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Résumé

L’expression de ZAP-70 dans la leucémie lymphoide chronique (LLC) est
associée a une hypersignalisation du BCR et a la survenue de cytopénies auto-

immunes (CAl).

Les LB non tumoraux expriment aussi ZAP-70, expression corrélée a celle dans

les LB tumoraux et aux CAl.

Nous avons montré que ces LB non tumoraux ZAP-70" sont polyclonaux, sans
lien moléculaire entre eux ni avec le clone tumoral et qu’il n’existe pas de stéréotypie

de leur BCR. Ces LB présentent par contre un enrichissement en BCR autoréactifs.

Notre modéle murin knock in Zap-70*-/ Mb1-Cre* a montré qu’une forte
expression précoce de ZAP-70 dans les LB est associée a un avantage sélectif
médullaire, un enrichissement en cellules potentiellement autoréactives de type zone
marginale, a un blocage partiel de la maturation et de la différentiation périphérique,
ainsi qu’au développement de caractéristiques de la LLC : déficit en IgG et IgM totales
sériques, enrichissement en auto-anticorps circulants, hyperactivation et prolifération

cellulaires augmentées.

Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives impliquant ZAP-70 dans la
compréhension du développement B et de la physiopathologie de la rupture de

tolérance et de la transformation néoplasique.

Mots clés : leucémie lymphoide chronique, ZAP-70, auto-immunité, lymphocyte B



Abstract

ZAP-70 expression in chronic lymphocytic leukemia (CLL) is associated with

BCR hypersignalling and autoimmune cytopenia (AIC) occurrence.

Non tumoral B cells also express ZAP-70, which is correlated with those in
tumoral B cells and AIC. We have shown that these non tumoral B cells ZAP-70" are
polyclonal, without molecular link between each other and tumoral B cells, and without

BCR stereotypy. These cells are however enriched in autoreactive BCR.

Our mouse model knock in Zap-70*-/ Mb1-Cre*- revealed that a high and early
ZAP-70 expression is associated with medullar selective advantage, enrichment in
potential autoreactive B cells of marginal zone subtype, partial block for peripheral
maturation and differentiation, along with some LLC characteristics: reduction in total
IgG and IgM, enrichment in circulating auto-antibodies, increase in cellular activation

and proliferation.

These results open new opportunities involving ZAP-70 in the understanding of
B cell development and physiopathology of tolerance breakdown and neoplastic

transformation.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia, ZAP-70, autoimmunity, B lymphocyte
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A. ZAP-70 : STRUCTURE ET ROLE FONCTIONNEL

1. STRUCTURE

ZAP-70 (C chain-associated protein) est une tyrosine kinase cytoplasmique de
70 kDa, décrite pour la premiere fois en 1991 dans les lymphocytes T (LT) (Chan et
al., 1991). Elle appartient a la famille de SYK (spleen tyrosine kinase) avec laquelle
elle partage 73 % d’homologie de séquence. A la différence de SYK qui est exprimée
par plusieurs types cellulaires hématopoiétiques et impliquée dans différents signal de
transduction, notamment du BCR (B cell receptor) (Deng et al., 2016), ZAP-70 est
principalement exprimée dans les LT et joue un réle majeur dans la signalisation du
TCR (T cell receptor) (Chan et al., 1991).

ZAP-70 comporte 619 acides aminés encodés par un géne, localisé chez
I’'Homme sur le chromosome 2 au locus 2912 (chromosome 1 chez la souris) (Chan et
al., 1992). Sa structure est composée de deux domaines SH2 (Src Homology 2) en
tandem, séparés par un région nommée inter domaine A (I-A), et d'un domaine kinase
en partie C-terminale, séparé des domaines SH2 par une autre région dénommée inter
domaine B (I-B). Ces domaines SH2 permettent a ZAP-70 de reconnaitre et de lier
des ITAMs phosphorylés (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs). ZAP-70
posséde différents sites de phosphorylation sur des résidus tyrosines : 3 sites en |-B
(Y2292, Y315 et Y319) et 2 sites en domaine kinase (Y492 et Y493), ces derniers
formant la boucle d’activation (Wang et al., 2010) (Figure 1). Ces sites servent a la
régulation de la protéine kinase et a l'interaction avec diverses protéines. Leurs roles

seront détaillés dans les parties suivantes.

292 315 319 492 493

1/ |/
Y YY YY

- T -

Inactive ZAP-70

Figure 1. Représentation schématique de ZAP-70 a I’état inactivé (Wang et al., 2010)
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Une seule isoforme de ZAP-70 a été décrite, nommée TZK (Troncated Ki
ZAPnase), dans laquelle les domaines SH2, I'l-A et |la partie de I'l-B comportant Y292
sont manquants. Contrairement a ZAP-70, son expression est plus précoce, dés le
stade double négatif 1 CD44*CD25". Son réle précis est inconnu mais agirait comme

une kinase indépendante du TCR (Kuroyama et al., 2004).

La forte spécificité de liaison de ZAP-70 aux ITAMs doublement phosphorylés
est dictée par deux caractéristiques essentielles des domaines SH2. Premiérement,
I'l-A adopte une conformation en super-hélice qui rigidifie la mobilité de la molécule et
renforce les espaces préférentiels de reconnaissance entre les phosphotyrosines
(Ottinger et al., 1998). Deuxiemement, la poche de liaison aux phosphotyrosines est
constituée par des résidus provenant a la fois de la partie amino-terminale et carboxy-
terminale des domaines SH2, qui sera alors formée nécessairement par la
juxtaposition des deux domaines lors de leur liaison aux ITAMs phosphorylés,
conférant ainsi une interdépendance entre ces deux domaines et une grande
spécificité de liaison (Hatada et al., 1995) (Figure 2. A). La liaison des domaines SH2
de ZAP-70 aux ITAMs entraine une réduction de la flexibilité de I'l-A et une
réorientation majeure des domaines SH2 I'un par rapport a I'autre, modifiant ainsi de
facon allostérique I'activité du domaine kinase de ZAP-70 (Deindl et al., 2007, 2007).
Ceci est différent de SYK ou la poche de liaison aux phosphotyrosines est entierement
comprise dans la portion amino-terminale du domaine SH2, avec une plus grande
flexibilité dans l'orientation des deux domaines SH2, suggérant que ses deux
domaines peuvent fonctionner indépendamment (Kumaran et al., 2003). Ainsi, ZAP-
70 se lie de maniére plus spécifique et forte avec ses partenaires comparativement a
SYK, mais cette derniére peut interagir avec une plus grande variété d'ITAMs et de
partenaires possédant des espaces variables entre les phosphotyrosines (Marczynke
et al., 2017).

A I'état basal, ZAP-70 est sous forme auto-inhibée, I'hélice C du domaine kinase
étant pivotée vers I'extérieure, ceci permet a la boucle d’activation de bloquer le site
actif (Figure 2. B). Cette conformation auto-inhibée est renforcée par des interactions
hydrophobiques entres I'l-A et les tyrosines régulatrices Y315 et Y319 de I'l-B,
'ensemble venant se fixer sur la partie arriere du domaine kinase empéchant son
activation (Figure 2. C et D) (Yan et al., 2013).
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Figure 2. Déterminants structurels de I’activation de ZAP-70 (adapté de Au-Yeung et al., 2017)

Représentation des structures des domaines SH2 de ZAP-70 (blanc) et des sites de liaisons aux
ITAMs (rose, vert et jaune)
Représentations des conformations inactive (blanc) et active (bleu) du domaine kinase de ZAP-70
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C) Structure de la forme compléte auto-inhibée de ZAP-70

D)

ITAM, immunoreceptor-tyrosine-based activation motif

Grossissement des interactions auto-inhibitrices entres les tyrosines régulatrices Y315 et Y319 de
l'interdomaine B et le domaine kinase
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2. ROLES FONCTIONNELS

De par sa place prépondérante dans la signalisation du TCR, ZAP-70 a ainsi un

réle pleiotropique dans les fonctions des LT.

A) ACTIVATION, DIFFERENTIATION ET PROLIFERATION
: CELLULAIRE T

Lors de 'engagement du TCR, ZAP-70 est recrutée et activée au complexe de
signalisation TCR-CD3- ¢, constitué des chaines {, sous forme homodimérique,
associées aux hétérodiméres CD3 (chaines ®¢ and vyg), dans leur partie

transmembranaire, et aux chaines a et 3 du TCR (Figure 3. A).

Premierement, la liaison d'un complexe antigénique/complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) au TCR et au corécepteur CD4 ou C8 selon le type de LT,
va entrainer le recrutement de la tyrosine kinase LCK (lymphocyte-specific protein
tyrosine kinase) a proximité du complexe de signalisation TCR-CD3- (. Cette kinase
va ensuite phosphoryler des régions cytoplasmiques spécifiques des chaines CD3g,
0, y et ¢, appelées ITAMs, contenant chacun deux résidus tyrosine (deux motif YXXL/I
séparés par six a neuf acides aminés). Ceci va ainsi permettre a ZAP-70 d’étre
recrutée via ses domaines SH2 qui vont se lier aux ITAMs doublement phosphorylés
des chaines (, et ainsi déstabiliser les interactions inhibitrices hydrophobiques entre
Y315 et W131, permettant 'accessibilité de Y315 et de Y319 a la phosphorylation par
LCK. Par la suite, ZAP-70 phosphoryle différents résidus tyrosines sur deux protéines
d’échafaudage clés de l'activation cellulaire T : LAT (Linker of Activated T cells) et
SLP-76 (SH2 domain containing Leucocyte Protein of 76kDa) (Figure 3. A). Ces deux
protéines n’ont pas d’activité enzymatique intrinséque mais une fois phosphorylées,
vont permettre le recrutement et I'activation de nombreuses autres protéines, dirigeant
ainsi 'organisation spatiale de multiples voies de signalisation activatrices médiées par
I'interaction du complexe TCR-CD3- ¢-ZAP-70.
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Figure 3. Recrutement et activation de ZAP-70 dans les LT (Wang et al., 2010, 2017)

A) En cas de reconnaissance par le TCR d’Ag exogénes présentés par le CMH Il. Le recrutement au
complexe du TCR-CD3- ¢ du corécepteur CD4 associé a LCK va entrainer phosphorylation des
ITAMs de la chaine C et ainsi permettre le recrutement de ZAP-70 via ses domaines SH2, et son
activation par LCK. Par la suite, ZAP-70 phosphoryle LAT et SLP-76 permettant a leur tour la
cascade de signalisation intracellulaire de I'activation des LT médiée par le TCR.

