillance rapprochée (« Watch and Wait ») jusqu’a I'apparition des
différents « symptdmes B »°3. Les 20-30% de patients présentant un stade peu avancé de la
maladie, de grade 1 ou 2, sont généralement traités par radiothérapie externe avec ou sans
immunothérapie ou chimiothérapie systémique, ce qui a pour conséquence d’induire une
rémission compléte a long terme chez environ 50% des patients®*>°>. Au moment du diagnostic,
70 a 80% des patients présentent une maladie de stade avancé, de grade 3 ou 4, caractérisée
par la présence d’un grand nombre de centroblastes. Ces patients peuvent néanmoins étre
asymptomatique avec une faible masse tumorale. Dans ces cas-la, I'abstention thérapeutique
est souvent considérée jusqu’a ce qu’ils deviennent symptomatiques®®>’. Comme cette
approche peut étre mal vécue par le patient, une stratégie alternative a été mise en place et
repose sur le traitement de ces patients avec du rituximab en monothérapie. Il a alors été
démontré que lintroduction précoce du traitement retarde la nécessité d’instaurer un
traitement ultérieur de 8 ans en moyenne?®. Les patients qui présentent une forte masse
tumorale ainsi que les « symptomes B » sont traités par une chimiothérapie, avec ou sans
traitement d’entretien par un anticorps monoclonal anti-CD20 (rituximab ou obinutuzumab)>*~
61 Dans I'optique de remplacer les régimes de chimio-immunothérapies standards par des
alternatives moins toxiques, des études menées sur le [énalinomide, un agent
immunomodulateur, combiné au rituximab, ont montré des taux de réponse globale élevés
chez les patients atteints de LF non traités ou en rechute®?-%4. Aprés le traitement initial, la
plupart des patients atteints de LF rechutent ou présentent une progression de la maladie. Une
progression précoce, dans les 12 a 24 mois suivant le diagnostic initial ou le début du
traitement, est associée a un mauvais pronostic?’. Les patients qui rechutent disposent d’un
large éventail d’options thérapeutiques parmi lesquels on retrouve des inhibiteurs de la voie
PI3K, dont le copanlisib et le duvelisib, qui ont été approuvés aux Etats-Unis pour le traitement
du LF®>=%7_ Pour les patients présentant une transformation histologique, un traitement plus

intensif peut étre envisagé, comme par exemple une transplantation de cellules souches®®.

Récemment, de nouvelles approches thérapeutiques prometteuses ont été
développées. On retrouve parmi elles des médicaments modulateurs épigénétiques comme le

tazemetostat, un inhibiteur d’EZH2, qui a récemment montré son efficacité chez des patients
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atteints de LF réfractaires ou en rechute et porteurs d’une mutation EZH2, avec un taux de
réponse global de 69%%°. En effet, le géne EZH2 est un géne particulierement important car
requis pour la formation du CG et les mutations somatiques qui affectent ce géne favorisent la
transformation tumorale’®. Le succes des thérapies anti-CD20 a permis I'essor des anticorps
bispécifiques, dont le mosunetuzumab, un anticorps qui cible a la fois le CD20 et le CD3
permettant de recruter des lymphocytes T exprimant le CD3 a proximité des lymphocytes B
exprimant le CD20 et de former ainsi une synapse immunitaire qui induit I'élimination des
cellules tumorales. En effet, il a été mis en évidence que cet anticorps montre une activité
prometteuse en clinique chez les patients atteints de LF réfractaires ou en rechute’!. La
thérapie par cellules T a récepteur antigénique chimérique (ou CAR-T cells) représente
également une approche prometteuse, avec deux CAR-T anti-CD19 approuvés par la FDA

américaine pour le traitement des patients atteints de LF réfractaires ou en rechute’%’3,

2. La genese du lymphome folliculaire

Eléments centraux du systeme immunitaire adaptatif, les cellules B et leurs récepteurs
d’antigéne hautement spécialisés protegent le corps humain contre un nombre
potentiellement illimité de pathogenes. Les défaillances qui surviennent au cours de leur
développement sont entre autres le pivot des maladies auto-immunes et des tumeurs
malignes. Nous allons dans un premier temps poser les bases du développement normal des

cellules B pour ensuite évoquer l'initiation du LF et sa lymphomagénése.

2.1. Le développement des cellules B dans les organes lymphoides

Les cellules du systéme immunitaire dérivent des cellules souches hématopoiétiques
(CSH) de la moelle osseuse. Comme elles peuvent générer tous les types de cellules sanguines,
on les appelle cellules souches hématopoiétiques pluripotentes. Ces dernieres se divisent
ensuite pour donner deux autres types de cellules souches, le progéniteur myéloide commun
a l'origine de la lignée myéloide et par conséquent des globules rouges, des granulocytes

(monocytes, neutrophiles, éosinophiles...), des macrophages et des cellules dendritiques, et le
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progéniteur lymphoide commun a l'origine des lymphocytes B, des lymphocytes T et des
cellules tueuses ou cellules NK (Natural Killer) (Figure 4)’*. Bien que les lymphocytes B et les
lymphocytes T sont issus de la moelle osseuse, seuls les lymphocytes B s’y différencient
entierement. Les lymphocytes T migrent quant a eux dans le thymus ou ils poursuivent leur
différenciation, générant diverses cellules effectrices dont les lymphocytes T cytotoxiques et
les lymphocytes T auxiliaires’”> mais nous nous focaliserons ici principalement au

développement des cellules B.
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Figure 4: Les cellules souches hématopoiétiques générent les cellules du systéeme immunitaire (schéma
inspiré du Janeway’s Immunobiology’™).

La différenciation des cellules B a partir du progéniteur lymphoide est aidé par le
microenvironnement spécialisé de la moelle osseuse, notamment au moyen de signaux délivrés
par les cellules stromales (Figure 5). Ces derniéres interagissent avec les cellules progénitrices
par le biais de molécules d’adhésion comme ICAM (Intercellular Adhesion Molecule 1) ou
encore VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) qui se lie a I'intégrine VLA-4 présente sur
les cellules progénitrices’®. Les CSH pluripotentes expriment a leur surface des récepteurs a

activité tyrosine kinase comme KIT et FLT3, dont les ligands sont sécrétés par les cellules
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stromales. La signalisation qui résulte de |a liaison du récepteur FLT3 a son ligand membranaire
induit la différenciation des CSH pluripotentes en progéniteur lymphoide commun’®. Cette
différenciation est accompagnée par I'expression a la surface du récepteur a I'lL-7, qui sécrétée
par les cellules stromales est essentielle a la survie et au développement des progéniteurs B.
Le progéniteur lymphoide commun se différencie ensuite en cellule pro-B précoce puis pro-B
tardive. Dés lors, les facteurs de transcription E2A et EBF induisent I'expression de protéines
dont RAG-1 et RAG-2 qui permettent le réarrangement génique’®. En effet, 'entrée dans la
filiation B se caractérise d’'une part par 'acquisition de marqueurs de surface spécifiques,
comme le CD45 au stade pro-B et le CD19 au stade pré-B1 mais également par le
réarrangement fonctionnel des segments des genes d’immunoglobulines, avec le
réarrangement des segments Vi, Du et Ju pour la chaine lourde et des segments Vi-Ji pour la
chaine légere qui permettent de générer un répertoire de cellules B exprimant des anticorps
capables de reconnaitre plus de 5x10'3 antigénes différents’’. Dans un premier temps, les
cellules pro-B réarrangent les segments Dy et J4 de la chaine lourde suivi d'un second
réarrangement, la jonction du segment génique V4 au segment DJy réarrangé, permettant la
production d’une chaine lourde compléte. Afin de vérifier que le réarrangement VDJy est
correct et que la chaine lourde p produite est fonctionnelle, les cellules pro-B produisent des
chaines légéres de substitution, composées des protéines VPREB1 et A5 et ayant une
ressemblance structurelle avec la chaine légere finale, qui s’apparient avec la chaine y et
forment le pré-BCR’®. Ce dernier est également composé de molécules de signalisation
intracellulaire CD79a et CD79b, indispensables a la formation d’un récepteur fonctionnel et au
développement des cellules B’8. La formation du pré-BCR est un point de contréle crucial dans
le développement des cellules, d’'une part car il permet de s’assurer que le réarrangement de
la chaine lourde est fonctionnel et d’autre part car il fournit les signaux nécessaires a la
différenciation des cellules pro-B en cellules pré-B qui initient le réarrangement de la chaine
légére k ou A4, Les locus de chaine légére étant dépourvus de segments D, le réarrangement
de la chaine légere se fait par la jonction d’'un segment Vi avec un segment J.. A l'instar de la
chaine lourde, plusieurs réarrangements peuvent étre tentés sur un chromosome avant de
passer a l'autre chromosome, dans le cas ou le réarrangement est non-fonctionnel. Par
conséquent, une fois la chaine légere fonctionnelle, elle s’associe avec la chaine U ce qui permet

I'expression d’'une immunoglobuline de surface appelée IgM qui correspond au BCR (B Cell
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Receptor), le récepteur des lymphocytes B. Les cellules pré-B deviennent alors des cellules B

immatures.
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Figure 5: Développement des cellules B a partir des progéniteurs hématopoiétiques (schéma inspiré du
Janeway’s Immunobiology™). KIT : Receptor Tyrosine Kinase, FLT3 : Fms Related Receptor Tyrosine
Kinase 3, IL-7 : Interleukin-7, CAMs :, VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule-1, BCR : B Cell Receptor.

2.2. Les phénomenes d’exclusion allélique et d’exclusion isotypique

La finalité de I'exclusion allélique est d’empécher la cellule de produire deux récepteurs
de spécificité antigénique différente et pour se faire, un seul des deux alléles d’'un géne doit
étre exprimé dans une cellule diploide. L'exclusion allélique se déroule au moment de
I"expression du pré-BCR a la surface des cellules pré-B’’. C'est en effet |la signalisation du pré-
BCR qui favorise I'exclusion allélique, en réduisant notamment |activité¢ de la V(D)J
recombinase par la diminution de I'expression des protéines RAG-1 et RAG-2, en phosphorylant
RAG-2 ce qui en fait une cible pour la dégradation protéique ou encore en réduisant 'acces de
la recombinase au locus de la chaine lourde. Ce phénomeéne s’applique également au locus de
la chalne légere. Néanmoins, en plus de I'exclusion allélique, les chalnes légeres sont sujettes a

I"exclusion isotypique. Il s’agit de I’expression par les cellules B d’un seul type de chaine légere,
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soit k soit A. Le ratio de cellules B matures exprimant une chaine légere k par rapport a celles

exprimant une chaine légere A est de 65%:35%, ratio qui est particulierement utile lors du

diagnostic clinique’4. En effet, un ratio k:A aberrant peut étre synonyme d’un syndrome

lymphoprolifératif.

2.3. La migration des cellules B immatures de la moelle osseuse aux organes

lymphoides secondaires

2.3.1. Les cellules auto-réactives

Du fait de sa grande diversité de répertoire, le BCR, présent a la surface des cellules B

immatures, peut reconnaitre et réagir aux antigenes du soi et ainsi provoquer des réactions

auto-immunes. Il est donc impératif que le BCR soit soumis a un test de tolérance aux auto-

antigenes. Cette étape de sélection négative se déroule au sein de la moelle osseuse mais s’il

reste des cellules auto-immunes, il est encore possible de les éliminer a la périphérie. Les

cellules B immatures réactives aux antigénes du soi ont 4 destins possibles’”? :

ii)

I"élimination par apoptose,

le réarrangement des genes d'immunoglobuline, ou BCR editing, qui permet a la
cellule d’effectuer des réarrangements secondaires au niveau de la chaine légere
grace aux protéines RAG encore exprimées dans ce cas-la. Ceci se produit jusqu’a
I"’épuisement des segments géniques V et J disponibles, aprés quoi la cellule réactive
est détruite. Néanmoins, si le réarrangement est fonctionnel, la cellule B pourra
continuer son développement normal,

la désactivation cellulaire, ou anergie, afin que les cellules auto-réactives ne
puissent plus étre activées par leur antigene spécifique. On note pour ces cellules
une internalisation de la plupart des IgM de surface et une durée de vie relativement
courte, car elles ne peuvent plus répondre aux signaux de survie fournis par les
cellules T,

I'ignorance immunologique qui signifie que la cellule, bien gu’ayant une affinité
pour un antigene du soi, ne le détecte pas car il est séquestré ou que sa

concentration est trop faible.
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Enfin, toutes les cellules B immatures dont le BCR ne reconnait pas un antigene du soi peuvent
quitter la moelle osseuse et étre transportées par la circulation sanguine vers les organes

lymphoides secondaires afin de devenir des cellules B matures.

2.3.2.La maturation des cellules B dans les organes lymphoides
secondaires

En circulant dans l'organisme par le sang et la lymphe, les cellules B parcourent
régulierement les organes lymphoides secondaires comme la rate, les ganglions lymphatiques,
les amygdales ou encore les plaques de Peyer. Aprés avoir quittés la moelle osseuse, les
lymphocytes B encore immatures se dirigent en premier lieu vers la rate ou ils colonisent des
niches afin de former la zone marginale splénique et le compartiment folliculaire splénique’”.
La zone marginale splénique est composée de cellules B qui constituent la premiére ligne de
défense contre les agents pathogénes véhiculés par le sang’4. En effet, au cours des trois
premiers jours suivant I'infection, indépendamment de la stimulation par les cellules T, ces
cellules se transforment en plasmocytes extrafolliculaires et sécrétent des IgM qui forment des
complexes immuns avec I'agent pathogene. Les cellules B folliculaires retrouvées dans le
compartiment folliculaire splénique, dont la réponse est dépendante de la stimulation par les
cellules T, doivent quant a elles ressortir de la rate et retourner dans la circulation sanguine afin
de rencontrer leur antigéne spécifique dans un autre organe lymphoide secondaire®°. Une fois
dans la circulation sanguine, les cellules B qui n‘ont pas encore rencontré leur antigéne
spécifique, appelées cellules B naives, se dirigent vers les ganglions lymphatiques (Figure 6).
Elles y entrent par le sang a travers les parois de veinules postcapillaires a endothélium élevé
ou HEV (High Endothelial Venules). Ces dernieres sont localisées au niveau du cortex, et plus
spécifiguement du para-cortex ou on retrouve majoritairement des cellules T. C'est a ce niveau
que les cellules T, par le biais de leur récepteur, vont interagir avec le complexe CMH (Complexe
Majeur d’Histocompatibilité)/peptide présenté par les cellules dendritiques. Si les cellules T
rencontrent leur peptide spécifique, elles proliferent et se différencient entre autres en cellules
T auxiliaires’. Les cellules B naives sont quant a elles progressivement dirigées vers des zones
riches en cellules B appelées follicules’*8L. Sur leur chemin, les cellules B reconnaissent leur

antigene spécifique présenté par les FDCs qui va étre dégradé au niveau du lysosome apres
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internalisation du complexe BCR/antigéne. Le peptide antigénique est ensuite présenté a la
surface des cellules B et reconnu par les cellules T auxiliaires qui vont proliférer et fournir des
signaux d’activation aux cellules B, notamment via l'interaction CD40/CD40L. L'ensemble de
ces interactions déclenche une prolifération intense des cellules B activées qui migrent vers un
follicule primaire et continuent a proliférer jusqu’a former un CG. Par ailleurs, les follicules qui

contiennent un CG sont appelés follicules secondaires.

Trabécules avec vaisseaux sanguins
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Figure 6: Représentation schématique tridimensionnelle d’un ganglion (d’aprés Ward et al. Comparative
Anatomy and Histology, 2018%). Figure dont les légendes ont été traduites en frangais.

2.3.3. Les centres germinatifs

Le CG est une structure caractérisée par une forte prolifération des cellules B ainsi que
par leur différenciation cellulaire. Les cellules n’ayant pas proliféré sont repoussées a la
périphérie du CG, formant autour de lui une zone appelée la zone du manteau. L'architecture
du CG est particuliere et agencée selon deux zones, une zone sombre dans laquelle on retrouve

de grandes cellules B possédant des caractéristiques de prolifération intense appelées
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centroblastes et une zone claire dans laquelle on retrouve les centrocytes, de plus petites

cellules ayant un rythme de prolifération moins intense.

2.3.3.1.  Ladifférenciation cellulaire au sein du centre germinatif

2.3.3.1.1. Le processus d’hypermutation somatique

La zone sombre du CG est le site d’initiation du processus de maturation d’affinité du
BCR des centroblastes, également appelé processus d’hypermutation somatique des géenes
d’immunoglobuline (Figure 7). Il s’agit d’un phénomeéne permettant de diversifier les
immunoglobulines par I'introduction de mutations ponctuelles qui modifient un ou plusieurs
acides aminés au niveau de la région variable des immunoglobulines. Ces mutations sont
initiées par I'enzyme AID (Activation-Induced cytidine Deaminase), codée par le géne AICDA,
qui n’est exprimée que par les cellules B du CG®3. Au fur et a mesure que les cellules proliferent
dans la zone sombre, les mutations ponctuelles s’accumulent, formant ainsi des clones de
cellules B dont les nouveaux récepteurs différent en termes de spécificité et d’affinité pour
I'antigeéne. Certains cycles de mutations, particulierement déléteres pour les cellules B
(repliement incorrect de I'immunoglobuline, modifications des régions de liaison a I'antigéne,
non-reconnaissance de |‘antigéne...) conduisent a |'élimination de ces cellules par les
macrophages aprés migration dans la zone claire®*. Néanmoins, d’autres cycles de mutations
parviennent, pour certaines cellules B, a augmenter I'affinité du récepteur pour I'antigene. Ces
cellules vont alors migrer vers la zone claire du CG ou I'affinité de leur BCR vis-a-vis de I'antigéne
va étre testé par les Tfths et les FDCs (Figure 7). Les centrocytes dont le BCR est plus affin sont
alors sélectionnés car ils interagissent davantage avec ces cellules et recoivent par conséquent
davantage de signaux de leur part, notamment des signaux favorisant la survie comme le signal
CD40L et le signal BAFF délivrés par les Tfhs et les FDCs respectivement’*. Par ailleurs, les
cellules sélectionnées dans la zone claire connaissent une maturation constante de I'affinité de
leur BCR par de multiples cycles de passage entre la zone sombre et la zone claire, ou elles
acquierent de nouvelles mutations des genes d'immunoglobulines. La sécrétion de chimiokines
par les cellules stromales permet a la fois de compartimenter les centroblastes et les

centrocytes dans leur zone respective et de réguler leur circulation entre la zone sombre et la
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zone claire du CG'8. En effet, la surexpression ou la sous-expression des récepteurs CXCR4 et
CXCR5 a la surface des centroblastes et des centrocytes permettrait de réguler leurs
interactions respectives avec les chimiokines CXCL12 et CXCL13, contribuant au trafic des

cellules d’une zone a I'autre.
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Figure 7: Représentation schématique de la réaction qui se produit au sein du CG (figure originale).

2.3.3.1.2. La commutation isotypique

La commutation isotypique est un mécanisme qui se produit a la suite de I'interaction
CD40-CD40L entre les cellules B et les cellules T auxiliaires. Sans cette interaction, ce
phénomeéne est réduit et induit un taux d’IgM plasmatique particuliérement important’##. La
commutation isotypique a lieu au sein du locus IgH et repose sur le réarrangement de la région
constante de la chaine lourde d’immunoglobuline, ou I'lgM va étre remplacée par un autre
isotype (IgG, IgE ou IgA). La région variable de la chaine lourde demeure quant a elle inchangée
mais différentes immunoglobulines de surface peuvent étre obtenues, avec des fonctions
effectrices spécifiques permettant une protection plus ciblée contre les différents pathogenes.
La commutation isotypique est initiée par la désamination des cytosines en uraciles dans I’ADN

et est induite par I'enzyme AID. Lexcision des uraciles entraine la génération de cassures
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doubles brins entre deux régions S d'immunoglobulines. Ces régions sont fortement enrichies
en pentameéres riches en G, tels que GGG(G/C)T ou GAGCT, avec plusieurs bases nucléiques qui
se chevauchent au niveau de AID (AGCT) et seraient par conséquent les cibles principales d’AID
au cours de la commutation isotypique®. Bien qu’il ait longtemps été considéré que le
changement de classe isotypique se produit exclusivement au sein du CG, une étude récente a
démontré qu’elle peut se produire avant I'entrée dans le CG. Apres analyse du comportement
des cellules B du CG au moyen de la technique de single-cell RNA seq, King et al. ont rapporté
I'ildentification d’une sous-population qui présente des caractéristiques de cellules pré-CG et
qui exprime des génes marqueurs d’activation ainsi qu’une fréquence élevée d’interaction
cellule-cellule avec les cellules présentatrices d’antigene®’. Ces cellules pré-CG expriment
également des genes associés au changement de classe isotypique, ce qui suggére que la

commutation isotypique peut se produire avant la formation des CG.

2.3.3.1.3. Le single-cell RNA-seq a permis I'identification de multiples sous-
populations au sein du centre germinatif

Récemment, des études de single-cell RNA-seq menées sur des cellules B du CG ont
permis d’analyser le comportement de ces cellules a I’échelle unicellulaire et de mettre en
évidence I'hétérogénéité de ce compartiment par I'identification de plusieurs sous-populations
distinctes, certaines ayant une filiation avec les cellules de la zone claire et de la zone sombre
du CG et d’autres avec les précurseurs des cellules B a mémoire32878_ Par une analyse pseudo-
temporelle, qui permet de déduire la trajectoire de différenciation d’un ensemble de cellules a
I’échelle scRNA-seq, Milpied et al. ont montré qu’en fonction de leur profil d’expression
génique, les cellules B du CG sont réparties sur un continuum allant de la zone claire a la zone
sombre, et ont identifié deux populations cellulaires qui transitent entre ces deux zones et qui
sont donc dans un état intermédiaire32. Holmes et al. et King et al. ont quant a eux identifié plus
de 5 sous-populations au niveau du continuum zone claire/zone sombre®”88. Alors que la
division cellulaire dans le CG a longtemps été considérée comme une caractéristique des
cellules B de la zone sombre, Holmes et al. rapportent l'identification d’une petite sous-
population de cellules appartenant a la zone claire du CG (environ 20%) et qui expriment des

génes associés aux stades S-G2-M du cycle cellulaire (dont MYC, BATF, NF-KB, génes induits par
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le signal CD40), suggérant que ces cellules sont programmeées pour subir une division cellulaire
complete®®. Deux autres sous-populations sont également identifiées : i) celle qui transite de la
zone claire vers un stade intermédiaire, pour finalement acquérir une identité de cellules B pré-
meémoires caractérisée par une forte expression de CCR6 et BANK1 et par la régulation négative
des genes du CG comme MEF2B et RSG13 et ii) celle qui s’identifie comme des plasmocytes
précoces et tardifs, et qui exprime des marqueurs de différenciation plasmocytaires comme

PRDM1 et XBP188,

2.3.3.2.  Les programmes moléculaires a l'origine de la réaction se produisant
dans le centre germinatif

Lors du réarrangement des génes d'immunoglobulines, il existe un risque accru de
translocations chromosomiques qui induisent I'activation de certaines protéines, comme BCL-
2, et de facteurs de transcription, comme BCL-6 et MYC, qui jouent un réle dans la réaction du
CG. La protéine MYC est exprimée par un sous-ensemble de centrocytes dans la zone claire du
CG. Elle semble étre cruciale a la formation des CG car sa délétion dans des cellules B murines
empéche complétement leur formation82°°. Lorsque les centrocytes effectuent les cycles de
passage entre la zone claire et la zone sombre du CG, la protéine MYC est toujours exprimée
mais des l'entrée dans la zone sombre, son expression est réprimée par le facteur de
transcription BCL-6, exprimé par les centroblastes®?°9. Toutefois, le blocage de 'expression ou
de 'activité de MYC dans les cellules B matures du CG, par son inhibiteur spécifigue omomyc,
a entrainé sa disparition, ce qui suggere que MYC est requis a la fois pour l'initiation mais
également pour le maintien de la réaction du CG#!. Le facteur de transcription BCL-6 joue
également un réle important dans la formation du CG. Il a été démontré que, malgré un
développement normal des cellules B, les souris déficientes en BCL-6 sont incapables de
générer des CG*. Par ailleurs, BCL-6 favorise la prolifération des cellules B du CG car il cible des
geénes impliqués dans le controle du cycle cellulaire, notamment la cycline D®3. BCL-6 exerce
également sa fonction de facteur de transcription répresseur en ciblant des génes impliqués
dans la détection des dommages a I’ADN comme ATR ou dans I'arrét du cycle cellulaire comme
TP53, favorisant la tolérance aux dommages a ’ADN au cours de la réaction du CG%*. Enfin, BCL-

6 jouerait un role essentiel en réprimant I’activation du géne PRDM1, qui code le facteur BLIMP-
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1, indispensable a la différenciation plasmocytaire des cellules B, notamment lorsque les
cellules B n"ont pas produit un BCR de forte affinité®3. De ce fait, la différenciation terminale
des cellules B du CG ne peut s’accomplir que lorsque BCL-6 est réprimé a son tour par
rétrocontrdle négatif lors de sa liaison a son propre promoteur ou encore par sa dégradation
protéasomique suite a la phosphorylation de BCL-6 par ATM en réponse a I'accumulation de
dommages a I'ADN®. Les phénomeénes ayant lieu dans la zone sombre du CG, dont
I"hypermutation somatique et la prolifération des centroblastes, générent un large panel
d’immunoglobulines différentes qui seront testées dans la zone claire. Les centrocytes dont le
BCR n’est pas fonctionnel et qui ne parviennent pas a affiner leur BCR sont éliminés au moyen
d’'un programme pro-apoptotique médié par la répression de facteurs anti-apoptotiques
comme BCL-2 et par 'expression de protéines pro-apoptotiques comme BAX et BAK®®. Le rdle
de ces protéines consiste a perforer la membrane mitochondriale et a déclencher I'apoptose
via un relargage de cytochrome C dans le cytosol, activant ainsi la chaine des caspases et

entrainant la mort cellulaire?’.

2.3.3.3.  Ladifférenciation terminale

Une fois que les cellules B du CG expriment a la surface un BCR ayant subi la
commutation isotypique ainsi que la maturation d’affinité, elles peuvent sortir de la zone claire
et entamer le processus de différenciation en cellules B a mémoire ou en plasmocytes (Figure
7). Contrairement aux plasmocytes, le processus de différenciation des cellules B a mémoire
n‘est pas trés bien connu. Des études suggérent néanmoins que certains centrocytes,
percevant de faibles signaux de soutien en provenance des Tfhs et de la voie de signalisation
du CD40, expriment fortement le facteur de transcription BACH2 ce qui prédispose ces cellules
a la différenciation en cellules B a mémoire®®°°. La différenciation en plasmocytes est quant a
elle induite par la régulation a la baisse des facteurs de transcription PAX5 et BCL-6 et par
I'induction de I'expression de BLIMP-1 par le facteur de transcription IRF4199191 Par |3 suite,
BLIMP-1 permet I'activation de |la protéine XBP1 qui aide les plasmocytes a réguler leur capacité

de sécrétion.
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2.4. Le lymphome folliculaire, une pathologie dérivant du centre germinatif

2.4.1. La translocation t(14;18), le premier hit oncogénique du lymphome
folliculaire

La translocation chromosomique t(14;18)(g32;921) correspond a [|'anomalie
cytogénétique la plus couramment retrouvée chez les patients atteints de LF, a hauteur de plus
de 85%°%. C'est un événement qui survient trés tét dans le développement cellulaire B, plus
précisément dans les cellules pré-B de la moelle osseuse lors du processus de recombinaison
V(D)J des genes d’'immunoglobulines, phénomeéne au cours duquel la probabilité d’acquérir des
translocations chromosomiques est forte!®. La translocation t(14;18) est le résultat de points
de cassure au niveau des loci IgH et BCL2 qui conduisent a un échange de matériel. Pour le
locus BCL2, situé sur le bras long g21 du chromosome 18, les points de cassures sont localisés
au niveau des flots CpG1%2. Ces derniers sont alors la cible de méthylation sur la cytosine
entrainant sa désamination en thymine et par conséquent la génération d’'un mésappariement
T/G. Il a été suggéré que I'enzyme AID, faiblement exprimée par les progéniteurs B, est
responsable de cette désamination'®?. Les enzymes RAG et Artemis, responsables des cassures
de '’ADN double brin au niveau du locus /gH, semblent étre également impliquées dans le locus
BCL2. En effet, dans un premier temps, le complexe RAG crée une structure en épingle a
cheveux au niveau des segments Dy et Ju du gene qui code la chaine lourde d'immunoglobuline,
ce qui active I'enzyme Artemis capable d’aller accrocher les mésappariements T/G générés par
AID sur les flots CpG méthylés et de créer une cassure double brin'®. Il v a alors un
réarrangement chromosomique a |'origine de la jonction d’une partie du gene BCL2 avec une
partie du locus IgH, appelé translocation t(14;18) qui a pour conséquence de placer le proto-
oncogene BCL-2 sous le controle transcriptionnel des régions régulatrices de la chaine lourde
desimmunoglobulines, ce qui entraine I'expression constitutive de la protéine anti-apoptotique

BCL-2 dés les premiers stades de différenciation des cellules B4
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2.4.2. U'expression constitutive de la protéine BCL-2 confére un avantage
de survie aux cellules t(14;18)" dans le centre germinatif mais ne suffit
pas a I'induction du lymphome folliculaire

Dans le CG, l'expression de BCL-2 est normalement réprimée, parallelement a
I'activation d’un programme pro-apoptotique permettant I'élimination des cellules ayant
acquis un BCR de faible affinité pour I'antigéne ou reconnaissant un antigéne du soi®®?’.
Toutefois, dans le CG, les cellules porteuses de la translocation t(14;18) sont protégées des
signaux pro-apoptotiques par la surexpression de la protéine BCL-2 et sa fonction anti-
apoptotique. En effet, en se liant a BAX ou a BAX, elle limite leur activité, bloque le
déclenchement de la voie intrinséque de 'apoptose et sélectionne négativement les cellules
qui devraient subir I'apoptose pendant la maturation d’affinité du BCR#193 || a été montré
qgu’une grande proportion d’individus en bonne santé (supérieure a 70%) sont porteurs d’une
faible quantité de cellules t(14 ;18)* (environ une cellule pour un million), a la fois dans le sang
périphérique mais aussi dans les organes hématopoiétiques comme la moelle osseuse'9410°,
Toutefois, la grande majorité de ces individus ne développeront jamais de LF, ce qui suggere
que la dérégulation de BCL-2 n’est pas suffisante a elle seule pour induire la transformation

maligne des cellules B,

2.4.3. Le paradoxe allélique, une caractéristique du lymphome folliculaire

Bien gu’il s’agisse d’'un évenement précoce, la translocation t(14;18) ne semble pas
empécher la différenciation des cellules B dans le CG. En effet, il a été mis en évidence chez les
individus sains que la plupart des cellules t(14;18)* constituent une population clonale atypique
de cellules B @ mémoire CD27* qui a déja parcouru le CG'¥’. Elles présentent par ailleurs des
caractéristiques typiques de cellules tumorales de LF, dont certains marqueurs comme CD10",
CXCR4", BCL-6" ou encore Ki6719819° Une autre caractéristique manifeste du LF a également
été constaté dans ces cellules t(14;18)*. Il s’agit d’'un paradoxe allélique qui repose sur le fait
que la commutation isotypique cible normalement le méme isotype sur les alléles fonctionnels
et non fonctionnels d’'une méme cellule tandis qu’il a été rapporté que les cellules t(14;18)*

conservent a leur surface I'expression d’une IgM alors méme qu’elles ont subi la commutation
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isotypique en I1gG sur I'allele non fonctionnel?’. Compte-tenu de I'importante pression de
sélection exercée pour maintenir I'expression d’une IgM a la surface de ces cellules, il est crucial
de comprendre pourquoi certaines d’entre elles se transforment en cellules tumorales de LF
tandis que d’autres ne le seront jamais. Il a été mis en évidence que dans le LF, la réticulation
des BCR de type IgM permet une plus forte activation que celle des BCR de type 1gG*°. Ceci
pourrait en parti étre dd a la présence de sites de N-glycosylation sur les BCR de type IgM,
introduits par hypermutation somatique sur les chaines d'immunoglobulines, et qui permettent
une forte interaction avec les cellules dendritiques et les macrophages, par le biais de lectines
présentes a leur surface, et qui en retour stimulent leur BCR, et ce méme en I'absence
d’antigéne!!®1! Ceci suggere alors que les voies de survie et de prolifération déclenchées par
ce type de BCR sont particulierement importantes pour la survie des cellules tumorales de LF.
De plus, il semblerait que le maintien d’un BCR de type IgM par les cellules de LF pourrait
contribuer au phénotype de type LF, a savoir de centrocytes bloqués dans le CG, associé a
I’accumulation d’évenements génétiques lors des cycles de passage entre la zone sombre et la
zone claire. Il a par ailleurs été montré que, de facon analogue aux cellules B a mémoire
normales, les cellules B a mémoire porteuses de la translocation t(14;18) qui surexpriment BCL-
2 sont réintroduites au sein du CG a la suite d’interactions antigéniques répétées lors des
réponses immunitaires'®®. Cependant, I'exposition répétée a I’enzyme AID, impliquée dans le
processus d’hypermutation somatique, lors de ces multiples cycles de réentrées dans le CG
génere une instabilité génomique favorisant I'accumulation de mutations oncogéniques dont

certaines apportent un avantage sélectif et favorisent I'évolution en cellules tumorales de

LF108,112,113

2.4.4. Le gene BCL-6 joue un role dans le blocage des centrocytes dans le
centre germinatif

Comme nous 'avons vu précédemment, le géne BCL-6, essentiel a linitiation de la
réaction du CG, doit étre réprimé en fin de réaction pour permettre la différenciation terminale
des cellules B du CG®%%3. Bien qu’elle soit plus fréquemment retrouvée dans les cas de LBDGC,
il a été rapporté que 10 a 15% des cas de LF présentent une translocation chromosomique

t(3;14)(g27;932) impliquant le géne BCL-6 et le géne IgH* 41514 Par ailleurs, il a été démontré
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que les patients atteints de LF et qui surexpriment BCL-6 sont plus a risque de connaitre une
évolution vers un LF de haut grade ou plus agressif comme le LBDGC!*®117, Les translocations
chromosomiques ou les mutations somatiques qui affectent le géne BCL-6 sont responsables
de son expression constitutive dans les cellules B du CG''”1*8 Par ailleurs, la transcription de
BCL-6 est régulée par des protéines appartenant a la famille des histones acétyltransférases
comme CREBBP et son paralogue EP300. Néanmoins, dans le LF, ces derniers sont
fréquemment mutés ce qui contribue a un défaut d’inactivation de BCL-6 par acétylationt!9120,
Ainsi, au cours de leur passage dans le CG, les cellules B qui surexpriment BCL-2 et BCL-6 sont
tolérantes aux dommages a I’ADN grace a la répression par BCL-6 des génes impliqués dans la
détection de ces dommages et ne sont pas éliminées grace a la résistance aux signaux pro-

apoptotiques induit par BCL-21494103,

2.4.5. Les altérations génétiques a I'ceuvre dans le lymphome folliculaire

Ces dernieres années, le paysage génétique du LF a largement été caractérisé, révélant
des mutations génétiques fréquentes qui ciblent principalement les génes codant les histones
acétyltransférases comme CREBBP et EP300, les histones méthyltransférases comme KMT2D

et £EZH2 ou le récepteur du facteur de nécrose tumorale, TNFRSF14.

o CREBBP et EP300

Les mutations ciblant CREBBP et EP300 sont retrouvées a hauteur de plus de 65% et de 15%
respectivement chez les patients atteints de LF'°° Le géne CREBBP code la lysine
acétyltransférase KAT, qui acétyle I'histone 3 au niveau des lysines 18 et 27 (H3K18Ac et
H3K27Ac), et qui agit comme un coactivateur transcriptionnel en acétylant des histones au
niveau des régions promotrices et activatrices'®!. ’acétylation des histones modifie leur charge
et favorise le relachement de la chromatine, rendant ainsi plus facile I'accés des facteurs de
transcription a I"’ADN. Parmi les cibles de CREBBP, on retrouve TP53 dont 'acétylation est
nécessaire pour son activité transcriptionnelle de gene suppresseur de tumeur ainsi que BCL-6
pour lequel I'inactivation par acétylation favorise la différenciation terminale des cellules B du