B) En cas de reconnaissance par le TCR d’Ag endogénes présentés par le CMH Il, ZAP-70 est
recrutée sur les ITAMs de de la chaine { mais n’est pas phosphorylé par LCK et reste en
conformation d’auto-inhibition partielle.

LCK, Linker of Activated T cells ; SLP-76 (SH2 domain containing Leucocyte Protein of 76kDa ; TCR,

T cell receptor, MHC, major histocompatibility complex
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Une des principales conséquences de cette signalisation est 'augmentation de la
concentration du calcium libre intracellulaire et l'activation des MAPK (Mitogen-
activated Protein Kinases) ERK1 et ERK 2 (Meinl et al., 2000), notamment par
I'activation de la PLCy1.

En addition de LAT et SLP-76, ZAP-70 est aussi capable de phosphoryler
directement la protéine MAPK p38a sur un site régulateur non canonique (Y323)
permettant une voie d’activation alternative des MAPK (mitogen-acivated protein
kinase) dans les LT, indépendante de LAT ou des MAPK kinases (Salvador et al.,
2005). De plus, ZAP-70 peut phosphoryler un résidu unique (Y662) de la protéine de
surface CD6, permettant un recrutement de SLP-76 indépendamment de LAT
(Roncagalli et al., 2014).

Ainsi, ZAP-70 est essentiel a la signalisation précoce du TCR menant a
I'activation des facteurs de transcription NF-kB (Nuclear Factor-kappa B), NFAT
(Nuclear Factor of Activated T-cells) et AP-1 (Activator Protein 1), induisant la
transcription de génes menant au final a 'activation, la prolifération et la différenciation
cellulaire T (Au-Yeung et al., 2017). Les données récentes a partir de modéles inhibant
I'activité catalytique de ZAP-70 (systeme ZAP-70 (AS)) suggerent qu’un seuil intégratif
minimal de signalisation médiée par le TCR, ainsi que I'activité kinase de ZAP-70, soit

nécessaires pour induire la prolifération des LT (Au-Yeung et al., 2014)

La situation est par contre différente dans le cas de la reconnaissance par le
TCR de peptides endogénes. Dans ce cas, il a été montré in vivo que la
phosphorylation des chaines { n’est que partielle, permettant le recrutement de ZAP-
70 mais qui ne sera ni phosphorylée ni activée. L’hypothése est que le signal médié
par la reconnaissance de ces Ag endogéne soit trop faible ou trop court pour entrainer
une activation de ZAP-70 via sa phosphorylation par LCK (Figure 3. B) (van Oers et
al., 1994). Toutefois, ce recrutement semble permettre une pré-sensibilisation du TCR

a une activation ultérieure par des Ag exogénes (Stefanova et al., 2002).
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B) FOCUS SUR LE ROLE DANS L'ONTOGENIE T

Ainsi, outre son importance dans les fonctions des LT périphériques, ZAP-70
joue aussi un réle crucial dans I'ontogénie T, intervenant a la fois dans la sélection

négative et positive thymique des LT.

Alors que SYK est fortement exprimée durant le 'ontogénie précoce des stades
double négatifs (DN) 1-3, I'expression de ZAP-70 est progressive et intervient durant
le développement tardif aprés le stade DN4, avec un chevauchement d’expression
durant les stades intermédiaires (DN3-4, et stade immature simple positif (ISP)
(Palacios and Weiss, 2007) (Figure 4).

Cette expression progressive est en lien avec une boucle d’amplification dans
lagquelle le signal du TCR entraine 'augmentation de I'expression de ZAP-70 qui elle-

méme favorise la sensibilité du TCR a la stimulation par le CMH (Saini et al., 2010).

Dans des modéles de souris ZAP-70 knock-out (KO), la maturation est bloquée
au stade de sélection positive/négative double positif CD4*CD8*, alors que cela n’est
pas observeé pour les souris SYK KO (Negishi et al., 1995). D’autre part, aucun blocage
de signalisation du pré-TCR n’était observé dans les souris SYK KO ou ZAP-70 KO
alors que les souris double KO présentaient un blocage total au stade DN3 suggérant
que I'expression simultanée de ZAP-70 et de SYK soit nécessaire pour la signalisation
du pré-TCR (Cheng et al., 1997).

B selection Positive selection
CD44+ CD44+ CD8+ CD4+ CD4+CD8~/
CD25— CD25+ cozs+ cozs— TCRB— CD8+ CD4-CD8+
Expression:
Syk E—
ZAP-70

Function: .
ZAP-70 o . .
Figure 4. Expression et fonction de ZAP-70 et de SYK dans 'ontogénie T (Wang et al., 2010)
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Des données plus récentes ont précisé les rbles respectifs de ces deux kinases
en montrant que SYK interviendrait plus précocement en permettant le signal initial du
pré-TCR et I'entrée au stade DN3, puis que ce signal serait ensuite progressivement
relayé et médié par ZAP-70 pour la progression dans les stades DN4, ISP, DP et SP
(Palacios and Weiss, 2007).

La sélection négative et positive thymique des thymocytes est basée sur la
signalisation du TCR via I'activité catalytique de ZAP. Toutefois la force du signal seule
est insuffisante et nécessite une durée d’action et un effet cumulatif différent selon le
type de sélection. Ainsi, dans un modele inhibant sélectivement et de maniére
réversible l'activité catalytique de ZAP-70, il a été montré que les thymocytes DP
intégraient de multiples et transitoires signaux du TCR médiés par ZAP-70 durant plus
de 36h jusqu’a atteindre un seuil critique pour franchir la barriére de la sélection
positive, alors que la sélection négative nécessitait seulement 1h de signalisation mais
de maniére plus intense, reflétée par 'importance des concentrations respectives en

calcium libre intracellulaire (Au-Yeung et al., 2014; Melichar et al., 2013).

Une hypothése avancée pour expliquer le relais de SYK par ZAP dans
'ontogénie T serait que, contrairement a ZAP-70, SYK est capable de phosphoryler
des ITAMs méme en l'absence d’activité kinase SRC (Rolli et al., 2002). De plus, la
phosphorylation des ITAMs de la chaine ¢ par la kinase LCK, elle-méme liée aux
corécepteur CD4 ou CD8, est un prérequis a l'activation de ZAP-70 (Wang et al.,
2010). Or, le recrutement de LCK au complexe du TCR intervient dans la sélection
thymique en renforgant la spécificité de reconnaissance du CMH par le TCR (Van
Laethem et al., 2013). Ainsi, I'expression de SYK pourrait faciliter la transduction
initiale du signal via le pré-TCR en l'absence des corécepteurs CD4/CD8, puis
I'expression progressive de ZAP-70 et des corécepteurs CD4 et CDS8 liés a LCK
favoriserait la signalisation médiée par linteraction CMH-corécepteur-TCR et le
recrutement de LCK pour la phosphorylation des ITAMs de la chaine ¢ et donc la

propagation du signal médiée par ZAP-70 (Au-Yeung et al., 2014).
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Les mécanismes précis par lesquels ZAP-70 intervient dans la sélection SP
CD4* ou SP CD8* sont encore peu clairs a ce jour, mais il semblerait qu’au stade DP,
une signalisation a la fois plus forte et continue du TCR via I'activité kinase de ZAP-70
au promeuve vers une lignée CD4" alors qu’un signal faible ou discontinu, mais plus

prolongé, favoriserait la spécification en SP CD8" (Sinclair et al., 2015).

Chez 'Homme, un défaut de fonction de ZAP-70 affecte la maturation T de
maniére différente de chez la souris. En effet, ce déficit entraine un phénotype
particulier d'immunodéficience combinée sévére (SCID) dans lequel seul les LT CD8*
sont absents de la médulla thymique et en périphérie, suggérant un blocage spécifique
de la sélection des SP CD8* (Arpaia et al., 1994). Toutefois, les CD4" présents en
périphérie sont incapables de transduire un signal via leur TCR alors que les CD4*

thymiques le peuvent (Gelfand et al., 1995).

Ces différences inter-espéces dans le phénotype associé a un défaut de
fonction de ZAP-70 peuvent s’expliquer, du moins en partie, par une expression
persistante plus importante de SYK dans les thymocytes tardifs chez 'Homme
comparativement a la souris (Chu et al., 1999). Cette expression est par contre trés
faible en périphérie (Chu et al., 1998). Ainsi, 'expression de SYK pourrait en partie
compenser le défaut de ZAP-70 dans les thymocytes SP CD4* des patients SCID mais

serait ensuite insuffisante en périphérie (Chu et al., 1999; Gelfand et al., 1995).
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C) ROLES NON CANONIQUES

Outre son réle dans la transmission du signal média par le TCR et I'ontogénie
T, ZAP-70 est impliqguée dans de nombreuses autres fonctions propres a chaque sous
populations matures de LT, dont certaines sont indépendantes de son activité

catalytique.

Ainsi, dans les CD8" effecteurs, I'activité kinase de ZAP-70 est essentielle a la
production des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IFN-y via 'activation de la voie

des calcineurines, mais aussi a I'activité cytolytique (Au-Yeung et al., 2010; Jenkins et
al., 2014).

En effet, dans le modele ZAP-70 (AS), il existait a la fois une altération de la
synapse immunologique, un défaut de polymérisation du réseau d’actine et du
centrosome entrainant une absence de polarisation des granzymes (Jenkins et al.,
2014).

De maniere plus large, ZAP-70 est impliquée dans le remodelage du
cytosquelette au niveau de la synapse immunologique entre le LT et la cellule
présentatrice d’antigéne (CPA). En effet, de par I'activation de LAT et SLP-76, ZAP-
70 permet ainsi indirectement le recrutement local d’autres protéines adaptatrices NCK
(non catalytic region of tyrosine kinase) et WASp (Wiskott-Aldrich Syndrome protein)
qui vont alors s’organiser en microtubules riches en actine et permettre de stabiliser
I'interaction entre le TCR et la CPA (Wang et al., 2010). De plus, CRKII (CT10 regulator
of kinase 1), en se liant au résidu Y315 de ZAP-70 phosphorylé par LCK, participe au
remodelage du réseau d’actine amis aussi a la production d’interleukine-2 (Braiman
and Isakov, 2015).

Dans les CD4*, la phosphorylation de Y323 de la protéine MAPK p38a. par ZAP-
70 est essentielle a la prolifération de ces cellules et a leur différentiation en LT Helper
(LTh) 1 ou LTh17. Ceci n’est par contre pas observé pour la lignée LTh2 suggérant
une signalisation différente dans la polarisation des différentes sous populations

lymphocytaires helper (Jirmanova et al., 2011).
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Il a aussi été observé un défaut de production de TNF-a et d'IFN-y par les LT
CD8+ mémoires suite a la stimulation de leur TCR dans les modéle ZAP-70 (AS),
indiquant que l'activité catalytique de ZAP-70 est nécessaire a la fonction de ces

cellules (Au-Yeung et al., 2010).

ZAP-70 intervient dans I'adhésion cellulaire T, notamment par sa régulation de
LFA-1 (B-2 integrin lymphocyte function-associated antigen-1) qui est la principale
intégrine impliquée dans la diapédése et le recrutement des LT aux sites
inflammatoires et aux ganglions lymphatiques. Brievement, apres liaison de LFA-1 a
son principal ligand ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule1) a la surface des
cellules endothéliales, ZAP-70 et LCK sont recrutées a LFA-1, puis LCK phosphoryle
ZAP-70. Ceci permettra, via I'activité catalytique de ZAP-70, d’augmenter I'affinité de
LFA-1pour ICAM-1 (Evans et al., 2011; Hogg et al., 2011). Il a été suggéré que cette
adhésion cellulaire médiée par ZAP-70 pourrait étre importante pour l'activité

suppressive des LT régulateurs (LTreg)

D’autre part, la forte affinité de ses domaines SH2 aux ITAMs permet de
stabiliser I'état phosphorylé des chaines C et de les protéger des phosphatases,

permettant une signalisation soutenue du signal médié par le TCR (Qian et al., 1996).

ZAP-70 peut aussi servir de protéine adaptatrice. Ainsi, en I'absence d’activité
catalytique de ZAP-70, le résidu Y319 reste accessible, permettant sa phosphorylation
par LCK ou le recrutement d’autres protéines de signalisation du TCR (Brdicka et al.,
2005).

Enfin, ZAP-70, et particulierement ses résidus Y315 et Y492, ont été impliqués
dans les effets non génomiques des glucocorticoides dans les LT, incluant 'apoptose,
via la phosphorylation de LAT, SLP-76 et l'ubiquitine ligase c-CBL (casitas B-
lineage lymphoma) (Boldizsar et al., 2010, 2013).
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'3. EXPRESSION DANS LES LYMPHOCYTES NATURAL
| KILLER

Les lymphocytes Natural Killers (NK) expriment a la fois ZAP-70 et SYK. Ces
protéines vont lier les ITAMs phosphorylés par des kinases de la famille SRC des
portions intracellulaires de la chaine { du CD3 ou de FceRly dans le cas d’une
signalisation via le CD16 (FcyRIIIA) ou bien de DAP12 dans le cas d’une signalisation
via les KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor), menant a I'activation de LAT et
de SLP-76 (Lanier, 2008). Toutefois, le role de ZAP-70 et de SYK est probablement
redondant et non essentiel dans les NK, car leur absence n’altére pas leur

développement ni leur activité cytolytique (Colucci et al., 2002; Hesslein et al., 2011).

4. REGULATION

L’activité de ZAP-70 dans les LT et son action sur la signalisation du TCR sont
finement régulés, a la fois par le recrutement de ZAP-70 au complexe TCR-CDE- C et
par ses résidus tyrosines permettant l'interaction avec de nombreuses protéines

adaptatrices.

A) REGULATION POSITIVE

A 'état basal, I'état d’auto-inhibition de ZAP-70 ne permet pas la liaison de ses
domaines SH2 aux ITAMs phosphorylés. L’engagement de ces derniers résulte en une
déstabilisation partielle des interactions auto-inhibitrices, et permet a LCK d’accéder
et de phosphoryler les tyrosines régulatrices de I'inter domaine B Y315 et Y319 ainsi
que Y493 de la boucle d’activation résultant ainsi en une déstabilisation compléte de
I'état d’auto-inhibition et a une activation compléete de ZAP-70 (Chan et al., 1995; Watts
et al., 1994) (Figure 5).

28



W Tyrag2 Tyr315

Tyra93
Tyr319

ITAM binding 2]

CD3 ITAM

Figure 5. Modéle de I'activation de ZAP-70 apreés sa liaison aux ITAMs (Wang et al., 2010)

Y319 est un régulateur positif important de la signalisation de ZAP-70. De par
sa liaison préférentielle au domaine SH2 de LCK (Pelosi et al., 1999), la
phosphorylation de Y319 favorise d’'une part la phosphorylation de Y493 par LCK,
prévenant ainsi le retour a un état d’auto-inhibition du domaine kinase, et d’autre part
facilite I'activation de diverses voies de signalisation d’aval, telles que LAT et SLP-76
(Di Bartolo et al., 1999). De plus, ce résidu intervient dans une boucle de rétrocontrole
positif de LCK en occupant le domaine SH2 de LCK ce qui empéche le site régulateur
négatif de LCK pY505 d’interagir avec les domaines SH2 de ZAP-70 et ainsi prévient
le retour de LCK au stade inactif (Thill et al., 2016). Ce résidu se lie aussi au domaine
SH2 de de la phospholipase C-y (PLC-y) et participe ainsi, en complément de LAT et
SLP-76, a l'activation du flux calcique intracellulaire mais aussi a la synthése de
I'interleukine (IL)-2 via RAS (Di Bartolo et al., 1999; Williams et al., 1999).

Récemment, il a aussi été montré que la PLC-y1 était capable d’activer ZAP-
70, dans un boucle de rétrocontréle positif suite a l'activation du TCR, via la
phosphorylation de différents résidus du domaine kinase et de linter domaine B
(Belmont et al., 2017).

De plus, le résidu Y126 de I'l-A de ZAP-70, une fois phosphorylé, favorise le
détachement de ZAP-70 des ITAMs de la chaine C, et ainsi sa mobilité en forme active
pour sa recirculation intracytoplasmique et la phosphorylation de diverses molécules
a distance, telles que LAT ou SLP-76 LAT plus a distance, constituant ainsi une sorte
de boucle d’amplification et de dispersion du signal suite a 'activation du TCR (Katz
et al., 2017).
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B) REGULATION NEGATIVE

A l'inverse de Y493, la phosphorylation par LCK ou par autophosphorylation du
résidu tyrosine Y492 suite a 'engagement du TCR n’est pas indispensable a I'activité
kinase compléte de ZAP-70, mais a par contre un réle inhibiteur. En effet, sa mutation
en phénylalanine entraine une augmentation de l'activité kinase de ZAP-70 et est
capable de restaurer in vitro une signalisation médiée par le récepteur a I'antigéne
(Chan et al., 1995; Watts et al., 1994).

Le résidu Y292 phosphorylé peut se lier a 'ubiquitine ligase c-CBL E3 (Magnan
et al., 2001) et entrainer a la fois une ubiquitinylation de la chaine ¢ (Wang et al., 2001)
et une désensibilisation du TCR (Davanture et al., 2005). L'importance de cette
interaction Y292/CBL a toutefois été remise en question dans un modéle murin
transgénique, exprimant une c-CBL incapable de lier Y292, qui ne présentait pas
d’altérations significatives de I'expression de ZAP-70 ni de sa fonction (Thien et al.,
2003). Plus récemment, il a été montré que ZAP-70 était elle-méme poly-ubiquitinylée
suite a I'activation du TCR, par une ubiquitine ligase de la famille de CBL (Nrdp1)

(lvanova and Carpino, 2016; Yang et al., 2015).

Y493 peut étre la cible d’inhibiteurs de la signalisation du TCR. Ainsi, les
protéines de la famille STS (Supressor of T-cell Signalling) et principalement STS-1,
entrainent une inhibition de la signalisation du TCR (Mikhailik et al., 2007; San Luis et
al.,, 2011) notamment de par la déphosphorylation du résidu Y493 du domaine
catalytique de ZAP-70, sans affecter la quantité totale de la protéine. Ceci était observé

a la fois pour une origine Humaine ou murine de STS-1 (Zhou et al., 2017).

Outre la régulation positive du TCR par la liaison Y315/CRKIl détaillée
précédemment, cette association peut aussi avoir un effet inhibiteur, une possibilité
étant via la formation de complexes entre CRK, la sous unité p85de la PI3K
(Phosphoinositide 3-Kinase) et 'ubiquitine ligase CBL E3 (Gelkop et al., 2001).

Enfin, une étude récente souligne le réle important inhibiteur de I'auto-inhibition
de ZAP-70 dans la prévention de I'hyper signalisation du TCR. En effet, un défaut

d’auto-inhibition est associée spécifiquement et de maniére indépendante du
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microenvironnement, a une signalisation basale plus intense et prolongée du TCR et
ce deés le stade thymique. Les LT en périphérie sont aussi plus sensible a la stimulation
par le TCR. Toutefois, ces LT développent spécifiquement différents mécanismes de
rétrocontréle négatifs, notamment par I'hyper expression de récepteur inhibiteurs tels
que PD-1 (programmed cell death-1) contribuant a 'anergie de ces cellules (Hsu et al.,
2017).

5. SYNTHESE

ZAP-70 est une tyrosine kinase cytoplasmique de 70 kDa, principalement
exprimée dans les LT, et nécessaire a la signalisation médiée par le TCR, a l'instar de
SYK dans les LB. Suite a 'engagement du TCR, ZAP-70 est recrutée au complexe du
TCR et phosphorylée, permettant a son tour le recrutement et I'activation de différentes
molécules adaptatrices d’aval nécessaires a linitiation de différentes voies de
signalisation canoniques du TCR aboutissant a I'activation, la prolifération et la

différentiation cellulaire T.

ZAP-70 joue aussi un role précoce important dans I'ontogénie T. En intégrant
de maniére différentielle les signaux du TCR et en les propageant en aval via activité
catalytique, elle permet le franchissement des différents points de contrble de la

sélection négative et positive thymique des LT.

Cette protéine kinase participe aussi a diverses fonctions dans les LT, tels que
la synthése de cytokines pro-inflammatoires, I'activité cytolytique, le remodelage du

cytosquelette, I'adhésion cellulaire, ou encore la différentiation en Th1 ou Th17.