CG'2%, Les mutations qui affectent CREBBP et EP300 agissent principalement au niveau du
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domaine histone acétyltransférase (HAT), responsable de [I'activité enzymatique. Elles
produisent a la fois des protéines tronquées dépourvues du domaine HAT ou encore des
modifications d’acides aminés au sein du domaine altérant ainsi sa capacité a interagir avec
I"acétylCoA*>122 Ainsi, ces mutations participent a la lymphomagénése en empéchant i)
I'acétylation de BCL-6 et par conséquent son inactivation, ce qui résulte en une expression
constitutive de BCL-6 et au maintien d’'un phénotype de type CG, et ii) I'acétylation de TP53,
atténuant sa réponse aux dommages a ’ADN®?L. De plus, il a été démontré que les tumeurs
mutées pour CREBBP ont un nombre réduit de cellules T infiltrant la tumeur ainsi qu’une
expression faible du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I, ce qui a pour
conséguence une présentation réduite de l'antigene et une évasion immunitaire plus
importante!?3121 Toutefois, I'utilisation d’inhibiteurs de I'histone désacétylase 3 (HDAC3)
permet de rétablir la surveillance immunitaire ainsi que l'infiltration de la tumeur par les
cellules T grace a I'induction des genes de présentation d’antigene et de la voie de I'interféron,

initialement réprimés par BCL-6%4,

e KMT2D

Dans le LF, les mutations qui ciblent le géne KMT2D sont les plus fréquentes, avec 80-90% de
cas**. Egalement connu sous le nom MLL2, ce géne code pour une lysine méthyltransférase a
domaine SET qui fait partie de la famille KMT2. Il a pour fonction la méthylation de la lysine 4
de I'histone 3 (H3K4) et agit en étant recruté par des facteurs de transcription ou des
corécepteurs nucléaires au niveau des régions activatrices de I’ADN, facilitant ainsi la
transcription des génes'®®. Le géne KMT2D peut agir de facon indépendante ou bien au sein
d’'un complexe multiprotéique associé a SET1, appelé COMPASS (COMplex of Proteins
ASSociated with Set1)'%6. La majorité des mutations qui touchent ce géne sont des mutations
non-sens ou des mutations induisant un décalage dans le cadre de lecture, responsables d’une
perte de la protéine KMT2D'?’. Toutefois, des mutations codantes peuvent également affecter
ce gene au niveau de la partie C terminale qui contient le domaine SET, entrainant une activité
méthyltransférase réduite'?’. Au sein du CG, I'expression du géne KMT2D est finement régulée
en étant normalement exprimé par les cellules B puis réprimé au moment de la différenciation
plasmocytaire. Il a été mis en évidence que les souris déficientes pour KMT2D présentent une

persistance anormale des CG, qui régressent tardivement donnant lieu a une différenciation
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terminale altérée!?®. On retrouve par conséquent davantage de cellules B du CG et moins de
cellules ayant subi une commutation isotypique apres immunisation, soulignant le réle de
KMT2D dans la genése du LF en particulier dans un contexte ot BCL-2 est surexprimée'?®. En
effet, il a été rapporté que I'extinction du gene KMT2D dans un modeéle murin surexprimant
BCL-2 induit le développement de lymphomes dérivés du CG, semblables a ceux retrouvés chez
I'Homme'?’. Le géne KMT2D agirait donc comme un géne suppresseur de tumeur et son
extinction précoce, en coopération avec la surexpression de BCL2, favoriserait le
développement du LF. Par ailleurs, les mutations qui ciblent KMT2D affectent non seulement
son activité méthyltransférase mais également I'expression de génes cibles de KMT2D
impliqués dans des voies de signalisation importantes (CD40, JAK-STAT, TLR, BCR...) et ayant
des fonctions de génes suppresseurs de tumeur comme TNFRSF14 dont nous reparlerons un

peu plus tard?8.

e EZH2

Les mutations qui affectent le géne EZH2 (Enhancer of Zeste Homologue 2), la sous-unité
catalytique du complexe répresseur PRC2 (Polycomb Repressor Complex 2), sont observées
chez plus de 25% de patients atteints de LF!*. Ce géne code une lysine méthyltransférase qui
catalyse la triméthylation de la lysine 27 de I’histone 3 (H3K27me3), qui constitue une marque
chromatinienne répressive sur le plan transcriptionnel. Le gene EZH2, fortement exprimé par
les cellules B du CG, réprime I'expression de génes impliqués dans la différenciation terminale
comme IRF4 et XBP1 (qui sont réexprimés ensuite) mais aussi dans I'expression de régulateurs
négatifs du cycle cellulaire comme CDKNIA et CDKN1B’012°-131 En effet, dans cette étude
menée sur des cellules murines cultivées au sein d’'un modeéle de culture 3D, les auteurs sont
parvenus a démontrer que la répression par EZH2 du géne cible de BCL-6, CDKN1A, favorise la
formation du CG et la prolifération des cellules B'32. Par ailleurs, la déplétion de CDKN1A chez
des souris déficientes pour EZH2 suffit a rétablir la formation du CG'32. Le plus souvent, les
mutations qui affectent le gene EZH2 sont des mutations faux-sens au niveau du domaine SET
et plus particulierement au niveau de la tyrosine 641 (Y641). Cette mutation entraine une
activité catalytique augmentée de I'enzyme et donc une méthylation plus importante de
H3K27133. 1l a été montré que la mutation d’EZH2 au niveau de Y641 a induit une répression

stable des genes impliqués dans la différenciation terminale des cellules B du CG, ce qui
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contribue au blocage des cellules au stade de centrocytes’%31. Par ailleurs, il a récemment été
mis en évidence que les changements transcriptionnels qui surviennent suite a l'activité
catalytique augmentée d’EZH2 sont tres abondants dans des domaines topologiquement
associés (TADs)'34. Ces domaines peuvent ainsi contribuer a la genése du LF car certains d’entre
eux répriment des genes suppresseurs de tumeur. C'est le cas du domaine TAD6.139,
caractérisé par une augmentation significative de H3K27me3, qui inactive FOXO3 et SESN1 ce
qui induit une augmentation de la prolifération cellulaire et de la croissance tumorale!3413 De
plus, et de facon similaire aux mutations de CREBBP, les cellules porteuses de mutations
touchant I'acide aminé Y641 ont une expression réduite du CMH a la surface cellulaire ainsi
qu’'un nombre réduit de cellules T infiltrant la tumeur, ce qui favorise I'échappement
immunitaire®’. A 'instar de CREBBP, 'utilisation d’inhibiteurs d’EZH2 permet de restaurer la

surveillance immunitaire et I'expression du CMH a la surface cellulaire®’.

Il a été proposé que la rechute des patients atteints de LF est due a la présence de
cellules progénitrices communes (CPCs) au sein desquelles on retrouve les mutations a I'origine
de la transformation maligne des cellules porteuses de la translocation t(14;18) en cellules de
LF dont CREBBP, EP300, KMT2D et EZH2'3813° Certaines études ont néanmoins remis en
question le fait que la translocation t(14;18) est I'événement initiateur de la transformation
tumorale#%14! Tres récemment, Haebe et al. ont entrepris d’éclairer ce point et ont démontré
que les mutations définissant les CPCs ne sont pas acquises au stade de cellules souches et
progénitrices hématopoiétiques (HSPCs) mais a des stades plus tardifs, apres la translocation
t(14;18)'*2. De plus, il a été mis en évidence que les mutations définissant les CPCs ne sont pas
détectées dans le sang périphérique, suggérant que ces cellules résident plutét dans les tissus
ce qui pourrait expliquer le caractére incurable du LF. L'ensemble de ces données démontrent
la nécessité de développer des thérapies combinant des immunothérapies et des inhibiteurs
épigénétiques ce qui favoriserait a la fois 'augmentation de la surveillance immunitaire,

I'infiltration de cellules immunitaires et I’élimination des cellules tumorales.

2.5. Le role du microenvironnement dans le lymphome folliculaire

L’'incapacité des cellules primaires de LF a croitre et a survivre seules in vitro met en

évidence leur forte dépendance au microenvironnement tumoral. Il a en effet été démontré
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que les cellules tumorales de LF subissent une apoptose spontanée lorsqu’elles sont cultivées
en I'absence du microenvironnement tumoral ou de signaux similaires a ceux fournis par ce
dernier'®3. 'analyse transcriptomique a I'échelle « single-cell » d’échantillons de patients
atteints de LF a permis de caractériser les différents types cellulaires présents au sein du
microenvironnement tumoral3®. Dans le ganglion, les cellules B tumorales de LF se développent
dans une niche tumorale qui conserve une architecture folliculaire et au sein de laquelle sont
retrouvés : des FDCs, des Tfhs, des macrophages, des cellules T régulatrices (Tregs), des cellules
NK et un réseau de cellules réticulaires fibroblastiques (FRCs) et de lymphocytes T cytotoxiques
(TCD8) au niveau de la zone extrafolliculaire. Comme nous I'avons vu précédemment, les
patients atteints de LF présentent un envahissement médullaire par les cellules tumorales dans
environ 70% des cas®. Ceci s’expliquerait par un tropisme spécifique pour les niches stromales
de la moelle osseuse régulé par des protéines de la matrice extracellulaire (MEC), comme la
protéine matricellulaire SPARC (Secreted Protein Acidic and Cystein Rich) dont nous reparlerons
plus tard'#4. Par ailleurs, il y a davantage de macrophages et de TCD8 dans la moelle osseuse,
ainsi qu’un enrichissement local en lymphocytes T CD4>%46 |’étude du dialogue entre les
cellules primaires de LF et son microenvironnement tumoral a permis de mettre en évidence
des composants cellulaires qui apportent des signaux pro-tumoraux tandis que d’autres

exercent une activité antitumorale, que nous décrirons dans le prochain paragraphe.

2.5.1. Le microenvironnement tumoral exerce une activité antitumorale

sur les cellules de lymphome folliculaire...

2.5.1.1.  Les cellules lymphoides cytotoxiques permettent I’élimination des cellules
tumorales

Parmi les acteurs de la réponse immunitaire antitumorale, on retrouve les lymphocytes
T cytotoxiques CD8, les cellules NK et les lymphocytes T y/6. Ces cellules sont majoritairement
retrouvées a la périphérie des follicules, a proximité des macrophages sentinelles, contribuant
ainsi a la surveillance immunitaire!#’. Les cellules TCD8* sont activées aprés un contact

synaptique, au cours duquel le récepteur TCR (T Cell Receptor), présent a la surface des cellules
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TCD8*, reconnait un antigene présenté par le CMH de classe | des cellules cibles. La voie de
signalisation activée, qui suit I'engagement du récepteur TCR, est responsable de la sécrétion
rapide de protéases stockées dans les granules cytoplasmiques des cellules cytotoxiques
comme la perforine ou le granzyme B, au niveau du site de contact entre les cellules TCD8* et
leurs cellules cibles. Une fois que ces protéases pénéetrent les cellules cibles, elles déclenchent
I"activation de voies de signalisation apoptotiques qui induisent leur élimination!*®. Effecteurs
essentiels de la réponse antitumorale, les cellules NK sont rapidement recrutées au sein de la
tumeur et reconnaissent I'lgG des cellules tumorales grace a leur récepteur CD16'*°. Une fois
activées, elles sécretent une grande variété de cytokines et de chimiokines parmi lesquelles on
retrouve l'interféron y (IFN-y) et recrutent d’autres effecteurs de la réponse antitumorale,
comme les macrophages!*’. Par ailleurs, leur absence dans le sang périphérique des patients
atteints de LF est corrélée a un mauvais pronostic™. Bien que peu abondants dans les ganglions
lymphatiques de LF¥1153 les lymphocytes T y/6 sécrétent également des cytokines et des
chimiokines pro-inflammatoires pouvant induire la mort des cellules tumorales'>. Ces
lymphocytes sont activés suite a la stimulation de leur récepteur TCR Vy9 par des petits
métabolites phosphorylés produits par la voie du cholestérol dans les cellules tumorales,

également appelés phosphoantigénes non peptidiques®™*.

2.5.1.2.  La dualité des macrophages associés aux tumeurs (TAMSs)

Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) ont une double fonction dans leur
interaction avec les cellules tumorales. Les TAMs peuvent étre différenciés en deux groupes,
les macrophages M1 et les macrophages M2. Les TAMs M1 semblent étre impliqués dans la
sécrétion de molécules pro-inflammatoires comme I'lL-12 et le facteur de nécrose tumorale
TNF-a mais également des chimiokines comme CXCL9 et CXCL10™>>1%%, Les TAMs M2 semblent
qguant a eux étre impliqués dans la sécrétion de molécules anti-inflammatoires comme I'lL-10
et le facteur de croissance tumoral TGF-B ainsi que des chimiokines comme CCL22, CCL24 et
CCL18™>1%6 Cette production différente de chimiokines permet d’attirer différentes cellules
immunitaires et integre ces deux sous-types de macrophages dans un circuit de réponse
différent. Ainsi, par le biais de CXCL9 et CXCL10, les TAMs M1 semblent plutot initier une

réponse de type Thl dont les cellules effectrices sont les cellules lymphoides cytotoxiques
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tandis que les TAMs M2 initient plutdt une réponse de type Th2 qui favoriserait la croissance
et la survie des cellules tumorales>>~>7. Au sein de la niche tumorale, il a été démontré que la
stimulation des TAMs par les cytokines sécrétées par les différentes cellules du
microenvironnement tumoral, comme I'lL-4 ou le TGF-B, induit une activation préférentielle
vers le phénotype M2%71°8 Comme nous I"avons vu plus tét, le processus d’hypermutation
somatique peut introduire des sites de N-glycosylation dans la région variable des
immunoglobulines chez plus de 95% des patients atteints de LF'4. Il a été rapporté que les BCR
fortement glycosylés ont une forte interaction avec les cellules du microenvironnement
surexprimant la protéine DC-SIGN (Dendritic Cell — Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin) dont les cellules dendritiques et les macrophages M2, qui, en retour,
stimulent le BCR, et ce méme en I'absence d’antigéne (Figure 8)9111 De plus, il a été mis en
évidence que les macrophages synthétisent la protéine matricellulaire SPARC, associée a la
progression tumorale et a la migration/invasion des cellules tumorales vers d’autres sites'™°.
Par ailleurs, cette protéine matricellulaire favorise le dépot de collagene et de fibronectine ce

qui tend a favoriser le processus de migration et d’invasion des cellules tumorales®>®.

2.5.2. ... tout en contribuant a I"'échappement des cellules de lymphome

folliculaire au microenvironnement antitumoral

2.5.2.1. Les cellules tumorales déjouent [l'activité antitumorale des cellules
lymphoides cytotoxiques

Il a été démontré que, dans le LF, les cellules TCD8* ne sont plus en capacité d’infiltrer
la tumeur et sont repoussées a la périphérie'*®. Par conséquent, une diminution de l'infiltrat
cellulaire TCD8* semble corrélé & un mauvais pronostic dans le LF#®. Par ailleurs, la formation
de la synapse immunitaire avec les cellules tumorales est fortement réduite dans les cellules
TCD8* infiltrant la tumeur, induisant l'incapacité de ces cellules a former des contacts
synaptiques et a sécréter leur contenu cytolytique®®. De plus, les cellules tumorales de LF
induisent I'épuisement immunitaire des cellules TCD8* grace a la sécrétion d’IL-12 qui induit
I'expression de TIM-3, une protéine nécessaire a I'effet induit par I'lL-12 sur les TCD8*16, Pour

les cellules NK, les mécanismes d’échappement immunitaire utilisés par les cellules tumorales
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reposent sur la surexpression du ligand LLT1 (Lectin-Like Transcript 1) qui se fixe sur son
récepteur CD161 exprimé par les cellules NK, bloquant ainsi leur activité cytotoxique®?. Les
cellules tumorales bloquent également la prolifération des lymphocytes T y/& en engageant
I'atténuateur de lymphocytes B et T (BTLA) sur son récepteur HVEM ou TNFRSF14, ce qui
génére un signal inhibiteur'®3. Toutefois, ce signal inhibiteur est perdu chez environ 30 a 40%
des patients atteints de LF en raison de mutations ou de délétions qui affectent HVEM,

contribuant a I'échappement immunitaire!®*,

2.5.2.2.  les lymphocytes T auxiliaires folliculaires (Tfhs) favorisent la survie des
cellules tumorales

Conjointement a I'épuisement immunitaire des cellules TCD8*, la niche tumorale du LF
s’enrichit en Tfhs'®l, Les Tfhs associés au LF sont caractérisés par I'expression de I'lL-4 et du
CD40L, qui se fixe sur son récepteur transmembranaire CD40 exprimé a la surface des cellules
B tumorales de LF, et qui jouent tous deux un réle dans I'activation et la survie des cellules B
tumorales de LF (Figure 8)*®1%5 Au sein de la tumeur, les Tfhs qui surexpriment I'lL-4 et le
CD40L permettent aux cellules tumorales de produire les chimiokines CCL17 et CCL22
favorisant ainsi le recrutement de lymphocytes T régulateurs (Tregs) et créant par conséquent
un microenvironnement immunosuppresseur qui contribue a I'échappement immunitaire des
cellules tumorales (Figure 8). Il a en effet été démontré qu’in vitro les Tregs ont une activité
pro-tumorale en inhibant a la fois l'activité cytotoxique des cellules TCD8* et leur
prolifération'®’. Par ailleurs, la sécrétion d’IL-4 par les Tfhs et la fixation sur son récepteur induit
I"activation des kinases JAK1 et JAK3 et la phosphorylation de STAT6 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 6), qui va alors transcrire les génes cibles de I'lL-4 et ainsi favoriser la
survie des cellules tumorales®®. De plus, il a été mis en évidence que dans le LF, des mutations
activatrices de STAT6 accentuent |'activation de I'axe IL-4/JAK/STAT6 et conduisent a la
transcription de génes impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire, ainsi qu’au
recrutement de Tregs'®>168 |es Tfhs sont également nécessaires a l'interaction entre les
cellules tumorales de LF, les macrophages et les cellules stromales. En effet, il a été démontré
que les macrophages infiltrant la tumeur induisent la prolifération des cellules tumorales par le

biais de I'lL-15 (Figure 8)'®°. Ceci ne serait possible que par la coopération de I'lL-15 avec le
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signal CD40L induit par les Tfhs, qui renforcerait la capacité des cellules tumorales de LF a
interagir avec les macrophages'®®. Par ailleurs, I'lL-4 produite par les Tfhs favoriserait i)
I"activation du BCR des cellules tumorales de LF en stimulant a la fois la surexpression de la
protéine DG-SIGN par les cellules dendritiques et les macrophages et de I'lgM sur les cellules
tumorales et ii) la production de CXCL12 par les cellules stromales de la niche

microenvironnementale du LF (Figure 8)110170,

2.5.2.3.  La polyvalence des cellules stromales lymphoides, de I'activité pro-
tumorale a I'organisation spatiale de la niche tumorale

Les FDCs, les FRCs et les cellules marginales réticulaires forment la contrepartie
stromale du microenvironnement tumoral dans le LF. Lorsque ces cellules stromales infiltrent
la tumeur, elles favorisent la survie des cellules tumorales de LF par divers mécanismes que
nous aborderons ici. Il a été mis en évidence qu’au sein du microenvironnement tumoral, I'lL-4
produite par les Tfhs favorise la production de CXCL12 par les cellules stromales ce qui permet
de recruter les cellules tumorales au niveau des niches stromales et induire ainsi leur activation
(Figure 8)0. Les ligands produits par les cellules stromales dont Hedgehog, TGF-B ou encore
BAFF (B-cell Activating Factor), favorisent I'activation et la croissance des cellules tumorales
mais préviennent également leur apoptose!’*173. Ces cellules interagissent également par le
biais de l'interaction entre VCAM-1, exprimée par les cellules stromales, et l'intégrine VLA-4
(a4B1), exprimée par les cellules tumorales, qui contribuerait a la survie des cellules tumorales
de LF (Figure 8)'74. Outre ces fonctions d’activation et de soutien, les cellules stromales jouent
un réle dans l'organisation de la niche tumorale par i) la sécrétion d’IL-8 qui permet le
recrutement de neutrophiles pro-tumoraux au sein de la niche tumorale, qui protegeraient les
cellules tumorales contre l'apoptose induite par les traitements anticancéreux et plus
particulierement le rituximab, et ii) la surexpression de la chimiokine CCL2 qui induit le
recrutement de monocytes au sein de la niche tumorale et leur différenciation en TAMs anti-

inflammatoires et pro-angiogéniques (Figure 8)17>176.
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2.5.2.4.  La matrice extracellulaire et ses composants, les grands oubliés du
lymphome folliculaire

Au-dela des composants cellulaires, la niche tumorale contient également des
composants acellulaires qui forment la MEC. Bien que trés peu étudiés, il a été proposé que les
ligands de la MEC jouent un réle dans la survie des cellules tumorales de LF>2170.177-180 A titre
d’illustration, il a été rapporté que I’héparanase, une endoglycosidase capable de désassembler
les chalnes latérales d’héparane sulfate des protéoglycanes formant la MEC, augmente la
biodisponibilité des facteurs de croissance liés a aux héparanes sulfates dont CXCL12 favorisant
par conséquent la migration des cellules tumorales dans les niches stromales!’®. Il a par ailleurs
été mis en évidence dans un modele murin que l'inhibition de I’'héparanase empéche la
croissance des lymphomes a cellules B ainsi que I'apparition de métastases!’®. Comme nous
I’'avons mentionné précédemment, la protéine matricellulaire SPARC joue un role important
dans le dépot de collagéne favorisant ainsi le processus de migration et d’invasion des cellules
tumorales®™?. De plus, il a été démontré que les souris déplétées pour SPARC présentent une
lymphomagénése altérée ainsi qu’une infiltration réduite de la moelle osseuse par les cellules

tumorales!’?.

La MEC exerce également des forces mécaniques pouvant impacter la
progression de la tumeur. Dans le LF, il a été rapporté une réduction de I'expression de la
podoplanine, une glycoprotéine qui régule la force contractile des cellules stromales comme
les FRCs!70. Ces derniéres permettant la formation d’un réseau réticulaire a base de collagéne
qui soutient la migration cellulaire, une diminution de la podoplanine entraine une relaxation
des FRCs et par conséquent une diminution de la rigidité tissulaire associée a |'expansion des
cellules tumorales dans les ganglions touchés®®. Bien que trés peu étudié, le dialogue entre la
niche tumorale et les cellules tumorales a révélé I'existence de vésicules extracellulaires qui,
une fois libérées par les cellules tumorales, agissent dans leur propre intérét!’’. En effet, il

semblerait que ces vésicules extracellulaires protegent les cellules tumorales de 'action du

rituximab par encapsulation de I'anticorps®’’.
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Figure 8: Interactions entre les cellules B tumorales de LF et les cellules du microenvironnement tumoral
(figure originale).

Ainsi, I'ensemble des éléments composant la tumeur et son microenvironnement tumoral
agissent conjointement dans la lymphomagénése du LF et instaurent un cadre propice a la
résistance aux immunochimiothérapies. Une meilleure compréhension de cette pathologie, des
mécanismes de résistance induits et le développement de thérapies ciblées nécessitent de
prendre en considération le microenvironnement tumoral des cellules primaires de LF.
Toutefois, I'étude du LF est limitée par i) I'absence de « vraies » lignées cellulaires de LF, quand
bien méme leur utilisation n’est pas appropriée en raison de leur taux de prolifération trop
élevé par rapport aux cellules tumorales primaires, ii) les modéles murins qui ne récapitulent

pas la biologie complexe des tumeurs de LF et qui nécessitent des expériences longues et
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co(teuses, iii) I'absence de modeéles expérimentaux appropriés qui permettent a la fois la
culture de cellules primaires de LF en présence de son microenvironnement tumoral et au sein
d’une conformation spatiale rappelant 'architecture au sein de laquelle elles évoluent. Par
ailleurs, I’'absence de modeles pré-cliniques pertinents rend difficile I'évaluation de traitements
anticancéreux en vue de prédire la réponse des patients aux traitements et d’évaluer les
mécanismes impliqués dans la survie des cellules tumorales, ce qui permettrait d’identifier des
cibles thérapeutiques. Ce dernier point est crucial dans le LF car malgré une caractérisation
moléculaire poussée des tumeurs de LF ces derniéres années, il est encore difficile de prédire
la réponse d’un patient a la chimiothérapie. En effet, aucun score clinique ou biologique ne
permet actuellement de stratifier correctement les patients afin d'orienter le choix du
traitement. Et bien que de nombreuses thérapies ciblées aient été développées récemment
(ibrutinib, venetoclax, tazemetostat...), leur rationnel d’utilisation n’est pas encore défini pour
guider la stratégie thérapeutique. Bien que plus souvent congus pour I'étude des tumeurs
solides, ces derniéres années ont connu I'émergence de nombreux modeéles pertinents,
applicables ou non aux hémopathies malignes comme le LF, dont nous parlerons dans cette

deuxieme partie d’introduction de these.
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CHAPITRE 2: L'ETUDE DES CELLULES PRIMAIRES DE
LYMPHOME FOLLICULAIRE — VERS DES MODELES DE
CULTURE CELLULAIRE DE PLUS EN PLUS COMPLEXES.

1. Etat de l'art: les modeles communément utilisés dans I'étude du
cancer

Bien que la recherche sur le cancer ait beaucoup évolué au cours de ces dernieres
années, il demeure I"'une des principales causes de mortalité dans le monde, avec plus de 10
millions de décés en 20208, et ce malgré les efforts considérables déployés par les
scientifiques pour développer des stratégies thérapeutiques efficaces. Pendant des décennies,
I'efficacité des thérapies a été évaluée a I'aide de modeles de culture in vitro et in vivo
notamment des modeéles de culture cellulaire 2D ainsi que des modéles animaux. lls ont dés
lors été le pilier de la découverte de médicaments anticancéreux et ont apporté une
contribution considérable quant a I'amélioration de la prise en charge des patients. Néanmoins,
il est important de noter que ces modeles ne reflétent pas fidelement I'architecture biologique
in vivo ainsi que la complexité de la tumeur et de son microenvironnement. En effet, il a été mis
en évidence dans ces études, qu’a I'inverse des modeles de culture 3D, la culture des cellules
tumorales en 2D induit un écart important dans la réponse aux traitements anticancéreux, ou
le bénéfice clinique réel de ces traitements pour les patients n’est pas fidelement
représenté!®>184 Ceci a alors pour conséquence I'exclusion de certaines molécules au stade
pré-cliniques, lors d’essais in vitro ou chez I'animal, qui pourraient étre réellement efficaces in
vivo chez 'Homme. Il est donc nécessaire d’améliorer les systemes de culture et d’utiliser des
modeles représentant davantage la tumeur, ce qui favoriserait la découverte et I’évaluation de
médicaments anticancéreux'®>. Pour ce faire, il est nécessaire de prendre en considération le
fait que les tumeurs ne représentent pas seulement une masse de cellules cancéreuses mais
un écosysteme complexe et organisé que ce soit au sein des hémopathies malignes ou des
tumeurs solides, dont le centre est caractérisé par un niveau d’hypoxie important ainsi qu’un
pH extracellulaire bas'®>. Comme nous I'avons vu en premiére partie, le microenvironnement
est essentiel aux cellules tumorales. Ces dernieres interagissent avec les cellules alentours et

recoivent divers signaux physiques et biochimiques contribuant a linstauration d’un
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environnement immunosuppresseur qui favorise I'échappement immunitaire et la progression
tumorale. Par conséquent, il est crucial d’avoir une meilleure compréhension de l'interaction
entre les cellules tumorales et leur microenvironnement, par lutilisation de modéles

récapitulant de facon pertinente I'ensemble de la niche tumorale.

1.1. La culture cellulaire en deux dimensions (2D)

1.1.1. Vue d’ensemble de la culture 2D, avantages et inconvénients

Les modeles traditionnels de culture cellulaire 2D sont largement utilisés dans le
domaine de la recherche sur le cancer, et plus particulierement au cours de la phase préclinique
du développement des médicaments. L'une des raisons principales réside dans le fait que, par
rapport aux modeles murins, la culture cellulaire en 2D représente un co(t moins élevé pour
des études a grande échelle, tout en permettant un fort taux de reproductibilité ainsi qu’une
interprétation facilitée des résultats (résumé dans le Tableau 2, voir page 88). La plupart des
modeles de culture 2D rapportent I'utilisation préférentielle de lignées cellulaires cancéreuses.
Toutefois, bien gu’elles dérivent de patients et soient facilement manipulables en laboratoire,
les lignées cellulaires ne récapitulent pas entierement les caractéristiques de la tumeur
primaire. De plus, la culture sur le long terme et les nombreux passages cellulaires peuvent
provoquer des altérations a la fois génotypiques et phénotypiques, résultant en une perte de
la génétique de la tumeur d’origine'® '8’ Ceci explique en partie les écarts de résultats
observés pendant les essais cliniques, a la suite d’expériences menées en culture 2D in vitro.
Par ailleurs, les propriétés physiques et physiologiques de la culture 2D sont responsables de
I'incapacité des cellules a maintenir une morphologie normale ce qui entraine une modification
dans l'organisation des récepteurs a la surface cellulaire, les rendant plus sensibles aux effets
des médicaments (résumé dans le Tableau 2, voir page 88)*318° En effet, en culture 2D, les
cellules sont cultivées en monocouche sur du plastique de polystyréne, conduisant a la perte
de voies de signalisation cellulaires cruciales et a des changements dans les réponses cellulaires
aux stimuli. Ces surfaces de culture ne sont pas naturelles pour les cellules, elles sont rigides ce
qui altere non seulement la prolifération et la différenciation cellulaire mais également la

190

sensibilité aux traitements anticancéreux'?’. Il a été démontré que la culture 2D dénature la
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forme originelle des cellules qui prennent alors I'apparence de cellules plates et allongées?®!.

De méme, dans ces conditions, les cellules ne parviennent pas a maintenir leur polarisation de
base®!. A 'inverse de la culture 3D ou la prolifération cellulaire demeure réaliste en fonction
des interactions avec la MEC, la cinétique de croissance des cellules cultivées en 2D differe
significativement avec une prolifération anormalement rapide®®!. En définitive, bien que la
culture 2D ait permis de grandes avancées dans le domaine de la recherche sur le cancer, elle
ne permet pas de reproduire I'architecture spécifique observée dans les tumeurs ainsi que les
interactions spécifiques et dynamiques du microenvironnement tumoral. En effet, les
interactions cellule-cellule, bien gu’essentielles pour la régulation des voies de signalisation
ainsi que I'expression génique, sont moins importantes et sous-représentées dans les cultures

2D (résumé dans le Tableau 2, voir page 88)*°*.

1.1.2. U'optimisation de la culture 2D, une nécessité pour perpétuer
I’emploi de ce modele

En vue d’étudier le LF et les interactions avec son microenvironnement tumoral,
I'optimisation de cette méthode de culture est indispensable. Dans la littérature,
I'incorporation exogene de différents types cellulaire est fréquemment observée, notamment
des cellules du microenvironnement tumoral comme des cellules immunitaires, des cellules
stromales ou encore des PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell)14319271%4 p|ysieurs études
rapportent par exemple la co-culture de cellules B CD19* dérivées de PBMC avec des cellules
fibroblastiques murines exprimant le CD40L humain'®>1°¢ mais également I"lamélioration de la
survie cellulaire de plasmocytes grace a I'ajout de cytokines dans le milieu de culture, dont I'IL-
2,I'lL-10, I'lL15, I'lL6 et 'IFN-y*°71%8 Une autre étude rapporte que I'optimisation des conditions
de culture, par I'addition de cytokines mais aussi de PBMC, a permis le maintien des cellules B
normales sur une période de 14 jours™. Ainsi, ces différents moyens d’optimisation
permettent de représenter dans une moindre mesure les différentes communications cellule-
cellule retrouvées au sein des tumeurs afin de reproduire partiellement le microenvironnement
tumoral, ce qui constitue en soi un modele intéressant pour |'étude des interactions
fonctionnelles!®20 Néanmoins, la reconstruction d’un pseudo-microenvironnement tumoral

estillusoire car I'ensemble de ces cellules ne proviennent pas du stroma intratumoral endogéne

58



et 'aspect monocouche de la culture 2D ne reproduit pas 'architecture tridimensionnelle
observée in vivo. Par ailleurs, la MEC, composant du microenvironnement tumoral jouant un
réle crucial dans le développement et la progression tumorale, n’est pas modélisée en culture
2D, ce qui témoigne de la nécessité a développer un modele plus pertinent et représentatif des

tumeurs.

1.1.3. La place de la culture 2D dans les hémopathies malignes

En raison de la forte dépendance des cellules de lymphomes ou des cellules
leucémiques a leur microenvironnement tumoral, il a été démontré qu’il est tres délicat de les
maintenir en culture 2D en |'absence de leur microenvironnement tumoral. En effet,
lorsqu’elles sont cultivées seules in vitro, les cellules leucémiques subissent rapidement
I'apoptose cellulaire. L'addition de cellules stromales ou de facteurs solubles permet
néanmoins de prolonger leurs survie?®2%2 Toutefois, au sein du systéme de culture 2D et
méme en présence de facteurs exogenes, la survie des cellules leucémiques est limitée ce qui
laisse supposer que des éléments essentiels présents in vivo sont absents de la culture 2D. Ceci
encourage donc le développement de modeéles de culture plus pertinents permettant I'étude
de la leucémie afin de comprendre davantage I'impact du microenvironnement tumoral sur la
survie des cellules cancéreuses. De la méme maniere, lorsque les cellules primaires de LBDGC
ou de LF sont cultivées seules in vitro en culture 2D, elles meurent tres rapidement. En effet, il
a été démontré qu’au bout de 7 jours, 98% des cellules primaires de LBDGC meurent
lorsqu’elles sont cultivées seules in vitro?®. De méme, il a été mis en évidence par le travail de
Goval et al. que les cellules primaires de LF subissent une apoptose spontanée lorsqu’elles sont
cultivées seules in vitro pendant une durée de 6 jours (résumé dans le Tableau 3, voir page 109-
110)*3. Toutefois, la culture de ces cellules dans une plaque pré-ensemencée d’1 million de
cellules HK, une lignée cellulaire semblable aux FDCs et dérivée d’amygdales humaines, induit
une apoptose cellulaire de 30 a 40% a J6 contre 80% lorsqu’elles sont cultivées seules,
témoignant ainsi de |'effet protecteur des HK contre |'apoptose spontanée des cellules
primaires de LF¥3. l'importance de l'interaction entre les HK et les cellules primaires de LF a
par ailleurs été mise en évidence lorsqu’aprés 6 jours de culture, celles n’ayant pas adhéré aux

HK présentent un pourcentage d’apoptose plus élevé par rapport a celles ayant adhéré aux HK
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(55% vs 6% respectivement). Il est mentionné dans la littérature que certaines cytokines jouent
un réle crucial dans la survie des cellules de lymphomes?04143.205.169 || s’ayvere que la lignée
cellulaire HK produit in vitro de I'lL-15 fonctionnellement active a leur surface et que par contact
cellule-cellule, elle augmente la prolifération des cellules B du GC?%®. || est important de noter
que, contrairement aux autres cytokines sécrétées, I'lL-15 fonctionne sur le principe de la trans-

207 et que I'ajout d’IL-15 soluble n’a aucun effet (Figure 9). En effet, cette cytokine

présentation
existe principalement liée a la protéine IL-15Ra et ce n’est que lorsque ce complexe est
acheminé vers la surface cellulaire, qu’il peut stimuler les cellules opposées par le biais du

complexe récepteur B/yC.

Cellules qui
répondent a I'lL-15

IL-15RB I \

Ttk

Cellules qui présentent
I'IL-15

vC

Figure 9: Représentation schématique du processus de trans-présentation (d'aprés Tamzalit et al. Proc
Natl Acad Sci, 2014°%),

Il a par ailleurs été démontré que, dans le LF, les monocytes et les TAMSs trans-présentent I'IL-
15 et travaillent de facon synergique avec les Tfhs qui expriment le CD40L afin de promouvoir
la prolifération des cellules tumorales (Figure 10)'%°. En effet, il a été rapporté dans cette étude
que lorsque les cellules primaires de LF sont co-cultivées avec des TAMs issus d’échantillons de
LF, la trans-présentation de I'lL-15 par les TAMs n’est pas suffisante a elle seule pour soutenir
la croissance in vitro des cellules tumorales. Toutefois, la co-culture de TAMs avec des cellules
de LF pré-stimulées avec du CD40L a mis en évidence une petite fraction de cellules de LF

engagées dans la division cellulaire, en réponse a la stimulation par le CD40L mais également a
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la trans-présentation de I'lL-15 par les TAMs qui renforcent leur prolifération (résumé dans le

Tableau 3, voir page 109-110).

Macrophage associé a
la tumeur Cellule B
IL-15Ra tumorale

~9 cp4o
.

_ . CD40L
AN A\

7\
| .‘)

TFH

Figure 10: Processus de coopération entre les macrophages associés a la tumeur et les Tfhs en vue
d'activer les cellules B tumorales (d'aprés Epron et al. Leukemia, 20121%°).

L’ensemble de ces observations confirment la nécessité de récapituler, au moins dans une
certaine mesure, le réseau microenvironnemental complexe et interactif de ces pathologies
afin de soutenir la survie des cellules primaires in vitro. Il est cependant important de souligner
que travailler sur des biopsies fraiches de leucémie ou de lymphomes est assez difficile. Les
échantillons disponibles sont généralement des échantillons congelés et les cellules du
microenvironnement tumoral ne résistent pas a la décongélation, mis a part les cellules T qui
semblent étre plus immuables?®? (et données personnelles). Il est donc fréquent d’incorporer
des cellules et des signaux permettant de cultiver les cellules primaires de lymphomes sur des
temps plus ou moins longs afin de pouvoir les étudier. Néanmoins, et pour toutes les raisons
citées plus haut, il est nécessaire de développer un modele plus pertinent et représentatif de

I’architecture observée in vivo, ce qui n’est pas le cas de la culture en 2D.
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1.2. Le modeéle murin, fidele représentant de I’'expérimentation animale in vivo

Depuis de nombreuses années, les médicaments destinés a 'Homme sont au préalable
testés sur des animaux au cours d’études précliniques. Pour garantir la s(reté du médicament,
il doit étre étudié sur au moins deux modeles mammiféres d’animaux, le plus souvent un
rongeur (le rat ou la souris) et un non rongeur (le chien ou le singe)?®”. Bien que
I'expérimentation animale soit une pratique trés encadrée par des dispositifs éthiques et
réglementaires qui permettent de garantir le respect ainsi que la bientraitance des animaux

utilisés (https://database.ich.org/sites/default/files/S9 Guideline.pdf)?1°, leur utilisation a des

fins de recherche suscite des interrogations éthiques et morales au sein de la société comme
parmi les chercheurs, et traduit une volonté de minimiser leur emploi. Toutefois, 'Homme et

211 en faisant ainsi un modele précieux

la souris (Mus musculus) ont 99% de genes homologues
et indispensable pour étudier les mécanismes de développement tumoral et les réponses aux
traitements. De ce fait, les modeéles murins représentent le modele animal le plus couramment

utilisé in vivo.