C’est une protéine complexe dont I'activité est finement régulée, a la fois par
son recrutement au complexe TCR-CD3- C et par ses résidus tyrosines, permettant

I'interaction avec de nombreuses protéines adaptatrices.
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B. ZAP-70 ET CARCINOGENESE : LA LEUCEMIE
LYMPHOIDE CHRONIQUE

L’expression de ZAP-70 était initialement supposée restreinte aux LT et aux NK
(Chan et al., 1992). Mais elle peut étre aussi est aussi observée dans les lymphocytes
B (LB) tumoraux de la leucémie lymphoide chronique (LLC) ou elle va alors conférer
un pronostic oncologique plus défavorable a cette hémopathie (Rassenti et al., 2004).
A ce jour, la LLC représente le modéle le plus étudié d’expression anormale de ZAP-
70 dans les LB.

1. DEFINITION ET DIAGNOSTICS DIFFERENTIELS

La LLC est une hémopathie maligne caractérisée par I'accumulation
progressive de LB monoclonaux d’apparence mature principalement dans le sang
périphérique, la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques, et |la rate. Son diagnostic
nécessite la présence dans le sang périphérique de lymphocytes = 5 G/L (5000/mm3)
avec un phénotype particulier associant notamment I'expression anormale du CD5, et
de faibles intensités d’expression du CD20 et de 'immunoglobuline (Ig) monoclonale
de surface (slg) kappa ou lambda : CD19*, CD5*, CD23*, CD20"%, CD79b"", sig'*¥
(Hallek et al., 2008).

La LLC atypique est définie par la détection concomitante de pro lymphocytes
en proportions variant de 10 a 55 % des lymphocytes totaux périphériques. Un
taux > 55 % est alors en faveur du diagnostic de leucémie pro lymphocytaire (Galton
et al., 1974), qui est désormais définie comme une entité distincte de la LLC,

classiquement CD5" (Swerdlow et al., 2016).

Le lymphome lymphocytique a petites cellules ou SLL (Small Lymphocytic
Lymphoma) est une entité trés proche de la LLC, ne différant de cette derniere que
par une lymphocytose monoclonale B périphérique < 5 G/L. Elle est ainsi considérée

comme une forme « tissulaire » de la LLC, son diagnostic nécessitant ainsi la présence
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d’adénopathies, d’'une splénomégalie et/ou d’autres infiltrats tissulaires présentant les
mémes caractéristiques immunohistologiques que la LLC. Toutefois, les
caractéristiques des centres prolifératifs au seins de ces organes permettront peut-
étre prospectivement de redéfinir plus précisément la frontiere entre ces deux entités

(voir pour revue Swerdlow et al., 2016).

Une autre entité est la lymphocytose B monoclonale ou MBL (Monoclonal B
Lymphocytosis), définie par la présence dans le sang périphérique de LB monoclonaux
< 5 G/L de phénotype variable (LLC, LLC atypique ou LB non LLC CD5") en I'absence
d’adénopathies, de splénomégalie ou d’autres caractéristiques lymphomateuses. La
nouvelle classification de I'Organisation Mondiale de la Santé de 2016 distingue deux
sous-groupes au sein des MBL : les « low-count » (LC-MBL) présentant un taux de LB
monoclonaux de type LLC < 0,5.G/L et les « high-count » (HC-MBL) avec un taux
=5 G/L, basé sur le risque de progression vers une LLC symptomatique, plus élevé
dans le groupe HC-MBL (Swerdlow et al., 2016).

2. EPIDEMIOLOGIE ET FACTEURS DE RISQUE

La LLC est la plus fréquente des hémopathies malignes de I'adulte dans les
pays occidentaux avec une incidence est globalement la méme entre les Etats-Unis et
'Europe. Les dernieres données rétrospectives des registres américains rapportent
une incidence globale de 4,4/100 000 personne-année, mais qui augmente
progressivement avec I'age pour atteindre 37/100 000 personne-année aprés 85 ans.
Les patients de plus de 65 ans représentent plus de 70 % des LLC au diagnostic avec
une un age médian de 71 ans. Le pronostic est extrémement variable, du fait de la
grande hétérogénéité de la maladie (sera détaillé en partie B.5), mais la survie globale

tout &ge et stades confondu a 5 ans était en 2010 de 80,4 % (Howlader et al., 2014).

Les hommes sont plus fréquemment atteints que les femmes avec un sexe ratio
de 2:1 qui reste toutefois stable selon I'age, et sans différence de survie a 5 ans
(Howlader et al., 2014).
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Une susceptibilité génétique a développer une LLC est supportée par divers
arguments. Tout d’abord, de larges études de registres montrent que les apparentés
au premier degré des patients atteints de LLC ont un risque relatif (RR) important de
développer la pathologie (RR =8,5; intervalle de confiance (IC) a 95 % 6,1-12)
(Cerhan and Slager, 2015). De plus, une MBL de phénotype LLC était observée dans
13,5 % des apparentés aux 1" degré de patients LLC, contre 3,5 % dans la population

générale appariée par age (Rawstron et al., 2002).

D’autre part, les taux d’incidence les plus élevés sont observés dans les
populations blanches non hispaniques, suivis par noires-américaines, les hispaniques
et enfin les plus faibles étant dans les populations asiatiques (Li et al., 2015). Mais il
est intéressant de noter que la faible incidence de LLC dans les populations orientales
et asiatiques est aussi observée chez les personnes ayant migré en Occident, et
persiste méme chez leurs descendants de premiere et de seconde génération (Pan et
al., 2002) plaidant pour une composante génétique chez ces patients plus qu’'un

facteur environnemental.

Le réle des facteurs environnementaux est plus discuté. Une large étude
rétrospective récente rapporte que les métiers agricoles et de coiffure sont des
facteurs de risque indépendants de développer une LLC comparativement a la
population générale. Inversement, I'exposition au soleil, un terrain atopique et le
tabagisme semble avoir un effet protecteur, bien que modeste. Dans cette étude, un
antécédent d’infection par le virus de I'hépatite C était aussi un facteur de risque
indépendant (Slager et al., 2014), mais ceci est aussi observé dans différentes
hémopathies B, notamment les lymphomes malins non Hodgkiniens (Marcucci and
Mele, 2011).
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3. DIAGNOSTIC

A)  MANIFESTATIONS CLINIQUES

La plupart des patients sont totalement asymptomatiques au diagnostic, celui-
ci faisant suite le plus souvent a la découverte fortuite d’'une hyper lymphocytose a la
numération formule sanguine (NFS). Parfois, ce sont 'apparition d’une splénomégalie
et/ou d’adénopathies qui guideront alors des explorations complémentaires menant au
diagnostic. Les symptédmes B (fievre > 38°C depuis au moins deux semaines sans
preuve infectieuse et/ou amaigrissement involontaire d’au moins 10 % du poids dans
les six derniers mois et/ou sueurs nocturnes depuis plus d’'un mois sans preuve
infectieuse) sont rarement présents dans la LLC et sont alors plutét en faveur d’une
transformation en lymphome B diffus a grandes cellules (syndrome de Richter)

compliquant 2-3 % des LLC.

A un stade avancé de la maladie, différents symptédmes révélateurs de
complications mais aspécifiques, peuvent apparaitre, tels qu’une asthénie et une
fatigabilité a I'effort (en lien avec une anémie), ou plus rarement des pétéchies ou
signes hémorragiques en cas de thrombopénie < 20-30 G/L, et/ou de thrombopathie

marquée.

Des infections récurrentes peuvent aussi étre un mode de révélation tardif de la
LLC par déficit immunitaire secondaire humoral et/ou cellulaire (Morrison, 2010; Scarfo
et al., 2016).

Les manifestations cutanées primitives de la LLC sont rares. Elles sont plutbt
observées lors de I'évolution ou de complications de la maladie. Ainsi, les atteintes
cutanées primitives de la LLC touchent principalement la téte et le cou, sous forme de
papules et/ou de plaques érythémateuses chroniques récidivantes. L’histologie montre
le plus souvent un infiltrat lymphocytaire monomorphe nodulaire a renforcement péri-
annexiel et péri vasculaire, avec une immunohistochimie (IHC) confirmant l'origine

monoclonale B de phénotype LLC (Plaza et al., 2009).
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B) DONNEES BIOLOGIQUES

Dans sa définition, la LLC requiere la présence dans le sang périphérique d’'une
hyper lymphocytose > 5 G/L. Au frottis sanguin, les lymphocytes apparaissent d’allure
mature mais plus petits, avec un cytoplasme fin et une chromatine condensée. Du fait
leur plus grande fragilité membranaire, ces cellules peuvent subir des cassures ou
éclater, prenant alors I'aspect d’ombres nucléaires (« smudge cells » ou encore «
Gumprecht shadows ») (Matutes and Polliack, 2000).

Le diagnostic de LLC est posé par 'immunophénotypage en cytométrie en flux.
Ceci permettra tout d’abord de confirmer le caractére monoclonal B de la
lymphocytose périphérique, en montrant une restriction de la chaine légére (kappa ou
lambda). Ces LB, outre leur expression classique du cluster de différentiation B CD19,
sont classiquement négatifs pour FMC7 et CD79b, et expriment faiblement CD20 et
les immunoglobulines de surface (IgM et/ou IgD principalement, plus rarement IgG ou
IgA). Ces LB expriment aussi anormalement CD5 et C23. Plus récemment, la forte
expression d’un autre marqueur T (CD200) dans la LLC semblent aussi participer au
diagnostic différentiel avec les lymphomes a cellules du manteau (Fan et al., 2015).
Ces parametres sont aussi importants pour le diagnostic différentiel avec d’autres
hémopathies B (Tableau 1) (Scarfo et al., 2016).

Tableau 1. Imnmunophénotype de la LLC et d’autres lymphoproliférations B malignes (adapté de
(Scarfo et al., 2016)

Marqueur 1 point 0 point

CD5 Positif Négatif

CD23 Positif Négatif

CD79b ou CD22 Faible expression Forte expression
FMC?7 Négatif Positif

Slig Faible expression Forte expression
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De plus, un score diagnostique de la LLC a été établi par Matutes et al. en 1994,
baseé sur I'expression et/ou l'intensité d’expression par les LB de différents marqueurs :
CD5, CD23, CD79b, FMCY7 et slg (Matutes et al., 1994). Ce score a été optimisé en
1997 en remplacant I'expression de CD79b par celle de CD22, permettant une
augmentation de la sensibilité de 91,8 % a 96,6 % (Moreau et al., 1997) (Tableau 2).
Ainsi, un score = 4 (sur 5 maximum possible), est requis pour le diagnostic de LLC.
Moins de 5 % des LLC ont un score de Matutes égal a 3 et un score < 3 exclue le
diagnostic de LLC. (Matutes et al., 1994; Moreau et al., 1997).