1.2.1. Les modeles murins syngéniques

Il s’agit du plus ancien modele préclinique in vivo. Il repose sur l'isolement de lignées de
cellules tumorales spontanées transgéniques ou induites par des carcinogenes, ensuite
greffées sur des souches de souris génétiquement identiques, comme BALB/c ou C57BL/6, afin
d’établir un systéme porteur de tumeurs?'?. L'avantage majeur dans I'utilisation de souris
syngéniques repose sur le fait qu’elles conservent un systeme immunitaire intact, en faisant
ainsi un modele de choix pour étudier les réponses immunitaires antitumorales et I'efficacité
des immunothérapies anticancéreuses (résumé dans le Tableau 2, voir page 88)?*3214. On note
néanmoins dans ce modeéle I'absence d’hétérogénéité génomique et microenvironnementale
propre au cancer?'?. ['hétérogénéité tumorale interpatient et intrapatient est I'un des
principaux défis pour le développement de thérapies efficaces contre le cancer et le
développement d’un systeme préclinique pour étudier les immunothérapies devrait pouvoir

modéliser efficacement cette hétérogénéité.
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1.2.2. Les modeles murins génétiquement modifiés (GEMMSs)

Les progres de la recherche sur la génétique du cancer ont permis I'émergence de
modeéles murins génétiguement modifiées. Ce modeéle repose principalement sur
I'incorporation d’altérations génomiques spécifiques qui conduisent a la transformation
néoplasique de cellules normales et donc au développement tumoral. La modification
génétique peut se faire par i) I'insertion aléatoire d’un transgene qui permet de réguler a la
hausse un gene cible, ii) un « knock-in » ou le géne d’intérét sauvage (Wild Type, WT) ou muté
est inséré sous le controle du promoteur ou de séquences régulatrices du gene cible ou iii) un
« knock-out » qui consiste en une délétion du gene d’intérét par recombinaison homologue ou
par le systéeme CRISPR-Cas9 qui coupe I’ADN afin de permettre I'édition génétique?®. Le modele
transgénique Epu-Myc qui combine le gene c-Myc avec un « enhancer » IgH est un modéle
intéressant dans le cadre du lymphome car 90% des descendants issus de ces souris
développeront des lymphomes spontanés d’origine B?'®. Le « knock-in » est une méthode
avantageuse car elle permet d’étudier I'effet des mutations gain de fonction dans le
développement des lymphomes?!’ tandis que le « knock-out » est intéressant pour étudier
I'impact du blocage de la signalisation dans le développement des lymphomes et pour identifier
les génes essentiels dans ces pathologies?®®. L’avantage majeur de ce modele repose sur une
progression graduelle de la tumeur accompagnée par son microenvironnement tumoral, en
faisant ainsi un modele particulierement intéressant dans I'étude des immunothérapies
(résumé dans le Tableau 2, voir page 88). Cependant et contrairement a ce gu’il se passe chez
I'Homme, l'utilisation de promoteurs spécifiques au sein des cellules d’intéréts entraine la
transformation de toutes les cellules, aboutissant a la surexpression ou a la suppression d’un
certain nombre de génes et a une charge mutationnelle qui peut ainsi différer de celle observée
chez I'Homme?'92%0, Le principal inconvénient de ce modele réside dans la latence du
développement néoplasique, qui peut varier considérablement en fonction des mécanismes
utilisés pour induire le développement tumoral mais qui peut néanmoins étre réduit par
I'utilisation de promoteurs ciblant plusieurs oncogénes ou suppresseurs de tumeurs,
augmentant ainsi la pénétrance et diminuant la latence de développement (résumé dans le
Tableau 2, voir page 88)?*1723_ |’autre inconvénient particuliérement pertinent qu’on retrouve
dans ce modele, mais aussi dans le modele syngénique, est le phénomene de réactivité croisée

de la cible immunitaire murine avec la cible humaine correspondante. En effet, en vue de
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développer de nouvelles immunothérapies spécifiques de I'antigéne humain, il est nécessaire
que le marqueur de surface humain soit uniqguement présent sur les cellules immunitaires ou
tumorales humaines et absent des cellules murines. Afin de pallier cet effet, cette étude a
permis la mise au point d’'un modele GEMMs qui integre le CMH de classe 1 et le CMH de classe
2 humain afin d’évaluer la réponse immunitaire humaine sans interférence avec la réponse du
CMH de la souris grace a un « knock-out »%?4, Ce dernier point illustre spécifiquement les défis

sous-jacents qui entravent 'utilisation de ces modeles murins.

1.2.3. Les modeles murins xénogreffés

Bien que ce modele puisse étre utilisé avec des lignées cellulaires cancéreuses, il est
souvent caractérisé par 'implantation d’'un fragment tumoral de patient chez des souris
immunodéprimées, appelé PDX pour Xénogreffes Dérivées de Patients. L'état
d’'immunodéficience des souris est nécessaire afin que la réponse immunitaire de I’'h6te
n‘induise pas le rejet de la xénogreffe et pour permettre le développement des cellules
cancéreuses in vivo. Les taux de succes de la transplantation dépendent des caractéristiques de
la tumeur. En effet, il a été montré que les tumeurs agressives, récidivantes et hautement
métastatiques sont celles ayant un bon succes de transplantation??. La transplantation peut se
faire a divers endroits mais la transplantation sous-cutanée et la transplantation orthotopique
sont les méthodes les plus couramment utilisées, bien que cette derniere soit généralement
préférée car elle présente un microenvironnement plus proche du cancer humain?%®. En ce qui
concerne les hémopathies malignes, comme la leucémie ou le myélome multiple, la
transplantation de cellules tumorales primaires doit se faire directement dans la circulation
sanguine ou dans la moelle osseuse??’. Pour les lymphomes, les cellules tumorales primaires
peuvent étre administrées par voie sous-cutanée, orthotopique, intrapéritonéale ou
intravasculaire par la veine de la queue, une voie avantageuse pour étudier la dissémination de
la pathologie??®. Dans cette étude, il a été observé que pour beaucoup de lymphomes, tels que
le LBDGC, le lymphome de la zone marginale ou le LF, I'implantation de fragments tumoraux
dérivés de patients dans des souris immunodéficientes appelées NSG (NOD scid gamma mouse)
se fait au niveau de la zone sous-capsulaire rénale??°. 'avantage de ce modéle réside dans le

fait que la greffe d’un morceau de tumeur chez des souris immunodéficientes permet de
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prendre en compte les caractéristiques de la tumeur primaire, en retenant a la fois
I"hétérogénéité tumorale, les mutations retrouvées au sein de la tumeur et le
microenvironnement tumoral (résumé dans le Tableau 2, voir page 88)?%°. Ainsi, ce modéle
constitue un outil intéressant pour I'étude de la tumeur et du processus métastatique ainsi que
pour le développement et le screening de médicaments anticancéreux. Néanmoins, |'utilisation
d’'un grand nombre d’animaux, la procédure de greffe, I'entretien des PDX et le profilage
moléculaire permettant d’évaluer si la tumeur isolée de la souris reproduit la tumeur originale
du patient sont tres colteux et en font une limitation quant a l'utilisation de ce modele pour
des études a grande échelle. De plus, le processus de prise de greffe ainsi que le test de
médicaments anticancéreux dans ce modele est chronophage, ce qui compromet la potentielle

prise en charge du patient dont la tumeur peut avoir évolué ou métastasé depuis'®.

1.2.4. Les modeles murins humanisés

Comme l'utilisation de souris en état d'immunodéficience rend particulierement difficile
I’évaluation de I'impact du systéme immunitaire sur les cellules tumorales?3%, 'avénement de
modeles humanisés a permis de s’affranchir partiellement de cette limitation. En effet,
I"'utilisation de souris dont le systeme immunitaire est inexistant et auxquels on injecte des
cellules souches humaines, dérivant du sang de cordon ombilical ou du tissu foetal, permet le
développement des principaux composants du systeme immunitaire humain comme les

231 Ce modéle

lymphocytes B, T, les NK, les macrophages et les cellules dendritiques
particulierement innovant est notamment tres utilisé dans le domaine de la recherche sur le
virus Epstein-Barr (EBV) pour sa capacité a mimer les lymphomes B EBV* chez 'Homme?32233
et peut également étre utilisé pour tester l'efficacité des immunothérapies et prédire la
réponse des patients atteints de cancer du poumon non a petites cellules®*. Il demeure

néanmoins tres compliqué a mettre en place et relativement colteux (résumé dans le Tableau

2, voir page 88).

Bien que les modéles murins représentent un outil indispensable pour étudier les

caractéristiques du cancer humain, les limitations présentées ci-dessus peuvent compromettre
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les résultats expérimentaux et avoir un bénéfice réduit pour le patient. En effet, le
développement de la tumeur peut prendre jusqu’a un an pour certaines tumeurs, notamment
pour le LF avec des temps de prise de greffe et de développement du lymphome pouvant aller
de 10 a 18 mois?3. Ceci illustre la difficulté quant a I'amélioration rapide de la prise en charge
des patients. Par ailleurs et malgré les avancées actuelles obtenues grace a I'expérimentation
animale in vivo de méme que les modeles de culture cellulaire 2D, I'évaluation préclinique de
I"efficacité et de la toxicité des médicaments est insuffisante et ne permet pas leur accréditation
pour les essais cliniques sur des sujets humains. De ce fait, environ 40% des médicaments
nouvellement développés montrent trop peu d’efficacité au cours des essais cliniques, et ce
méme apres une évaluation préclinique in vivo**®. L’'ensemble de ces éléments souligne par
conséquent la nécessité de développer des modeéles standardisés a la fois abordables et

rapides, facile d’utilisation et de mise au point.

2. Latransition vers la culture cellulaire en trois dimensions (3D)

La recrudescence des modeles de culture 3D s’explique par la nécessité de développer
un modele qui permette a la fois de récapituler la biologie complexe des tumeurs humaines
natives, de I'architecture tumorale aux interactions cellules-cellules et cellules-matrice??’, de
minimiser les procédures d’expérimentation animale et de s’affranchir des biais rencontrés lors
de l'utilisation des modeles de culture cellulaire 2D et des modeéles animaux notamment en ce
qui concerne |'efficacité des molécules testées. Il a été démontré qu’en regle générale, le
phénotype des cellules varie considérablement en fonction de la facon dont elles sont cultivées,
en plagues 2D ou au sein d’une structure 3D. Toutefois, la plupart des études ayant rapporté
une altération de la forme des cellules ou de leur comportement lorsqu’elles sont cultivées en
2D vs 3D, portent sur les tumeurs solides et des études comparables concernant les LNH font
actuellement défaut. Ainsi, et de fagon similaire a I'in vivo, ces études rapportent que les
cellules cultivées en 3D conservent une morphologie plus naturelle, petites et rondes, tandis
qu’en 2D les cellules présentent une forme allongée!®23823% De plus, I'étude des génes
différentiellement exprimés suite a la culture des cellules dans I'une ou I'autre condition (2D vs
3D) a révélé la surexpression de genes se rapportant au cytosquelette et a la contractilité des

cellules lorsqu’elles sont cultivées en plaque 2D, de genes impliqués dans le remodelage de la
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MEC et de genes impligués dans I'adhésion focale, conduisant a une activation anormale des
cellules?®. Concernant la croissance cellulaire, il a été rapporté que les geénes liés a la
prolifération cellulaire sont davantage surreprésentés en 2D qu’en 3D, soulignant les
changements que subissent les cellules en réponse a la dimensionnalité?3®24°_ Par ailleurs, il a
été observé qu’en 3D les cellules sont fréqguemment a des stades cellulaires différents
contrairement au manque d’hétérogénéité observé en culture 2D ou apres plusieurs passages,
les lignées cellulaires cancéreuses sont toutes au méme stade cellulaire?”?41. Enfin,
contrairement aux modeles murins, les modeles cellulaires 3D sont plus accessibles et

généralement moins colteux.

2.1. 'auto-organisation cellulaire, un processus ancestral immuable

La capacité d’auto-organisation des cellules de mammiferes a été trés t6t mise a profit
afin de développer des cultures 3D a partir de tissus primaires (Figure 11). En effet, des les
années 1900, des expériences de dissociation-réagrégation ont été réalisées dans 'optique de
récréer des organismes entiers. La premiere tentative fut réalisée par Henry Van Peters Wilson
en 1907, avec la réorganisation in vitro de cellules spongieuses aprés dissociation?*2. Plus tard,
d’autres groupes ont réalisé les mémes expériences a partir de pronéphros d’amphibiens et
également d’embryons de poulet?*3. Les années 1980 signent le début des recherches sur les
cellules souches aprées I'isolement de cellules souches pluripotentes (PSC) a partir d’embryons
de souris?**?4>_ Ce n’est cependant qu’en 1998 que les scientifiques parviennent a isoler et a
cultiver pour la premiere fois des cellules souches embryonnaires dérivées de blastocystes
humains?#®. La reprogrammation de fibroblastes humains et murins a par la suite permis la
culture de cellules souches pluripotentes induites (iPSC), contribuant a un impact significatif
dans la recherche sur les cellules souches mais également sur les organoides?*’:248, Le terme
organoide fait référence a la culture ex vivo de cellules au sein d’un environnement
tridimensionnel (3D) prédéfini. Les organoides peuvent étre dérivés de cellules souches
pluripotentes ou de progéniteurs d’organes isolés qui se différencient pour former un tissu qui
contient plusieurs types cellulaires ayant la capacité de s’auto-organiser en une structure qui
présente une physiologie et des caractéristiques semblables a I'organe miniaturisé?*°. Au sein

des modeles d’organoides, il a été retrouvé des processus organisationnels similaires a ceux
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observés au cours des premiers stades de |'organogenese chez 'Homme. Parmi eux sont
retrouvés (i) le processus de « tri cellulaire » qui correspond a la capacité qu’ont les cellules a
se réorganiser et a se séparer pour former des structures avec des propriétés histogéniques
quasi similaires a celles retrouvées in vivo, et (ii) le processus d’ « engagement de lignage
restreint dans I'espace », qui implique la notion de contréle spatio-temporel du destin cellulaire
(division, quiescence, localisation, différentiation et mort)?*°. Ces processus nécessitent
I'activation de diverses voies de signalisation médiée par I'environnement intrinseque et
extrinseque (stress, nutriments, signaux intercellulaires, MEC...). Dans les années 1980, il était
trés difficile de faire de la culture organotypique sur le long terme, notamment en raison de
lésions tissulaires induites par une insuffisance nutritionnelle?>!. Mais trés récemment, au sein
d’un modele d’organoides rénaux dérivés d’iPSC, il a été observé la formation d'une
vascularisation dans des conditions définies sans aucun facteur de croissance endothélial
vasculaire exogene?®?. De nos jours, I'importance du microenvironnement est largement
admise mais cela n’a pas toujours été le cas. En effet, ce n’est qu’en 1987 que I'équipe de Mina
Bissel a mis en évidence que les interactions cellule-matrice étaient indispensables a la
réorganisation tridimensionnelle d’épithéliums mammaires en forme de canaux®3. Par ailleurs,
la culture de ces épithéliums sur une MEC induit la capacité de ces cellules a synthétiser et
sécréter des protéines de lait. Il a également été mis en évidence que les cellules épithéliales
alvéolaires de type Il ne maintiennent leur différenciation qu’en présence de MEC, soulignant
I'importance de cette interaction?*. La réelle transition entre la 2D et la 3D s’est faite
progressivement dans les années 2000, notamment avec les travaux d’Eiraku et al. qui sont
parvenus a générer du tissu de cortex cérébral a partir de cellules souches embryonnaires (ESC),
grace a la méthode de culture d’agrégation 3D%>°. Bien que de nombreux systémes de culture
aient été mis au point au cours de ces années, aucune méthode n’a permis de maintenir les
cellules en culture sur du long terme. Cependant, en 2009, Sato et al. ont permis une avancée
majeure dans le domaine de la culture d’organoides intestinaux, avec le maintien d’une
structure organoide pendant 8 mois, dont les caractéristiques phénotypiques sont restées
inchangées®®. Deés lors, de multiples modeles 3D dérivés de tumeurs solides tels que des
organoides cérébraux, prostatiques ou encore pulmonaires ont été développés?>’2>°. Le
développement de modeles 3D appropriés al'étude des LNH n’a cependant pas connu le méme
intérét et les modeles actuellement utilisés, et dont nous reparlerons un peu plus loin, sont

adaptés a partir de ceux utilisés pour les tumeurs solides.

68



"d€ 3JIpjnjja2 34n3nJ Dj 3P JUaWaddojanIp 3 JuD3D.334 31bojouo.y) :TT 2inbl4

sulewNY sa1sAJ01se|g AP SHNOS ap sucAiquia,p

sanbiieisoud J5dL,p 53JIEUUOAIG LB 5313N0S
$3|N||32 SIP J9AE 12 saJjeuow|nd SIAIBP XNBUD s3|n|[22 ap Jiied Jj3led e sadjeuucAiquia  Jidied e sayusyodunid suzigiyduwe,p
anbnegiyued sapjouediop soplouedio,p e |BJgR120 X110 9p $3Y2N0s s3|N||19d SeYonos senjjed 59120551p soJydauoid
3p JusWass||gqeld 3P WBWISS||qe1] Sp uonesiuedioay

|E32240]02 J32UED 2P
ainyng Nssi} un,p uojeluan

sapioJayds ap aunynaoy  SPPIOUEBIOP 31MND ainnJ

311e|N||30BI1XE SILBW Bp UQIeI0SSIP uoneoss|p saide
37848 || adA1  szude saseuuohiquis  sasnaiBuods san|jo

sulewny 1 sunuw

anbipinjo.oiw 192UBI NE s910sse xneigaisn S3)|NPE S3[BUIISIIUI
sond aun p $2158190Jq1 saplouedio,p 5342N05 53|N[32 P $31SB|QOIGIY 3P SIDALIZP  SHEIIXD Sap B
LIS N2 47T Uos S8 DOAE |EIDI0|0D ainyny ined e xneunssu) 254d1LP wied ne asip 3p sauR|0IAR SI[RIYNdS  suissnod Bp ssuedio  9p uones|uesiosy
np Jnawny aun,p suoup.es seplouesio,p $3|N||22 3P UONEIDUBIBYIP SI9AIp 9P UOIeS.deay
ap saploiayds anyno £] 18 XNeUed 3p aWIoj ua
saJlewwew swn|ayids,p

UOIINISUCIIY
EIEYpblel}
Qg uonesiuesioay

69



L’ensemble de ces travaux, le large éventail de types de tissus pouvant étre étudiés, la capacité
d’expansion a long terme ainsi que I'architecture tridimensionnelle physiologique de la culture
3D en font une contrepartie intéressante aux modeéles in vivo animaux et in vitro 2D, et ont
permis |I'émergence de nombreux modeles dont nous détaillerons le mécanisme, les

applications ainsi que les avantages et inconvénients au cours des prochains paragraphes.

2.2. Les différents modeles de culture 3D

2.2.1. Les modeles sphéroides

Le modeéle sphéroide a longtemps été considéré comme la référence en matiére de
modele 3D in vitro*!. Il s’agit d’'un modeéle sphérique, caractérisé par une morphologie bien
arrondie, la présence de cellules cancéreuses et la capacité de maintien de ces cellules en tant
que «culture flottante ». C’'est aprés plusieurs jours de culture que le phénomeéne de
sphéroidisation, qui peut nécessiter de 2 jours a plusieurs semaines, se produit?602¢1 |Les
cellules non-adhérentes qui évoluent dans le milieu établissent des interactions complexes
entre elles et s'agrégent naturellement pour former des sphéroides. Ces structures se
développent de maniere tridimensionnelle in vitro, que ce soit avec ou sans |'utilisation de
biomatériaux imitant la MEC. Une fois agrégées, les cellules sont stables pendant plusieurs
semaines, permettant I'utilisation de ce systéme de culture pour étudier les effets a long terme
de médicaments anticancéreux*®. L'intérét de ces sphéroides est qu’ils ont la capacité de
reproduire a la fois une architecture (a la fois la morphologie, la topographie ainsi que
I'organisation cellulaire) et un métabolisme proche de ce qui est retrouvé dans le tissu
d’origine?®’. Il a en effet été retrouvé, au sein de ces sphéroides, un gradient de nutriments
avec notamment une distribution du glucose, une accumulation de lactate et une distribution
d’ATP?%? mais également un gradient gazeux a 'origine de zones dépourvues ou faibles en
oxygene, légitimant ce modele pour explorer les mécanismes de I’hypoxie en cancérologie,
notamment pour les cancers solides (résumé dans le Tableau 2, page 88) (Figure 12)*°*. La taille
d’un sphéroide peut aller jusqu’a 500 um et il est généralement divisé en trois zones, avec

respectivement de son noyau a sa périphériel91263 :
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e Un noyau nécrotique/apoptotique

e Une zone intermédiaire composée de cellules quiescentes évoluant dans un
environnement faible en oxygéne et en nutriments

e Une zone périphérique au sein de laquelle on retrouve des cellules prolifératives qui

miment la croissance tumorale

Oxygéne

Nutriments

Zone

L proliférative
Prolifération

Zone
quiescente

Zone
nécrotigque

Figure 12: Représentation schématique d'un sphéroide (d’aprés Dini et al. J R Soc Interface, 2016°%).

En fonction de l'origine cellulaire et des méthodes de culture permettant de générer les
sphéroides, on peut identifier 4 types de sphéroides: 1) les sphéroides tumoraux
multicellulaires (MCTS), 2) les tumorosphéres, 3) les sphéroides tumoraux dérivés de tissus

(TDTS) et 4) les sphéroides multicellulaires organotypiques (OMS).

2.2.1.1.  Les sphéroides tumoraux multicellulaires (MCTS)

Le modele de sphéroides tumoraux multicellulaires ou MCTS a émergé dans les années

1970 grace aux travaux du groupe Sutherland?®>. Il s’agit du modeéle le mieux caractérisé et le
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plus couramment utilisé pour les tumeurs solides car il permet une bonne représentation de la
diffusion et de I'échange d’oxygéne, de nutriments et d’autres facteurs solubles?®®. Ces
sphéroides sont générés a partir de suspensions monocellulaires, le plus souvent des lignées
cellulaires tumorales cultivées dans des conditions non-adhérentes et sans apport de MEC
exogene (résumé dans le Tableau 2, voir page 88). Parmi les techniques qui permettent de

générer facilement les MCTS, on retrouve :

e La technique de recouvrement liquide : cette méthode consiste a placer les cellules
tumorales sur un support de culture plastique (plaque de culture, flasques ou boite de
Pétri) initialement recouvert d’une fine couche de substrat inerte comme I'agar ou
I'agarose?®’2%8 Avant d’ajouter les cellules ainsi que le milieu de culture complémenté
en sérum de veau feetal (ou SVF), cette fine couche doit d’abord sécher afin que les
cellules puissent se développer et s’agréger sans adhérer au support (Figure 13). Il est
toutefois possible d’optimiser la formation des sphéroides en ensemencant les cellules
dans des plaques spécifiques sans aucun revétement, établies pour leurs propriétés de

faible adhérence (Ultra Low Attachement — ULA plates)?°.

[}

- O Milieu de culture

MCTS

Agar ou agarose

Figure 13: Représentation schématique de la technique de recouvrement liquide.

e La méthode de la goutte suspendue : cette méthode consiste a déposer, sur le
couvercle d’une boite, des gouttes de suspension cellulaire au sein d’un milieu enrichi
ou non de méthylcellulose, pouvant aller jusqu’a 30 pL?6%27°. La méthylcellulose est
parfois ajoutée au milieu de culture pour augmenter sa viscosité, ce qui peut influencer
la formation des agrégats cellulaires en suspension. Lors de I'inversion du couvercle, les
cellules s’accumulent a linterface liquide-air pour former des sphéroides. Cette
méthode permet d’une part d’éviter 'utilisation de plaques avec revétement ainsi que

I'effet du contact du substrat sur les cellules, et d’autre part de générer une grande
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guantité de sphéroides (Figure 14). Toutefois, tandis que certaines études rapportent
le fait que cette méthode soit tres reproductible, d’autres études soulignent son
manque de reproductibilité a travers la variabilité dans la taille des sphéroides obtenus

(résumé dans le Tableau 2, voir page 88)?717273.

N h
hnd %

Cellules tumorales en MCTS dans une
suspension goutte suspendue

Figure 14: Représentation schématique de la méthode de la goutte suspendue.

La méthode d’encapsulation a base d’alginate?’427® . cette méthode consiste a
encapsuler les cellules tumorales au sein de microparticules de gélatine ensuite
enveloppées dans un gel d’alginate de calcium de plusieurs dizaines de micromeétres
d’épaisseur. Les cellules se développent alors au sein de cette structure qui est ensuite
dégradé par un traitement a la lyase d’alginate ou un chélateur de calcium pour analyse
(Figure 15). Il a été rapporté dans cette étude que cette méthode permet de produire
une grande quantité de MCTS de taille homogene, qu’elle est compatible avec le
« screening » de drogues a haut débit et qu’elle permet la formation de MCTS par des
lignées de cellules cancéreuses incapables d’en former avec les techniques
précédemment décrites?’’. Néanmoins, 'inconvénient majeur repose sur 'utilisation
de la membrane d’alginate qui introduit un biais en réduisant a la fois I'apport
d’oxygene et de nutriments mais également le contact entre cellules. Pour s’en
affranchir, il est possible d’ajouter une enveloppe d’hydrogel autour de la microcapsule
dont la perméabilité permet a la fois la libre circulation des nutriments et la prolifération

cellulaire au sein de la microcapsule?’’.
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+ Solution Incubation a + Alginate
d’olginate et 37°C lyase
bain de calcium

Gel de gelatine Encapsulation dans un Croissance cellulaire MCTS
contenant les gel d'alginate de calcium
cellules tumorales ioniguement gélifié

Figure 15: Représentation schématique de la méthode d'encapsulation & base d'alginate (figure
originale).

Originellement, les premiers MCTS étaient issus de la monoculture de cellules cancéreuses.
Cependant, tres loin de représenter de facon adéquate la complexité de la tumeur, les MCTS
hétérotypiques sont rapidement apparus afin de prendre en considération le fait que ces
cellules sont accompagnées d’un microenvironnement tumoral indispensable a leur croissance
et a leur expansion. Parmi les types cellulaires les plus couramment utilisés pour la co-culture
avec les cellules cancéreuses, on retrouve les cellules immunitaires et les cellules stromales
telles que les fibroblastes et les cellules endothéliales. Elles peuvent soit étre ajoutées au sein
du milieu de culture conduisant alors a l'infiltration des MCTS par ces cellules, soit étre
directement ensemencées avec les cellules tumorales au sein de la suspension cellulaire
initiale. L'amélioration constante de ces modeles de culture 3D est essentielle afin de mettre
au point le modele de cancer le plus pertinent possible et ainsi pouvoir étudier les différentes
interactions cellulaires retrouvées au sein de la tumeur, et les mécanismes responsables de |a

progression tumorale et de |a résistance au traitement.

2.2.1.2.  Les tumorospheres

Originellement développé pour les tumeurs cérébrales par Singh et al. en 2003278, le
terme tumorosphére fait allusion a la culture de cellules souches cancéreuses (CSC) sous forme
d’agrégats cellulaires sphériques flottant dans un milieu de culture spécifique, dans des

conditions de faible adhérence au support et sans apport de MEC. Les spheres résultantes
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appelées neuropheres proviennent d’une seule cellule capable de donner naissance a ces
derniéres par expansion clonale. Les années qui ont suivi ont permis 'adaptation de cette
technique a un plus large éventail de tumeurs, spécifiquement les tumeurs solides, comme le

cancer du sein?’®

ou le cancer du poumon?®. Les méthodes d’obtention des tumorosphéres
sont assez similaires d’un tissu cancéreux a 'autre. La premiére étape consiste a dissocier de
facon mécanique et enzymatique I'échantillon tumoral afin d’obtenir une suspension cellulaire.
Dans I'optique d’enrichir la population de CSC et d’éliminer les cellules stromales, il est possible
d’effectuer un tri cellulaire (par fluorescence ou par magnétisme) en utilisant des marqueurs
putatifs de CSC, notamment CD44, CD133, CD90 ou 'aldéhyde déshydrogénase?®!. Les CSC sont
ensuite cultivées dans un milieu spécifique dépourvu en SVF et complémenté de facteurs parmi
lesquels on retrouve notamment le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) et le facteur de
croissance épidermique (EGF). Des hormones peuvent également étre ajoutées au milieu, entre
autres I'hydrocortisone, I'insuline et la progestérone, connues pour induire la prolifération des
cellules souches, de méme que I'héparine, qui permet de stabiliser I'interaction entre le FGF et
son récepteur?®?. |l a par ailleurs été mis en évidence que le facteur inhibiteur de la leucémie
(LIF), connu pour maintenir les cellules souches embryonnaires primitives de souris dans un
état indifférencié?®3 et pour prévenir la sénescence des cellules souches neurales humaines?84,
est indispensable pour une croissance sphéroidale optimale?®. Toutefois, en raison de son
incapacité a reconstituer la multiplicité des types cellulaires retrouvés dans le
microenvironnement tumoral, I'application du modéle de tumorosphéres est limitée a I'étude
des CSC?88. Par ailleurs, bien qu’il soit largement admis que chaque tumorosphére est dérivée
d’'une seule cellule et est donc clonale, la clonalité n’est pas systématique et doit étre
particulierement étudiée en amont. En effet, lors d’'une étude menée sur des neurosphéres
normales, il a été mis en évidence qu’il ne s’agissait pas d’agrégats clonaux mais plut6t
d’agrégats issus d’une croissance induite par fusion?®’. Afin de prévenir I'agrégation cellulaire
par fusion, il est possible de recourir a la méthylcellulose semi-solide afin de cultiver des

28 ou bien d’ensemencer une cellule unique par puit?®’ et

neurospheres clonales putatives
ainsi obtenir des sphéres clonales par prolifération cellulaire. Il est néanmoins d’usage
d’ensemencer les cellules a des densités pouvant aller de 1000 cellules viables par plaque de
35 mm de diameétre, a 100 a 1000 cellules viables par cm? car la prolifération issue d’une cellule

unigue ne permet pas la génération de grandes sphéres (> 100 um de diamétre).
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2.2.1.3.  Les sphéroides tumoraux dérivés de tissus (TDTS)

Les sphéroides tumoraux dérivés de tissus ou TDTS sont obtenus a partir de tissus
cancéreux partiellement dissociés par digestion mécanique, supplée d’une digestion
enzymatique dans certains cas. La encore, les TDTS sont majoritairement utilisés pour I'étude
de cancers solides comme le cancer colorectal ou encore le cancer du sein (résumé dans le
Tableau 2, voir page 88). Divers modeles sont alors retrouvés comme les colospheres ou les
sphéroides-MARY-X. Comme le nom l'indique, les colosphéres sont dérivées de tumeurs
cancéreuses colorectales et générées en coupant finement I'échantillon avec une lame de
scalpel et en I'écrasant avec un piston strié de seringue jetable?®®. Les morceaux obtenus sont
ensuite cultivés en condition non adhérentes, sans MEC et dans du milieu classique
supplémenté en SVF. Les colospheres se forment en 1 jour aprés remodelage et compactage
cellulaire et peuvent étre maintenues en culture pendant au moins deux semaines?® et étre
cryoconservées sous forme de sphéres entiéres dans du milieu de congélation. Le modele
MARY-X a été établi a partir de cellules d’'une patiente atteinte d’un cancer du sein
inflammatoire xénogreffées a des souris « nudes » immunodéficientes?®. Une fois le PDX
dissocié et les cellules murines retirées, les cellules tumorales ont une capacité innée a former
des sphéroides compacts et étanches appelés sphéroides-MARY-X?°1 qui peuvent étre
maintenus en culture pendant des temps longs, pouvant aller jusqu’a 3 mois (Figure 16)?%?.
Apres dissociation du tissu tumoral en amas cellulaire, le contact cellule-cellule entre les
cellules tumorales est maintenu et permet de former rapidement des TDTS. lls sont
majoritairement composés de cellules tumorales et de cellules immunitaires, les cellules
stromales semblent quant a elles étre perdues au cours du processus de dissociation. Afin
d’étudier la pathologie dans son ensemble, c’est-a-dire les cellules cancéreuses et leur
microenvironnement, il est donc nécessaire d’incorporer ces cellules au sein des TDTS.
’avantage de ce modeéle repose sur sa capacité a imiter la tumeur parentale notamment en

termes de profils d’expression génique et de propriétés métastatiques?8>:292.293,
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Etablissement de la xénogreffe a partir
‘% d’une tumeur du sein inflammatoire

Souris « nude » immunodéficiente

@ Récupération puis dissociation du PDX

Remodelage et
Dissociation

socia compactage
meécanique cellulaire

Fragment tumoral
(cellules tumorales primaires
humaines + cellules
immunitaires)

Figure 16: Représentation schématique des étapes nécessaires a la formation de sphéroides tumoraux
dérivés de tissus (TDTS) (figure originale).

2.2.1.4.  Les sphéroides multicellulaires organotypiques (OMS)

Les sphéroides multicellulaires organotypiques ou OMS représentent le modele le plus
comparable a la tumeur parentale car ils conservent a la fois 'architecture du tissu d’origine
mais aussi son hétérogénéité cellulaire’®*. L'avantage des OMS réside en effet dans la
préservation du microenvironnement tumoral, en particulier les macrophages et la
composante stromale?®, ce qui les distingue des TDTS. Les fragments de tumeur ne sont pas
dissociés de facon enzymatique ou mécanique mais découpés en morceaux d’environ 4 mm?°®
puis cultivés en condition non adhérente dans des flasques de culture tissulaire en étant soit
immergés dans du milieu de culture supplémenté en SVF et en acides aminés non essentiels,
soit au sein d’une interface air-liquide (Figure 17). Cette interface est créée en enveloppant
I’'OMS au sein d’'une matrice de Matrigel ou de collagéne. L'OMS est ensuite cultivé dans du
milieu de culture et la matrice forme une barriere directe avec le milieu. Les OMS sont le plus
souvent cultivés jusqu’a ce qu’ils se regroupent entre eux et forment une sphere. A l'aide d’une
pipette, les sphéres obtenues sont isolées des débris sous contrdle microscopique et peuvent
ensuite étre maintenues en culture pendant une ou deux semaines, selon le type de tumeur

(résumé dans le Tableau 2, voir page 88)?°®%°7. Parmi les tumeurs qui ont permis de générer
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avec succes des OMS sont retrouvées la encore majoritairement des tumeurs solides comme
les glioblastomes, les tumeurs squameuses de la téte et du cou ou encore le cancer
colorectal?®®%°. ’analogie de ces OMS avec la tumeur d’origine et la préservation de
I"hétérogénéité cellulaire en font un modele préclinique valide pour des tests de médicaments
anticancéreux mais également pour la découverte de biomarqueurs3093°1, A 'égal des TDTS, les
OMS peuvent également étre cryoconservés. En effet, il a été montré que, malgré des
changements phénotypiques et génotypiques mineurs survenus apres la décongélation, les
OMS de gliome congelés restent viables tout en conservant leurs caractéristiques

histologiques?®2.

Collagene

Mise en culture  |nterface Air-Liquide *
\ | Formation

des OMS

Fragments tumoraux de 4
mm

. “%,,,,_7__::_9/ :

Immersion dans du
milieu de culture

Figure 17: Représentation schématique des étapes nécessaires a la formation de sphéroides
multicellulaires organotypiques (OMS) (figure originale).