Tableau 2. Score phénotypique de Matutes (optimisé avec I'utilisation du CD22 en lieu et place
du CD79b) (Matutes et al., 1994; Moreau et al., 1997).

MARQUEUR LLC LCM LZMS LPL-B
CcD19 + + + +

cD5 + + +/- +I-
CD20 Diminué + + +
cD23 + ] " .
FMC? . ¥ +- +
CHAINE LEGERE | Diminuée Forte Forte Forte
CHAINE LOURDE | IgM/igD  IgM/IgD IgM/igD IgM/igD
CD200 + - +/- +/-

Un score 2 4 est requis pour le diagnostic de LLC. Un score < 3 élimine le diagnostic de LLC.
Slg : immunoglobuline de surface ; LLC : leucémie lymphoide chronique ; LCM : lymphéme a
cellules du manteau ; LZMS : lymphéme de la zone marginale splénique ; LPL-B : leucémie
prolymphocytaire a cellules B
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Les analyses histologiques ne sont pas indispensables au diagnostic, car
'immunophénotypage typique peut étre effectué sur les lymphocytes du sang
périphérique. L’analyse médullaire (par myélogramme ou biopsie osseuse) montre
dans la plupart des cas une infiltration lymphoide > 30 % qui, selon son organisation,
pouvait aider au pronostic avant I'ére des marqueurs moléculaires : infiltrat nodulaire
(favorable), interstitiel (intermédiaire) ou diffus défavorable) (Hallek et al., 2008). Cet
examen peut aussi aider au diagnostic différentiel des cytopénies (anémie,
thrombopénie) qui peuvent étre liées ou non a un infiltrat médullaire par la LLC.
L’analyse histologique ganglionnaire montre classiquement un effacement de
I'architecture classique, avec peu de centres germinatifs, et une caractéristique de la
LLC nommeée les centres prolifératifs. Ces derniers sont constitués majoritairement de
zones claires comportant des cellules de moyenne et grande taille (pro lymphocytes
et para-immunoblastes respectivement), entrecoupées de zones plus sombres

contenant des cellules plus petites (Figure 6) (Ponzoni et al., 2011).

Figure 6. Caractéristiques microscopiques de la LLC.

A) Frottis sanguin montrant des lymphocytes de LLC typique, petits, avec chromatine dense et
cytoplasme fin.

B) Cytologie ganglionnaire montrant un centre prolifératif avec petites cellules (bleu clair),
prolymphocytes et para-immunoblastes (bleu foncé)

C et D) Cytologies médullaires montrant un infiltrat lymphoide nodulo-interstitiel (C) et diffus (D)

(https://basicmedicalkey.com/b-cell-neoplasms/ [consulté le 09-08-2017])

38



4. PATHOGENIE

Certains patients vont présenter une LLC évolutive nécessitant des
thérapeutiques relativement peu de temps aprés son diagnostic, alors que d’autres
vont au contraire avoir une pathologie indolente, ne nécessitant pas de traitement

pendant de nombreuses années.

Cette grande variabilité clinique de la LLC est le reflet de son hétérogénéité
moléculaire. La pathogénie de la LLC est en effet trés complexe, multifactorielle et
encore imparfaitement connue a ce jour (résumé simplifi¢ en Figure 11 en fin de

chapitre).

Les progres scientifiques apportent régulierement de nouvelles pistes

physiopathologiques pouvant étre la cible de thérapeutiques ciblées a I'avenir.

Toutefois, a ce jour des incertitudes persistent encore, notamment concernant
I'origine cellulaire exacte des cellules de LLC, de méme que les antigénes impliqués

dans la sélection de ces cellules.

A) ORIGINE CELLULAIRE DES LB TUMORAUX

Au fil des progrés scientifiques, différents types cellulaires ont été évoqués
comme pouvant étre a [lorigine des LB de LLC, dont le phénotype
CD19*CD5*CD23*slg'o¥ differe clairement de I'ensemble des sous-population

lymphocytaires B normales.

Chez les patients atteints de LLC, les génes codant pour la région variable de
la chaine lourde de I'l|g membranaire (IGHVs) sont non mutés dans approximativement
50 % des cas (LLC-NM).

Les patients avec LLC-NM présentent classiquement une évolution plus

agressive comparativement aux patients LLC avec mutation des IGHVs (LLC-M). Ceci

39



suggere que les deux groupes de LB de LLC, mutés ou non mutés, proviennent de
populations cellulaires distinctes et/ou avec des profils de différenciation et de

sélection antigéniques différentes.

D’autre part, les profils d’expression génique de ces deux groupes de LLC se

sont révélés similaires, arguant pour une origine cellulaire unique.

(1) LES LB « MEMOIRES »

Les études initiales des profils d’expression géniques montraient que les LLC-
M et les LLC-UM étaient similaires aux LB mémoires (LBm) CD27*, suggérant que les
deux groupes de LLC dérivaient de LB ayant reconnu un ou plusieurs antigénes

communs (Klein et al., 2001).

Les LLC-M pourraient ainsi étre similaires a des LBm « classiques », générés
suite a la rencontre avec leur(s) antigene(s) soit dans les centres germinatifs (CG) soit
en dehors, puisque des LBm non switchés IgM*IgD*CD27* peuvent étre post-CG
(Seifert and Kuppers, 2009).

Une hypothése concernant les LLC-NM serait des « LBm-like » qui, durant leur
maturation, n’auraient pas subi de réarrangement de leur BCR malgré une stimulation

antigénique répétée (Chiorazzi and Ferrarini, 2010).

La stéréotypie récurrente du répertoire du BCR dans la LLC est aussi en faveur

de I'hypothése d’une sélection antigénique commune (Murray et al., 2008).

(2) LES LB DE LA ZONE MARGINALE

Afin de concilier les hypothéses d’une origine cellulaire unique ou de deux
populations différentes, un modéle a été proposé dans lequel les LLC-M et les LCC-

NM dérivaient des LB de la zone marginale (ZM).
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En effet, ces derniers sont capables de répondre a la fois aux antigénes T-

dépendant et T-indépendants, et peuvent exprimer un BCR muté ou non.

Toutefois, le principal argument contre cette hypothése est que le phénotype de
ces cellules (IgM"9"CD5-CD23") est différent de celui de la LLC (IgM°"CD5*CD23"),
bien que CD5 et CD23 puissent étre secondairement exprimés suite a une stimulation

antigénique (voir pour revue Chiorazzi and Ferrarini, 2010).

(3) LES LB CD5" OU LB1A HUMAINS

Chez 'Homme, une sous population de LB, les LB1, a été assez récemment
identifiée. Elle comporte les LB1a (CD5%) etles LB1b (CD%"). Les LB1a se développent
en premier, quasi-exclusivement au cours de la période néonatale, puis persistent a
de faibles taux uniquement par auto-renouvélement périphérique. Ces cellules
produisent la majorité des auto-IgM sériques naturelles polys spécifiques et participent

a 'immunité innée.

Les LB1b ne different des LB1a que de par leur absence d’expression du CD5,
leur recrutement dans la protection contre certains parasites et bactéries et de par la
possibilité substantielle de renouvellement médullaire en addition a leur

autorenouvélement périphérique.

Les LB2 apparaissent plus tardivement, a la fin de la période néonatale, et
représentent la population nettement majoritaire de LB se développant dans la MO

adulte (Herzenberg and Tung, 2006).

Les LB1 sont d’un intérét particulier car initialement, I'origine cellulaire de la LLC
était supposée étre les LB matures CD5™" du fait de leur expression invariable du CD5,
de leur tendance spontanée a proliférer de fagon oligoclonale chez la souris, de leur
capacité d’autorenouvélement et de leur production spontanée d’anticorps auto
réactifs (Zenz et al., 2010).

Les arguments en défaveur de cette hypothése étaient que prés de 50 % des

LLC ont des IGHVs mutées alors que les LB CD5", étant pré-CG, ne sont pas mutées
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(Fischer et al., 1997), et que le marqueur CD5 n’est pas stable, pouvant étre induit

suite a I'activation des LB (Zupo et al., 1994).

Toutefois, des données plus récentes ont apporté de nouveaux arguments forts
en faveur des LB CD5" comme population originelle de la LLC. Chez 'Homme, les LB
matures CD5" sont CD20*CD27*CD43*CD70 et partagent les trois fonctions
fondamentales des LB1 murins : la sécrétion spontanée d’IgM, la capacité de stimuler
les LT et une signalisation intracellulaire constitutive a I'état basal (tonic signaling)
(Griffin et al., 2011). Ces LB1a humains sont fortement similaires aux LB LLC car ces
deux populations sont CD5*CD20*CD27*CD43*CD70-, expriment ZAP-70 et ont un
statut IGHV non muté (Griffin et al., 2011). De plus, une étude transcriptomique a
comparé les LB de LLC a des LB de patients sains de type matures naifs, ZM
splénique, CD5" matures, switchés et mémoires non switchés (IgM*) (Seifert et al.,
2012). La résultante était que les LB LLC ont un profil d’expression génique trés
similaire a celui des LB CD5*. Ces mémes auteurs ont aussi défini une nouvelle sous
population distincte de LBm CD27*CD5" présentant des mutations somatiques post-
CG (attestées par des mutations de BCL6 (Pasqualucci et al., 1998)).

Au final, les analyses mutationnelles des IGHVs ont montré que les LLC-NM
dérivaient des LB matures CD5*CD27- non mutés alors que les LLC-M dérivaient des
LB CD5*CD27" post-CG avec mutation de leur IGHVs (Seifert et al., 2012).

(4) LES CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES

La LLC est actuellement toujours classée comme une hémopathie des cellules
B matures (Hallek et al., 2008; Swerdlow et al., 2016). Toutefois, des données récentes
de xénogreffes ou des cellules souches hématopoiétiques (CSH) CD34*CD38"
médullaires purifiés issus de patients atteints de LLC (CSH-LLC) ont été transplantés
chez des souris immunodéficientes, semblent suggérer que les CSH pourraient étre
des réservoirs de cellules précancéreuses impliquées dans le développement de la
LLC (Kikushige et al., 2011).
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En effet, comme pour ce qui est observé chez les patients atteints de LLC, il a
été observé chez ces souris une proportion de proB significativement plus importante
comparativement aux souris transplantées avec des CSH de donneurs sains. De plus,
les CSH-LLC produisaient significativement plus de LB périphériques comportant des
LB CD5* en quantité importante, suggérant que leur développement était switché vers

un profil lymphoide.

Enfin, ces LB matures présentaient des réarrangements mono ou oligoclonaux
de leurs IGHVs. Ces réarrangements étaient différents de celui du clone de LLC initial
correspondant, probablement en lien avec la sélection par des (auto)antigénes

différents entre ’'Homme et la souris.

B) LA MBL PRECURSEUR DE LA LLC ?

Une MBL de phénotype LLC est identifiée dans 13,5 % des apparentés aux 1°"
degré de patients LLC, contre 3,5 % dans la population générale appariée par age
(Rawstron et al., 2002).

La MBL, outre le fait de partager le méme phénotype que la LLC, présente
parfois des anomalies chromosomiques similaires suggérant que la MBL
représenterait une forme précoce de LLC, ou un stade pré-LLC pouvant évoluer en

cette derniére.

Toutefois, seul environ 1 % par an des patients avec MBL développeront une
LLC ou un lymphome, des modifications génétiques et épigénétiques additionnelles
étant nécessaires pour que la MBL devienne une LLC (Rawstron et al., 2008).
Inversement, la quasi-totalité des patients avec LLC présentent préalablement une
MBL (Landgren et al., 2009; (Zhang and Kipps, 2014a).
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C) STEREOTYPIE DU BCR ET SELECTION(S) ANTIGENIQUE(S)

L'immunité adaptative B nécessite la génération de LB extrémement variés,
chaque clone exprimant un type de BCR a sa surface, capable de reconnaitre
spécifiquement un Ag donné. La probabilité que deux clones B indépendants
expriment exactement le méme BCR est extrémement faible (< 10-'?). Cependant,
dans la LLC, les LB isolés a partir de différents patients expriment trés souvent un
BCR trés similaire voire identique. On parle alors de stéréotypie du BCR, qui est
caractérisée par l'utilisation des mémes segments de génes codant pour les régions
variables des chaines lourdes et Iégeres de I'lg de surface, ainsi qu’'une homologie de
séquence de la CDR3 (complementary-determining region-3) de la chaine lourde
(HCDR3) (Messmer, 2004).

Chez 'Homme (ainsi que chez la souris), les différents VH dérivent tous de trois
genes précurseurs distincts et sont ainsi regroupés en trois classes selon leur origine
phylogénétique (Kirkham et al., 1992). A ce jour, les différentes stéréotypies sont
classées en sous-groupes, basés sur les critéres suivants : i) utilisation des mémes
séquences germinales des génes V/D/J ; i) utilisation du méme cadre de lecture pour
HCDR3 ; iii) méme longueur de HCDR3 et iv) homologie d’acides aminés = 50 % et
= 70 % de similitudes de leurs propriétés physico-chimiques (Agathangelidis et al.,
2012). Selon cette classification, I'analyse de plus de 7 500 séquences d’IGHV
provenant de patients LLC a montré une stéréotypie du BCR dans environ 30 % de
ces séquences, les 70 % restant comprenant les cas sans ou avec une faible similarité
du BCR. De plus, parmi les BCR stéréotypés, 100 sous-groupes ont été identifiés,
chacun défini par un motif HCDR3 unique dont 19 considérés comme majeurs. Ces
derniers représentaient 41 % de 'ensemble des cas de stéréotypie et 12,4 % de toutes
les LLC analysées, ce qui signifie factuellement que 1 patient sur 8 exprime la méme

HCDR3, comparativement a la probabilité de 10-12 dans la population générale.

D’autre part, outre cette utilisation préférentielle de certains IGHVs dans la LLC,
la fréquence des hypermutations somatiques n’est pas uniforme selon les IGHVs, avec
notamment IGHV1-69 présentant peu ou pas de mutations, a la différence des IGHV3-
7, IGHV3-23 et IGHV4-34 par exemple (Fais et al., 1998). Cette restriction marquée

dans le répertoire génétique de I'lg de surface dans les cas de LLC, pourtant sans lien
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de parenté et géographiquement distincts, n’est pas observée dans d’autre
hémopathies B. Ceci suggere le réle d’'un nombre limité d’antigénes dans la sélection
des LB LLC. Ceux-ci peuvent étre des Ag du soi, exprimés par les cellules en
apoptose, dont les protéines du cytosquelette et plus spécifiquement la myosine (Chu
et al., 2008; Lanemo Myhrinder et al., 2008), ou encore la fraction constante des IgG
(FclgG) conférant alors au BCR une activité facteur rhumatoide (IGHV4-59/IGKV3-20)
(Kostareli et al., 2012). D’autres BCR avec d’autres stéréotypies vont différemment
reconnaitre des Ag microbiens (Landgren et al., 2007), viraux (Steininger et al., 2012),

ou encore parasitaires (Hoogeboom et al., 2013).

D) SIGNALISATION MEDIEE PAR LE BCR

De maniére générale, les interactions Ag-BCR activent différentes voies de
signalisation intracellulaires et facteurs de transcription déterminant la prolifération et

la différentiation des LB.

Schématiquement, dans les LB normaux, la signalisation via le BCR intervient
via différentes voies, notamment a travers la PLC-y2, la PI3K et la BTK (Bruton tyrosine
kinase). L’activation du BCR permet le recrutement des protéines kinases FYN et LYN
de la famille SRC, qui vont ensuite phosphoryler les ITAMs des protéines accessoires
CD79a et CD79b du complexe du BCR. Ceci permettra alors la fixation et I'activation
d’'une autre protéine kinase SYK, qui a son tour phosphorylera et activera la protéine
d’échafaudage BLNK (B-cell linker protein) qui elle-méme recrutera BTK et PLC-y2 via
ses domaines d’homologie SH2. Une fois le complexe SYK/BTK/BLNK/ PLC-y2 formé,
PLC-y2 va étre phosphorylée par BTK et SYK et cliver ensuite les phospholipides

inositols membranaires PIP2 en IP3 (inositol triphosphate) et en DAG (diacylglycerol).

IP3 va entrainer un influx calcique intracellulaire provenant du réticulum
endoplasmique et du compartiment extra cellulaire. Ceci va permettre I'activation de
diverses enzymes calcium dépendantes, dont la phosphatase calcineurine qui, a son

tour va activer et permettre la translocation nucléaire du facteur de transcription NFAT
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DAG va, en association avec le calcium intracellulaire, activer la PKC (protéine
kinase C), qui va notamment a son tour activer et permettre la translocation nucléaire

du facteur de transcription NF-kB

Suite a l'activation du BCR, la sous unité p85 de la PI3K est recrutée a la
membrane ou elle s’associe a LYN et FYN. De plus, LYN phosphoryle CD19
permettant sa liaison a p85 et d’activer I'autre sous unité p1105. La PI3K compléte va
alors phosphoryler PIP2 en PIP3 permettant d’activer a son tour la voie AKT/mTOR

aboutissant in fine a I'activation de NF-kB.

Enfin, une autre voie majeure est initiée par les GEFs (guanine-nucleotide
exchange factors) qui, suite a l'activation du BCR vont étre recrutées aux complexes
et vont activer les membres de la superfamille des GFTPases RAS. Ces derniers vont
en retour déclencher I'activation de la cascade des MAPK/ERK, migrant dans le noyau

et activant FOS, un des composant du facteur de transcription de AP-1.

En condition physiologiques, une hyperactivation du BCR est contrélée par

divers régulateurs négatifs du BCR, tels que SHIP, inhibant notamment PI3K et SYK.

Dans la LLC, la signalisation médiée par le BCR joue un rdle crucial dans sa
pathogénie (Figure 7. A) et est partiellement différente de celle dans les LB normaux,
caractérisée notamment par une faible expression d’lg de surface ainsi que du CD79b,
mais une augmentation de I'expression des kinases de la famille SRC et de l'activité
de la PI3K (Tableau 3).

ZAP-70 est un protéine kinase jouant un réle crucial dans la signalisation du
BCR dans la LLC. Son expression (normalement restreinte aux LT et NK) est corrélée
au statut non muté des IGHVs et s’observe dans environ 50 % des cas de LLC, les
LLC-NM (Rosenwald et al., 2001). Cette expression confére a la maladie un pronostic
défavorable en termes de survie globale, de temps sans progression et sans
traitements (Crespo et al., 2003; Rassenti et al., 2004). Son réle dans la signalisation
du BCR est complexe mais cruciale dans la pathogénie de la maladie et dans

I'explication du différentiel d’évolution entre les LLC-M et les LLC-NM.
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Tableau 3. Signalisation du BCR dans les LB LLC comparativement aux LB normaux (Woyach et
al., 2012).

Characteristic CLL cells

slg expression Low

CD79b expression Low
Response to antigen stimulation Variable
Syk/Lyn/Btk expression Elevated

PI3K p1103 expression Normal

PI3K kinase activity Elevated
Calcium flux Variable/generally low

Les études in vitro sur les LB LLC ZAP-70" ont montré une augmentation de la
signalisation intracellulaire médiée suite a l'activation du BCR. En effet, dans ces
cellules, la phosphorylation de SYK (Tyr 72), de BLNK, de la PLC-y de méme que le
flux calcique intracellulaire, étaient augmentés comparativement aux LB LLC ZAP-70"
(Chen et al., 2002). De plus, l'introduction de ZAP-70 dans les LB LLC par vecteur viral
(adénovirus) résulte en une activation plus importante des voies de signalisation du
BCR (SYK, BLNK, PLC- y) (Chen, 2005).

Cependant, la fagcon dont ZAP-70 influence la signalisation du BCR reste
incertaine. ZAP-70 a une activité kinase intrinseque 100 fois plus faible que SYK in
vitro (Latour et al., 1996) et est exprimé a un niveau plus faible que SYK dans la
majorité des LLC ZAP™ (Laurenti et al., 2005). De plus, des LB LLC ZAP-70 transfectés
avec un variant muté de ZAP-70 ne possédant plus d’activité kinase présentaient,
apres stimulation du BCR, des niveaux de phosphorylation des voies d’aval du BCR
et un flux calcique identiques aux LB CLL ZAP-70", et supérieur aux LB CLL ZAP-70"
. Cette réponse était par contre inhibée dans le cas de la délétion d’un des 2 domaines
SH2 (Chen et al., 2008).