2.2.2. Le modele organoide

2.2.2.1. Lesfondements du modele organoide

Comme mentionné plus haut, les organoides sont des structures multicellulaires qui
peuvent étre dérivées de cellules souches humaines, de cellules progénitrices spécifiques a un
organe ou de cellules cancéreuses dérivées d’un patient. Cultivées au sein d’une structure
tridimensionnelle, suppléé du cocktail de facteurs de croissance et de différenciation adapté,

ces cellules ont la capacité de se différencier et de s’auto-organiser spontanément en une
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structure 3D qui mime I'architecture du tissu ou de I'organe en question3%?. C'est en effet ce
qu’a démontré cette étude avec I'établissement d’un systeme de culture organoide de cryptes
intestinales qui reproduit de facon similaire a I'in vivo la niche de cellules souches?>®. Par ailleurs
et a l'inverse des sphéroides, les organoides forment une structure 3D sur la base de leur
programmation génétique, représentant ainsi plus fidelement le développement réel d’une
tumeur et conférant un avantage majeur par rapport aux sphéroides (résumé dans le Tableau
2, voir page 88)3%3. Le protocole de culture ayant permis d’obtenir les premiers organoides non
tumoraux, établis par Sato et al.?>® a partir de cellules intestinales murines, a ensuite été utilisé
pour la culture d’organoides humains non tumoraux puis tumoraux qu’on appelle également
tumoroides. Les organoides sont généralement cultivés au sein de biomatériaux parmi lesquels
sont retrouvés des tissus natifs décellularisés ainsi que des matrices a base de polyméres
synthétiques comme le polyéthyléne glycol (PEG), ou naturels comme le collagéne ou
I'alginate®® (Figure 18). Ils peuvent également étre cultivés dans des transwell, initialement
utilisés pour des tests de migration/invasion3%*, pour mimer la barriere hémato-
encéphalique3®®> ou pour mimer l'interface entre le compartiment vasculaire et la tumeur3°,
capitale dans I'action des médicaments anticancéreux (Figure 18). Les biomatériaux a base
d’hydrogel sont néanmoins préférés car il a été démontré dans la littérature qu’ils peuvent étre
fonctionnalisés avec différents motifs peptidigues mimant le collagéne, la laminine ou la
vitronectine afin de reproduire dans une moindre mesure la MEC de la tumeur étudiée (résumé
dans le Tableau 2, voir page 88)3°73%8 Le biomatériau idéal doit pouvoir fournir un
environnement approprié a la survie, a la prolifération et a la différenciation cellulaire. Pour ce
faire, plusieurs éléments peuvent étre ajoutés dans le milieu de culture, comme des facteurs
de croissance qui permettent de soutenir la survie cellulaire, des peptides ligands pour mimer
des interactions ligand-récepteur mais également des cellules immunitaires afin de reproduire

I'infiltration tumorale.
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Etape 1 : préparation de Etape 2 :incorporation des cellules Etape 3 : fonctionnalisation de
I'hydrogel et de I'échantillon dans I'hydrogel I'hydrogel
tumaral

— Hydrogel / 1 Cf

: Cellules primaires
Motifs peptidigques dérivées de patient
fonctionnalisant
I"hydrogel

Figure 18: Représentation schématique des étapes nécessaires a la formation d'organoides (figure
originale).

2.2.2.2. Lesorganoides dérivés de patients (PDO)

Les organoides dérivés de patients ou PDO sont obtenus par une dissociation
meécanique de [|'échantillon tumoral suivi d’une dissociation enzymatique permettant
I'obtention d’une suspension cellulaire constituée de cellules isolées ou de petits agrégats3®.
Les cellules primaires dérivées de patients sont ainsi cultivées au sein d’un biomatériau
spécifique de type hydrogel mimant des protéines de la MEC ensuite recouvert de milieu de
culture. Bien que la dissociation enzymatique affecte I'intégrité du fragment tumoral utilisé, ce
modele reste pertinent car il parvient a maintenir les caractéristiques ainsi que I'hétérogénéité
cellulaire de la tumeur étudiée (résumé dans le Tableau 2, voir page 88). C'est en effet ce qu’a
démontré cette étude ou les organoides dérivés de tumeurs ovariennes de patients ont permis
de récapituler les caractéristiques histologiques et génomiques de la tumeur dont ils sont
issus1. Par conséquent, la forte ressemblance des PDO avec leur tumeur d’origine en fait un
modele approprié pour I'étude de la réponse aux traitements anticancéreux. Il a été rapporté
que les cellules stromales et les cellules immunitaires sont conservées au sein des PDO, bien
qu’elles soient tout de méme perdues petit a petit lors de culture a long terme3!t. Néanmoins,
I"ajout de divers facteurs au sein de la culture peut partiellement récapituler la fonction de ces

cellules mais la perte ou l'absence du microenvironnement tumoral et de composants
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multicellulaires dans ces PDO constituent une limite et introduit la encore la notion de co-
culture afin de mimer le dialogue bidirectionnel entre les cellules tumorales et les cellules
stromales et immunitaires. La MEC compte parmi les composants non cellulaires du
microenvironnement tumoral. Sa complexité moléculaire et sa nature dynamique ont un
impact significatif sur la prolifération, la migration et la différenciation des cellules cancéreuses
et donc le développement et la progression tumorale3!?2. Néanmoins, la plupart des modeles
de culture décrits dans la littérature ne récapitulent pas la composition native de la MEC
spécifique au cancer modélisé et ne parviennent pas a imiter ses signaux biophysiques et
biochimiques. Les biomatériaux utilisés, naturels, synthétiques ou mixtes servent alors de
substituts de MEC physiologiquement pertinents, mais une approche plus prometteuse, la
décellularisation, permet de développer des modeéles de culture 3D plus significatifs au sein
desquels la MEC et I'architecture du tissu sont maintenus!3. Il s’agit d’un processus qui permet
d’éliminer les cellules des organes ou tissus par un traitement au détergent et a la DNAse en
affectant le moins possible la structure et la composition de la MEC3!. L’avantage de cette
technique réside dans l'utilisation d’'une matrice biologique qui conserve une partie des
protéines structurelles et des facteurs solubles, favorisant ainsi la reconstitution de
microenvironnements complexes permettant une compréhension plus fiable des mécanismes
fondamentaux de la pathologie étudiée et de ceux impliqués dans la résistance
thérapeutique3®. Il est néanmoins essentiel de prendre en considération le fait que le fragment
de tumeur utilisé a son importance dans la mise au point de ces PDO (résumé dans le Tableau
2, voir page 88). Il n'est effectivement pas exclu que des caractéristiques moléculaires
essentielles au diagnostic ou a la prédiction de la réponse au traitement soient présentes dans
un autre fragment tumoral, faussant ainsi les résultats obtenus pour les patients desquels ces
organoides sont dérivés. En effet, la finalité dans le développement de modeles 3D pertinents
ainsi que la nécessité d’'une amélioration constante de ces modeles est la prédiction de la
réponse du patient a son traitement, un point qui pourrait étre étudié avec ces PDO. Bien que
les organoides soient de plus en plus applicables aux tumeurs hématologiques, les tumeurs

solides restent parmi les tumeurs les plus fréqguemment modélisées310:317,
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2.2.3. La bio-impression 3D

L'impression 3D a été mise en lumiére au cours des années 1980 par la création d’objets
solides a partir de fichiers numériques avec conception assistée par ordinateur. Ce n’est
cependant qu’a la fin des années 90 que I'impression 3D fait son apparition dans le secteur de
la santé avec notamment la génération d’implants dentaires, de vessies rénales et de prothéses
personnalisées. Le terme « bio-impression 3D » émerge ensuite et consiste a déposer couche
par couche de I'encre biologique appelée « bioink », pour imprimer des structures en 3D telles
que des tissus et des organes. Le matériau imprimé est alors constitué de cellules vivantes, de
biomatériaux ou de biomolécules actives3'8. La bio-impression 3D est classée en 3 grandes

catégories3®® (Figure 19) :

- La bio-impression assistée par laser qui utilise la puissance du laser pour déposer
des bio-encres moins visqueuses, ce qui permet de conserver une viabilité cellulaire
élevée.

- La bio-impression par jet d’encre qui consiste a superposer des gouttelettes de bio-
encres par stimulation thermique, acoustique ou électrique, générant ainsi des
couches ayant un motif spécifique.

- La bio-impression par extrusion qui consiste également a déposer sur une plague
collectrice des bio-encres visqueuses sous forme de filaments continus en utilisant

des systemes de distribution pneumatiques ou mécaniques (par vis ou par piston).

Thermique Piézoélectrique Pneumatique Piston  Vis Couche
A o
| } <« Valve alljscl)rbant Impulsion
Dispositif € laser laser
de chaleur =
Bulle de Transducteur = =
vapeur piézoélectrique
Bio-impression par jet d’encre Bio-impression par extrusion Bio-impression assistée par laser

Figure 19: Les trois grandes catégories de la bio-impression 3D (d'aprés Gungor-Ozkerim et al.
Biomaterials Science, 2018°%).
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L'un des avantages majeur de cette technologie est qu’elle permet de reproduire
plusieurs caractéristiques retrouvées au sein de la tumeur, notamment certaines
caractéristiques de la MEC comme la rigidité de la matrice, sa porosité, sa viscosité ou encore
I'arrangement du réseau de fibres3?°. Pour cela, il est nécessaire de sélectionner les
biomatériaux ayant les propriétés viscoélastiques adaptées permettant la construction de
structures 3D stables. Parmi les matériaux les plus couramment utilisés, on retrouve des
biomatériaux naturels comme la gélatine, la fibrine et le collagene, mais aussi du Matrigel et
des polymeres plus synthétiques comme le PEG3?L. De plus, la bio-impression 3D permet de
concevoir avec une trés grande précision I'organisation du tissu, comme I'architecture tissulaire
et la disposition spatiale des cellules (résumé dans le Tableau 2, voir page 88)*%°. Toutefois, elle
ne permet pas de contréler la microarchitecture du tissu, comme l'orientation des cellules au
sein de ces constructions bio-imprimées. Les applications de la bio-impression 3D ne sont pas
limitées a l'impression d’organes. En effet, cette technologie est tres prometteuse dans le
domaine de I'impression de biomatériaux permettant I'administration des médicaments. On
distingue parmi eux des biomatériaux chargés en rifampicine pour le traitement de
I'ostéomyélite, ou encore I'impression de comprimés de paracétamol avec des géomeétries
différentes permettant des profils de libération différents afin de s’adapter aux besoins du
patient322323, Bien que de nombreux modéles de cancer aient été reproduits avec succes,
comme le cancer du sein ou encore le cancer de la vessie, la bio-impression 3D présente des
limites32432>_ || existe actuellement un nombre limité de biomatériaux a la fois bio-imprimables
et représentatifs de I'architecture tissulaire nécessaire pour restaurer la fonction de I'organe
aprés impression3?®. Les hydrogels synthétiques sont mécaniquement robustes, et donc
appropriés a I'impression 3D, a la différence des hydrogels d’origine naturelle qui restent tout
de méme propices a la croissance cellulaire. La mise au point de biomatériaux hybrides est donc
nécessaire pour pallier ces problématiques. De plus, au cours du processus d’'impression, les
contraintes mécaniques exercées sur les cellules provoquent un grand stress cellulaire pouvant
affecter la viabilité et la croissance cellulaire mais également modifier les profils d’expression
génétique (résumé dans le Tableau 2, voir page 88)3%’. C'est notamment le cas des cellules
souches qui ne survivent généralement pas au processus d’impression car trop sensibles aux
forces physiques appliquées®?®. Enfin, et bien que de nombreux progrés aient été réalisés

récemment, I'apport d’une vascularisation au sein des constructions bio-imprimées de méme
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que le recoupement de la vascularisation imprimée avec la vascularisation de I'"hote apres

implantation de I'organe bio-imprimé font défaut a cette technique32933,

2.2.4. Le modele d’organe sur puce (« Organ-on-Chip »)

Bien que de remarquables progrés aient été obtenus grace aux différentes techniques
de culture 3D précédemment décrites, ces derniéres ne se prétent pas a une production
massive et automatisée ainsi qu’au screening a haut débit de médicaments. Le modeéle
d’organe sur puce ou « Organ-on-Chip » pourrait cependant répondre a ces problématiques,
notamment a I'absence de dynamique environnementale constatée dans ces modeéles. Les
organes sur puces sont des dispositifs microfluidiques qui permettent de cultiver des cellules
vivantes au sein de chambres micrométriques perfusées en continu dans I'optique de modéliser
les fonctions physiologiques des organes et tissus. A l'inverse des techniques d’ingénierie
tissulaire, I'organe sur puce ne cherche pas a reproduire 'organe entier pour remplacer
cliniguement son homologue humain défectueux, mais plutot a imiter de facon synthétique les
fonctionnalités cellulaires et organotypiques minimales®3!. Il existe des systémes plus ou moins
complexes allant de la simple chambre microfluidique, contenant un seul type cellulaire et
représentant les fonctions d’un type de tissu, a plusieurs chambres microfluidiques reliées par
des membranes poreuses et contenant différents types cellulaires afin de recréer des
interactions entre différents tissus (résumé dans le Tableau 2, voir page 88). Il est par ailleurs
possible d’y intégrer des forces physiques et mécaniques afin d’observer la réponse spécifique
des organes, comme le recrutement de cellules immunitaires en réaction a des traitements
anticancéreux. Les puces microfluidiques sont souvent fabriquées par lithographie douce3. ||
s’agit d’'une technologie d’impression qui permet de graver le motif spécifique souhaité sur des
plaguettes de silicium par photolitographie, en incluant par exemple des microcanaux
permettant d’intégrer au modele divers parametres fluidiques et chimiques pour une
modélisation précise de I’environnement cellulaire. L'impression est suivie d’'un moulage de la
plaguette de silicium avec un polymere liquide, généralement le polydiméthylsiloxane (PDMS).
En effet, le PDMS est le matériau de prédilection pour le moulage de dispositifs microfluidiques
en raison de sa grande élasticité, sa perméabilité aux gaz, sa transparence optique et sa

biocompatibilité331. Une fois polymérisé, le PDMS est décollé de la plaquette et on obtient une
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réplique de la structure de la puce en PDMS (Figure 20). Afin de favoriser I'injection de cellules
et de fluides, les entrées et sorties du dispositif microfluidique peuvent étre percées a l'aide
d’une aiguille ou d’un emporte-piece de la taille des réservoirs microfluidiques ou des pompes.
'application de ces systemes de culture microfluidique aux modeles de culture 3D repose sur
le simple dépot de sphéroides ou d’organoides, préalablement préparés, sur la puce
microfluidique, ensuite complémenté de milieu adéquat ou de traitements médicamenteux par

perfusion a I'aide des microcanaux3317333,

Plaguette de silicium

Moule

Impression du moule sur une plague Moulage d'e la plaquette avec du
de silicium par photolithographie polydiméthylsiloxane (PDMS)

K\\ _i/‘

Aprés traitement au plasma, le
@ PDMS est collé au substrat,
formant la puce microfluidique

Création d’entrées et de sorties
du dispositif microfluidique

Figure 20: Représentation schématique des étapes nécessaires a la création d'une puce microfiuidique
(figure originale).

'avantage de cette technologie microfluidique réside dans la conception de systemes de
culture 3D complexes au sein desquels divers parametres (forces mécaniques, gradients
chimiques...) peuvent étre pris en compte, modifiés et controlés indépendamment.
Néanmoins, le colt ainsi que les compétences nécessaires a la fabrication des puces
microfluidiques constituent une limite dans I'utilisation standardisée de ce modele (résumé
dans le Tableau 2, voir page 88)3*. C’est ainsi que I'avénement de I'impression 3D a permis

d’une part de réduire les colts de production et d’autre part le développement d’un autre type
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d’organe sur puce basé sur une encapsulation cellulaire au sein de microspheres
d’alginate?’’*34, Ce dispositif de culture microfluidique repose sur I'impression d’un dispositif
de coextrusion formé par I'impression de trois couches de résine photopolymérisable au moyen
d’une imprimante DLP (Digital Light Processing), qui offre une bonne résolution et la possibilité
d’imprimer des canaux dans un bloc de résine334. Les trois entrées du dispositif sont connectées
a trois seringues, montées sur des pompes et chargées de solutions qui vont étre injectées dans

le dispositif microfluidique (Figure 21). Ces seringues sont composées :

- D’une solution d’alginate qui permet de former les microspheres et qui s’écoule
dans le canal qui relie le capillaire conique externe,

- D’une solution intermédiaire dépourvue de calcium qui s’écoule dans le canal qui
relie le capillaire conigue intermédiaire et qui fait barrage a la diffusion de calcium
libéré par les réserves intracellulaires, évitant ainsi le blocage du dispositif par
gélification de 'alginate déclenchée par les ions calcium,

- D’une solution contenant la suspension cellulaire, seule ou en présence de Matrigel,
qui s’écoule dans le canal qui relie le capillaire conique interne. En amont de cette
seringue, on retrouve un dispositif thermostaté qui maintien la température a 4°C

afin que le Matrigel reste liquide et ne gélifie pas.
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Solution d’alginate

Solution intermédiaire

Pompes

Dispositif thermostaté pour
I'injection du Matrigel (4°C)

Solution contenant la suspension
cellulaire +/- Matrigel

Dispositif de coextrusion

Bain de calcium (37°C)

Figure 21: Dispositif microfluidique basé sur I'encapsulation cellulaire au sein de microsphéres d'alginate
(d'apreés Alessandri et al. Lab Chip, 2016°%).

Le débit d’écoulement des différentes solutions est controlé, il émerge sous forme de jet qui se
fragmente ensuite en gouttelettes du fait de I'instabilité capillaire. Les microspheéres d’alginate
sortent du dispositif par un capillaire en verre d’'un diamétre de 150 um et tombent dans un
bain de calcium chaud (T = 37°C) pour figer la structure et ainsi permettre aux cellules de rester
encapsulées. Encore et toujours initialement développé pour les cancers solides, ce modele a
par la suite été adapté pour les tumeurs hématologiques, notamment pour le LF (voir
paragraphe « L’application du modéle d’organe sur puce aux cellules de lymphomes »). Bien que
son utilisation ne soit pas standardisée, il est susceptible de favoriser le développement de
modeles pré-cliniques in vitro plus complets et pertinents dans I'étude de la réponse au

traitement.

=> Le tableau 2 ci-dessous résume les différents modeles mentionnés, ainsi que leurs

avantages et inconvénients.
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Tableau 2 : Récapitulatif des différents modéles de culture actuellement utilisés dans la recherche en

cancérologie.
Modeéles Avantages Inconvénients Références
Peu cher Modifie la forme des
Mise au point simple cellules, les interactions
o Fortement reproductible cellules-cellules et la
= Possibilité de culture along  prolifération cellulaire
; terme Altere la sensibilité au 185,190,191,237
2 traitement
Faible représentation du
microenvironnement
tumoral
Conservation du systtme Manque d’hétérogénéité
g Souris immunitaire 212-214
E, Syngéniques  Taux de greffe élevé
-
4% g Imite  correctement le Colteux
Vo3 Souris microenvironnement Techniquement compliqué a
S Humanisées tumoral humain mettre en place 231,232,234
E Prédiction de la réponse au
Q - traitement
2 ” Progression graduelle de la  Différences inter-especes
= f'cﬁ GEMMs tumeur avec son Latence du développement
2 microenvironnement néoplasique 215-218,222,223
S Etude des mutations a Risque de transgénese
_§ I'origine de la pathologie aléatoire
E Retient I'hétérogénéité de Longue période d’incubation
£ PDX la tumeur et le etrisque de perte du
2 microenvironnement microenvironnement au 185,226
3 tumoral cours des passages
< Couteux
" Favorise la culture a long Utilisation de lignées
35 terme cellulaires
;GZ') Bonne représentation des Faible reproductibilité avec 185,191,266
< tumeurs solides la méthode de la goutte
v Peu colteux suspendue
Permet de mimer le Importance du biomatériau
_q;} microenvironnement utilisé
‘o tumoral Importance du fragment 191,303,307,308,
BCUD Représentation plus fidéle tumoral utilisé (PDO) 311
2 o du développement tumoral
2 Peu co(teux
A Permet la conception de Codteux
m 5 systeme complexe Nécessite des compétences
GC"} § Permet de pgrfuser les spégiﬁqges pour la 191331 334
€ 2 cellules en continue fabrication de puces
o) Criblage thérapeutique
plus pertinent
c Permet d’avoir une bonne Co(teux
. 2 représentation de la Stress cellulaire provoqué
29 disposition spatiale des par les contraintes ~ 18320:326:327
m <
g cellules mécaniques d’'impression
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3. Quelles sont les applications de la culture 3D?

3.1. Les tumeurs solides cancéreuses, les élues de la culture 3D

La majorité des modeles de culture 3D cités dans la littérature sont davantage
applicables aux cancers solides qu’aux hémopathies malignes, et leur transfert vers la
modélisation des lymphomes est assez limitée. De ce fait, de nombreuses tumeurs solides ont
pu étre étudiées grace a I'avénement de la culture 3D, avec les sphéroides comme modeéle de

prédilection.

Le modele de sphéroides tumoraux multicellulaires ou MCTS a permis de grandes avancées
dans le cadre des recherches menées sur le cancer colorectal, le cancer gastrique ou le cancer
ovarien®>733/_|nitialement, les études menées sur ce modele ne rapportaient la formation de
sphéroide que par la monoculture de lignées cellulaires cancéreuses, ce qui ne reflete pas de
facon pertinente la composition des tumeurs. Pour cela, il est nécessaire de co-cultiver ces
cellules avec des cellules du microenvironnement tumoral, qui jouent un role essentiel dans la
biologie de la tumeur, notamment dans la progression tumorale et la résistance thérapeutique.
L'incorporation de fibroblastes associés au cancer (CAFs) a été rapporté par une étude menée
par I'équipe de Jeong et al., qui a permis de mettre en évidence que les CAFs stimulent Ia
croissance de la lignée cellulaire de carcinome colorectal humain dans les MCTS et les protége
de la mort cellulaire induite par le paclitaxel, un médicament de chimiothérapie
antinéoplasique®3®. Plus récemment, I'équipe de Courau et al. a co-cultivée des sphéroides
dérivant d’une lignée cellulaire de cancer colorectal avec des cellules NK et des cellules T afin
d’étudier I'infiltration des cellules immunitaires33’. Il a été mis en évidence, au sein des MCTS,
un infiltrat de cellules NK, TCD8 cytotoxiques et TCD4, responsable de I'apoptose des cellules
tumorales et de la dissociation des sphéroides. Il a été rapporté dans la littérature que les
interactions entre NKG2D et ses ligands MICA/B activent la cytotoxicité des cellules NK et
représentent un signal de costimulation important pour les cellules T338. Or, certaines cellules
TCD4 présentaient une forte expression de NKG2D. Dans cette étude, le ciblage de I'axe NKG2D
avec un anti-NKG2D bloguant a alors mis en évidence une diminution significative de
I'infiltration des cellules NK et des TCD8, de méme qu’une diminution de I'apoptose des cellules

tumorales®3’. Ceci suggére que MICA/B sont des cibles majeures des cellules cytotoxiques qui
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infiltrent les sphéroides et que le ciblage de cet axe pourrait constituer une immunothérapie
dans le cadre du cancer colorectal. Lorsqu’une étude a démontré qu’un nouvel anticorps
monoclonal ciblant la région proximale de la mésothéline, une glycoprotéine de surface
cellulaire surexprimée dans les tumeurs solides et jouant un role central dans la prolifération,
I'invasion et les métastases, I'équipe de Zhang et al. a mis au point des cellules CAR-T qui ciblent
les régions distale et proximale de la mésothéline afin d’évaluer leur efficacité in vivo33>33. || a
été mis en évidence qu’au sein des MCTS, les cellules CAR-T qui ciblent la région proximale de
la mésothéline infiltrent davantage les sphéroides et sont plus létales pour les cellules

cancéreuses que les cellules CAR-T qui ciblent la région distale.

Le modele de sphéroides tumoraux dérivés de tissus ou TDTS a quant a lui montré des résultats
prometteurs dans la prédiction de la réponse des patients aux traitements anticancéreux. Di
Liello et al. ont utilisé ce modeéle afin de cultiver des cellules issues d’une biopsie de patient
atteint du cancer du poumon non a petites cellules sur une MEC (Matrigel), ensuite traitées
avec une chimiothérapie a base de cisplatine ou d’anti-PD134°. || a alors été rapporté que la
réponse a la chimiothérapie évaluée dans ces cultures était cohérente avec la réponse clinique
du patient. Il est toutefois important de préciser que I'étape de digestion du tissu, permettant
de récupérer une suspension cellulaire, préserve les interactions entre les cellules tumorales
mais ne préserve pas celles avec les cellules stromales, et il en va de méme pour I'architecture
tissulaire. Afin de pallier cet effet, une étude a rapporté le développement d’'un modeéle au sein
duquel les cellules tumorales obtenues par digestion du tissu tumoral d’origine sont co-
cultivées avec des fibroblastes qui expriment la vimentine3*!. Contrairement a la culture des
cellules tumorales seules, la coculture de ces cellules avec les fibroblastes induit une
augmentation de la résistance a la gemcitabine, démontrant ainsi I'importance des cellules du

microenvironnement dans la réponse au traitement.

Les sphéroides organotypiques multicellulaires ou OMS ont également été exploité dans
I'optique de prédire la réponse clinique des patients. Une étude, menée sur des OMS d’explants
de tumeurs mammaires, a permis de faire la distinction entre une tumeur sensible et une
tumeur résistante au traitement34?. La réponse des fragments de tumeur mammaire, aprés
traitement par chimiothérapie FAC (5-FU, Adriamycine et Cyclophosphamide), est similaire a la
réponse clinique des patients, ouvrant ainsi la possibilité d’utiliser ce modele pour prédire la

réponse au traitement. Bien que la composante immunitaire soit cruciale dans la réponse de la

90



tumeur au traitement, les auteurs ne |'ont pas décrit dans cette étude. Le microenvironnement
immunitaire tumoral dans les OMS a été étudié dans un modele de culture d’adénocarcinome
canalaire pancréatique3*. Le maintien en culture de fragments tumoraux dérivés
d’adénocarcinome canalaire pancréatigue a permis d’étudier le microenvironnement
immunitaire tumoral. Il a alors été rapporté la présence de lymphocytes T CD8 (CD3+ CD8&+),
de lymphocytes T régulateurs (CD3+ FOXP3+) et de macrophages (CD68+ CD163+ HLA-DR+),
démontrant la possibilité d’étudier le comportement du microenvironnement immunitaire
grace a ce modele OMS. Powley et al. ont alors entrepris de traiter des OMS dérivés de
mélanome avec le nivolumab, un inhibiteur de point de contréle immunitaire qui se lie au
récepteur PD-1 et qui bloque son interaction avec PD-L1 et PD-L23%. L’efficacité de cet
inhibiteur a été mise en évidence au sein de ces cultures ex vivo, suite a I'augmentation de la
distance entre les lymphocytes T CD8+ effecteurs et les lymphocytes T régulateurs CD4+

FOXP3+, évitant ainsi la suppression des TCD8+ médiée par les T régulateurs.

Le modele d’organoides dérivés de patients ou PDO a largement été utilisé pour les tumeurs
solides, notamment par Neal et al. qui ont permis la génération de PDO a partir de 100 tumeurs
de patients individuelles, représentant 14 sites tissulaires distincts et mimant 28 sous-types de
maladies®!’. Cette étude a permis de mettre en évidence que les PDO conservent a la fois
I'architecture de la tumeur, le stroma avec |'expression de I’Actine Musculaire Lisse Alpha
(SMA) et de la vimentine, ainsi que les caractéristiques cellulaires des biopsies dont ils sont
issus. Il a également été observé que les PDO préservent la composante immunitaire comme
les macrophages, les lymphocytes TCD8 et TCD4, les cellules NK... Toutefois, cette étude
confirme gu’il est impossible de conserver la composante immunitaire dans le temps. En effet,
il a été observé que les lymphocytes infiltrant la tumeur ne cessent de diminuer et disparaissent
aprés un mois de culture, bien qu’il soit possible de maintenir un peu plus longtemps les TCD3*
en culture en ajoutant de I'lL-2 dans le milieu. Par ailleurs, le traitement de ces PDO avec le
nivolumab a permis de prédire la réponse au traitement, avec des taux de réponses aux anti-

PD-1/PD-L1 similaires avec ce qui avait déja été observé dans les différents essais cliniques.

Bien que le modele d’organe sur puce soit moins standardisé, il a été rapporté un modele 3D
complexe permettant la reconstitution d’une tumeur du sein HER2* en combinant la culture de
4 lignées cellulaires différentes au sein d’une puce microfluidique, en vue d’évaluer I'effet d’un

anticorps monoclonal anti-HER2, le trastuzumab3*®. Ces 4 lignées cellulaires ont été cultivées
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dans les différentes chambres de la puce, une monocouche de cellules endothéliales dans la
chambre centrale, la lignée cellulaire de tumeur du sein et les PBMC dans les deux chambres
latérales et les CAFs dans une seule des deux chambres latérales, puis perfusées avec le
trastuzumab. Il a alors été observé que I'effet cytotoxique de I'anticorps était fortement réduit
dans la chambre qui contenait les CAFs, suggérant que ces cellules modulent les fonctions des

cellules immunitaires en réduisant leur temps de contact avec les cellules tumorales.

3.2. l'avenement de la culture 3D en hématologie

Contrairement aux tumeurs solides, les hémopathies malignes comme les syndromes
myélodysplasiques, les leucémies et les lymphomes a cellules B et a cellules T ont été fortement
négligés en ce qui concerne le développement de systéemes 3D pertinents. Pour ces
pathologies, la recherche pré-clinique s’est largement appuyée sur la culture traditionnelle 2D
de lignées cellulaires pour des essais d’agents thérapeutiques, sans tenir compte de la niche
microenvironnementale au sein de laquelle les tumeurs se développent, induisant une
surestimation ou une sous-estimation de leur efficacité et par conséquent la perte de composés
potentiellement efficaces. Les cancers hématologiques sont plus complexes a étudier que les
cancers solides en raison de leur capacité a proliférer efficacement en suspension et a proliférer
ou a se différencier dans des compartiments tels que la moelle osseuse, les ganglions
lymphatiques, la rate, le thymus ou encore les tissus non-hématopoiétiques, tout en ayant un
pronostic plus grave lorsque les cellules cancéreuses s’échappent dans le compartiment
sanguin3¥®. Un grand nombre de ces hémopathies sont dépendantes des signaux fournis par le
microenvironnement tumoral, qui apporte a la fois des signaux de survie et de prolifération aux
cellules cancéreuses et qui diminue l'efficacité des traitements anticancéreux, permettant aux
cellules d’échapper a la mort cellulaire induite34/248, Ainsi, afin d’étudier ces tumeurs et leur
microenvironnement de facon pertinente, il est nécessaire de cultiver les cellules cancéreuses
primaires de patients dans un environnement représentant dans une moindre mesure le
microenvironnement tumoral, puis de les exposer a divers médicaments anticancéreux afin
d’identifier les molécules les plus efficaces pour tuer ces cellules. Dans la littérature, la plupart
des modeles qui rapportent I'étude d’hémopathies malignes utilisent des lignées cellulaires

cultivées seules ou parfois co-cultivées avec des cellules de soutien. Ceci s’explique par la

92



difficulté a cultiver sur du long terme les cellules tumorales primaires, en plus de la mort
cellulaire induite en I'absence du microenvironnement tumoral. Ainsi, I'un des plus grands
obstacles dans I'étude des hémopathies malignes est le manque de systemes expérimentaux
pertinents. En vue d’offrir la représentation la plus pertinente et native du cancer étudié, il est
crucial de mettre au point des modeles in vitro qui incluent I'architecture tridimensionnelle
retrouvée in vivo et le microenvironnement tumoral associé. Bien qu’il ne soit rapporté que
trés peu de systémes dans la littérature, certaines équipes se sont affairées a la mise au point

de modeles qui permettraient I'étude des hémopathies malignes.

3.2.1. Les modeles mimant I'environnement médullaire

La moelle osseuse, tissu situé au centre des os, est le site d’origine de I'hématopoiése.
Le terme niche, utilisé pour la premiére fois en 1978 par Schofield3*°, décrit I'environnement
de la moelle osseuse dans lequel les cellules souches hématopoiétiques (CSH) résident, s’auto-
renouvellent et se différencient progressivement en progéniteurs spécifiques responsables de
la formation de tous les types cellulaires qui circulent dans le sang. Impliqué dans le
développement des tumeurs hématopoiétiques, le microenvironnement de la moelle osseuse
est composé d’ostéoblastes, d’ostéoclastes, de cellules endothéliales et de cellules souches
mésenchymateuses (MSCs) mais aussi de composants non cellulaires tels que la MEC, le facteur
de cellules souches (SCF), I'ostéopontine et la cadhérine qui jouent tous ensemble un role
crucial dans la fonction des CSH et dans la création de niches de soutien pour les cellules
souches cancéreuses (CSC)**%3>1 Bien que la modélisation des tumeurs hématologiques ait
permis I'établissement de plusieurs modeles murins contenant de la moelle osseuse humaine,
ou dans lesquels ont été implantés des biomatériaux renfermant des MSCs de la moelle osseuse
en vue de recréer un microenvironnement localisé chez des souris immunodéficientes, ces
approches in vivo n‘ont pas permis d’étudier les CSH malignes humaines sur de longues
durées®?73>4 || a été rapporté que des modeles 2D in vitro, basés sur la co-culture de cellules
progénitrices de la leucémie aigiie myéloide (LAM) avec des MSCs indifférenciées de la moelle
osseuse ou des lignées cellulaires, favorisent leur auto-renouvellement pendant 3 a 6
semaines®°>°>/. Néanmoins, comme ces modeles 2D ne récapitulent pas les interactions

complexes des HSPCs malignes avec le microenvironnement de la moelle osseuse humaine
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native, des modeles de culture 3D ont alors émergé pour pallier ces limites. Au cours de ces
derniéres années, des travaux ont rapporté le développement de modeles 3D pertinents
permettant de mimer I'organisation complexe de la niche, les interactions entre les cellules
tumorales et le microenvironnement ainsi que I'importance de ces modeles dans I"évaluation
des traitements anticancéreux3>%3%/_ Globalement, le procédé de développement est assez
similaire avec i) l'utilisation de biomatériaux adaptés, proche de la structure de la moelle
osseuse comme le Spongostan ou I’hydroxyapatite, ii) la combinaison des biomatériaux utilisés
a un bioréacteur ainsi gu’a un systeme de perfusion, mimant davantage la moelle osseuse et
i) la mise en place d’un environnement reproduisant les caractéristiques propres a la moelle
osseuse via |'établissement d’une certaine tension en oxygéne, mais aussi via I'addition de

certains types cellulaires, facteurs et cytokines.

Parmi les travaux les plus pertinents, on retrouve ceux basés sur |'utilisation de biomatériaux
macroporeux rappelant 'architecture de la moelle osseuse3*9363, En utilisant un biomatériau
poreux en hydroxyapatite, qui imite la composante minérale de I'os trabéculaire, couplé a un
bioréacteur permettant de perfuser au sein du biomatériau des cellules nucléées de la moelle
osseuse humaine (Figure 22), I’équipe d’lvan Martin a permis de mettre en évidence plusieurs
caractéristiques du tissu osseux36°-32 En effet, 'implantation in vivo de cette structure, capable
de contenir entre 7x10* et 18x10° cellules, a permis d’observer dans les pores du biomatériau
i) la présence de lacunes ostéocytaires, ii) le recrutement de cellules hématopoiétiques matures
et de progéniteurs multipotents précoces (monocytes ou mégacaryocytes) et iii) la génération
de vaisseaux sanguins d’origine humaine aprés perfusion d’une fraction vasculaire stromale

dérivée de tissu adipeux humain360-3¢2,
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Figure 22: Exemple de systeme de perfusion couplé a un biomatériau d'hydroxyapatite (d'aprés Garcia-
Garecia et al. Proc Natl Acad Sci, 2021°%°).