D’autre part, a la différence des LT, la stimulation du BCR dans les LB CLL
ZAP* n'induit pas de phosphorylation des résidus Tyr 319 et Tyr 493, impliqués dans
I'activité catalytique de ZAP (Gobessi et al., 2007).
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Enfin, la phosphorylation conservée de ZAP-70 en Tyr 292, suite a I'activation
du BCR, pourrait entrainer une compétition avec p72Syk pour sa liaison a c-Cbl, et

ainsi empécher la dégradation de SYK par le protéasome (Gobessi et al., 2007).

Toutefois, la mutation du site de liaison de ZAP-70 a c-Cbl n’altérait pas
'augmentation du signal médié par le BCR dans les LB LLC transfectés (Chen et al.,
2008).

Au final, la fonctionnalité de ZAP-70 dans les LB LLC reste peu claire mais
semble tres différente de celle dans les LT. Ainsi, 'augmentation du signal médié par
le BCR dans les LB LLC ZAP-70" est indépendante de 'activité kinase catalytique de
ZAP-70 et de sa liaison a c-Cbl, mais nécessite la fonctionnalité des 2 domaines SH2
pour le recrutement des molécules de la voie de signalisation du BCR. ZAP-70 semble
donc étre plutét une molécule adaptatrice qui entraine une signalisation chronique et
accrue du BCR dans les LB tumoraux et favorise la prolifération clonale, participant

ainsi au pronostic défavorable des LLC-NM.

Les LB LLC stimulés via leur BCR sont capables d’hyper sécréter les
chémokines CCL3 et CCL4, permettant notamment le recrutement dans le
microenvironnement de divers composant cellulaires et notamment les LT régulateurs,
et favorisant ainsi leur survie et la croissance tumorale via des phénoménes de

tolérisation locaux (Zhang and Kipps, 2014a).

CD38, un autre marqueur phénotypique pronostique péjoratif de la LLC, en se
liant a CD31, présent a la surface de nombreux types cellulaires du
microenvironnement, est capable d’activer ZAP-70 et les voies des MAPK/ERK et
d’augmenter ainsi indirectement la signalisation du BCR et la prolifération des LB LLC
(Zhang and Kipps, 2014a).

CD44, le récepteur a I'acide hyaluronique, est aussi exprimé a la surface des
LB LLC. Il a été récemment été identifié un complexe multiprotéique impliquant CD38,
ZAP-70, CD49d, CD44 et MMP-9 dans les LLC ZAP-70", suggérant le réle indirect de
CD44 dans I'hyperactivation du BCR et pourrait aussi faciliter I'invasion, la migration

et le homing de ces cellules (Zhang and Kipps, 2014a).
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Les études d’expression géniques des LB LLC ont montré que, en paralléle de
la signalisation via le BCR, les TLRs (Toll-like receptors), suite a leur stimulation par
divers stimuli exogénes, sont aussi capables d’amplifier la voie NF-kB, déja
constitutionnellement activée dans la LLC et contribuer a la survie et la prolifération
clonale (Herishanu et al., 2011). Ceci a été renforcé par les données d’'un modele
murin de LLC KO pour TIRS8, un récepteur inhibiteur des TLRs, chez lequel a été
constaté une progression de la LLC aprés stimulation par des agonistes des TLRs
(Bertilaccio et al., 2011).

Les analyses fonctionnelles ont démontré que I'activation des TLRs dans laLLC
entraine principalement : i) une hyperactivation via I'expression forte des molécules de
costimulation CD25 et/ou CD86 ii) une prolifération cellulaire accrue via I'hyper
expression des miARN221/222 (micro-Acide ribonucléique), qui vont bloquer 'action
de la protéine inhibitrice d’entrée en cycle cellulaire p27 ; et iii) une chimiorésistance
via I'expression de mi155-3p et de lymphotoxine-a. Toutefois, les réponses aux
stimulations des TLRs sont trés hétérogenes selon les types de LLC, notamment entre
les LLC-M et les LLC-NM, ces derniéres présentant principalement une évolution
proliférative et anti-apoptotique, avec des effets opposés pour les LLC-NM, sans
différence pour les niveaux d’expression des TLRs a la surface cellulaire entre ces

deux groupes (voir pour revue Ntoufa et al., 2016).

Récemment, I'expression de ZAP-70 a été proposée comme le mécanisme
permettant d’expliquer, du moins en partie, cette dichotomie de réponse aux stimuli
des TLRs et notamment au CpG. En effet, I'expression de ZAP-70 et sa
phosphorylation sont associées a une prolifération accrue et a un effet anti-apoptotique
sous stimulation par CpG, avec méme un effet discriminant supérieur a celui du statut
mutationnel. Ces effets sont liés a 'inhibition de la protéine pro-apoptotique Bim dans
les LB LLC ZAP-70%, ainsi qu’a l'activation compléte de SYK (phosphorylation des
domaines SH2 et du domaine kinase) par ZAP-70 entrainant la sécrétion d’'une IgM
soluble agissant de maniere autocrine en stimulant continuellement le BCR (Figure 7.
B).

La encore, ZAP-70 semble jouer un rdle de protéine adaptatrice, mais en
permettant cette fois-ci un lien mécanistique entre I'immunité innée (TLRs) et

adaptative (BCR), impliqués dans la pathogénie de la LLC (Wagner et al., 2016).
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Figure 7. Représentation schématique de la signalisation dans la LLC (Zhang and Kipps, 2014, Wagner et al., 2016).

A) Signalisation médiée par le BCR et interactions avec les voies médiées par les autres récepteurs membranaires
B) Modeéle proposé pour l'interaction entre la signalisation médiée par TLR9 et celle du BCR dans la LLC ZAP-70*.

GSK, glycogen synthase kinase; HA, hyaluronic acid; IKK, inhibitor of kB kinase; IP3, inositol triphosphate; PAMP, pathogen-associated molecular pattern;
PIP3, phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate; PLC, phospholipase C; SHIP, SH2-containing inositol phosphatase; VCAM, vascular cell adhesion molecule
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E) MICROENVIRONNEMENT

Le microenvironnement est important dans les pathologies cancéreuses en
général, en fournissant aux cellules tumorales des sites (niches) privilégiés ou celles-
ci peuvent plus facilement échapper au systéme immunitaire et recevoir des signaux
de survie et de prolifération. Le microenvironnement semble particulierement riche et
son role crucial dans le développement de la LLC, ou la moelle osseuse (MO) et les
organes lymphoides secondaires (OLS) constituent les sites privilégiés des LB

tumoraux.

Les principaux éléments du microenvironnement dans la LLC sont les « nurse-
like cells » (NLC), provenant de la différentiation de monocytes en présence de LB
LLC, les cellules stromales mésenchymateuses et les LT (Figure 8) (voir pour revue
Choi et al., 2016).

Ces éléments, et particulierement les NLC, sécrétent diverses chimiokines qui,
en se fixant sur leurs récepteurs spécifiques fortement exprimés a la surface des LB
LLC dans le sang périphérique (notamment CXCR4 et CXCRS5), vont entrainer le
recrutement de ces cellules au sein du microenvironnement de la MO et des OLS. En
retour, les LB leucémiques vont secréter des chimiokines telles que CCL3, CCL4,
CLL17, CCL22, IL-4, et IL-8 permettant de recruter au sein du microenvironnement
des monocytes ou d’autres lymphocytes. Le réle des intégrines, et particulierement de
la sous unité CD49d, surexprimée a la surface des LB LLC, joue un rdle crucial dans

'adhésion et le franchissement de la barrieére endothéliale.

Le microenvironnement est capable d’activer diverses voies de signalisation
intracellulaires, complémentaires de celles médiées par le BCR, favorisant in situ la
survie, la prolifération et la différentiation cellulaire. Ainsi, par la sécrétion de BAFF (B-
cell activating factor) et APRIL (A proliferatiion-inducing factor), les NLC induisent des
signaux de survie aux LB LLC via leurs fixation aux récepteurs TACI (transmembrane
activator and CAML interactor), BAFF-R et BCMA, en entrainant I'expression des
genes anti-apoptotiques BCL2, SURVIVIN, BCL2A1 et XIAP. Les NLC, via la sécrétion
de HMGB1 (high mobility group box 1) et sa fixation sur le récepteur RAGE-TLR9
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(receptor for advanced glycation end-product - toll like receptor 9) sont aussi capables
d’induire la différentiation des LB LLC. L’expression de CD31 par les NLC représente
un ligand pour les LB LLC CD38* menant a la phosphorylation de ZAP-70 et a un
hypersignal du BCR.

Le role des cellules stromales mésenchymateuses est similaire a celui des NLC,
de par leur sécrétion constitutive de facteurs chimio-attractants, ou encore
d’interactions directes cellule-cellule induisant notamment I'expression de CD38 et de
ZAP-70 impliqués dans la survie et la prolifération tumorale. Dans la MO, ces cellules
peuvent sécréter Wtntba qui, en se fixant sur ROR1 (receptor tyrosine kinase-like
orphan receptor 1) a la surface des LB leucémiques, va favoriser la survie de ces

cellules.

Les LT participent a la stimulation les LB LLC via l'interaction CD40/CD40L.
Dans les centres prolifératifs, les LT CD4* activés sont colocalisés avec les LB LLC
CD38*Ki67* suggérant que cette sous population de LT favorise I'expansion du clone
tumoral au sein du microenvironnement (Patten et al., 2008). D’autre part, cette
interaction chronique induit spécifiqguement I'expression des marqueurs CD244,
CD160, et PD1 ainsi que de BLIMP1, entrainant une réduction de leur cytotoxicité, de
la synthése de granzyme, de leur migration mais aussi une altération de la synapse
immunologique. Des phénoménes de tolérance locaux interviennent aussi dans le
microenvironnement de la LLC avec I'expression précoce de CTLA-4 par ces LT et
I'augmentation du nombre de LT régulateurs CD4*CD25"I"CTLA-4*.
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D’autres types cellulaires impliqués dans le microenvironnement de la LLC ont
été plus récemment caractérisés : i) les cellules NK qui présentent une inhibition de
leur activité cytotoxique par les LB LLC, associée a un pronostic plus défavorable de
la LLC ; ii) les cellules suppressives dérivées de la lignée myéloide (MDSC) en
présence de LB LLC qui sont capables d’inhiber les fonctions LT du
microenvironnement et d’'induire la différentiation en LT régulateurs et iii) les cellules
dendritiques folliculaires qui, via leur interaction avec CD44, sont capables d’induire
I'expression de protéines anti-apoptotiques et participent a la formation du complexe
multiprotéique CD44/CD38/ZAP-70/CD49d/MMP-9 facilitant la transmission de

signaux de survie provenant du microenvironnement (Redondo-Mufioz et al., 2010).