On constate par ailleurs que 'addition de cellules de soutien au sein de ces différents modeéles
a permis d’améliorer la survie des cellules de patients, jusqu’a parfois trois semaines de
culture362-364387 Bien que le systéeme de perfusion n’ait pas d’impact significatif sur la viabilité
cellulaire par rapport a la condition statique, il a été rapporté qu’il a un effet sur la
différenciation des CSH3®3. En effet, alors qu’il n’y a pas de différence en terme de nombre de
progéniteurs myéloides précoces dans les deux systemes, la différenciation en cellules
érythroides CD71" est significativement plus importante dans le systeme dynamique,
soulignant I'importance de la perfusion dans la différenciation des cellules CD34%3%3, De plus, la
mise en place d‘un environnement similaire a celui de la moelle osseuse, en terme de tension
en oxygene, d’ajout de MSCs, d’ajout de cytokines et d’acides aminés spécifiques, favorise la
croissance des cellules souches leucémiques (LSC) aprés 72h de culture3®4. Parmi ces modéles,
certains ont permis la culture de cellules malignes hématopoiétiques provenant de patients
atteints de LAM ou de néoplasies myéloprolifératives (MPN), tandis que d’autres ont permis la
culture de cellules primaires, issues de myélome, de LAM ou de leucémie lymphoide chronique
(LLC), co-cultivées avec des cellules stromales de la moelle osseuse362364366.367 | e nombre de
cellules de patients ensemencées au sein des différents modeéles varie entre 5x10* et 3x10°
cellules. Outre I'objectif de maintenir ces cellules en culture avec une bonne viabilité cellulaire,
I’évaluation de I'efficacité des traitements anticancéreux au sein d’'un environnement pertinent
reste I'intention principale. Il a été rapporté que lorsqu’elles ont été exposées a la cytarabine,

un agent de chimiothérapie, la viabilité des cellules maintenues au sein des biomatériaux 3D
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est supérieure par rapport a la culture 2D (60% vs 5-10% respectivement)362. Par ailleurs, la
capacité du systeme de perfusion a évaluer la myélotoxicité a été mise en évidence lorsqu’apres
traitement au 5-fluorouracile, une chimiothérapie affectant le systéme hématopoiétique,
I'apoptose induite est plus importante en culture 3D qu’en culture 2D, ou la toxicité de la
drogue est sous-estimée. Il a en effet été observé que le pourcentage d’apoptose était de 36%
dans la culture statique, 22% dans la culture dynamique et 6% en 2D3%3. Une plateforme
multiparamétrique reproduisant certaines caractéristiques de la moelle osseuse
(environnement pauvre en oxygene et contenant des MSCs) a rapporté le criblage
thérapeutique de 23 molécules sur des cellules primaires de LAM, en vue de réduire le pool de
cellules leucémiques GPR56%3%4. || s’avére alors que la combinaison d’une chimiothérapie
intensive (daunorubicine plus cytarabine, DNR-AraC) avec le vénétoclax, le selinexor ou le
ruxolitinib apporte une amélioration nette de Iactivité anti-LSC. De plus, les cellules
leucémiques présentaient des phénotypes distincts, caractéristiques de I'activité de ces agents
thérapeutiques (phénotype cytotoxique, phénotype d’inhibition du potentiel souche et
phénotype d’activité de différenciation), et analogue a ce qui est retrouvé en clinique chez ces
patients3®4. Barbaglio et al. rapportent également la co-culture de cellules leucémiques
primaires de LLC et de cellules stromales au sein du Spongostan, un biomatériau similaire a la
structure trabéculaire de la moelle osseuse, I'ensemble étant maintenu au sein d’un
bioréacteur rotatif3¢®. Il a été mis en évidence que I'expression de la forme inactive de la
protéine du cytosquelette HS1 (hematopoietic lineage cell-specific protein 1) dans les cellules
leucémiques, médiée par les cellules stromales, favorise leur rétention au sein du biomatériau
mimant la moelle osseuse, tel qu’observé dans la LLC3®8. L'incubation avec I'ibrutinib induit
toutefois le dépeuplement du biomatériau et une mobilisation, dans le milieu de culture, des
cellules leucémiques ayant une forme active de la protéine HS1, corrélant avec les LLC dont le
pronostic est plus agressif et ou les cellules isolées dans la moelle osseuse ont tendance a ne
pas étre affectées par le traitement anticancéreux3®®. Le bortezomib, le traitement de référence
du myélome multiple, a également démontré son efficacité sur des cellules primaires de
myélome cultivées en 3D avec une augmentation de la mort cellulaire induite des cellules
cancéreuses, passant de 23% en condition non traitée a 79% aprés traitement3®’. Bien que
moins représentatifs, d’autres modeles rapportent |'utilisation de lignées cellulaires associées
a la pathologie étudiée, telles que la LAM et la LLC 3%>3% || 3 été observé que les cellules

leucémiques de la LAM co-cultivées avec des cellules de soutien au sein d’un hydrogel
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magnétique réagissent difféeremment lorsqu’elles sont exposées a des traitements
anticancéreux3®. Bien que les cellules cultivées en 2D soient également affectées, il a été
rapporté qu’au sein de I'’hydrogel, I'exposition au cyclophosphamide (CPA) des HSPC co-
cultivées avec des MSCs affecte davantage la prolifération et la survie des HSPC (viabilité de
20% par rapport au contrdle apres 6 jours de culture), reflétant une meilleure évaluation de la
toxicité du traitement par rapport a la 2D. La différenciation des HSPC est également impactée
avec une diminution significative du nombre de cellules différenciées CD34*/CD45RA" lors de
I'exposition au 5-fluorouracile et au CPA, a la fois en 2D et en 3D3%. Les cellules KG-1a (lignée
cellulaire représentative de la LAM) co-cultivées avec les MSCs ont également montré un
pourcentage de viabilité plus faible ainsi qu’une prolifération altérée lorsqu’elles sont exposées
au CPA a la fois en 2D et en 3D, avec toutefois une résistance a la chimiothérapie supérieure
en 3D et une prolifération plus impactée en 2D. La tri-culture des cellules KG-1a/HSPC/MSCs a
mis en évidence l'apparition d’un profil de cellules quiescentes, moins prolifératives et
potentiellement responsables de la résistance au traitement, et une protection des HSPC de
I'apoptose induite par le traitement3®>. Par ailleurs, il a été constaté une altération des
métabolites en réponse a la chimiothérapie, notamment une consommation altérée du glucose
et une augmentation dans la production de lactate et d’adénosine3®®. Ainsi, I'ensemble de ces
études témoignent de la pertinence quant a 'utilisation de modéles de culture 3D appropriés
pour maintenir la survie des cellules leucémiques, pour tester |'efficacité des chimiothérapies

et pour faire du criblage thérapeutique.

3.2.2. Les modeles mimant les organes lymphoides secondaires

Tout comme pour les hémopathies malignes se localisant dans la moelle osseuse, des
modeles de culture 3D ont été développé pour étudier les hémopathies dérivées des organes
lymphoides secondaires dont le lymphome du manteau, le LBDGC et le LF. Ces pathologies
ayant une tres forte dépendance a leur microenvironnement, qui fournit des signaux de survie
et de prolifération aux cellules lymphomateuses mais également une protection contre
I’'apoptose induite par les traitements anticancéreux de référence utilisés, il est nécessaire que
les modeles développés disposent du minimum requis afin d’étre représentatifs de I'in vivo. Ces

dernieres années, I'absence de modeles pertinents constituait un obstacle majeur dans la
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compréhension de ces pathologies, en particulier dans I’étude du dialogue entre les cellules
lymphomateuses et les cellules du microenvironnement ainsi que dans l'impact de cette
interaction dans la résistance au traitement. Nous allons donc exposer, dans les paragraphes

suivants, les modeles cités dans la littérature permettant de pallier ces problématiques.

3.2.2.1.  L’adaptation du modéle sphéroide aux cellules de lymphomes

A linverse des tumeurs solides, les cellules de lymphomes se développent en
suspension in vitro, ce qui peut compliquer I'obtention de sphéroides cohésifs. Lorsque par
diverses techniques (méthode de la goutte suspendue ou utilisation de plagques ULA) ces
cellules sont contraintes a former des sphéroides, on obtient des agrégats relativement plats,
avec une faible reproductibilité et une trés grande variabilité dans leur taille?’>273. Plusieurs

travaux ont toutefois permis I'étude des lymphomes au moyen de sphéroides.

Parmi les équipes pionnieres dans le développement de modeles sphéroides applicables a
I’étude du LF in vitro, on retrouve I'équipe de Christine Bezombes et leur systeme de culture
de type sphéroide appelé MALC donc I’'acronyme signifie « agrégats multicellulaires de cellules
de lymphome ». A l'instar du modele MCTS, le modéle MALC utilisé, obtenu par la méthode de
la goutte suspendue, repose sur la capacité des cellules de lignées cellulaires de LF transformé
(dont la lignée RL) a s’agréger entre elles afin de former une structure sphérique qui peut étre
maintenue en culture jusqu’a 3 semaines?61271370 || 3 été rapporté dans un premier temps que
ce modele favorise I'obtention d’une architecture similaire a celle observée dans le LF. En effet,
I'agrégation cellulaire induisait une augmentation du dépot de collagéne de type |, de
fibronectine et de laminine mais également une densification de la structure 3D a l'origine
d’une augmentation de I'hypoxie au cceur des MALC, induite par HIF1la (Hypoxia-Inducible
Factor 1-alpha), rappelant la niche tumorale du LF?/%370371  |’agrégation cellulaire était
favorisée par une prolifération accrue des cellules au cours de la premiere semaine de culture,
suivie d’une diminution progressive de la croissance cellulaire en raison de la sortie d’un grand
nombre de cellules du cycle cellulaire3’°. 'intérét majeur dans le développement de ce type de
modele est |'évaluation de |'efficacité de traitements anticancéreux, ce qui est le cas du modele
MALC. Alors qu’on s’attendrait a ce que I'organisation tridimensionnelle des cellules les protége
davantage contre l'effet apoptotique des deux anticorps, l‘ajout de rituximab et
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d’obinutuzumab (GA101) a mis en évidence une mort cellulaire plus importante en 3D qu’en
2D?"1. Cela peut s’expliquer par le fait qu’au sein de la structure 3D, certaines cibles des
anticorps thérapeutiques sont suractivées, les rendant ainsi plus efficace. Toutefois, et
conformément a ce qui est observé en clinique dans le LF, ce modele a démontré que le GA101
est plus efficace que le rituximab?6?71, Alors que les cellules semblaient étre plus sensibles a
ces deux anticorps, leur exposition a la doxorubicine et a la bendamustine induit une résistance
au traitement plus importante®®. La présence de cellules quiescentes, qui sortent du cycle
cellulaire, pourrait potentiellement expliquer ce phénomene de résistance a la chimiothérapie,
de méme que l'expression de génes impliqués dans la protection et la survie, et la sous-
expression de la cible principale de la doxorubicine, la topoisomérase II-a?’*379, La pertinence
du modele MALC a récapituler la résistance des cellules de LF aux cellules NK a été mise en
évidence lors de la co-culture de lignées cellulaires de LF transformées avec des cellules NK
issues de PBMC de donneurs sains. Grace a un test de libération du Chromium-51, il a été
observé que les cellules tumorales au sein des MALC étaient résistantes aux NK, avec un
pourcentage de lyse trés inférieur par rapport aux cellules cultivées en 2D37°. Toutefois, dans
les mémes conditions, I'ajout de rituximab ou du GA101 provoquait la mort des cellules
tumorales, suggérant qu’ensemble, les cellules NK et les anticorps monoclonaux sont capables
de pénétrer dans la structure 3D et de tuer les cellules tumorales?®!. Bien que ce modéle soit
pertinent pour la pathologie du LF, il n"avait, jusqu’a tres récemment, été testé que sur des
lignées cellulaires. Faria et al. rapportent en effet un modeéle sphéroide dérivé de patients
atteints de LF permettant la culture de cellules primaires dans des plaques ULA3"? (résumé dans
le Tableau 3, voir page 109-110). Sur la base du volume des sphéroides, cette étude rapporte
la possibilité de maintenir en culture les cellules primaires avec une bonne viabilité cellulaire
sur une durée de 6 jours. Les sphéroides obtenus a partir de cellules de patients (n=9) different
par leur morphologie et leur dynamique d’agrégation, soulignant une hétérogénéité inter-
patient au cours de la culture cellulaire. Il a par ailleurs été observé que le microenvironnement
tumoral issu des biopsies de patients était bien conservé au sein des sphéroides, avec peu de
pertes cellulaires de j3 a j6. On note par exemple la présence de cellules T a la fois des cellules
CD4* et CD8*, mais également des cellules NK et des lymphocytes T y/3. De plus, par rapport a
la biopsie d’origine, ce modele permet de maintenir le phénotype exhausted des lymphocytes
T CD4 et T CD8. Ce modele dérivé de cellules primaires de patients atteints de LF semble

également récapituler certaines caractéristiques du LF, avec notamment la surexpression de
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signatures associées a la survie et a la prolifération et la sous-expression de signatures associées
a I'apoptose et aux réponses immunitaires, par rapport a la biopsie d’origine. Enfin, I’exposition
des cellules primaires de LF a des traitements anticancéreux comme le GA101 ou le nivolumab
a mis en évidence que la déplétion des cellules B CD19* induite par le traitement (seul ou en
combinaison) est inversement corrélée au pourcentage de cellules T CD8*/PD-1*/TIM-3*, plus
communément appelés lymphocytes T CD8 exhausted (fonctionnellement épuisés), traduisant

ainsi une réponse plus faible au traitement.

D’autres types de modeéles sphéroides ont permis I'étude du lymphome du manteau. On
retrouve a la fois I'utilisation de lignées cellulaires représentant la pathologie (HBL-2 ou Z-138)
mais aussi de cellules primaires permettant la prédiction de la réponse aux traitements3/3374 ||
a été démontré qu’a l'inverse de la monoculture, I'ajout de fibroblastes dermiques humains
aux lignées cellulaires favorisait la formation spontanée d’agrégats, induite par une
augmentation de la prolifération cellulaire, soulignant la nécessité de l'interaction entre les
cellules tumorales et les cellules de soutien3’4. Bien qu’on ne puisse pas en faire une généralité,
cette étude a souligné I'importance de I'optimisation des modeéles utilisés pour étudier une
pathologie donnée. En effet, il a été observé que contrairement a la lignée HBL-2 dérivée des
ganglions lymphatiques, la lignée Z-138 dérivée de la moelle osseuse a faiblement proliféré en
présence de cellules stromales, ce qui laisse supposer que [|'hétérogénéité du
microenvironnement tumoral est spécifique au site tumoral et qu’il est crucial d’apporter les
signaux spécifiques a la tumeur étudiée pour mettre au point un modele pertinent. C'est par
ailleurs ce que démontre I'étude menée par Araujo-Ayala et al. sur des cellules primaires de
lymphome du manteau cultivées au sein d’un milieu de culture optimisé contenant les signaux
fondamentaux délivrés par les Tfhs et les cellules stromales, comme le CD40 ligand, I'lL-4 et
BAFF respectivement (résumé dans le Tableau 3, voir page 109-110)373. Dans ce contexte, et
aidées par I'ajout de monocytes, les cellules primaires ont formé des sphéroides et la viabilité
et la prolifération des cellules B ont été largement augmenté par rapport a la condition
contrdle, passant de 20 a 60%, et de 10 a 40% respectivement. La différenciation des
monocytes en macrophages de type M2 a également été observée, avec |'expression de
marqueurs spécifiques comme le CD206 et CCL22. L’avantage majeur de cette étude est la
prédiction in vivo de la réponse des patients a l'ibrutinib aprés la culture d’échantillons de

patients dont le suivi clinique quant a cette thérapie était connu3’3. En effet, les patients bons
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répondeurs ont montré in vitro une diminution de la viabilité des cellules B lors de I'ajout
d’ibrutinib. Par ailleurs, il a été mis en évidence que la combinaison de librutinib avec le
nivolumab induit, in vitro, une diminution plus importante des cellules B chez les patients qui
ne répondaient pas a l'ibrutinib seul in vivo. Il semblerait que I'addition du nivolumab active le
systeme immunitaire en vue d’une réponse antitumorale car il a été observé une concentration
plus importante d’'IFN-y et de granzyme B dans la culture, reflétant une réponse cytotoxique
des cellules immunitaires et une efficacité supérieure suite a la combinaison des deux

traitements.

Les modeles sphéroides ont également pu étre appliqués aux cellules de LBDGC, a la fois sur
des lignées cellulaires représentatives de la pathologie et des cellules primaires de patients
(résumé dans le Tableau 3, voir page 109-110)?%%?73, Bien que I'étude menée sur les lignées
cellulaires soit moins pertinente, le modeéle de micropuits en hydrogel utilisé a permis
I'obtention de sphéroides uniformes, outrepassant les contraintes observées avec les
méthodes classiques (gouttes suspendues ou ULA)?73. ’ajout de cellules de soutien dans la
culture favorise la survie cellulaire jusqu’a 14 jours pour la lignée cellulaire et 8 jours pour les
cellules primaires, avec une viabilité qui passe de 63 a 48% et 30 a 80% respectivement?03273,
Toutefois, aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence par rapport a la culture
2D, que ce soit en terme de survie cellulaire ou d’interaction entre les cellules primaires et les
cellules de soutien (macrophages dérivés de monocytes (MDM) et cellules souches dérivées
d’adipocytes (ADSC))?%3. Ces deux études évaluaient également I'efficacité de traitements
anticancéreux. Le rétrécissement des sphéroides, synonyme d’apoptose cellulaire, était plus
important lorsque la dose de doxorubicine était augmentée (0.5 ug/mL par rapport a 0.05
tg/mL) mais I'ibrutinib, a la dose de 0.4 umol/L, induisait un rétrécissement plus important de
la taille du sphéroide, témoignant d’une plus grande efficacité de ce traitement?’3. Selon le
modele, il est nécessaire de prendre en considération le fait que I'utilisation d’un biomatériau
de type hydrogel (collagene de type | ou Matrigel) joue un role dans la pénétration des drogues
de chimiothérapie. En effet, contrairement a I'utilisation d’une solution de collagéne a 2 mg/mL
pour former la matrice, la solution a 1 mg/mL permettait I'obtention d’une matrice moins
rigide, facilitant la pénétration du rituximab au sein de la structure et I'induction de I’ADCP, la
phagocytose cellulaire dépendante d’anticorps?®. Toutefois, et méme dans ce contexte de

diffusion facilitée du traitement au sein des sphéroides, il n’y avait aucune différence
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significative en termes de diminution du nombre de cellules primaires entre la condition traitée
et non traitée. Bien que ce modele mime certaines caractéristiques du microenvironnement
tumoral du LBDGC, via la co-culture des cellules primaires avec des fibroblastes et des
macrophages dans un milieu suppléé en cytokines (IL-4, TNF-a et lymphotoxine a-B), I'analogie
des résultats obtenus entre la culture 2D et la culture 3D questionne sur 'intérét de son

utilisation.

3.2.2.2.  L’application du modele d’organe sur puce aux cellules de lymphomes

Bien que 'application des modeéles d’organe sur puce soit encore assez peu pratiquée
dans les hémopathies malignes, on retrouve certains modeles particulierement pertinents et
adaptés a I'étude du LBDGC et du LF37>376. Pour I'étude du LBDGC, le modéle est construit sur
la base d’une macrostructure en PDMS qui enveloppe un fil d’acier inoxydable, autour duquel
un réservoir d’hydrogel a été créé a I'aide d’un poingon a biopsie de 4 mm de diametre (Figure
23)376. ’hydrogel, composé d’'un mélange de Glycosil et de Gelin-S, contient une suspension
cellulaire composée i) de cellules tumorales obtenues suite a I'implantation de la lignée murine
A20, équivalente au LBDGC humain, dans des souris Balb/C naives, ii) de cellules T CD3" et iii)
de macrophages CD11b" isolés a partir de ces mémes souris. Une fois I’hydrogel polymérisé, le
fil d’acier inoxydable est retiré, laissant un microcanal perforant I'hydrogel et le PDMS (Figure
23). Au sein de ce microcanal, des cellules endothéliales microvasculaires pulmonaires de souris
sont injectées par le biais d’un systeme de perfusion, afin de mimer le microenvironnement du
LBDGC et notamment l'interaction entre les cellules tumorales et les cellules endothéliales. Ce
systeme de perfusion a permis I'étude de I'impact de I'anticorps anti-CSF-1R, dont la liaison du
ligand est nécessaire a la croissance et a la survie des macrophages CD11b*376377 Perfusé dans
le systéme via le microcanal, cet anticorps a induit I'apoptose spécifique des macrophages par
rapport a la condition controle ou leur viabilité était similaire a celle des cellules tumorales (50%
vs 70%)%7%. Par ailleurs, il a été mis en évidence que la diffusion des anticorps est plus
importante lorsqu’il y a des cellules tumorales, révélant une tendance déja observée in vivo
dans le LBDGC, a savoir que la présence des cellules tumorales augmente la perméabilité

endothéliale3’6378 Bien que ce modéle ne porte pas sur des cellules primaires de patients
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atteints de LBDGC, il permet de récapituler dans une moindre mesure le microenvironnement

tumoral mais surtout I'analyse de I'administration ciblée de médicaments.

Hydrogel de gélatine

Cellule B I

Macrophage PDMS

Canal endothélial

Cellule T —

Figure 23: Modéle d'organe sur puce ayant permis I'étude du LBDGC (d'aprés Mannino et al. Lab Chip,
2017°7).

L'étude portant sur le LF utilise le modéle que nous avons décrit plus haut, basé sur une
encapsulation cellulaire au sein de microsphéres d’alginate avec I'utilisation d’un dispositif
microfluidique (Figure 21), et fait partie des rares études ayant relevé le challenge quant a la
culture de cellules primaires de LF (résumé dans le Tableau 3, voir page 109-110)3">. La majorité
des résultats a été obtenue avec des lignées cellulaires, comme la lignée DOHH?2,
représentative du LF, co-cultivées ou non avec des cellules stromales d’amygdales (TSC) pour
étudier I'impact du microenvironnement. La ou la plupart des autres modeéles nécessitent un
ensemencement cellulaire important, la force de ce modeéle repose sur un ensemencement a
jO faible, avec environ 18 cellules par microspheres d’alginates, d’'un diametre de 216 pm, qui
vont ensuite proliférer. Il est rapporté qu’en 3D le pourcentage de cellules mortes est trés bas
pendant la premiére semaine de culture (environ 20%), suivi par une augmentation de
I'apoptose jusqu’a environ 60% apres 8 a 12 jours de culture. Le pourcentage d’apoptose
semble cependant plus important en 3D gu’en 2D. L'ajout de TSC a par ailleurs légerement
diminué ce pourcentage, mais ce n’est pas significatif. Bien que les microspheres semblent
favoriser davantage la résistance des cellules a la doxorubicine par rapport a la 2D, il existe un
biais. En effet, lorsque les cellules arrivent a confluence dans la sphére, la diffusion de la
doxorubicine est altérée ce qui explique potentiellement la résistance observée et suggere une

sous-estimation de I'effet du traitement dans ce modeéle. Au vue de la viabilité des lignées
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cellulaires dans les microspheéres, il serait cohérent de supposer que le maintien des cellules
primaires soit difficile dans ces conditions. Or, il est rapporté dans I'article que les cellules
primaires de LF ont pu étre maintenues en culture pendant 11 jours et que I'addition de cellules
stromales et de Matrigel favorise leur survie. Toutefois, les pourcentages de survie indiqués
sont rapportés au jour 3 de la culture et rien n’indique le taux de survie entre jO et j3, biaisant

potentiellement 'interprétation de ces données sur la survie cellulaire dans ce modele3”.

3.2.2.3. lLes applications du modéle organoide

3.2.2.3.1. Les modeles organoides qui imitent la réaction du centre
germinatif

Le CG, lieu de rencontre avec I'antigéne et de différenciation des cellules B en cellules
B a mémoires et en plasmocytes, est le berceau du développement de certains lymphomes,
comme le LF ou le LBDGC de type GCB (Germinal Center B-cell). Par conséquent, I'étude de la
réaction qui s’y produit est cruciale pour comprendre ces pathologies. Il est rapporté dans la
littérature plusieurs systémes qui sont parvenus a mimer la réaction qui se produit dans le
CG308379,380.193 En effet, bien que les cellules et les méthodes employées difféerent, ces modeles
mettent en évidence une différenciation en cellules B du CG. Wagar et al. rapportent
I"utilisation d’inserts de culture cellulaire ayant une membrane perméable appelés Transwell
au sein desquels les cellules B, issues de tissus amygdaliens congelés, sont cultivées et se
réagrégent spontanément en cluster aprés 7 jours de culture3®®. Dans cette étude, la
différenciation de ces cellules B ne s’effectue qu’aprés stimulation avec le vaccin antigrippal
vivant atténué (LAIV) avec une transition précoce vers le phénotype pré-GC (CD38*/CD27°) et
I'apparition de Tfhs. La structure obtenue est toutefois semblable a celle d’un CG, avec une
organisation de type zone claire et zone sombre et l'identification de cellules B ayant les
marqueurs caractéristiques de ces zones (CD83 et CXCR4 respectivement). De plus, une
augmentation de I'expression de I'enzyme AID a été détectée dans les cellules B pré-GC et GC
a 4 jours de culture dans la structure. Le modele organoide utilisé par Singh et al. est plus
complexe et s’appuie sur 'emploi d’'un hydrogel composé de polyéthylene glycol a 4 bras
fonctionnalisé par des extrémités de maléimide (PEG-4MAL)3%837°. Chaque MAL du PEGMAL est

ensuite fonctionnalisé avec des peptides adhésifs a terminaison cystéine se liant a des
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intégrines par une réaction d'addition de type Michael. Considérant l'importance du
microenvironnement retrouvé dans le CG, les auteurs ont inclus au sein méme de I’hydrogel
des peptides ligands d’intégrine qui vont venir mimer les interactions entre les cellules B et les
cellules du microenvironnement (Figure 24). Parmi eux, le peptide « REDV » (GREDVGC) mime
la molécule d'adhésion aux cellules vasculaires VCAM-1 qui se lie a l'intégrine a4p1 sur les
cellules B. Selon les expériences menées, le peptide « RGD » (GRGDSPC) a été utilisé et mime
la vitronectine, une protéine de la MEC qui interagit avec les cellules B par I'intégrine a4p3.
L’hydrogel est ensuite réticulé avec le peptide « VPM » (GCRDVPMSMRGGDRCG), en raison de
sa grande sensibilité a la dégradation par les métalloprotéinases matricielles (MMP), et un
réticulant non dégradable, le dithiothréitol (DTT), dans un rapport de 1:1, afin de maintenir la
stabilité de I'nydrogel tout en favorisant la survie des cellules en son sein. Ainsi, au sein de ces
hydrogels, la co-culture de cellules primaires murines B naives avec des cellules stromales
CD40LB, qui expriment le CD40L murin a la surface et qui sécretent BAFF, permet aux cellules
B d’acquérir un phénotype de type CG en seulement 4 jours avec |'expression du marqueur
GL7* et des marqueurs spécifiques de I'une des deux zones du CG, a savoir la zone claire
(CD83Meh CXCR4™) ou la zone sombre (CXCR4Meh CD83'9%)3%8 Graney et al. ont rapporté
I'utilisation de ce modele organoide afin d’étudier la bactérie résistante aux antibiotiques
Klebsiella pneumoniae, qui ne parvient pas a induire une réponse des cellules B du CG
compliguant ainsi la production d’anticorps pour lutter contre son infection, et ont identifié le

mode de présentation des antigénes protéiques intégrés a la membrane3%8,
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Figure 24: Représentation schématique de la formation des hydrogels permettant la formation
d’organoides (d’aprés Tian et al. Biomaterials, 2015'%).
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Braham et al. rapportent 'utilisation d’'un modele similaire a celui de Singh et al., avec la
formation d’hydrogels a partir de PEGMAL et de peptides comme le peptide REDV*®®. La co-
culture de cellules B normales obtenues a partir de PBMC avec des fibroblastes murins
exprimant le CD40L humain et des cellules stromales lymphoides dérivées d’amygdale
humaine, a favorisé la différenciation terminale des cellules B en plasmablastes et en
plasmocytes matures. Par ailleurs, I'ajout de diverses cytokines, dont I'lL-2, I'lL-4, I'lL-6, I'IL-10,
I'IL-15 et I'lL-21 entres autres, dans le milieu de culture a contribué a la différenciation
cellulaire. Ces trois études rapportent également la commutation de classe d’isotype des
cellules B cultivées au sein de ces modeles. En effet, aprés 7 jours de culture dans les Transwell,
le séquencage du BCR des cellules B totales non naives a mis en évidence une commutation de
classe d’isotype principalement d’IgM a 1gG13. Il en est de méme pour I'étude de Singh et al.
ou la culture de cellules B murines naives, provenant de la rate de souris EZH21M Cyl-cre, dans
I'organoide a mis en évidence une diminution significative de I'expression d’'EZH2 par rapport
au groupe contrdle, signifiant qu’il y a eu commutation de classe d’isotype3®8. En effet, I’excision
du géne EZH2 est induite par I'expression de la recombinase Cre spécifiguement dans les
cellules B du GC ayant subi la commutation de classe d’IgM a IgG13%. Braham et al. démontrent
également une commutation de classe d’isotype des cellules B naives CD19*IgD* en cellules
IlgG* ou IgA*°. Ces modeéles sont également parvenus a mimer la différenciation terminale des
cellules B avec une diminution de I'expression des marqueurs du GC (BCL6 et EZH2) et une
augmentation de I'expression des marqueurs plasmocytaires (IRF4 et CD138) apres stimulation
des cellules ayant switchées avec un anti-lgM dans I'étude de Singh3%8, 'apparition d’une
proportion plus importante de plasmablastes apres stimulation des cellules a I'immunogene
LAIV et la production d’anticorps 1gG spécifiques dans I'étude de Wagar®®© ainsi que dans
I’étude de Braham'®®. Enfin, dans les études de Singh et Wagar, les modéles utilisés ont permis
I'obtention de cellules ayant une forte affinité pour I'antigéne NP (4-hydroxy-3-
nitrophénylacétyl) et I'hémagglutinine apres stimulation du récepteur de mort cellulaire FAS et
stimulation avec LAIV respectivement308380 Parmi les études mentionnées plus haut, seule
celle de Braham et al. rapporte la comparaison de la culture organoide a la culture 2D, ouil a
été mis en évidence une meilleure survie cellulaire en 3D, avec des clusters de cellules mortes
plus importants en 2D%°. Par ailleurs, il est important de prendre en considération "avantage
du modele de Singh dans la mise au point du modéle en termes de consommation en cellules.

En effet, la oU il n’y a besoin que de 10x10* cellules B par hydrogel, le modele de Wagar requiert
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entre 2 a 6x10° cellules B3%380 Contrairement a la disponibilité généralisée d’amygdales
humaines, pour des échantillons tumoraux et notamment dans le cas de lymphomes comme le
LF, la réserve est trés limitée et un tel ensemencement n’est pas possible si I'on souhaite faire

plusieurs réplicats et multiplier les conditions.

3.2.2.3.2. Adaptation du modele organoide aux cellules de lymphomes

Deux études rapportent I'utilisation du modele de Singh afin d’évaluer la réponse des
cellules de lymphomes B a certaines thérapies dans un systéeme prenant en considération le
microenvironnement tumoral®®33®1. Bien que toutes deux intéressantes, elles différent
néanmoins par la pertinence des cellules cultivées dans les organoides, des lignées cellulaires

pour 'une!®?

et des cellules primaires pour I'autre (résumé dans le Tableau 3, voir page 109-
110)%®!. Tian et al. démontrent que la co-culture de lignées cellulaires de LF transformé (DOHH2
et SUDHL-6) ou de LBDGC (HBL-1) avec la lignée cellulaire HK favorise la résistance des cellules
B a des drogues de chimiothérapie conventionnelle comme la doxorubicine ou a des
médicaments épigénétiques comme le panobinostat, un inhibiteur des histones
désacétylases!®. Dans le LBDGC, la protéine MALT1 (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue
lymphoma translocation protein 1) est nécessaire a la prolifération et a la survie cellulaire, en
agissant comme une paracaspase pour cliver les inhibiteurs de NF-kB3%2. Les cellules primaires
de patients atteints de LBDGC de type ABC (Activated-B-cell) cultivées avec des fibroblastes
murins transfectés avec du CD40L humain montrent une résistance a l'inhibiteur de la protéine
MALT1, MI2 (Menin-MLL Inhibitor)®8%382 Toutefois, en absence de signal CD40L, MI2 induit une
mort cellulaire plus importante, ce qui souligne le role protecteur de ce signal. Outre les cellules
de soutien et le signal CD40L, I'interaction des cellules tumorales avec les protéines de la MEC
par le biais d’intégrines joue également un réle dans cette chimiorésistance®®3. |l a en effet été
démontré qu’en absence de CD40L, les hydrogels fonctionnalisés avec REDV (VCAM-1), RGD
(vitronectine) ou avec du collagéne-1 modulent la réponse des lignées cellulaires aux
inhibiteurs de MALT1 avec un renforcement de la signalisation de MALT1 et une diminution de
I'efficacité de son inhibition38!. Une autre étude rapporte que I'inhibition pharmacologique de
I'intégrine avB3 avec le cilengitide, un inhibiteur sélectif des intégrines avp3 et avR5, diminue

la prolifération des cellules T malignes a la fois in vitro et dans un modeéle de xénogreffes de
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souris dérivées de patients®®*. Ceci souligne la nécessité de prendre en considération
I'ensemble des éléments du microenvironnement lors de |'évaluation des thérapies. En vue
d’améliorer la prise en charge thérapeutique des patients, la combinaison de plusieurs
thérapies ciblant différentes cellules du microenvironnement pourrait potentiellement
atténuer la résistance au traitement. L’étude menée par Shah et al. a alors mis en évidence que
la combinaison de MI2 avec le dasatinib ou le masitinib, des inhibiteurs agissant sur la voie des
Src kinases qui joue un réle dans I'activation chronique de la signalisation du BCR dans les ABC-
LBDGC, a considérablement réduit la viabilité de la lignée cellulaire HBL-1 (représentative du
LBDGC) (environ 30 a 40 % par rapport aux conditions controles)®®!. De plus, la combinaison de
I'idelalisib, un inhibiteur de PI3K, avec MI2 a induit une diminution de la survie de 100% a 65%
par rapport a la condition non traitée, que ce soit avec la lignée cellulaire HBL-1 ou pour les
cellules primaires issues de PDX. Bien que dans I'étude de Shah et al. certaines expériences
aient été menées sur des cellules primaires de patients, il ne s’agit pas de cellules primaires
obtenues d’une biopsie tumorale de patient ensuite cultivées dans I’hydrogel, mais plutét de
cellules primaires ayant d’abord été greffées chez la souris puis récupérées et cultivées au sein
de I'hydrogel, ce qui peut introduire des biais. En effet, I'un des risques majeurs de ce procédé
est la perte du microenvironnement tumoral en raison du nombre de passages effectués chez
la souris, ce qui n’est alors pas représentatif de la complexité tumorale et peut étre responsable
d’une sous-estimation ou d’une surestimation de la réponse aux traitements observée ici. Par
ailleurs, un autre biais est que ce procédé peut induire la sélection d’un clone résistant, non
représentatif de I'hétérogénéité tumorale. Néanmoins, cette étude a fait ressortir une
observation intéressante, importante dans le cadre de mon projet de thése et en corrélation
avec les résultats obtenus au cours des expériences que nous avons menées. Il a en effet été
établi que I'addition de cellules stromales exprimant le CD40L au sein des organoides a induit
une augmentation de la concentration inhibitrice médiane (IC50) lorsque les cellules étaient
traitées par MI2, dasatinib, masatinib ou encore idelalisib, témoignant d’une sorte de
protection fournit par le signal CD40L, dont nous reparlerons un peu plus tard notamment dans

la partie résultat ainsi que la discussion de ce manuscrit.

=>» Le tableau 3 ci-dessous récapitule les diverses études réalisées sur des cellules primaires de

LF, de LBDGC et de lymphome du manteau.
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Tableau 3 :

Récapitulatif des études menées sur des cellules primaires de lymphomes.

Avantage 3D

Pathologie Nombre de Criblage ar rapport
. .,g Modeéle utilisé cellules Viabilité cellulaire thérapeutique p .
étudiée . . a la culture
ensemencées réalisable ?
2D?
Les cellules stromales
améliorent la viabilité )
Culture 2D de | 5x10° cellules . Pas de criblage
Goval et al., o des cellules : 30 a , i Pas de
. Lymphome cellules primaires avec , . thérapeutique )
Haematologica, o - A 40% d’apoptose vs a comparaison
folliculaire primaires de 1x10° cellules dans cette
2008 80% lorsque les , 3Dvs 2D
LF stromales o, étude
cellules sont cultivées
seules a J6
7,5x10°
cellules Les monocytes )
Culture 2D de L vtes/ Pas de criblage
primaires par macrophages , . Pas de
Epron et al., Lymphome cellules L1 ) thérapeutique .
. N . mL avec améliorent la survie comparaison
Leukemia, 2012 | folliculaire primaires de s . dans cette
LF 1,5x10 des cellules primaires stude 3D vs 2D
monocytes/ delLFal7
macrophages
10° cellules
e rimaires de —
Utilisation P Oui mais la
, . LBDGC avec s
Foxall et al., d’une matrice : . rigidité de la
o Lymphome X un ratio de Entre 30 et 80% a 8 )
Frontiers in ) . de collagene . matrice peut )
B diffus a 100 cellules jours de culture . Analogie des
Immunology, de type | pour o ) i altérer la )
grandes primaires pour (échantillons e résultats
2021 former des , diffusion des
cellules . 1 cellule dépendante) obtenus
sphéroides drogues de
stromale chimiothérapie
(MDM + ADSC) P
Culture dans 5x10% cellules | Les cellules stromales Oui, parvient Meilleurs
Araujo-Ayala et | Lymphome des plaques primaires et améliorent la viabilité | méme a prédire résultats
al., Leukemia, du ULA pour 1,25x10% des cellulesB:203a la réponse des
N . . obtenus en
2023 manteau former des cellules 60% par rapport a la patients a 3D
sphéroides stromales condition contrdle Iibrutinib
Encapsulation Oui, sur lignées
Utilisation de d’environ 18 . 8 .
. . . cellulaires mais
microsphéres cellules par Bien que le nombre
o ) pas sur cellules
d’alginate spheres de cellules par o ) .
o i o primaires. Mais Meilleurs
) associées a un (lignées capsule diminue de R .
Lamaison et al., | Lymphome . L . N ) I'arrivée a résultats
. . dispositif cellulaires ou | moitié, il y a moins de
Blood Adv, 2021 | folliculaire . L confluence des obtenus en
microfluidique cellules 10 cellules mortes
o . cellules dans la 3D
pour former primaires) en par capsule aJ3 et .
. sphere, la
des présence de 114 e
o diffusion est
sphéroides cellules .
altérée
stromales
QOui, mise en
8x10%-2x10° . évidence que le
A La survie des cellules ) )
Utilisation cellules o modele parvient
, . o primaires de LBDGC N .
Lymphome d’un modele primaires issus a diminuer la Meilleurs
Shah et al., ) R , est nettement . .
B diffus a d’hydrogel de PDX avec e survie des résultats
Nature 4 améliorée
. grandes permettant de | 5x10* cellules , cellules obtenus en
Materials, 2023 lorsqu’elles sont .
cellules former des stromales L . primaires avec 3D
. ) cultivées en présence o
organoides exprimant le de CDAOL la combinaison
CD40L de plusieurs

traitements.
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Faria et al. J
Immunother.
Cancer, 2023

Lymphome
folliculaire

Culture de
cellules
primaires dans
des plaques
ULA pour
former des
sphéroides
dérivés de
cellules de
patients.

25x103 cellules
primaires
issues de

biopsies de LF

Bien qu’il n’y ait pas
de données de
viabilité,
I'augmentation du
volume des
sphéroides obtenus
(de jo a j6) semble
attester d’une
viabilité/ prolifération
cellulaire plus
importante.

Oui, les cellules
primaires ont
été traité avec
un anti-CD20 et
un anti-PD-1.
Diminution de la
survie cellulaire
sous traitement.

Pas de
comparaison
3Dvs 2D
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L’objectif de cette these était de développer un modele de culture 3D permettant de
maintenir en culture des cellules primaires de LF issues de biopsies dans I'optique de faire du
criblage thérapeutique de médicaments anticancéreux couramment utilisés dans cette
pathologie. Pour ce faire, nous avons adapté le modele 3D organoide mis au point par I'équipe
de Singh et al., initialement utilisé pour reproduire la réaction du CG mais également pour
évaluer |'effet de certains traitements. Dans un premier temps, nous avons évalué la survie des
cellules primaires de LF cultivées au sein du modele 3D organoide. L'ajout de certains signaux
initialement fournis par les cellules du microenvironnement tumoral, comme le facteur
d’activation des cellules B (BAFF) et le CD40L, nous permettront, le cas échéant, de prolonger
la survie des cellules tumorales. En parallele, nous avons travaillé sur des échantillons de
patients atteints de LF au diagnostic, c’est-a-dire avant traitement, et pour lesquels le suivi
clinique était disponible et connu quant a I'immunochimiothérapie de type R-CHOP. Les
patients étaient considérés comme bons répondeurs si la maladie ne progressait pas dans les
24 mois suivant le diagnostic, et mauvais répondeurs si la maladie progressait dans les 24 mois
suivant l'initiation au traitement (POD24). Les cellules de ces patients ont été exposées au R-
CHOP dans le modéle 3D organoide afin de comparer la réponse obtenue in vitro par rapport a
celle obtenue in vivo, et ainsi établir un modele permettant de prédire la réponse des patients
au traitement. Des données de single-cell RNA-seq issues d’une cohorte de patients atteints de
LF, a la fois bons et mauvais répondeurs, ont également été exploitées en vue i) d’investiguer
I"hétérogénéité intra-tumorale du LF et d’identifier a I'échelle « single-cell » des signatures
transcriptomiques obtenues lors du profilage de l'expression génique d’échantillons de LF
provenant de |'essai clinique PRIMA mais également, dans la mesure du possible ii) de corréler

les mécanismes de chimiorésistance chez les patients qui ne répondent pas au traitement.

Le modeéle 3D organoide dérivé de patients atteints de LF a permis de démontrer la
possibilité de maintenir en culture ces cellules jusqu’a 3 jours, avec un pourcentage de cellules
primaires de LF significativement supérieur en 3D gu’en 2D. L'évaluation de la réponse
thérapeutique au R-CHOP a mis en évidence que les réponses au traitement observées au sein
du modele 3D organoide correlent étroitement avec ce qui est observé in vivo. Nous rapportons

ici que les Tths, une sous-population de cellules T, semblent impliqués dans la chimiorésistance.

Les résultats de ce travail de these seront présentés sous forme de deux articles

scientifiques en phase de soumission. Une premiére partie de ces travaux rapporte les résultats
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gue nous avons obtenus grace au modele 3D organoide, qui seront soumis dans la revue
scientifique Blood, tandis que la deuxieme partie est axée sur I'analyse des données de scRNA-
seq issues de notre cohorte de patients atteints de LF, leur interprétation et leur corrélation
aux résultats obtenus sur du bulk RNA-seq par notre équipe en 2018, dont les résultats seront

soumis dans la revue scientifique Leukemia.
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Abstract

Follicular lymphoma (FL) is the second most common subtype of non-Hodgkin lymphoma
(NHL) in western countries. Several observations pinpoint the crucial role of the surrounding
microenvironment in the development and/or progression of FL cells. Although
chemoimmunotherapy (RCHOP) induces high rates of complete remission, almost all FL
patients will experience multiple relapses post-treatment. Therefore, in vitro models mimicking
heterogeneity of FL with their cellular environment are urgently required for a better clinical
care of patients. In this regard, we adapted a 3D organoid model recapitulating extracellular
matrix and tumoral microenvironment of FL tumors. Cryopreserved FL samples (n=18) from
diagnostic biopsies were thawed and all cells from the FL biopsy were seeded in the 3D
organoid model. We first demonstrated that culture of primary FL samples in the 3D organoid
improves FL cell survival compared to the 2D culture. Surprisingly, addition of exogeneous
CDA40L signal, that has been previously shown to prevent FL cell death in 2D culture, was
detrimental for primary FL survival in the 3D organoid culture. This result suggests that
introduction of CD40L signal in addition to those delivered by endogenous T follicular helper
(Tth) cells may potentially lead to new therapeutic solutions for FL patients. Second, we found
that the 3D organoid captures clinical heterogeneity of FL patients to chemoimmunotherapy,
with poor clinical responders showing significant higher resistant to RCHOP in the 3D organoid
model compared to good responder patients. We then demonstrated that response to RCHOP in
the 3D organoid culture was correlated to the proportion of Tth cells in the primary FL sample.
Finally, although CD40 signaling can trigger chemoresistance of good responder FL samples
to RCHOP in the 3D organoid culture, it was not the only factor responsible for resistance

associated to Tth of poor responder patients to RCHOP.
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Introduction

Follicular lymphoma (FL) is the second most common subtype of non-Hodgkin lymphoma
(NHL) in western countries'. FL arises from developmentally blocked germinal centre (GC) B
cells that retain phenotypic and functional features of normal GC B cells and persistence of a
follicular structure with tight interactions with the GC microenvironment>. FL B cells are
strongly dependent on a permissive microenvironment supported by a dense stromal network
of follicular dendritic cells (FDC), T follicular helper (Tfh) cells and extracellular matrix**. In
addition, the FL niche is also characterized by a bias in the differentiation of mesenchymal
stromal cells towards lymphoid-like stromal cells’. As a consequence, the FL
microenvironment promotes tumor growth and treatment resistance, mainly by activating B cell
receptor (BCR), producing pro-tumoral cytokines such as IL-4 by Tth cells and fostering
immune escape®>%°. Although FL typically presents as an indolent disease, most patients will
require treatment with a chemoimmunotherapy combining an anti-CD20 monoclonal antibody
(rituximab or obinituzumab) with cyclophosphamide, hydroxyadriamycine, vincristine and
prednisone (CHOP) or bendamustine, followed by a 2-year maintenance with anti-CD20'°,
Outcomes after first-line treatment remain heterogeneous with a particularly poor prognosis for
20% of the patients experiencing disease progression during the first 24 months (POD24)!!,
Despite numerous efforts to prospectively identify these patients through analyzing driver
mutations or gene expression, none have been successful in personalizing first-line
treatment'>!3. An alternative approach, known as functional precision oncology, which
measures the response of living cells to perturbations, has the potential to improve the
prediction of response to therapy!*. However, this type of analysis has been so far limited in FL
due to the lack of adequate in vitro models and the rare and high-cost models of patient-derived
xenografts in immunodeficient mice!®. Patient-derived 3D organoids have become important
preclinical model systems for cancer research!®. Compared to the 2D cultured cancer cell lines,
these organoid models genetically and phenotypically mirror the original tumor, which paves
the way for translational applications, such as high-throughput drug screens and personalized
medicine!’. However, most patient-derived 3D organoid models originate from epithelial
cancers and hematological malignancies such as lymphomas remain a major challenge in
organoid technology. Here, we adapted a patient-derived 3D organoid FL model using a
previously engineered 3D tumor organoid presenting adhesive peptides mimicking interactions

between the vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) expressed by FDC and a4p1 (VLA4)
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integrin on B-cells in the context of GC interactions'®!°. We provide evidence that interpatient
heterogeneity regarding treatment response is better evidenced in the 3D organoid compared to

2D culture and depends on Tth cell numbers present in the FL sample.

Methods

Primary FL samples and fibroblastic L-cells

Biopsy samples from FL patients, obtained at diagnosis and for which clinical follow-up was
available regarding R-CHOP immunochemotherapy, were provided by the Centre de
Ressources Biologiques of the Hospices Civils de Lyon and from CeVi collection (CALYM),
and were preserved as frozen cell suspensions in 10% fetal calf serum (FCS) and
dimethylsulfoxyde (DMSO) at -150°C until use. Written informed consent for the use of their
samples in research protocol was obtained from the patients in accordance with the Declaration
of Helsinki. Mouse fibroblastic L-cells stably transfected either with the human CD40 ligand
(CD40L) (L-cells CD40L) or without CD40L (L-cells) described before?®*! were obtained from
Schering-Plough (Lyon, France) and cultured in RPMI 1640 medium with GlutaMax™
(Gibco) supplemented with 10% of fetal calf serum (FCS) and 1% penicillin streptomycin (P/S).
When cultured, L-cells CD40L were constantly selected with medium containing 0.5 mg/mL

geneticin (G418) (Sigma Aldrich, catalog number 108321-42-2).

Polymers and peptides

Four-arm PEG-MAL 20K with a molecular weight of 20 kDa was purchased from Laysan Bio
(Arab, AL) with >90% purity (catalog number 4arm-PEG-MAL-20K-5g). Peptides were
custom purchased from AAPPTec (Louisville, KY) and include the VCAM-1 protein-
mimicking peptide « REDV » (GREDVGC, purity >95%) and the matrix metalloproteinases
(MMP)-9 sensitive crosslinker (GCRDVPMSMRGGDRCG, purity >95%). The non-
degradable crosslinker dithiothréitol « DTT » was purchased from Sigma Aldrich (catalogue

number DTT-RO).
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Chemical compounds, drug compounds and soluble factors

Mitomycin C was purchased from Sigma-Aldrich (catalogue number MO503). RCHOP
compounds were purchased from the hospital pharmacy facilities of Lyon Sud Hospital (Pierre-
Bénite, France). Human recombinant IL-4 was purchased from Peprotech (catalog number 200-
04). Recombinant Human BAFF (carrier-free) was purchased from BioLegend (catalog number
BLE559604). Recombinant Human CD40 Ligand/TNFSF5 (HEK293-expressed) (carrier-free)
was obtained from R&D System (catalog number 6420-CLB) with HA-Tag purchased from
Cell Signaling (catalog number 3724). In vitro blocking of CD40/CD40L signaling was
performed with InVivoMADb anti-human/monkey CD40L (CD154) with a control condition
using InVivoMADb mouse IgG2a isotype control obtained from BioXCell (catalog number
BE0292 and BE0O0O8S respectively).

Antibodies

Anti-human antibodies used for flow cytometry experiments include anti-human Light Chain A
(BD Horizon™, BV421, catalog number 562893), anti-human CD335 (NKp46) (BioLegend,
Pacific Blue™, catalog number 331911), anti-human CD21 (BD OptiBuild™, BV480, catalog
number 746613), anti-human CD278 (ICOS) (BD OptiBuild™, BV510, catalog number
744930), anti-human CD20 (BD Horizon™, BV711, catalog number 563126), anti-human
CD195 (CCRS) (BD Horizon™, BV786, catalog number 565001), anti-human CD19 (MACS
Miltenyi Biotec, VioBright B515, 130-113-175), anti-human CD14 (BD Biosciences™, PerCP,
345786), anti-human CD45 (BD Biosciences™, PerCP-Cy5.5, 332784), anti-human CD4 (BD
OptiBuild™, BB700, 745981), anti-human CD16 (BD Pharmingen™, PE, 555407), anti-
human CD10 (BD Horizon™, PE-CF594, 562396), anti-human CD279 (PD-1) (BD
Pharmingen™, PE-Cy7, 561272), anti-human Kappa (BD Biosciences™, APC, 341108), anti-
human CD116 (BD Pharmingen™, Alexa Fluor647, 564046), anti-human CD3 (BD
Horizon™, APC-R700, 565119), anti-human CD8 (BD Pharmingen™, APC-H7, 560179).
Human Fc Block and Annexin V FITC were purchased from BD Biosciences (catalog number

564220 and 556419 respectively).
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Hydrogel-based organoids preparation

The organoids were engineered using a 7.5% (w/v) PEG-4MAL macromer concentration
supplemented with adhesive peptides and crosslinker. PEG-MAL macromers were first
functionalized at 7.4 pH with thiolated adhesive peptide REDV at a 4:1 MAL-to-peptide molar
ratio during 30 minutes at 37°C. MMP-9 protease-sensitive crosslinker VPM and non-
degradable crosslinker DTT were combined at a 1:1 VPM-to-DTT molar ratio and adjusted to
pH 6. Both mixtures were resuspended using PBS™" supplemented with 1% of HEPES (4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonicacid). The cell suspension, containing all primary
cells from patients with FL, is obtained by thawing the patient sample on the day of the
experiment. Prior to cell encapsulation, 100000 total cells from FL biopsies alone or with 40000
CD40L-expressing L-cells or control L-cells were suspended in the crosslinker solution.
Hydrogel organoids were formed by depositing 5 pL of PEGMAL solution in the middle of a
well of a non-treated 96 well plate to which 5 pL of cell-containing crosslinkers solution was
added and mixed with the first droplet by pipeting 2-3 times. Once all the hydrogel droplets
were prepared, they were polymerized during 15 minutes at 37°C for complete crosslinking.
After that, 200 uL of RPMI 1640 medium with GlutaMax™ (Gibco) supplemented with 10%
of fetal calf serum (FCS), 1% penicillin streptomycin (P/S), 10 ng/mL of human IL-4 and 20
ng/mL of soluble BAFF were added to each well containing hydrogel organoids. Depending on
culture condition, 100 ng/mL of soluble CD40L, 5 pg/mL of anti-CD40L blocking or isotype
control were added to the media. The cells were cultured for 3 days, and the medium was

changed on day 2, i.e., 48 hours after seeding the cells in the hydrogel.

Drug response in 3D organoids

Patients' response to chemotherapy in organoids was studied at d1 post-encapsulation of
primary cells within the organoids. RCHOP was added to the culture on dO and for 16h, at the

following concentrations:
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Rituximab | Cyclosphosphamide | Hydroxyadriamycine | Vincristine | Methylprednisolone
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Cl 0.156 0.313 0.020 0.0006 0.017

C2 0.313 0.625 0.042 0.001 0.035

C3 0.625 1.250 0.083 0.002 0.007

After a 16-hour incubation with R-CHOP, primary cells were extracted from the hydrogels
through a one-and-a-half-hour enzymatic digestion using a solution of collagenase type IA.
This solution is composed of collagenase resuspended in serum-free media, resulting in a final
concentration of 125 U/mL. Cells were then stained for flow cytometry analysis as described

below.

Flow cytometry analysis

Cell phenotypes were performed on primary FL samples after dissociation or after harvest from
hydrogel organoids immediately at dO post-encapsulation, at d1 and at d3 of culture with
enzymatique degradation for 1h30 using collagenase solution. Cells were first re-suspended in
FACS buffer containing human Fc Block (1:25 dilution), then incubated at 4°C in the dark for
10 minutes. After a FACS buffer wash, cells were re-suspended in brilliant buffer containing
antibodies and incubated at 4°C in the dark for 15 minutes. Finally, after another FACS buffer
wash, cells were re-suspended in Annexin V 1X buffer containing Annexin V (1:25 dilution) at
room temperature in the dark for 10 minutes and then re-suspended in the same buffer before
the plate being load in the plate reader of the Cytek Aurora. Flow cytometry data were acquired
using Cytel Aurora 4 lasers (Spectral Flow Cytometry, Cytek Biosciences) and analyzed with
SpectroFlow® software. For multiparametric analyses, dimensional reduction and clustering
were done using OMIQ data analysis software (OMIQ, Inc. Santa Clara, CA) after preliminary
cleaning of data for aggregates, and debris. All living cells (annexin V negative) from all
samples were selected for subsequent analysis on the OMIQ platform. Subsequently, an opt-
SNE analysis was performed to visualize the different subsets in group and the expression level

of relevant markers.
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software (La Jolla, CA). Data are
generally presented as Mean = S.E.M with significance as defined in figure legends. Most
statistics involved non-parametric t-test as Wilcoxon for paired data or Mann-Whitney for
unpaired data, as indicated in figure legends. As only a single vial is usually available, and
patient samples are precious, all experiments involved 3 to 5 replicates, but have not been

repeated several times for some samples.

Results

The 3D organoid improves FL cell survival compared to the 2D culture

Primary FL cells are highly dependent on their microenvironment to survive, which may
explain why previous attempts to grow these cells in in vitro 2D culture have failed*’. We
therefore hypothesized that a 3D organoid model fostering interactions between tumor cells,
tumor microenvironment and extracellular matrix could offer a supportive context. We
therefore developed a patient-derived 3D organoid FL model using a previously engineered 3D
tumor organoid using PEG-MAL macromers that were functionalized with thiolated adhesive
peptide REDV, mimicking VCAM-1 and then crosslinked with MMP-9 protease-sensitive
crosslinker VPM and degradable crosslinker DTT!®!°. Viably cryopreserved FL samples
(n=18) from diagnostic biopsies (Supplementary Table 1) were thawed and 10 total cells from
the FL biopsy were cultured within the organoids. Culture medium supplemented with BAFF
and IL-4, to mimic the selective signaling of soluble factors produced by FDC and Tth cells,
respectively, was then added to immerse the organoid (Figure 1A, B). To document immune
phenotype and survival of FL cells in the 3D organoid, we designed an 18-color flow cytometry
panel allowing identification of tumor FL cells, normal B cells, T cells, Tth cells, FDC, NK
cells, monocytes/macrophages (Supplementary Table 2). To define the different populations
presents in the 3D organoid, we conducted unsupervised analyses using concatenated samples
from all patients cultured from d0 to d3 without RCHOP treatment. Two dimensions reduction,
using t-distribution stochastic neighbor embedding (t-sne) and computer-driven clusterisation
through FlowSOM done on cell all markers, identified 30 clusters (Supplementary Figure 1)
corresponding to classical immune lineages (B cells, T cells, NK cells and macrophages)

(Figure 1C). Projection of selected markers such as CD19 and CD10 defining FL cells, CD3
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defining T cells and CD3, CD4, PD1 and ICOS defining Tth cells showed maintenance of the
primary cell phenotype from day 0 to day 3 (Figure 1D). Distribution of the tumor FL cells, Tth
cells and NK cells was not significantly impacted in the 3D organoid culture for 3 days whereas
macrophages decreased throughout the culture (Figure 1E). Of note, stromal cells such as FDC
(CD45 CD21") were not detected whatever the time point studied, reinforcing the rationale for
adding the REDV peptide mimicking VCAM-1 (interacting with VLA4 on FL cells) and
soluble BAFF, both expressed by FDC. To assess the suitability of this 3D organoid model for
culturing primary FL cells compared to traditional 2D culture, we compared the survival of
these cells by culturing them under the same growth conditions (addition of soluble BAFF and
IL-4) in both culture models. Survival of primary FL cells was studied using supervised analysis
(Supplementary Figure 2) and showed a significant improvement at day 1 when cultured in the
organoid model compared to the 2D culture (Figure 1F). However, at d3 the difference between
the two culture conditions was not significant. To improve survival of these cells and to culture
them over a longer period, CD40L-expressing L-cells were added to the culture medium to
increase survival signal deliver by Tth cells. Surprisingly, addition of further CD40L via L-
cells significantly decreased the number of primary FL cells compared to conditions under
which FL cells were cultured in the absence of L-cells or with control L-cells (Figure 1G). The
effect of CD40 signaling on FL cells was mainly associated with an increased percentage of
apoptosis (Supplementary Figure 3A). This result was confirmed when primary FL cells were
cultured in 3D organoid supplemented with increasing concentration of trimeric soluble CD40L
(Supplementary Figure 3B), suggesting that excess of CD40 signaling was detrimental for

primary FL survival, when cultured in the presence of Tth cells in the 3D organoid.
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Figure 1: The 3D organoid model promotes survival of both FL cells and cells from the microenvironment.
A) Schematic representation of the 3D organoid model. B) Visualization of an organoid observed at day 1 under
an inverted microscope at the magnification x4, then zoomed at the magnification x40. C) Opt-sne visualization
among d0 to d3 untreated samples cultured in 3D organoids and FlowSOM distribution of clusters defined by
expression of the 18 markers in all concatenated samples from d0 to d3 in the absence of RCHOP. Recolored
samples were performed automatically based on expression of markers in FlowSOM clusters. D) Projection of
selected markers in concatenated samples. E) Violine plots from unsupervised analysis showing the proportion of
the different cell population from the concatenated samples from dO to d3. F) Proportion of live FL cells after
culture 1-day and 3-days within the 3D organoids or in 2D relative to dO upon manual gating (n = 13; Mean +
SEM; *p-value = 0.0396, Wilcoxon matched-pairs signed rank test). G) Effect of CD40L on FL survival at
dlrelative to dO (n = 13; Mean + SEM; *p-value = 0.0029, Wilcoxon matched-pairs signed rank test). FL biopsies
were co-cultured at dO either alone, with 40000 L-cells or CD40L-expressing L-cells in the organoid model and

then survival of FL cells was assessed at d1 by spectral flow cytometry and analyzed using manual gating.

The 3D organoid model captures clinical heterogeneity of FL patients to

chemoimmunotherapy

In order to assess the ability of the 3D organoid model to capture interpatient heterogeneity of
the therapeutic response, we cultured primary FL cells from 17 patients treated initially with
chemoimmunotherapy and anti-CD20 maintenance, including 7 poor responders with FL
progression during the first 24 months (POD24) and 10 good responders with long progression
free survival (Supplementary Table 1). These samples were cultured both in the 3D organoid
model and in traditional 2D culture, then treated with different concentrations of R-CHOP at
d0. Cell count and FL cell viability were monitored by flow cytometry after 16h of culture using
the 18-color flow cytometry panel. Using supervised analyses based on traditional manual
gating (Supplementary Figure 4), we were able to show that at the highest concentration of
RCHOP (C2 and C3), the mean viability of FL cells was significantly reduced in good
responders compared to poor responder patients in the 3D organoid culture (p=0.0417 for C2
and p=0.025 for C3) (Figure 2A). In contrast, in the 2D culture, response to RCHOP was not
significantly different between good and poor responders whatever RCHOP concentrations
(Figure 2B). Altogether these results indicate that in contrast to 2D culture, the 3D organoid

heterogeneous response to RCHOP is correlated to clinical outcome of FL patients.
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Figure 2: The 3D organoid model captures clinical heterogeneity of FL patients regarding R-CHOP

chemoimmunotherapy. FL samples, clinically identified as good or poor responders according to disease

progression within 24 months of initial treatment (= POD24), where cultured: A) within the 3D organoid or B) in

2D and exposed at dO to different concentrations of R-CHOP (C1 to C3) during 16h to assess the proportion of

live FL cells using spectral flow cytometry and upon manual gating (n = 10 good responders and n = 7 poor

responders; C2 *p-value = 0.0417 and C3 *p-value = 0.025, Mann Whitney test).
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Numbers of Tfh cells predict response to RCHOP in the patient-derived 3D organoid FL

model

Interestingly, in the good responder FL cohort, response to RCHOP in the 3D organoid model
was heterogeneous with 4 patients (patients 7, 8, 9 and 10) showing lower susceptibility to
RCHOP compared to the other 6 patients (Figure 2A). In order to identify specific immune
populations associated with this heterogeneity, we re-analyzed our 18-color flow cytometry
data of the 3D organoid focusing on the T cell compartment of good responders (the 6 best
responders), bad responders and the 4 patients (outliers) showing a lower susceptibility to
RCHOP (Figure 3A). Using an unsupervised analysis on all concatenated patients after 16h of
culture in the presence or absence of RCHOP, five main subsets of T cells were identified, as
CD4" T cells, CD4" PD17 T cells, Tth cells (expressing CD4, PD1 and ICOS), CD8" cells and
exhausted CD8 T cells (expressing CD8 and PD1) (Figure 3A, B). This unsupervised analysis
showed a difference in the proportion of Tth cells between good responders and bad responders
with significant lower numbers of Tfh in good responders without RCHOP treatment (CO)
(Figure 3C, D). After treatment with RCHOP (C3), the number of Tth cells decreased in all
patients but remained higher in poor responders compared to the good responders (Figure 3C,
D). Similarly to the bad responders, the 3 of 4 outlier FL patients showing lower susceptibility
to RCHOP in the good responder cohort exhibited high numbers of Tth cells (Figure 3C, D).
These results support that in the patient-derived 3D organoid FL model, Tth cells predict
response to RCHOP.
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Figure 3: Tfhs predict response to R-CHOP in the patient-derived 3D organoid FL model. A) Opt-sne
visualization among live CD3" T cells and FlowSOM distribution of clusters and projection of the markers in
concatenated 3D organoid samples from d1 treated or not with RCHOP. B) Opt-sne visualization among live CD3*
T cells and FlowSOM distribution of clusters defined by expression of the 4 markers in concatenated samples from
dl1 treated or not with RCHOP. Recolored samples were performed automatically based on expression of the 4
markers in FlowSOM clusters. C) Opt-sne visualizations showing that the same FlowSOM clusters as in B but
limited to some FL patients depending on their response to R-CHOP. D) Tth numbers in 3D organoid samples at
dl in the 3 categories of patients (n = 6 good responders, n = 7 poor responders and n = 4 outliers) treated (C3) or
not (C0) with RCHOP. Tth numbers were determined using spectral flow cytometry and analyzed using manual

gating (CO *p-value = 0.02 and C3 **p-value = 0.008, Mann Whitney test).

CD40L triggers chemoresistance of good responders FL. samples to RCHOP in the 3D

organoid model

Interactions between Tth and FL B cells involved several ligand/receptor interactions and
CD40L/CD40 have been particularly described to prevent GC and FL B cell apoptosis®*~*. We
thus first addressed whether signals through CD40 could protect primary FL cells from RCHOP
in the 3D organoid culture in good responders. As we were limited by the cell number in some
primary FL samples, we analyzed 5 of 6 good responders FL described above. Addition of
CD40L-expressing L-cells in the 3D organoid culture increases viability of FL cells compared
to culture in the presence of L-cells alone (Figure 4A). To ensure that this effect was directly
associated to CD40 signals, we added soluble CD40L to the 3D organoid culture and observed
a similar effect, although this was not significant due to the low number of samples (n=3, Figure
4B). In contrast, in poor responders FL samples, addition of CD40L-expressing L-cells to the
3D organoid culture did not significantly increase survival of FL cells (Figure 4C). Assuming
that signals from CD40 in good responders FL samples increases resistance to RCHOP
treatment, we wondered whether the protective effect of Tth cells of poor responders’ patients
in the 3D organoid culture may be mediated through CD40L/CDA40 interactions. To test this
hypothesis, we tested whether an anti-CD40L blocking antibody could restore susceptibility to
RCHOP treatment of poor responder FL samples in the 3D organoid culture. Again, due to cell
number limitations in some primary FL samples, we analyzed only 2 poor responders patient
samples and despite no significant differences, we observed a downward trend in survival of
FL cells in the presence of blocking anti-CD40L antibodies compared to the isotype control
culture (Figure 4D). Thus, although CD40 signaling can trigger chemoresistance of good
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responder FL samples to RCHOP in the 3D organoid culture, it was probably not the only factor

responsible for resistance associated to Tth of poor responder patients to RCHOP.
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Figure 4 : CD40L triggers chemoresistance of good responders FL samples to RCHOP in the 3D organoid
model. A) Effect of CD40L signaling delivered by L-cells on treatment response in good responders. FL samples
from good responder patients were cultured at dO either alone or with CD40L-expressing L-cells in the 3D organoid
and treated with R-CHOP (C3). Proportion of live FL cells relative to day-0 was then assessed at d1 by spectral
flow cytometry and analyzed using manual gating (n = 5 good responders, **p-value = 0.0079, Mann Whitney
test). B) Effect of soluble CD40L signaling on treatment response in good responders. FL samples from good
responder patients were cultured in the 3D organoid at dO either alone or with 100 ng/mL of soluble CD40L added
in the medium culture, and then treated with R-CHOP (C3). Proportion of live FL cells relative to day-0 was then
assessed at d1 by spectral flow cytometry and analyzed using manual gating (n = 3 good responders). C) Effect of
CDA40L signaling delivered by L-cells on treatment response in poor responders. FL samples from poor responder
patients were cultured at dO either L cells or with CD40L-expressing L-cells in the 3D organoid and treated (C1
to C3) or not (CO) with R-CHOP. Proportion of live FL cells relative to untreated culture (C0) was then assessed
at d1 by spectral flow cytometry and analyzed using manual gating (n = 5 poor responders). D) Effect of anti-
CD40L blocking antibody on treatment response in poor responders. FL samples from poor responder patients
were cultured in the 3D organoid at d0 either alone or with 5 pg/mL of anti-CD40L blocking antibody added in
the medium culture, and then treated with R-CHOP immunochemotherapy in non-treated or treated conditions.
Proportion of live FL cells relative to untreated culture (CO) was then assessed at d1 by spectral flow cytometry

and analyzed using manual gating (n = 3 poor responders).

Discussion

All lymphoma therapeutic candidates tested in humans have preclinical activity, yet more than

90% of these agents fail during clinical development®

. Most of preclinical models used are
based on 2D culture using mainly cell lines and more rarely primary lymphoma cells**~. To
develop new therapeutic strategies that would better benefit to patients, we need new in vitro
models recapitulating the tumor microenvironment, its spatial organization but also the genetic
heterogeneity of tumor cells. This is particularly true for FL that are strongly dependent on their
microenvironment but also exhibit high level of tumor heterogeneity fostering tumor growth
and treatment resistance®' . Here we report the development of a patient-derived 3D organoid
FL model using a previously engineered 3D tumor organoid that has been mainly used with
lymphoma cell lines and more recently on xenografts established from DLBCL patients'®-34.
The use of primary FL patient samples in the 3D organoid brings several advantages to this
model: 1) In our unsupervised flow cytometry study, while cells from microenvironment did
not cluster based on sample origin, but according to their immune lineage, FL B cells generated
several B cell clusters displaying a strong interpatient heterogeneity (Supplementary Figure 5),

probably reflecting the genetic tumor heterogeneity, as previously described using single cell
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RNA-seq and mass cytometry studies®>*’; 2) Although most stromal cells, and FDC in
particular, are completely lost from the primary samples, probably upon thawing or digestion,
functionalization of the 3D organoid with thiolated adhesive peptide REDV, mimicking
VCAM-1 thar interacts with VLA4 (a4 1 integrin) on primary FL cells and addition to soluble
BAFF in the culture medium, deliver most of survival signals from FDC; 3) While in other 3D
FL culture models, NK cells were added exogenously and therefore do not reflect the
immunological status of the patient NK cells, in our 3D organoid culture NK cells have been
maintained for 3 days*®3°. This is particularly important for FL for which the NK cell number
in the peripheral blood predicts the clinical outcome, probably associated to the use of anti-
CD20 antibodies for FL treatment and the crucial role played by NK cells triggering antibody-
dependent cell cytotoxicity (ADCC)*. Survival of primary FL cells in 3D culture model has
not been extensively studied. Using a microfluidic method based on cell encapsulation inside
permeable alginate microspheres generating 3D FL spheroids, FL survival from one patient was
maintained from day 3 to day 7 in the presence of tonsil stromal cells®®. In our 3D organoid FL
model, survival of FL cells was heterogenous depending on FL patients but did not exceed 50%
in most FL samples beyond 3 days of culture, with the exception of 2 FL samples whose cells
were maintained for up to 5 days in 3D organoid culture (data not shown). In this context, we
were quite surprised that addition of IL-15 or CD40L in the 3D organoid, that were previously
described to increase FL survival in 2D culture, did not increase FL survival and even triggered
apoptosis of FL cells in the case of CD40L?’. In chronic lymphocytic leukemia (CLL), CD40
stimulation sensitizes tumoral cells to apoptosis in addition to anti-CD20 mAbs such as
rituximab and GA101 by a mechanism involving lysosomal cell death*' . Whether this
mechanism is also responsible for FL cell apoptosis triggered by CD40 signaling in the 3D
organoid in the absence of anti-CD20 treatment will deserve further investigation. Another
possible mechanism would be associated with the immune-stimulatory effect of activating
CD40 in normal B cells, dendritic cells and monocytes fostering expression of costimulatory
molecules, MHC molecules and production of pro-inflammatory cytokines, contributing to
enhanced helper T-cell priming and activation**. In this goal, a clinical trial (NCT03892525)
evaluating intratumoral agonistic anti-CD40 (Selicrelumab) in combination with anti-PDLI
(Atezolizumab) in patients with refractory or relapsed B cell lymphoma is currently being
evaluated.

Besides the development of a new 3D organoid model using primary FL samples, one of our
aims was to investigate whether this model could predict patient response to

chemoimmunotherapy. Using RCHOP as a proof on concept, we observed a clear correlation
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between response to RCHOP in the 3D organoid and clinical outcome, demonstrating that
clinically relevant information can be derived from functional testing of FL in this 3D organoid
model. However, 4 of the 18 patients did not strictly correlate to in vivo clinical response in the
3D organoid model. In the field of hematological malignancies, there is only one reported
patient-derived 3D model using spheroids in mantle cell lymphoma that recapitulates patient
response to ibrutinib*®. Using spectral flow cytometry and unsupervised analysis, we identified
Tth cells as the main population of FL microenvironment responsible for resistance to RCHOP.
A prospective study with 52 NHL explored the clinical significance of the dynamic change in
Tth cells before and after chemotherapy®’. The authors reported the increased number of Tth
cells in NHL patients compared to healthy individuals, but also in patients with no response or
progressive disease compared to patients in complete remission after the sixth treatment course,
suggesting a role for Tth cells in tumor progression and treatment resistant. In the same study,
the authors also reported IL-21, a Tth cytokine, has a main contributor of Tth resistance in
NHL. This last result is in line with our own data demonstrating that CD40L signals delivered
by Tth cells was not sufficient to trigger resistant to RCHOP of poor responders in the 3D
organoid, as demonstrated by the marginal effect of blocking CD40L/CD40 interactions in poor
responder patients. A clinical trial using lucatumumab, a fully human antagonistic CD40 mAb,
in several B-cell NHL entities, and FL in particular, demonstrated modest activity in
relapsed/refractory patients, confirming in patients our in vitro data obtained using the 3D
organoid model*. In conclusion, our work identified Tfh cells as a main contributor to
chemoimmunotherapy resistance in FL that is problably mediated by several surface

receptor/ligand such as CD40L and soluble factors such as cytokines.
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Supplemental Tables and Figures

Supplemental Table 1 : FL patient characteristics.

Patients

FL1
FL2
FL3
FL4
FLS
FL6
FL7
FL8
FL9
FL10
FL11
FL12

FL13

FL14
FL15
FL16
FL17
FL18

2 F: Female, M: Male

® LN: Lymph node.

¢ Grade according to WHO classification.

Sex/Age*

F/77
F/40
M/78
NA/51
M/50
NA/53
M/60
F/72
M/61
NA/73
F/30
M/56

M/48

M/48
M/52
NA/68
NA/T7
NA

Sample type®

LN
LN
LN
LN
LN
LN
LN
LN
LN
LN
LN
LN

LN

LN
LN
LN
LN
LN

Stage©

1-2
3A
3A
1-2
1-2
3A
1-2
1-2
1-2
1-2

3A
1-2
1-2

Treatment?

G-CHOP
R-CHOP
R-CVP
R-CHOP
G-CHOP
R-CHOP
G-CHOP+ G
G-CVP +G
G-CHOP
R-CHOP
CHOP
CHOP then R
alone
Mini CHVP
then R alone
R-CHOP
R-CHOP
R-CHOP
R-CHOP
R-CHOP

Disease status®

RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
RC
POD24
POD24

POD24

POD24
POD24
POD24
POD24
POD24

4 Chemoimmunotherapy — R-CHOP (Rituximab, Cyclophamide, Hydroxyadramicin, Oncovin, Prednisolon), G

(Obinutuzumab), CVP (Cyclophamide, Vincristine/Oncovin, Prednisolon).

¢ RC: complete response, POD24
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Supplemental Table 2 : The 18-color flow cytometry panel.

Marker
CD20
CD19
CD10
Kappa
Lambda
CD45
CD14
CD116
CCRS
CD16
NKp46
CD3
CDS8
CD4
ICOS
PD-1
CD21

Annexin V

Target

B cells

B cells

GC B cells

Ig Kappa

Ig Lambda
Hematopoietic cells
Macrophages
Macrophages
Macrophages
Macrophages/NK
Natural Killer cells
T cells

T CDS cells

T CD4 cells

Tth cells

Tth cells

Follicular Dendritic cells

Apoptotic cells

Fluorochrome
BV711
VioBright515
PE-CF594
APC

BV421
PerCPCy5.5
PerCP

AF647
BV786

PE

Pacific Blue
APC-R700
APC-H7
BB700
BV510
PECy7
BV480

FITC
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Supplemental Figure 1 : Opt-sne visualization among d0 to d3 untreated samples cultured in 3D organoids and

FlowSOM distribution of clusters.
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Supplemental Figure 3 : A) Effect of CD40L signaling delivered by L-cells on FL survival. FL biopsies were

cultured at dO either alone or with CD40L-expressing L-cells in the 3D organoids. Survival was then assessed at
d1 measuring the Annexin VP FL cells using spectral flow cytometry and manual gating (n = 13 good responders,
***p-value = 0.0002). B) Effect of soluble CD40L on FL survival. FL cells of one sample were cultured at d0
either alone or with 100 ng/mL of soluble CD40L in the 3D organoids. Proportion of live FL cells relative to

untreated culture (CO) was then assessed at d1 by spectral flow cytometry and analyzed using manual gating.
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Supplementary Figure 5: Cells from microenvironment clusterized based on their immune origin, whereas

FL B cells clusterized depending on their donor origin (to compare to Figure 1C to identify B cells vs

microenvironment clusters).
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Abstract

Follicular lymphoma (FL) is an incurable B-cell malignancy, that has a variety of clinical
behaviors. In this pathology, the tumor microenvironment (TME) plays a crucial role in both
progression and resistance to anti-cancer treatments. It also plays a part in the biological
heterogeneity found between patients and within the FL tumors. This heterogeneity is due partly
to sub-clonal genomic diversity, but also to extrinsic factors stemming from the tumor
microenvironment, which is specific to each tumor. However, tumor heterogeneity remains
poorly characterized in FL and represents a major obstacle to accurate prognosis and prediction
of response to precision therapies. In the present study, we aimed at revealing the key cell
subtypes and tumor molecular features that determine the intra-tumor and inter-patient
heterogeneity. For that purpose, we integrated bulk transcriptomic signatures, obtained from
previous data which enabled discovery of major biological processes acting in FL cells and in
the TME and highlighted their respective impact on patient outcome, to single-cell
transcriptomic data. This combined data allowed us to identify some relevant features that drive
FL intra- and inter-tumor heterogeneity. Among them, we identified transcriptomic signatures
associated with the tumor microenvironment, signatures recapitulating inter-tumor
heterogeneity in FL, including specific genetic profiles associated with copy number alterations
(del6q, dell0q, +X), as well as signature associated with intra-tumoral heterogeneity as the

ICA13 transcriptomic signature associated with shorter progression-free survival.
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Introduction

Follicular lymphoma (FL), an incurable B-cell malignancy, has a variety of clinical behaviors.
Multiple relapses after treatment occur at varying intervals and a subset of patients suffer early
cancer-related mortality!. Numerous studies have provided evidence of the prognostic impact
of infiltrating immune subsets from the tumor microenvironment (TME)?. More recently,
growing evidence has shown the direct role of FL cells’ molecular features in the risk of disease
progression®*. However, studies examining the mutational pattern of FL tumors from multiple
sites and at different disease time-points highlighted a divergent evolution of FL subclones and
a much higher intra-tumor heterogeneity than previously thought>”’. Consequently, disease
progression likely occurs as a result of evolution of pre-existing but potentially undetectable
clones, or emergence of new clones that have managed to evade or subvert the host immune
response®. Thus, although several determinants of FL tumorigenesis and progression have been
identified, tumor heterogeneity remains poorly characterized in FL and represents a major

obstacle to accurate prognosis and prediction of response to precision therapies.

Next-generation studies of large cohorts of FL patients provided a detailed mutational landscape
of this malignancy®!'!. However, mutational patterns do not allow the identification of which
subclones will eventually expand at relapse. Moreover, even if specific mutations in well-
known genes (e.g. EZH2, CREBBP, TNFRSF14) have functional consequences on the cellular

interactions between tumor and surrounding immune cells'?*

, mutational pattern reflect the
TME contribution to the tumor dynamics only in an incomplete and indirect manner. Gene-
expression microarrays have first highlighted the major role of TME in FL!. Later,
deconvolution-based algorithms have been developed to infer the cellular composition from
bulk analyses'®!” but do not provide a precise view of the potential heterogeneity between
tumor subclones at the transcriptomic level. Currently, single-cell RNA sequencing (scRNA-
seq) technologies represent a powerful way to analyze thousands of cells and derive significant
insights into a tumor’s cellular heterogeneity. However, this technology is currently impractical

on large sample cohorts due to the requirement of a large sample number and high cost. Finally,

the consistency between single-cell and bulk-derived information has never been assessed.

In the present study, we hypothesized that the integration of the bulk transcriptomic profiles
together with single-cell transcriptomic sequencing would reveal the key cell subtypes and
tumor molecular features that determine the intra-tumor and inter-patient heterogeneity. We

first performed gene-expression and copy-number profiling in a large cohort of 148 FL samples
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from the PRIMA clinical trial, which enabled discovery of major biological processes acting in
FL cells and in the TME and highlighted their respective impact on patient outcome. Then, we
investigated these transcriptomic signatures in single-cell suspensions from FL biopsies to
accurately distinguish differences among coexisting tumor subclones. This combined bulk and
single-cell analysis highlighted variable but also recurrent phenotypes among patients, shedding

light on relevant features that drive FL intra- and inter-tumor heterogeneity.

Methods

Patients and samples

Fresh-frozen tissue tumor biopsies and bulk gene-expression data. Fresh-frozen tissue (FFT)
tumor biopsies were prospectively obtained from 148 untreated patients participating in the
phase III randomized PRIMA trial, in high-tumor-burden FL patients'®. Gene-expression
profiling was performed using the Affymetrix GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 array
(ThermoFischer Scientific, Waltham,MA, USA) as previously described® (data available at
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE93261).

Single-cell suspensions. Biopsy samples from 6 FL patients, obtained at diagnosis, were
provided by the Centre de Ressources Biologiques of the Hospices Civils de Lyon and
cryopreserved as frozen cell suspensions in 10% fetal calf serum (FCS) and dimethylsulfoxyde

(DMSO) 1n liquid nitrogen.

All tissue samples consisted of pretreatment diagnostic biopsies and were confirmed as FL
grade 1-3a by expert hematopathologists. Written informed consent for the use of their samples
in research protocol was obtained from the patients in accordance with the Declaration of

Helsinki.

SNP-arrays

Copy-number abnormalities (CNA) were assessed on DNA samples of patients from the
PRIMA cohort (n=144/148) using the high-resolution Cytoscan HD single-nucleotide
polymorphism array (Affymetrix, Santa Clara, CA USA). Detection of absolute segmental copy

numbers and genotype status was performed using the GAP algorithm'?.
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Unsupervised analysis of bulk gene-expression data

Unsupervised clustering. Gene clustering was performed on expression data from Affymetrix
microarrays by means of an Independent Component Analysis** 2> (ICA) using the fastiCA
algorithm from R package. ICA identifies expression signatures (‘“‘components”) capturing
major underlying sources of variation. For each component, the most influential genes (“leading

genes”’) were retrieved.

Gene set enrichment analysis. To infer potential biologic relevance of ICA components, we
compared their leading genes with the Molecular Signature Database (MSigDB) v5.0 and
LLMPP databases of precompiled gene sets*>**. Significant overlaps between components and
gene sets were evaluated using one-sided Fisher Test and multiple-testing correction to account

for the number of gene sets within each collection?.

Integration with copy-number values. Correlation was computed between copy number at
every possible genome location and ICA component score. Significant correlations were
evaluated by permutation test and by taking the first percentile as threshold for each individual

component.

Details regarding unsupervised clustering and enrichment analyses are provided in the

Supplementary Appendix.

Single cell preparation, RNA-libray construction and sequencing

Frozen cell suspensions were thawed at 37°C in Roswell Park Memorial Institute medium
(RPMI) plus 10% FCS, washed with phosphate buffer saline (PBS) and then resuspended in
flow-cytometry buffer (5% FCS and 2 mM EDTA in PBS) at a concentration of 20x10° cells
per mL for staining. Cells were first incubated with Human Fc Block (BD Biosciences) for 10
minutes on ice. After a wash with flow-cytometry buffer, cells were incubated with Annexin V
PE (BD Biosciences) for 10 minutes, in order to collect only living cells. Cells were
resuspended in 1X Annexin V binding buffer (0.1 M Hepes, 1.4 M NaCl and 25 mM CaCl2 in
distilled water) at 1x107 per mL. The cell sorting procedure was done using a FACS Aria III

cytometer (Becton, Dickinson and Company).

The scRNA-seq librairies were prepared according to the manufacturer’s instructions
(Chromium Next GEM Single Cell 5' Reagent Kits v2 (Dual Index)). The sorted live cells were
centrifugated and then resuspended with Master Mix Reagents before being loaded into the
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Chromium Controller (10X Genomics, Pleasanton, California). After this step, the reverse
transcription was followed by PCR to amplify the cDNA, with the following program: 45
seconds at 98°C, followed by 13 cycles of 20 seconds at 98°C, 30 seconds at 63°C and 1 minute
at 72°C, and a final elongation step for 1 minute at 72°C. The amplification of 50 ng of cDNA
allowed the generation of 5’ Gene Expression library with primers and sample indexes included
in the kit. The V(D)J library was amplified with two PCR of 6 and 8 cycles with primers
recommended by 10X Genomics (for heavy and light chains respectively) using 2 uL of the
cDNA obtained post-amplification. The final BCR library was construct using Nextera XT
reagents (Illumina San Diego, California), including the i5 forward and Nextera i7 reverse
primers used to amplified the 800 pg of the sequences obtained during previous steps. The two
libraries were then quantified using Qubit Fluorometers (ThermoFisher Scientific), whose
values were then validated by qPCR and Bioanalyzer 2100 (Agilent). Gene expression and
V(D)J libraries were pooled in a 1:1 ratio and paired-end (2x150pb) sequenced (375M reads)
on a HisegX platform (Macrogen Seoul, South Korea).

Single-cell data demultiplexing, quality controls and normalization

BCL files were converted to FASTQ using CellRanger mkfastq (R1 : 26 base pairs, R2 : 150
base pairs). Raw FASTQ from gene expression libraries were aligned on the GRCh38 human
genome and processed using CellRanger Count (10x Genomics Cell Ranger 4.0.0). Cells were
then demultiplexed using the Seurat HTODemux function. Before quality controls, filtering and
normalization, an object of class Seurat was created using CreateSeuratObject. Quality controls
were used to filter out cells that have more than 5% mitochondrial reads, associated with dying
cells, cells that have less than 750 features with at least one read or more than 10* features with
at least one read and cells that have less than 10% RNA from ribosomal genes, which are good
housekeeping controls. The resulting filtered UMI count matrices were log-normalized using
Seurat  SCTransform(), = which  replaces = NormalizeData(),  ScaleData()  and
FindVariableFeatures().

Dimensionality reduction, clustering and metadata creation

PCA is ran on the samples using RunPCA (npcs=5) and UMAP clustering is performed based
on the 30 first principal components. Cell phenotype was first investigated using simple markers
as CD3, CD8, CD4, MS4A1 and CD79A and then confirmed using SingleR package with the
BluePrintEncodeData database (The ENCODE Project Consortium, 2012, Martens JHA and
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Stunnenberg HG, 2013). Using a list of predefined genes, we generated a heatmap of our data
to identify specific groups of B and T cells but also different types of TME cells (DC,
macrophages, NK...). Tumor cell assignment was done with CellRanger VDJ (10x Genomics
Cell Ranger 4.0.0) using FASTQ files from the VDIJ library and the GRCh38 reference genome.
BCR contigs contained in 'filtered contig annotations.csv' have been first investigated to
obtain immunoglobulin light and heavy chains for each cell. Initially, only the productive chains
are kept, both the heavy and light chains (with the highest number of UMIs). We then checked
that the tumour chain (i.e., gene V and gene J) was found in the cell for both heavy and light
chains, with a number of UMI > or = 5. Cell cycle analysis was performed using the list of
genes provided by Seurat cc.genes.updated.2019, allowing the identification of cells in GI,
G2M or S phase, and with the Seurat function CellCycleScoring. Specific clusters of
proliferative cells were identified according to the expression of genes related to S and G2M
phases of the cell cycle. The establishment of a score in these clusters allows the comparison

with the non-proliferative ones.

Single-cell data integration

The sample-specific objects were loaded individualy and aggragated as a list after subsetting te
cells of interest, tumor cells one the one hand and microenvironment cells on the other. Standard
LogNormalization was first applied to each sample separately. If required, SCTransform() was
also applied and used for integration and subsequent PCA, UMAP and clustering. Integration
was performed using SelectIntegrationFeatures, FindIntegrationAnchors and IntegrateData.
The resulting integrated object was normalized, scaled and embedded in two dimensions with

RunUMAP.

Doublets

As scRNA-seq is often accompanied by doublet rate problems that disturb the analysis, a check
for doublets was performed. Doublets can be of mixed cell types, displaying both B and T cells
phenotype, and tend to have more nFeatures, or can be of same cell types which is very difficult
to identify. One solution would be the use of a strict nFeatures threshold, however in some
samples, proliferation can also be responsible of more nFeatures. The strategy to overcome this
issue was to 1) look at cluster homogeneousness in terms of cell type, ii) look whether there is
a significant difference in nFeatures between the different cell types in the cluster, iii) use the

database BluePrintEncodeData to determine individual cell type scores and check what score
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of the majority celltype the cells harbour, iv) finally, check that the corresponding doublet
cluster isn't a proliferating cluster, and if it's a proliferating one, only exclude cells if they really

have features of B and non B cell types.

Results

Independent component analysis informs on main sources of transcriptomic

heterogeneity in FL samples

An independent component analysis was performed on gene-expression data generated in bulk
samples. After discarding those potentially associated with experimental batches, we identified
19 signatures (“components”). A functional enrichment analysis revealed putative biological
processes or cellular subsets associated with each component (Figure 1, Supplemental Tables
S1 and S2): six components reflected the contribution of different cellular microenvironment
subsets, whereas thirteen components mainly reflected lymphoma B-cell features. Among
microenvironment-related signatures, ICA8, ICA9 and ICA16 were significantly enriched for
genes expressed by stromal cells, whereas ICAS, ICA7 and ICA18 were related to the immune
cell subsets, identified as monocytes/macrophages, T follicular helper (TFH) cells and other T-
cells, respectively. Some of these signatures were associated with a longer progression-free

survival (Supplemental Figure 1).

The component ICA4 highlighted proliferative cell state, as it was strongly enriched in genes
implicated in cell cycle control and DNA repair, and encompassed several genes with E2F
binding motifs. On the contrary, genes negatively contributing to the signature were mostly
implicated in apoptosis and DNA damage response. One of the leading genes of this component
was EZH?2 that has a major role in the maintenance of chromatin repressive marks in GC
proliferating cells?2’. ICA10 signature was enriched for genes being differentially expressed
between GCB- and ABC-DLBCL subtypes, a high score being associated to the GCB subtype
and to a good outcome (p=.024). On the contrary, the component ICA13 was highly associated
with a bad outcome, since PFS was significantly shorter in patients with a high ICA13 score
(p<0.001). The ICA23 signature highlighted the activation of the NF-KB pathway via TNF

stimulation and enrichment for CREB-target genes.
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Only few gene enrichments were found for signatures ICA12, ICA24 ICA20 and ICA17, except
positional enrichments in the C1 MSigDB database, suggesting that specific chromosomal
imbalances drove these components (namey del6q, del10q, 12q gain and X gain, for ICA12,
ICA24 ICA20 and ICA17, respectively). We sought to confirm that these signatures actually
reflected true chromosomal imbalances by directly assessing CNA. SNP-arrays were performed
for 144/148 samples of the cohort. A significant correlation was found between chromosome
status and ICA score in each case (the ICA score being higher in cases with gain and lower in

cases with deletion) (Supplemental Figure 2).

The 10q deletion was identified in 20% of patients in our cohort, encompassing region 10q23.1
to 10g25.1 (Supplemental Figure 3). Low ICA24 scores reflected 10q loss (ie, higher ICA24
scores were found in non-deleted patients) and its leading genes included LCOR, but neither
PTEN nor PIK34PI, which also represent interesting targets of 10q loss® and are located in
the deleted region. The 6q deletion, the 12 gain and the X gain were present in 12.3% (7.7-
27.6% depending of the regions), 14.3% (8.3-19.9%) and 12.1% (6.9-23.7%) of the patients,
respectively. Contrary to dell0q that was localized to a particular region, the 6q deletion
encompassed the whole 6q arm, and the 12 gain and the X gain encompassed the totality of
these chromosomes. Leading genes of the chromosomal imbalance-related ICA include genes
located on the chromosome actually targeted by gain or deletion (eg, BTK on chromosome X
and LCOR on chromosome 10 were among leading genes of ICA17 and ICA24, respectively),
but also on other chromosomes. ICA24 had 45/80 (56%) genes that were located outside
chromosome 10, 46/72 (64%) genes of ICA12 were outside chromosome 6q, 31/102 (30%)
outside chromosome 12 for ICA20 and 32/235 (14%) outside chromosome X for ICA17. A
possible explanation is that the over- or under-expression of a group of genes (linked to their
CNA) affects a complex interactome, both at the intra- and inter-cell level. As an example,
ICA17 contained CDY96, a gene located on chromosome 3 and encoding a surface protein
involved in adhesive interactions of activated T and NK cells?’. Unsupervised analysis
identified no signature specific of the other chromosomal abnormalities commonly found in FL
and detected at high frequencies within our cohort (such as +1q, +6p, +7, +17q, +18, or -1p).
One can hypothesize that their global effect on transcriptomic profile is either subtle or too

complex to be captured by this sort of unsupervised analysis on bulk samples.

A few patients with distinct expression profiles were responsible for the remaining components,
which they drove through strong “outlier” signature scores: for example, one patient, with

aberrant copy-number profile and subsequent high copy-numbers of some chromosomal
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segments (until 8 copies for chromosome 8q), almost solely explained ICA22, which was

enriched with specific chromosomal abnormalities gene expression patterns.

Collectively, these data reflect major biological processes acting in FL cells and in the tumour
microenvironment and highlighted their respective impact on patient outcome. Thus, an
unsupervised analysis on bulk samples is able to identify biologically relevant expression

signatures and captures sources of intra- and/or inter-sample heterogeneity.

Patients

ICA25

ICA4_proliferation
E ICA20_chr |12qstatus
ICA22*_chr 8/22 status

ICA6*

ICA24_chr 10qstatus
ICAI17_chr X status
ICAI13_ « Burkitt-like »
ICA23_NF-xB
ICA12_chr éqstatus
ICAI0_GCvs ABC
ICAI5*

ICA19*

Components

Figure 1: Independent component analysis reveals the main sources of transcriptomic heterogeneity in FL
samples. Gene expression data from bulk FL samples allowed the identification of 19 signatures associated with
different microenvironment components. In a sample (column), each component (row) is represented by the
weighted expression of its leading genes. Gene enrichment analysis highlighted the putative biological processes
or cellular subsets associated with each component. They reflect microenvironment features (components
highlighted in blue) and characteristics of the tumor cells. *ICA mainly driven by outlier samples (not further
investigated). ECM: extra-cellular matrix, MSC: mesenchymal stromal cells, TFH: T follicular-helper cells, GC:
Germinal Center, ABC: Activated B Cells.
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Global single-cell analysis readily segregates normal and malignant B-cell populations

Analysis of bulk samples does not inform on potential intra-tumor heterogeneity. As FL is
known to evolve as multiple independent subclones, we next ask whether the transcriptomic
signatures that we identified on bulk samples reflect a common feature of all FL cells within a
same biopsy. We then performed high-throughput droplet-based 10x 5° scRNA-seq on all live
cells from cell suspensions in six patients (including three patients from the cohort of bulk
samples), allowing parallel analysis of transcriptome and BCR repertoire. We analysed a
median number of 8,144 cells per sample (range 2,759-14,908) after exclusion of cells that did

not pass quality control.

Global mapping of all samples in uniform manifold approximation and projection (UMAP)
space’ revealed that immune cells (T cells, NK cells, non-malignant B cells) and malignant FL
B cells occupied distinct regions of phenotypic space (Figure 2 and supplemental Figure 4).
Immune cells did not cluster based on sample origin, but according to their immune lineage.
Proliferating cells (tumor and immune cells) clustered together, reflecting the dominance of the
proliferation-associated transcripts over lineage- or tumor-specific ones. On the contrary,

malignant FL B cells displayed a strong inter-patient heterogeneity.
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Figure 2: Single-cell analysis permits the segregation of immune and malignant B-cell populations. UMAP
embedding of all cells from the 6 patients without integration. Cells are colored by expression of various marker
genes: CD3 reflecting T cells (A), MS4A1 reflecting B cells (B), NKG7 reflecting NK cells (C), by tumoral/non
tumoral status (D), cycling cells (E) or based on donor origin (F). This projection shows a strong inter-patient

heterogeneity of tumor B cells, unlike microenvironment cells that cluster together independently of donor origin.

Orthogonal validation of TME-related signatures by single-cell RNA sequencing

Non-supervised clustering of integrated immune non-B cells from the 6 patients defined 10
distinct clusters that were assigned to the different immune lineages (Figure 3A and
supplemental Figure 5). The tumor microenvironment (TME) composition was dominated by
clusters of naive T cells, cytotoxic CD8" T cells (Teytwotox), T follicular helper (Trn) and T
regulatory (Treg). We first focused on signatures identified as “TME-related” in the bulk
analysis. ICAS, ICA7 and ICA18 were expressed by specific clusters of non-tumor cells,
identified respectively as monocytes/macrophages (ICAS5), Teyiotox, TREG and Tru (ICA7) and
naive T cells (ICA18) (Figure 3B). As expected, immune subsets expressing these signatures
were present in all patients, at varying frequencies (Figure 3C). The three stromal-related TME
components (ICAS8, ICA9 and ICA16) were not detected in single-cell populations. This finding
is consistent with those signatures being expressed by stromal cells, as these rare subtypes are
usually lost upon freezing and thawing of cell suspensions. Thus, signatures identified on bulk

cell populations are relevant to highlight common features shared across tumor samples.
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Figure 3: Single-cell RNA sequencing allowed the validation of independent component analysis signatures
related to TME. A) Unsupervised clustering of microenvironment cells, by integrating all samples cells, revealed
10 distinct clusters in the UMAP projection. B) Violin-plots representation of the TME-related signatures
identified in the bulk analysis. Some signatures were expressed by specific clusters in the single-cell analysis
especially those related to monocytes/macrophages, Tcytortox, Treg, Trn, but also naive T cells. C) A bar graph
shows the composition of non-malignant immune cell populations within FL, with the majority of cells belonging

to the T-cell lineages.

Chromosomal imbalances-related signatures highlight inter-patient transcriptomic

heterogeneity

The signatures related to +X (ICA17), deléq (ICA12) or dellOq (ICA24) chromosomal
imbalances were upregulated (ICA17) or downregulated (ICA12, ICA24) in the total B cell
population of patients showing the corresponding chromosomal alteration compared to the
other patients (Figure 4A-B, Supplemental Table 3). We next analysed separately the tumor
cells from patients with a given CNA and compared their signature scores to normal B cells and
tumor cells from patients with no CNA. Tumor B cells from the patient with X gain (FL1214)
expressed ICA17 at higher levels than FL cells from other patients with no CNA on X
chromosome, but also at higher level than normal B cells. Conversely, tumor B cells from
patients with a deleted chromosome arm (del6q for FL1481 and FL99G065, del10q for FL1868)
expressed ICA12 and ICA24 at lower levels than tumor B cells from patients with no CNA on
6 and 10 chromosomes, respectively (Figure 4C). This confirms that these signatures reflect a
deviation in the transcriptomic pattern of FL cells that acquired a specific chromosomal
imbalance. Of note, FL cells with no del6q expressed the corresponding ICA12 at a higher level
than normal B cells, which suggests that a specific pathway, highlighted by this geneset, is
activated in tumor cells compared to normal B cells. Tumor cells with 6q deletion
downregulated this pathway compared to non-del6q FL cells, thus going back to the “basal”
state of GC B cells. We could not assess the same pattern for the signature related to +12
(ICA20), as none of the patients investigated by single-cell analysis had this abnormality.
However, the ICA20 score level was higher in clusters of proliferating cells (Supplemental

Figure 6).

We next investigated whether these signatures reflect a common feature shared by all FL cells
within a same biopsy, or they are differentially expressed between tumor subclones. In patient

FL1214 harbouring a +X imbalance, ICA17 was homogeneously expressed by all FL cells
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except one cluster representing 3.8% of all FL cells (cluster 6) (Figure 5A-B). One
interpretation of this cluster is that it represents a precursor of the dominant malignant clone
before the X chromosome was gained. On the contrary, ICA24 was homogeneously detected
as under-expressed (compared to normal B cells) in all tumor cells of the patient FL1868
harbouring the del10q (Figure 5C-D). In this patient, one can hypothesize that del10q was an
early clonal event, shared by all tumor cells. Therefore, signatures related to +X, dellOq
chromosomal imbalances were dominant in FL cells of specific patients, showing a relative

intra-tumor homogeneity but a high inter-patient heterogeneity.

In case of ICA12, this signature was detected at a lower level in normal B cells compared to FL
cells in all patients with no del6q, whereas it was expressed at similar levels between tumor and
normal B cell clusters in the patient with del6q (Supplemental Figure 7). This confirms our

hypothesis of a “normalized” ICA12 transcriptomic pattern in del6g-bearing FL cells.
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Figure 4: Signatures related to chromosomal imbalances revealed transcriptomic heterogeneity between
patients. Violin plot (A) and heatmap (B) representation of patients-dependent chromosomal alterations identified
in the integrated B cell population. Specific signatures were highlighted: a gain in the chromosome X for patient
FL1214, 6q deletion for patient FL1481 and patient FL99G065, and 10q deletion for patient FL1868. C) Violin
plot of CNA-driven signatures showing a differential expression between tumor B-cells from CNA-bearing

patients, tumor B cells from patients with no CAN and non-malignant B cells.

FL1214 FL1214

it

ICA17_chr X status ICA17_chr X status

Normal B cell clusters

FL1868 FL1868

04 a4
Normal B cell cluster-

03 s

oz
02

a
0

a0
0.0

° < " » S @ @ A @

ICA24_del10q status ICA24_del10q status

Tumoral cells

= Non tumoral cells

164

E s -



Figure 5: Signatures related to +X and del10q chromosomal imbalances revealed an intra and inter-patient
heterogeneity. Violin-plots representing A-B) the expression of ICA17 signature, related to +X imbalance, in
normal B cells and tumor cells (A) and in the different B-cell clusters (B) of the FL1214 patient and C-D) the
expression of ICA24 signature, related to del6q status, in normal B cells and tumor cells (C) and in the different

B-cell clusters (D) of FL1868 patient.

Specific B-cell-related signatures reveal a transcriptomic heterogeneity at multiple levels

We investigated whether other signatures showed a similar profile of intra-sample homogeneity
and inter-patient heterogeneity. ICA10, representing a “GCB vs ABC” profile, was slightly
detected in all B cells of all patients, as expected since this signature is composed of GCB genes.
However, it was clearly enriched in two patients FL.1481 and FL1868, showing an inter-patient
heterogeneity profile (Figure 6). Of the three patients with both bulk and single-cell gene
expression data, the ICA10 score assessed on the single cell population ranged the samples in
the expected order according to the bulk analysis, thus validating the relevance of using single-
cell data to analyze signatures assessed on bulk samples. No clear difference was observed
between clusters of FL cells from a same biopsy, suggesting that all tumor cells express this

signature (data not shown).

Unsupervised analysis also identified a proliferation-related signature (ICA4). At the single-
cell level, a cluster of highly proliferating cells, overexpressing ICA4 signature, was observed
both within B cells and non-B cells (Figure 7). These proliferating, ICA4-expressing clusters
were present in all patients at varying frequencies (range 0.3%-13.9%) (Supplemental Figure
8). This highlights an intra-patient transcriptomic heterogeneity at the cellular level. Although
these clusters contained a small proportion of cells (2.8% of all TME non-B cells, 3.4% of all
B-cells), proliferation imprints a specific expression program that can be detected even in bulk
analysis. Therefore, subclones with a strong cellular identity might be detected even if they

represent a very minor proportion of cells.

We then asked whether the ICA13 signature, that was associated with a shorter PFS on bulk
analysis, would reveal an intra-tumor and/or inter-patient heterogeneity pattern. Clusters of
tumor cells specifically expressed ICA13 but neither non-B cells (Supplemental Figure 9) nor
non-malignant B cell clusters did (Figure 8). These ICA13-positive FL clusters were dominant
in some samples (eg FL99G065) or very minor in others (eg FL1868). Thus, ICA13 signature

revealed mainly an intra-tumor heterogeneity pattern, highlighting a recurrent cell state shared
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between FL tumors at variable levels by specific clusters of cells. The previously published 23-

gene score significantly correlated with the ICA13 on bulk analysis (Pearson correlation,

p=0.00015); it was upregulated in the same clusters of single cells as ICA13 (Supplemental

Figure 10). Together, adverse prognostic signatures likely result from a tumor subclone that

represent a variable proportion of all FL cells at the tumor level.
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Figure 6: Specific B-cell-related signatures revealed a transcriptomic heterogeneity at multiple levels. A)

Expression of the ICA10 signature, representative of the GCB vs ABC profile, in all B cells of all patients (without
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UMAP 2

slightly detected in all samples but enriched in FL1868 and FL1481. B) Violin-plots illustrating the ICA10

signature score, with single-cell RNA seq ICA10 score correlating with the bulk analysis.
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Figure 7: A proliferation-related signature reveal specific clusters in both FL cells and TME. UMAP

projection of ICA4 expression, the proliferation related signature, assessed A) in analysis of all B cells integrated

and B) in analysis of all TME non-B cells integrated.
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Figure 8: Progression-free survival signature ICA13 revealed an intra-tumor heterogeneity pattern.
Heatmaps of the ICA13 signature, in B-cell analysis revealed specific clusters with high expression of ICA13 in

specific clusters for each patient. Asterisk: clusters of normal B cells.
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Discussion

We investigated the biological processes acting in FL tumours at diagnosis using an
independent component analysis that captures genes with biologically meaningful co-variation
to distinguish features exerting independent influences on expression. The identification of
signature components successfully recapitulated known aspects of FL biology, such as
infiltration by T cells, macrophages and stromal cells, proliferation or NF-KB activation. This
unsupervised analysis was also able to recover specific gene patterns related to chromosomal
imbalances in FL patients. Several chromosomal abnormalities are commonly found in FL and
detected at high frequencies within our cohort (such as +1q, +6p, +7, +17q, +18, or -1p).
However, only a few of them (del6q, del10q, +X) triggered a specific transcriptomic profile
that could be detected as a major source of variation at the bulk level. In the case of del10q and
+X, this might reflect their clonal nature, as we showed that signatures related to these CNA

(ICA24 and ICA17) were homogeneously expressed by tumor cells within a biopsy.

Most transcriptomic studies that were conducted on FL biopsies at the bulk population level
emphasised on non-malignant tumour-infiltrating cells. By dissecting the concomitant sources
of variations using an independent component analysis, we reveal a previously under-estimated
intra-tumor homogeneity but inter-patient heterogeneity of the FL cells. A high inter-patient
heterogeneity was highlighted for the CNA-related components, as well as for ICA10, another
signature reminiscent of the “GCB vs ABC” dichotomy by analogy with DLBCL subtypes.
This is in line with a recent proteomic study from Wang et al., describing two recurrent patterns
in FL single cell populations, resembling GC B-cells and memory B-cells. In their study, GC
and memory B-cells co-occurred rarely, supporting the hypothesis that it represents a bi-modal,
static state with a high inter-patient heterogeneity rather than an equilibrium between the two
states that could dynamically interconvert at the intra-tumor level. Although these signatures
did not correlate with clinical outcome, identifying features shared by all tumor cells within a
single patient, could help in decision-making for precision therapy. However, further studies
using distinct spatial biopsies would be necessary to confirm whether these features are truly

shared by all FL cells, or are anatomical site-dependant.

On the other hand, we also identified one signature, ICA13, that displayed a completely
different pattern, being clearly expressed by intra-tumor subclones but not shared by all tumor

cells. Moreover, ICA 13 strongly associated with the risk of progression. It was not independent
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from the 23-gene predictor that we published previously?, reinforcing its relevance as a tumor
cell feature of biological and clinical interest. It was demonstrated in B-cell lymphomas, that
the different subclones exhibit divergent drug sensitivities®!. This could lead to resistance and
emergence of relapse within a varying time. Deciphering whether the ICA13-positive subclones
are responsible for relapse in immunochemotherapy treated patients will need further functional

studies and analyses of paired diagnosis/relapse samples.
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Supplemental Tables

Supplemental Table 1: Leading genes of each component of the Independent Component
Analysis. Genes are ordered by positive (1st part of the table) and negative (2nd part of the
table) weight and by alphabetical order.

Supplemental Table 2: Significant associations between each component from the
Independent Component Analysis and gene sets from LLMPP and GSEA databases.
Enrichments for outlier-driven signatures are not shown. Abbreviations: FDR, false discovery
rate; LLMPP, Leukemia Lymphoma Molecular Profiling Project; GSEA, Gene Set Enrichment
Analysis.

Supplemental Table 3: Karyotypes and/or copy-number profiles obtained by SNP-arrays
analysis, for the 6 samples investigated by single-cell RNA-sequencing.

Supplemental methods

Computational methods for bulk gene-expression data

Unsupervised clustering. Gene clustering was performed on gene-expression data using the
fastICA algorithm1-3. ICA identifies expression signatures (“components’) capturing major
underlying sources of variation in the data and attributes a weight for each gene in each
component which can be positive or negative The activity of each component in each sample
can be computed as the weighted sum of the expression of its component genes (“metagene”)
while the genes most influential in each component can be retrieved by selecting those with the
largest weights. Permutations were applied to determine the maximal number of non-random

components.

fastICA parameters. The fastiCA algorithm requires a number of components to be specified
as a parameter. In order to determine the optimal number of components that could be extracted
from our datasets, we used an approach similar to Rotival et all. Since the first step of fastiCA
is to transform the data using singular value decomposition (SVD) into the specified number of
components, we calculated the variance explained by each SVD component in our data and
compared that to the variance explained by SVD components in random (permuted) data.
According to this analysis (data not shown), the variance explained by each of the 25 first
components in the original data was superior to the variance explained by the corresponding
components in permuted data. We therefore determined that the 25th first components did
correspond to real signal in the data and we used 25 as the number of ICA components in the
fastICA algorithm. The R package fastlICA was used to perform the analysis, using the

“parallel” version of the algorithm, the “logcosh” function, with n.comp=25, alpha=1 and
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tol=1e-04. The data was standardized per gene to mean 0 and variance 1 prior to applying the

algorithm.

Stability of the fastICA analysis. Since fastlICA is an iterative algorithm that starts with a
random initialization state, it is necessary to ensure that the solution of the algorithm for which
convergence was reached is stable across multiple runs. We therefore ran fastICA ten times and
compared the components output at each run both in terms of their leading genes (S matrix) and
in terms of the correlation of their activity across samples (A matrix). We observed that for all
runs, very similar components were found and we selected for our analyses one of the ten runs

for which all 25 components were repeatedly identified in multiple runs (data not shown).

Leading genes of components and orientation of the components. We defined for each
component the set of “leading genes”, those most influential in the component, as those with
weights over 3 standard deviation in absolute value. In order to facilitate their interpretation,
some components were flipped (the sign was changed) so that for every components thre were
more leading genes with positive weights than leading genes with negative weights. This was
made so that the positive score of a component would always be associated with positive

expression of most of its leading genes, thereby facilitating the interpretation.

Experimental - batch associated components. Each ICA component score (A matrix) was
tested for association with experimental factors: data of RNA extraction and date of hybridation
of the arrays using ANOVA. For 6 of the components, R2 quantifying the variance explained
by one of these two factors was over 25% and those were therefore discarded for being
associated with batch effects and reflecting experimental rather than biological variations

(ICA1, ICA2,ICA3, ICA1l, ICA14, ICA21).
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Supplemental Figure 1: Progression-free survival of FL patients according to their score for each ICA

signature.
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Supplemental Figure 2: Correlation between the scores of components ICA10, ICA17, ICA20, ICA24 and

copy-number, according to genomic position. Some components are driven by specific chromosomal

imbalances: low ICA12 and ICA24 scores are characteristic of loss of the 6q and 10q regions respectively whereas

high ICA20 and ICA17 scores reflect a gain the 12q region or in the X chromosome.
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Supplemental Figure 4: Malignant FL B cells display a strong inter-patient heterogeneity, whereas non-

malignant B cells cluster together. UMAP projection of all patient cells illustrating the fact that non-malignant

B cells cluster together, independently of donor origin.
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Supplemental Figure 5: Identification of TME cellular subsets. Gene expression heatmap of single TME non-

B cells for the expression of indicated marker genes used to annotate unsupervised clusters. Cells (columns) are
grouped by cell type clusters as indicated by the bar above plot. Genes (rows) are grouped, from top to bottom,

according to their expression in the different cell types.
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Supplemental Figure 6: Violin plots illustrating the ICA12 signature. Analysis of integrated B cells from all

samples shows that ICA12, linked to a gain in chromosome 12, is strongly represented in cycling cells.
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Supplemental Figure 9: Violin-plots illustrating ICA13 expression in TME in all single cells (cell types

assigned according to BluePrintSC_Type function).
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DISCUSSION &
CONCLUSION



Les organoides, un modele pertinent pour I'étude du lymphome folliculaire ?

Au stade pré-clinique, les thérapies anticancéreuses candidates pour les lymphomes
sont principalement évaluées grace a des modeles de culture 2D in vitro afin de ne sélectionner
que les thérapies dont le rapport bénéfice/risque est positif, en vue d’essais cliniques chez
I"'Homme. Cependant, seules 5% des nouvelles molécules évaluées obtiennent une approbation
clinique tandis que les 95% restants échouent en raison d’une forte toxicité et/ou d’une faible
efficacité3®388 Ceci s’expliquerait par une faible corrélation entre les données pré-cliniques
obtenues in vitro et les résultats des essais cliniques, et par conséguent par un manque de
modeles pré-cliniques pertinents pour la pathologie étudiée. En effet, les modeles de culture
2D, n"utilisant que rarement des cellules primaires de lymphomes et principalement des lignées
cellulaires, ne sont pas en mesure de récapituler la complexité de la tumeur ainsi que les
interactions entre les cellules tumorales et les cellules du microenvironnement!®®. Ainsi, le
développement de modeles de culture in vitro capables de récapituler i) la niche tumorale
environnante et son organisation spatiale ainsi que ii) I'hétérogénéité génétique des cellules
tumorales est essentiel a la conception de nouvelles stratégies thérapeutiques qui
bénéficieraient davantage aux patients. Des études ont en effet rapporté I'existence d’une forte
hétérogénéité intra-tumorale chez les patients atteints de LF, lorsque I'on compare deux sites
ganglionnaires différents ou les altérations génétiques acquises lors de la transformation
lymphomateuse3893%, Les caractéristiques moléculaires des cellules tumorales de LF, mais
aussi I'évolution divergente de sous-clones tumoraux majoritaires entrainant potentiellement
I'apparition de nouveaux sous-clones dans d’autres sites ganglionnaires, favorisent cette
hétérogénéité intra-tumorale et rendent difficile la compréhension des mécanismes de
résistance tumorale ainsi que 'identification de biomarqueurs spécifiques de la tumeur pour
les thérapies ciblées?>26:28138383,3%0 par jilleurs, chez un méme patient, I’hétérogénéité intra-
tumorale pourrait s'expliquer d’une part par des taux moyens d’hypermutation somatique
aberrante plus élevés, liés a la surexpression du transcrit d’AlD, et d’autre part par des profils
d’expression génique différents entre les clusters de cellules B tumorales, avec par exemple
une forte activité de la voie NF-kB et de la présentation antigénique dans un site et une forte
activation de la voie MAPK ou de genes en rapport avec 'adhésion cellulaire et la migration
dans l'autre site3®. Ce travail de thése a également permis d’identifier des signatures
spécifiques permettant de récapituler certains aspects de I'hétérogénéité inter-tumorale du LF,
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avec notamment des profils génétiques spécifiques associées a des altérations du nombre de
copies (delbq, del10qg, +X) retrouvés spécifiquement chez certains patients atteints de LF, mais
aussi de I'hétérogénéité intra-tumorale avec la signature transcriptomique ICA13, associée a
une survie sans progression plus courte, exprimée par des clusters cellulaires spécifiques et
retrouvée de fagon différente entre les patients. Le modele 3D organoide dérivé de patients
atteints de LF que nous rapportons ici, précédemment développé et appliqué a des cellules
murines, a des lignées cellulaires et plus récemment a des xénogreffes établies a partir de
patients atteints de LBDGC, compte parmi les rares modeles permettant de cultiver des cellules
primaires de LF®3308381 | 3 conception initiale du modele a laquelle s’ajoute I'utilisation de
biopsies de patients atteints de LF contribuent a 'originalité du modéle que nous proposons ici.
L'une des premiéres raisons quant a notre choix d’adapter ce modeéle a la culture de cellules
primaires de LF est que les études précédentes relataient sa capacité a reproduire la réaction
qui se produit au sein du CG, site d’initiation du LF!99398379 Deuxiemement, bien que nous nous
soyons apercus que la plupart des cellules stromales, et en particulier les FDCs, soient
complétement perdues au cours du processus de digestion ou de décongélation des
échantillons primaires de LF, la fonctionnalisation de |'organoide avec le peptide ligand
d’intégrine REDV, qui mime VCAM-1 et qui interagit avec 'intégrine a4B1 (ou VLA-4), imite
I'interaction entre les FDCs et les cellules tumorales de LF. Par ailleurs, I'ajout de BAFF soluble
dans le milieu de culture permet de compléter ces interactions, et de délivrer les principaux
signaux de survie fournis par les FDCs. Troisiemement, la culture de I'ensemble des cellules
issues des biopsies de LF au sein du modele organoide a permis de mettre en évidence la
présence de cellules NK et le maintien de leur survie apres 3 jours de culture. Ce point est
particulierement intéressant car les études rapportent plutot un apport exogene de cellules NK
dans les cultures 3D, ne reflétant donc pas I'état immunologique du patient?®%379, Par ailleurs,
chez les patients atteints de LF, les NK jouent un réle crucial dans le déclenchement de I’ADCC
probablement induit par 'utilisation d’anticorps anti-CD20 comme le rituximab, et leur absence
dans le sang périphérique est associée a un mauvais pronostic’®®3°%. Enfin, 'analyse non
supervisée de nos données de cytométrie en flux a révélé que les divers clusters de cellules B
se regroupent en fonction de leur échantillon d’origine, reflétant une forte hétérogénéité inter-
patient des cellules tumorales de LF, tandis que les cellules du microenvironnement se
regroupent plutét selon leur lignage immunitaire. Ceci corréle avec nos données de scRNA-seq

et ce qui est rapporté dans la littérature3®.
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La survie des cellules primaires de LF cultivées au sein d’un modeéle 3D, n’a pas fait
I'objet d’études approfondies, a I'exception de celles menées par Lamaison et al.?”> et plus
récemment par Faria et al.3”2. La premiére étude rapporte |'établissement d’un modéle basé
sur I’encapsulation de cellules primaires de LF dans des microsphéres d’alginate perméables
permettant de générer des sphéroides au sein desquels les cellules primaires de deux patients
atteints de LF, co-cultivées avec des TSC, ont pu étre maintenues en culture pendant 11 jours3’.
Néanmoins, la tres faible quantité de cellules ensemencées dans les microsphéres, le fait que
les données de viabilité cellulaire ne soient pas décrites (avant et aprés ensemencement), et le
fait de rapporter les pourcentages de survie de j7 et j11 au jour 3 biaise potentiellement
I'interprétation quant a la survie des cellules primaires dans ce modele. La seconde étude
rapporte la culture de cellules primaires de LF au sein d’un modéle sphéroide et le maintien de
leur survie pendant 6 jours®’?. Toutefois, les données de viabilité ne sont pas clairement
explicitées dans I'article. Dans notre modele organoide, la survie des cellules primaires de LF
était assez variable entre les échantillons de patients mais ne dépassait pas 50% aprés 3 jours
de culture pour la plupart d’entre eux, exception faite de 2 patients pour lesquels la survie des
cellules tumorales a été maintenue jusqu’a 5 jours de culture (données non montrées). Les
études d’Epron et Goval ont démontré que I'lL-15 et le CD40L favorisaient la croissance et la
prolifération des cellules primaires de LF lorsqu’elles sont cultivées en 2D*31%° Nous avons
donc été surpris de constater que non seulement I'ajout de ces deux éléments dans la culture
organoide n"améliorait pas la survie des cellules primaires de LF (données non montrées en ce
qui concerne I'ajout d’IL-15), et que le CD40L induisait méme leur apoptose. Cette derniere
observation contraste avec plusieurs études démontrant un enrichissement des tumeurs de LF
en Tfhs, qui favoriseraient la survie des cellules tumorales via I'lL-4 et la signalisation
CD40L4165392333 || 3 par ailleurs été rapporté que les Tfhs issus de LF présentent un profil
transcriptomique différent de celui des Tfhs issus de tissus sains, avec une surexpression d’IL-
4, d’IL-2, d’IFN-y et de TNF, ce qui expliquerait pourquoi dans le LF, les Tfhs contribuent a
améliorer la survie des cellules tumorales®3%3. Haebe et al. rapportent que l'interaction
CD40/CD40L a I'échelle transcriptomique figure parmi les interactions les plus significatives
entre les cellules tumorales de LF et les Tfhs, avec une forte corrélation entre I’expression du
CD40 dans la tumeur et la prolifération des Tfhs, suggérant que cette signalisation contribue a

la création d’un microenvironnement tumoral favorable a la survie des cellules tumorales38°.
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Parallelement au développement d’un nouveau modele 3D organoide dérivé de cellules
primaires de LF, I'un des objectifs principaux de ce projet de these était de savoir si le modele
pouvait prédire la réponse thérapeutique, notamment a I'immunochimiothérapie en utilisant
le R-CHOP comme preuve de concept. Plusieurs études, qui rapportent I'utilisation isolée des
différents composés du R-CHOP, exposent les cellules d’intérét entre 24 et 48h et observent
des effets sur la viabilité cellulaire dés 24h193:3752713%43%5 | orsque les cellules primaires de LF,
cultivées a la fois en culture 2D et dans le modele organoide, ont été exposées au R-CHOP
pendant 16h, nous avons observé, a l'inverse de la culture 2D, une corrélation étroite entre la
réponse au R-CHOP dans le modéle organoide 3D et les résultats cliniques. Ceci concorde avec
les données de la littérature qui i) rapportent un écart important dans la réponse aux
traitements anticancéreux lorsque les cellules tumorales sont cultivées en 2D, altérant
I’évaluation du bénéfice clinique réel de ces traitements pour les patients et ii) suggérent que
les tests fonctionnels réalisés dans ce modele peuvent fournir des informations cliniqguement
pertinentes pour orienter par exemple le choix du traitement!82-184 Toutefois, chez 4 des 17
patients, les réponses au RCHOP dans les organoides 3D n’ont pas été strictement corrélés a la
réponse clinique in vivo. Dans la littérature, la plupart des études rapportent I'utilisation de
modeles 3D afin de prédire la réponse des patients aux traitements anticancéreux dans les
tumeurs solides, et seul un modeéle 3D sphéroide de cellules primaires du lymphome du
manteau a été rapporté comme récapitulant la réponse des patients a I'ibrutinib340342373_ par
la suite, au moyen d’un panel de cytométrie en flux composé de 18 anticorps permettant
d’identifier différentes populations cellulaires (les cellules B, les NK, les cellules TCD3 — dont les
TCD4, les TCD8 et les Tfhs, les monocytes, les macrophages et les FDCs) et d’'une analyse non
supervisée, il nous a été possible d’identifier les Tfhs comme "'une des populations cellulaires
pouvant étre a 'origine de la résistance au R-CHOP. En effet, nous avons observé qu’a I'inverse
des patients bons répondeurs, les patients qui ne répondent pas au R-CHOP, ainsi que les 4
patients dont la réponse ne correle pas a la réponse clinique dans le modéle organoide 3D, ont
un taux de Tfhs beaucoup plus important. De la méme facon, Faria et al. rapportent que dans
leur étude, le microenvironnement tumoral, issu de la biopsie des patients, est préservé au
cours de la culture, avec peu de pertes cellulaires de jO a j6372. s identifient par ailleurs une
population de lymphocytes T CD8 exhausted dont I'expression est associée a la réponse au
traitement. Dans la littérature, plusieurs études font état du rdle des Tfhs et de I'interaction

CD40/CD40L dans la résistance au traitement. En effet, il a été rapporté que la stimulation in
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vitro du CD40 dans les cellules de LLC dérivées du sang périphérique induit une augmentation
de la résistance aux traitements cytotoxiques comme la fludarabine, soulignant I'impact de
I'interaction CD40/CD40L3%%3%7 Une étude prospective a également exploré la signification
clinique du changement dynamique des Tfhs, avant et aprés chimiothérapie chez des patients
atteints d’hémopathies lymphoides dont 52 LNH3%. Les auteurs rapportent une augmentation
du nombre de Tfhs chez les patients atteints de LNH par rapport aux individus sains, mais
surtout un nombre de Tfhs plus important chez les patients qui ne répondent pas au traitement
ou dont la maladie progresse par rapport aux patients en rémission compléte apres la sixieme
cure de traitement. Plus récemment, une étude portant sur le purpura thrombopénique
immunologique (PTI), une maladie auto-immune caractérisée par une thrombocytopénie, a
rapporté des faits similaires aux données que nous avons obtenues®®?. L’analyse des génes
différentiellement exprimés entre les individus sains et les patients atteints de PTl a révélé un
nombre de Tfhs plus importants chez ces derniers, suggérant que les Tfhs stimuleraient le clone
lymphoide auto-réactif. Il y a toutefois un changement dans cette dynamique chez les patients
qui répondent a la dexamethasone, avec une diminution du nombre de Tfhs. Ainsi, I'ensemble
de ces éléments suggére un role des Tfhs dans le développement ou la progression d’un clone

lymphoide pathologique (tumoral ou auto-réactif) et la résistance au traitement.

L'impact de la signalisation CD40L, avec et sans traitement

'apport du CD40L dans le modele 3D organoide a mis en évidence deux cas de figures :
i) sans traitement, alors qu’on s’attendait a ce que la stimulation du CD40 par le CD40L favorise
la survie des cellules tumorales de LF, c’est I'effet inverse qui s’est produit avec I'induction de
I'apoptose dans ces cellules. On pourrait alors supposer que l'ajout de CD40L exogéene
conjointement a la présence de Tfhs endogenes au sein de la biopsie, qui fournissent déja du
signal CD40L aux cellules B tumorales, a contribué a un excédent de signal induisant la mort
cellulaire ; i) sous R-CHOP, le CD40L protege les cellules de 'apoptose induite par le traitement
et provoque une résistance accrue, suggérant qu’elle est en partie induite par l'interaction
CD40/CD40L. Certaines données de la littérature a ce propos sont en contradiction avec nos
résultats. En effet, deux études rapportent que la stimulation du CD40 dans les cellules de la
LLC, suivie de leur exposition a des anticorps anti-CD20, comme I'obinutuzumab ou le

rituximab, augmente leur sensibilité au traitement, et ce d’autant plus lorsque I'obinutuzumab
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est combiné a d’autres drogues cytotoxiques comme le bortezomib, la bendamustine ou
encore le chlorambucil*94%1 |’'augmentation de la sensibilité au traitement des cellules de la
LLC lorsque leur CD40 est stimulé pourrait s’expliquer par le fait que I'activation de la voie du
CD40, exprimé par les cellules présentatrices d’antigene comme les cellules dendritiques, les
cellules B et les monocytes, induit un effet co-stimulant sur ces cellules favorisant
I'augmentation de I'expression du CMH de méme que la production accrue de cytokines pro-
inflammatoires et I'amorgage de cellules T, favorisant ainsi la réponse immunitaire
antitumorale®?. Ainsi, il a été montré que la stimulation des cellules de la LLC par des anticorps
monoclonaux agonistes du CD40, comme le sélicrelumab, active les cellules présentatrices
d’antigéne, favorise la réponse antitumorale induite par les lymphocytes T et sensibilise les
cellules a la mort cellulaire induite par les anti-CD20%9%493, C’est dans ce contexte qu’un essai
clinique (NCT03892525) évalue I'effet combiné du sélicrelumab et de I'atezolizumab chez les
patients atteints de lymphomes B en rechute ou réfractaires aux traitements. En réponse a
I’activation des cellules T par le sélicrelumab, les cellules tumorales expriment PD-L1 entrainant
I"épuisement des cellules T effectrices. C'est la qu’intervient I'atezolizumab, un anticorps
monoclonal anti-PD-L1 qui assure le blocage du récepteur PD-1 empéchant de ce fait
I'inhibition de la réponse immunitaire induite par les interactions PD-L1/PD-1 et réactivant la
réponse immunitaire antitumorale. Dans notre étude, I'identification d’une population de Tfhs
potentiellement a |'origine de la résistance au traitement est néanmoins relevant avec les
précédentes observations de la littérature, a savoir que les Tfhs favorisent I'établissement d’un
environnement pro-tumoral en favorisant la survie des cellules tumorales de LF via notamment
la signalisation CD40L. Par ailleurs, I'étude de phase IA/Il multicentrique portant sur le
lucatumumab, un anticorps monoclonal antagoniste du CD40, a démontré une modeste
activité de cet anticorps chez les patients atteints d’un LNH ou Hodgkinien avancé, confirmant
nos données in vitro*®*. Toutefois il semblerait que ce signal ne soit pas suffisant a lui seul a
I'induction de la chimiorésistance. En effet, le blocage seul de I'interaction CD40/CD40L, grace
a un anticorps bloguant dans les échantillons de patients « mauvais répondeurs », n’a pas suffi
a contourner la résistance au traitement. Les études de Zhou et al. et de Sun et al. ont en effet
rapporté que, par rapport aux individus sains, I'lL-21, une cytokine produite par les Tfhs, était
plus exprimée chez les patients atteints de PTl et semble contribuer a la résistance au
traitement dans les LNH3%83% Par ailleurs, Haebe et al. ont également rapporté que chez les

patients atteints de LF, mis a part I'interaction CD40/CD40L, d’autres paires récepteur/ligand
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étaient enrichies dont BTLA/TNFRSF14, IL-21/IL-21R et CXCL13/CXCRS5, certaines de ces
interactions étant particulierement importantes dans les mécanismes d’échappement

immunitairel®3,

Le transcriptome sur cellule unique, un outil pertinent pour comprendre les mécanismes de

chimiorésistance ?

L'analyse transcriptomique a I'échelle « single-cell » d’échantillons de patients atteints
de LF a permis de révéler I'hétérogénéité biologique inter-patients du LF mais également au
sein d’'une méme biopsie32393331 Cette hétérogénéité proviendrait d’une part de la diversité
génomique sous-clonale mais également de facteurs extrinseques issus de son
microenvironnement tumoral, propre a chaque tumeur3%34. Le travail précédemment mené
par notre équipe?®, sur des données d’expression génique en bulk et issues d’échantillons de
patients atteints de LF, a permis l'identification de 19 signatures associées a différents
composants du microenvironnement tumoral (données non publiées). En effet, I'analyse de
I'enrichissement des génes avait permis d’associer chaque composante a des processus
biologiques ou a des sous-ensembles cellulaires. Parmi elles, 6 composantes reflétaient la
contribution de types cellulaires du microenvironnement tumoral (dont les cellules stromales,
les Tfhs, les macrophages et les cellules T naives) et 13 composantes reflétaient principalement
les caractéristiques des cellules tumorales. L'objectif principal de cette partie de mes travaux
de thése consistait a vérifier si ces signatures transcriptomiques identifiées en bulk RNA-seq
ressortaient a I'échelle single-cell, mais surtout a essayer d'identifier les populations cellulaires
qui expriment ces signatures. Dans notre étude, nous rapportons dans un premier temps, que
les données obtenues en bulk RNA-seq conservent une réelle pertinence a I'échelle single-cell,
notamment avec la signature ICA4 associée a la prolifération cellulaire et qui fait office de
preuve de concept. En effet, nous avons observé I'existence d'un cluster de cellules hautement
prolifératives qui surexpriment la signature ICA4, a la fois dans les cellules B mais également
dans cellules non-B de tous les patients. Par ailleurs, des variations d'expression ont été observé
alors méme qu'il s'agissait de faibles proportions (de 0.3 a 13.9%). Trois des 6 signatures
transcriptomiques associées au microenvironnement tumoral ont également été retrouvées a
I’échelle single-cell = I'ICA5, I'lCA7 et I'ICA18, et sont spécifiqguement exprimées par des clusters

cellulaires identifiés respectivement comme des monocytes/macrophages, des cellules T
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cytotoxiques/T régulatrices/Tfhs, et des cellules T naives. De plus, nous rapportons ici une
hétérogénéité transcriptomique a plusieurs niveau, a la fois inter-patients, avec des variations
dans l'expression des signatures transcriptomiques associées a des déséquilibres
chromosomiques (del6g, del10q, +X), mais également intra-tumorale avec une expression
variable de la signature transcriptomique ICA13 entre les différents clusters de cellules B
tumorales chez un méme patient. Les résultats que nous avons obtenu ne reposent toutefois
que sur des données obtenues a partir de 6 patients. Par conséquent, nous avons l'intention
d’élargir la cohorte a une vingtaine de patients, en tirant notamment parti de données de
single-cell RNA-seq déja disponibles dans notre laboratoire et provenant d'une cohorte de 14
patients atteints de LF*%. L'objectif étant de déterminer la reproductibilité ainsi que la
cohérence des résultats que nous avons obtenu sur un plus grand nombre de patients. |l serait
également intéressant d'approfondir la découverte a I'échelle single-cell des signatures
transcriptomiques associées aux déséquilibres chromosomiques. L'outil InferCNV, initialement
concu pour l'inférence des altérations du nombre de copies a partir de données d'expression
génique en bulk RNA-seq, pourrait apporter une contribution considérable a notre étude en
confirmant ou non a I'échelle single-cell la présence des CNV identifiés en bulk (Tickle et al.,
Visualizing Large-scale Copy Number Variation in Single-Cell RNA-Seq Expression Data
(bioconductor.org), 2023). Son utilisation pourrait permettre une meilleure compréhension des
variations du nombre de copies au niveau de chaque cellule unique, contribuant ainsi a une
caractérisation plus fine des altérations génomiques dans le LF. Dans cette pathologie, les
patients qui connaissent une progression de la maladie présentent dés le diagnostic des clones
ayant des propriétés de résistance au traitement?®. En revanche, ceux qui subissent une
transformation histologique acquierent des clones responsables de la transformation aprés le
diagnostic, et ces clones sont rarement retrouvés a ce stade (dans moins d’1% des cellules)?.
Dans notre cohorte de 6 patients atteints de LF, nous possédons deux échantillons pairés
(diagnostic/rechute). En complétant ces données avec des données publiques, il serait
intéressant d'explorer |'évolution des signatures transcriptomiques identifiées par bulk RNA-
seq entre ces deux points temporels. Cette démarche pourrait ainsi apporter des informations
cruciales sur la dynamique transcriptionnelle associée a la progression du LF. Enfin, et compte-
tenu de la complexité tumorale du LF, il serait intéressant d’utiliser les récentes avancées de la
transcriptomique spatiale associée au single-cell RNA-seq afin d’étudier les communications

cellule-cellule ainsi que I'architecture spatiale de la tumeur et de son microenvironnement
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tumoral. Cet outil a d'abord trouvé une application plus répandue dans |'étude des tumeurs
solides avant d'étre récemment adopté pour les tumeurs hématologiques, en particulier pour
les lymphomes a cellules B comme le LBDGC*9%408 Cette étude rapporte en effet I'utilisation
d’un profilage spatiale dans les tumeurs de LBDGC ayant permis de caractériser au niveau
biomoléculaire un sous-type de LBDGC non-classifié, avec un enrichissement de programmes
moléculaires, régis par la signalisation du TNFR, ainsi que la surexpression de points de contréle
immunitaire inhibiteurs*%®. Ces résultats prometteurs pourraient ouvrir la voie a I'identification
de déterminants biologiques et pronostiques dans tous les lymphomes a cellules B. Compte-
tenu des résultats obtenus avec le modele 3D organoide, il serait particulierement pertinent
d'observer, chez des patients répondant ou ne répondant pas a l'immunochimiothérapie R-
CHOP in vivo, des différences spatiales au niveau de I'interaction entre les cellules B tumorales
de LF et les Tfhs, mais également avec d'autres types cellulaires ou déterminants moléculaires
potentiellement impliqués dans la résistance au traitement. Cette perspective nécessite
cependant une maturation scientifigue plus approfondie, des ressources biologiques
supplémentaires, notamment en termes d'échantillons de patients, ainsi que davantage de

ressources techniques.

Avec les moyens dont nous disposons actuellement, et au vu des résultats que nous
avons obtenus grace du modele 3D organoide, il serait intéressant d’interroger, a I'échelle
transcriptomique, I'hétérogénéité que nous avons observé dans les réponses au R-CHOP en
comparant les patients bons et mauvais répondeurs. De nombreuses études rapportent
I"'utilisation de cet outil dans les tumeurs solides afin d’identifier, par un profilage en série de
tumeurs de patients, les mécanismes de résistance impliqués?®®#1 Une étude récente
rapporte méme l'établissement de PDO dérivés de cancer colorectal afin d’évaluer a I'échelle
« single-cell » les mécanismes de résistance a l’'oxaliplatine, un anticancéreux utilisé pour traiter
le cancer du gros intestin®'?. |ls rapportent alors I'identification de plusieurs génes susceptibles
d’étre liés a la résistance aux médicaments. Dans le domaine de I'hématologie, trés peu
d’études mentionnent l'utilisation du single-cell RNA-seq dans le but de comprendre les
mécanismes de résistance associés aux médicaments anticancéreux. Néanmoins, il a
récemment été rapporté l'identification d’une signature de 25 genes dérivée des lymphocytes
T CD8 en corrélation avec la résistance au traitement, en comparant ’ARN de patients atteints

de LAM nouvellement diagnostiqués et de patients en rechute ou réfractaires au nivolumab et
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a I'azacitidine (NCT02397720)4%3. Ces derniers présentaient par ailleurs un degré d’expansion
clonale plus important, associé a une différenciation terminale et a une expression plus élevée
de la signature 25 genes. Toujours dans la LAM, une autre étude rapporte l'identification d’'une
sous-population de cellules souches quiescentes impliquée dans la chimiorésistance ainsi que
le mauvais pronostic chez les patients en rechute ou réfractaires au traitement*!. Il ’agirait en
réalité d’une reprogrammation génétique des cellules souches progénitrices qui acquierent un
profil quiescent, caractérisé par la surexpression de CD52 et de la galectin-1, une molécule pro-
survie dans la LAM. Dans le LF, rares sont les études qui rapportent des investigations similaires.
Toutefois, notre équipe a tres récemment mis en évidence, a I'échelle « single-cell » et grace a
un modele de xénogreffe de cellules primaires de LF dans des embryons aviaires, une signature
de 21 génes surexprimée par les cellules tumorales aprés exposition au R-CHOP*%. Parmi ces
génes, BAX, une protéine pro-apoptotique associée a BCL-2, agirait comme un effecteur de
I'apoptose induite par I'immunochimiothérapie a la fois dans les embryons aviaires et in vitro.
Dans notre étude, les données de ces patients bons répondeurs et mauvais répondeurs au R-
CHOP ainsi que des données générées a partir de patients issus de notre propre cohorte, ont
été exploré a I'échelle single-cell afin d’approfondir notre hypothése selon laquelle les Tths, et
plus spécifiqguement le signal CD40L, jouent un réle dans la chimiorésistance des patients.
Aucune corrélation n’a cependant été mise en évidence a l'aide de ces données. Il serait
intéressant d’élucider cette question en utilisant notre modele 3D d’organoide dérivé de
cellules de patients atteints de LF. En effet, aprés avoir cultivé les cellules primaires de patients
dans le modeéle organoide, a la fois ceux qui répondent et ceux qui ne répondent pas au R-
CHOP, et les avoir exposées au traitement pendant 16h, ces cellules pourraient étre analysées
a I’échelle « single-cell » afin de pouvoir comparer les génes différentiellement exprimés entre
la condition traitée et non traitée dans chaque groupe, mais également d’identifier a la fois une
signature transcriptomique reflétant la résistance au traitement ainsi que des cibles
potentielles pour I'établissement de nouvelles thérapies ciblées. Néanmoins, bien que cela
aurait été particulierement intéressant pour la communauté scientifique du LF, nous n’avons

pas pu aller au bout de ces explorations en raison de la limite de temps imposée par la these.
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Avantages et limites du modeéle 3D organoide

Les études ayant utilisé le modele 3D organoide ont obtenu des résultats avec un
ensemencement cellulaire allant de 12x103 & 2x10° cellules par hydroge|193:199308379-381 " Ce
point a représenté un avantage particulier pour notre étude sur le LF dans la mesure ou apres
décongélation des biopsies, le nombre de cellules vivantes variait entre 5x10° et 10x10°,
restreignant le nombre de conditions tests. Le modeéle 3D organoide se situe dans la limite par
rapport au modele de Wagar et al. qui requiert entre 2 a 6x10° cellules pour la formation de

380 au modele de Faria et al. qui requiert 25x103 cellules primaires de LF pour former

sphéroides
des sphéroides®’?, et au modele de Lamaison et al. qui n’a utilisé que 18 cellules primaires de
LF pour former des sphéroides dans les microsphéres d’alginate3’®, bien que cela ne suffise pas
a représenter la complexité tumorale. Certains résultats que nous avons obtenus, notamment
ceux en relation avec |'effet de I'anti-CD40L bloquant chez les patients qui ne répondent pas au
R-CHOP, mériteraient d’étre davantage approfondis en multipliant par exemple le nombre de
patients. Par ailleurs, au vu des données de la littérature, il aurait été intéressant de tester
I’antagoniste du CD40, le lucatumumab, afin d’éventuellement observer dans le modéle 3D
organoide une augmentation de la sensibilité au R-CHOP chez les patients mauvais répondeurs.
Il serait également intéressant de faire du criblage simultané d’autres cytokines du
microenvironnement tumoral, comme I'lL-21, VCAM-1, CXCL12 ou encore CCL2, afin d’une part
i) ne plus fournir de signaux de survie aux cellules tumorales de LF et d’autre part ii) empécher
le recrutement de cellules pro-tumorales au sein de la niche. Dans notre étude, I’hydrogel a été
fonctionnalisé avec le peptide ligand d’intégrine mimant VCAM-1. Or, il serait possible d’utiliser
d’autres peptides ligands d’intégrines, comme par exemple le peptide RGD mimant la
vitronectine et qui interagit avec les cellules B tumorales de LF en se liant a I'intégrine o433, ou
encore le peptide GFOGER qui mime le collagéne de type 1 et qui se lie a plusieurs dimeres
d’intégrine B1 dont l'intégrine a2fB1, une intégrine identifiée comme un récepteur de la MEC
pour les collagénes308381415 | es résultats quant a la prédiction de la réponse thérapeutique a
I'immunochimiothérapie auraient potentiellement été différents, notamment pour les 4
patients dont la réponse in vivo ne correle pas a ce que nous avons obtenus dans le modéle 3D
organoide. Par ailleurs, bien que la conception du modele organoide soit pertinente, la
représentation de l'interaction FDCs/cellules B tumorales par le peptide REDV mimant VCAM-

1 et par I'addition de BAFF soluble dans le milieu de culture ne reflete pas suffisamment la
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complexité de la niche stromale in vivo. L’absence de FDCs, de FRCs, de cellules marginales
réticulaires (probablement perdues au cours de la décongélation ou de la digestion des
biopsies) mais également la perte tres rapide des macrophages endogénes au cours de la
culture dans le modele 3D organoide pourraient biaiser les résultats que nous avons obtenu et
sous- ou surestimer la réponse des patients a la thérapie. Au vu des résultats que nous avons
obtenus avec le R-CHOP, il serait intéressant d’étudier |'effet d’autres traitements
anticancéreux, comme les anticorps bispécifiques CD3/CD20 comme le glofitamab, pour
lesquels les essais cliniques dans les lymphomes B se multiplient*!®. Il est cependant important
de prendre en considération le fait que le modele que nous rapportons ici est limité quant a
I"évaluation d’inhibiteurs épigénétiques utilisés dans le LF. En effet, pour avoir un impact au
niveau épigénétique, il semblerait que les temps d’expositions des cellules aux inhibiteurs
épigénétiques soient plus longs. C'est en effet ce que montrent les études qui traitent les
cellules avec l'inhibiteur d’EZH2, le tazemetostat, et qui observent des résultats apres une
incubation au contact des cellules pouvant aller jusqu’a 4 jours*’=#1°. Or, avec notre modeéle,
les pourcentages de viabilité que nous obtenons apres 3 jours de culture des cellules primaires
de LF ne permettent pas de tester des inhibiteurs épigénétiques. Dans notre étude, le modele
3D organoide, tel qu’il a été congu, est particulierement adapté aux lymphomes dérivés du CG
ou de pathologies en lien avec le CG. Ceci pourrait constituer une limite quant a son utilisation
pour d’autres hémopathies, et nécessiter une optimisation et une adaptation du modele. Enfin,
I"'une des principales limites de ce modeéle réside dans son manque de spécificité quant a la
prédiction de la réponse au traitement, notamment chez 4 patients sur 18. Bien qu’un
éclaircissement approfondi de ce point soit nécessaire, nous pourrions supposer que des
facteurs extrinseques spécifiques a la tumeur, provenant de son microenvironnement tumoral
et gue nous n’avons pas pu restituer dans le modele 3D organoide, soient impliqués dans ce
gue nous avons observé. D’autres études, portant sur I'apport de facteurs supplémentaires au
sein de la culture notamment issus de la composante stromale, sont nécessaires afin de

confirmer ces hypothéses et d’évaluer leur réle dans la résistance au traitement.
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RESUME

Le lymphome folliculaire (LF) est un lymphome dérivé du centre germinatif (CG), dont les cellules
représentent la contrepartie néoplasique des cellules B du CG. Il est composé d’une niche de cellules tumorales
et d’un microenvironnement spécifique a la tumeur. Ce dernier contribue a I'hétérogénéité biologique observée
entre les patients mais également au niveau intra-tumoral chez un méme patient, notamment par le biais des
nombreux signaux fournis par les cellules du microenvironnement tumoral et qui sont spécifiques a chaque
tumeur. Il joue par ailleurs un réle crucial dans la progression de la maladie mais surtout dans la résistance a
I'immunochimiothérapie. L’étude du LF est rendue difficile en raison d’'un manque de modeles pré-cliniques in
vitro ou in vivo permettant d’étudier |'efficacité des traitements couramment utilisés dans le LF, comme le R-CHOP,
de prédire la résistance des tumeurs de patients au traitement mais surtout d’investiguer les mécanismes
impliqués dans cette résistance. Pour pallier ce manque de systéemes expérimentaux, nous avons adapté un
modele organoide a la culture de cellules primaires de patients atteints de LF. Ce modele 3D organoide dérivé de
patients atteints de LF a permis de cultiver les cellules tumorales de LF et de maintenir leur survie jusqu’a 3 jours
de culture en I'absence de traitement. Des biopsies de patients atteints de LF (bons ou mauvais répondeurs au R-
CHOP selon la progression dans les 24 mois aprés initiation du traitement) ont été cultivées en 3D puis traitées
par R-CHOP afin d’évaluer I'aptitude du modeéle organoide a prédire la réponse des patients et a corréler avec la
réponse clinique de ces patients. A l'inverse de la culture 2D, le modele 3D organoide parvient a prédire la réponse
clinique in vivo. Nous avons par ailleurs mis en évidence que la résistance des patients a la chimiothérapie au sein
du modele 3D organoide est corrélée a une sous-population T spécifique, les lymphocytes T auxiliaires folliculaires
(Tfhs). En vue d’investiguer cette hétérogénéité inter-patients, des données de single-cell RNA-seq ont été
exploitées afin de corréler dans la mesure du possible les mécanismes de chimiorésistance chez les patients qui
ne répondent pas au traitement mais également d’identifier a I'échelle « single-cell » des signatures
transcriptomiques obtenues lors du profilage de I'expression génique d’échantillons de LF provenant de I'essai
clinique PRIMA.

ABSTRACT

Follicular lymphoma (FL) is a lymphoma derived from the germinal center (GC), with its cells representing
the neoplastic counterpart of GC B cells. It consists of a niche of tumor cells and a tumor-specific
microenvironment. The latter contributes to the biological heterogeneity observed among patients but also at
intra-tumoral level within the same patient, notably through the numerous signals provided by the cells of the
tumor microenvironment, which are specific to each tumor. It also plays a crucial role in disease progression, and
above all, in resistance to immunochemotherapy. The study of FL is challenging due to a lack of in vitro or in vivo
preclinical models to study the efficacy of commonly used FL treatments, such as R-CHOP, to predict the resistance
of patients’ tumors to treatment and to investigate the mechanisms involved in this resistance. To overcome this
lack of experimental systems, we adapted an organoid model to culture primary cells from FL patients. This 3D
organoid model derived from FL patients enabled FL tumor cells to be cultured and maintained for up to 3 days in
the absence of treatment. Biopsies from FL patients (good or poor responders to R-CHOP based on progression
within 24 months of treatment initiation) were cultured in 3D and then treated with R-CHOP to assess the organoid
model's ability to predict patient response and correlate with the clinical response of these patients. In contrast
to 2D culture, the 3D organoid model manages to predict in vivo clinical response. We have also demonstrated
that patients' resistance to chemotherapy within the 3D organoid model is correlated with a specific T-cell subset,
follicular helper T lymphocytes (Tfhs). To investigate inter-patient heterogeneity, single-cell RNA-seq data were
exploited to correlate, as much as possible, the mechanisms of chemoresistance in non-responders’ patients, and
also to identify single-cell transcriptomic signatures obtained from gene expression profiling of FL samples from
the PRIMA clinical trial.
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