BMSC

NLC

Figure 8. Modalités d’interaction entre les LB LLC et le microenvironnement (Choi et al., 2016).
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F)  ANOMALIES GENETIQUES

Les techniques de FISH (fluorescence in situ hybridization) plus récemment de
séquencage haut débit par NGS (next generation sequencing) ont permis
respectivement la mise en évidence de diverses aberrations chromosomiques et de
mutations géniques dans la LLC, impliquées dans la pathogénie de la LLC et

représentant des facteurs pronostiques trés importants a ce jour.

(1)  ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES

La délétion 13q14 représente le plus fréquente des anomalies cytogénétiques
isolée de la LLC, observée dans environ 55 % des cas (Hallek, 2017). Elle est associée
a une forme bénigne de la maladie (Hallek, 2017). Cette délétion est associée a
'absence de synthése des miARNs 15a et 16-1 dont les génes sont précisément
localisés dans la région 13g14 (Calin et al., 2005). Des modéles murins KO out pour
ces miARNs ont développé des lymphoproliférations B parfois malignes, suggérant

leur réle dans le développement de la LLC (Klein et al., 2010).

Les délétions 11q sont observée dans 10 % des cas de LLC aux stades
précoces et comportent fréequemment la délétion 11923 qui inclue le géne ATM (ataxia
telangiectasia-mutated) codant pour la protéine kinase correspondante impliquée la
réparation des cassures double-brins de I'acide désoxyribonucléique (ADN) (Hallek,
2017). ATM active les points de contréle du cycle cellulaire, induit 'apoptose en
réponse aux cassures de ’ADN, et agit directement au niveau des cassures doubles
brins en maintenant les extrémités au sein de complexes de réparation. Son déficit est
associé a la survenue de la maladie orpheline Ataxie-télangiectasie qui, outre le déficit
immunitaire sévere et I'ataxie cérébelleuse progressive qu’elle entraine, est
caractérisée par une instabilité génomique avec sensibilité aux radiations et une
prédisposition aux cancers notamment aux hémopathies lymphoides (Lavin, 2008).
Dans la LLC, sa délétion est associée a des adénopathies massives, une progression

plus rapide de la LL et une réduction de la survie globale (Déhner et al., 1997)
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La trisomie 12 est observé dans 10-20 % des LLC mais sa physiopathologie
reste peu connue a ce jour (Hallek, 2017). Bien que sa présence semble conférer une
durée d'’initiation de traitement plus courte, ces patients ont une bonne sensibilité aux
traitements et une survie globale comparable aux patients sans anomalies

caryotypiques (Hallek et al., 2010).

Enfin, la délétions 17p13, observée dans 5-8 % des LLC, implique le géne
suppresseur de tumeur TP53 (codant pour la protéine p53) et est associée dans plus
de 80 % des cas a une mutation de ce géne sur l'allele restante (Hallek, 2017). Ces
patients présentent principalement une chimiorésistance marquée et des rechutes

précoces (Zenz et al., 2010b).

(2) MUTATIONS GENIQUES

Outre les anomalies chromosomiques détaillées précédemment, les techniques
de NGS ont permis I'identification de 44 genes porteurs de mutations, impliqués dans
la synthése et I'export des ARN, l'activité de MYC, la signalisation des MAPK et la
réparation des dommages de 'ADN (Landau et al., 2015). Les principales mutations

sont détaillées ci-dessous.

Les mutations de TP53, observées dans 4-37 % des LLC, sont principalement
de type faux sens (70 %), suivies par les micro-délétions/insertions (20 %) et les
mutations non-sens (4 %). La protéine p53 joue un réle essentiel dans l'induction de
I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire en réponse aux lésions de '’ADN. Ces anomalies
constituent des facteurs indépendants de mauvais pronostic avec une réduction de la
survie globale et une moindre réponse aux chimiothérapies (Zenz and Stilgenbauer,
2009; Zenz et al., 2010b).

Les mutations activatrices de NOTCH1, qui code pour un facteur de
transcription régulant la croissance cellulaire, conférent aux LB LLC une résistance
accrue aux signaux pro-apoptotiques (Rosati et al., 2009). Elles sont observées dans
4-10 % des LLC au diagnostic et jusqu’a 30 % des LLC en rechute ou réfractaires.

Leur présence est associée au statut non muté des IGHV, a I'expression de ZAP-
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70/CD38 et sont un facteur de risque indépendant de réduction de la survie globale et
du temps de progression de la LLC (Oscier et al., 2013). De plus, ces patients
répondent moins bien aux anti-CD20, du moins partiellement en lien avec sa
dysrégulation épigénétique médiée par les mutations NOTCH1 (Pozzo et al., 2016;
Stilgenbauer et al., 2014).

Les mutations inactivatrices du géne BIRC3 s’observent dans moins de 5 % des
LLC et entrainent une activation constitutive de la voie alternative de NF-kB. Ce géne
est en interrelation étroite avec ATM dans la physiopathologie et le pronostic de la LLC
du fait de leur écholocalisation avec ATM sur le bras long du chromosome 11. Le
pronostic de ces patients semble similaire a celui de ceux avec mutations de TP53
(Rossi et al., 2012a) mais les interactions et rdles pronostiques respectifs des

mutations BIRC3 et ATM nécessitent d’étre précisés par des études complémentaires.

Les mutations de SF3B17 ont quant a elle été rapportées dans 9 % des cas de
LLC. Ce géne code pour une sous unité protéique du splicéosome impliquant dans
I'épissage des genes contrblant le cycle cellulaire et 'apoptose. Les patients porteurs
de ces mutations présentent une moins bonne sensibilité aux traitements, une
progression plus rapide de leur LLC et une survie globale réduite (Quesada et al.,
2011).

(3) EPIGENETIQUE

En association aux altérations génétiques, les modifications épigénétiques
contribuent a la pathogénie de la LLC. Elles incluent les modifications des histones,
les altérations de méthylation de I'ADN, et les miARN, agissant le plus souvent de
maniére combinée sur les éléments régulateurs (activateurs ou inhibiteurs) de

I'expression génique (promoteurs, enhanceurs, etc...).

Une hypométhylation globale de différents éléments régulateurs de I'’ADN est
associée a une forte activation de ces derniers et a la carcinogénése en général, de
par I'hyper expression d’oncogénes, l'inhibition de génes suppresseurs de tumeur ou

encore par instabilité de la chromatine (Madakashira and Sadler, 2017).
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Dans la LLC, les niveaux d’expression de ZAP-70 sont corrélés au degré de
méthylation de ilots CpG spécifiques du géne (Claus et al., 2014). Les profils de
méthylation sont toutefois trés hétérogenes selon les patients, et le degré
d’hétérogénéité est corrélé au statut mutationnel des IGHVs et a une valeur
pronostique indépendante (Landau et al., 2014). De plus, I'évolution de la méthylation
de 'ADN au cours du temps chez les patients LLC est associée a un haut degré
d’hétérogénéité de méthylation dés les stades précoces, ainsi qu’a la présence de

mutations génétiques dans les sous clones tumoraux (Oakes et al., 2014).

Une forte hétérogénéité de méthylation localisée favorise le développement de
sous clones tumoraux avec des profils génétiques différents, d’autant plus que ces
désordres de méthylation sont préférentiellement observés dans les cellules souches.
Ainsi, I'hétérogénéité de méthylation dans la LLC peut, en association avec les
altérations chromosomiques et les mutations génétiques, contribuer a I'évolution

clonale.

Les miARNs sont de petits brins d’ARN non codants de 18-23 nucléotides qui
ont la capacité de moduler I'expression de genes en se liant aux régions 3’ non
traduites des ARN messagers (mARNSs) cibles, inhibant ainsi leur traduction ou

favorisant leur dégradation.

De nombreux miARNSs différents ont été décrits dans la LLC, ciblant différents
genes impliqués dans sa pathogénie tels que ZAP-70, BCL-2, TP53, NF-kB, ou
PI3K/AKT (Figure 9) (voir pour revue (Mirzaei et al., 2018).

Un étude récente in vitro a aussi montré une interaction entre miARN, ZAP-70
et microenvironnement, ce dernier pouvant induire une hyper-expression du miARN-
21 via la signalisation de MAPK et STAT3 médiée par ZAP-70 dans les LB LLC,
entrainant une inhibition de différents génes suppresseurs et une survie de ces cellules
(Carabia et al., 2017).
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Les miARNSs pourraient étre utilisés dans un futur proche en pratique clinique
comme biomarqueurs pronostiques alternatifs car leurs niveaux d’expression est
corrélé aux marqueurs pronostiques classiques tels que I'expression de ZAP-70 ou le
statut mutationnel des IGHVs (Calin et al., 2005)
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Figure 9. Cibles moléculaires et conséquences des principaux miARNs dans la LLC (Mirzaei et
al., 2018)

(4) EVOLUTION CLONALE

La quasi-totalité des LLC sont précédées d'une MBL comportant peu
d’altérations génétiques comparativement aux clones de LLC. Ceci suggére que
I'évolution clonale de la MBL vers LLC s’accompagne d’'une accumulation progressive

d’altérations génétiques (Puente et al., 2015).

Les séquengages d’exomes de LLC ont récemment montré une grande
hétérogénéité intra clonale avec la présence de multiples sous populations clonales

génétiquement différentes et différant aussi de par leur évolution au fil de la maladie.

Ainsi, les variations du nombre de copies, telles que del13q, del11q ou la
trisomie 12, sont considérées comme des événements clonaux précoces, intervenant
dans la transformation néoplasique et 'expansion clonale, alors que les mutations de

ATM, BIRC3 ou TP53 correspondent a des événements génétiques sous-clonaux plus
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tardifs ou « second hit » (Landau et al., 2013, 2015). De plus, la présence de différents
sous clones avec mutations clonales est un facteur prédictif indépendant de mauvais

pronostique de la LLC (Landau et al., 2013).

La diversification clonale peut résulter d’effets synergiques de troubles de la
méthylation de 'ADN et d’altérations génétiques, associés a des pressions micro-

environnementales et/ou thérapeutiques.

Une forte diversité clonale peut entrainer 'émergence de sous clones entrant
en compétition avec le clone prédominant et étre responsable d’'une forme plus

agressive/chimio-résistante (Figure 10) (Guieze and Wu, 2015).

Ainsi, il est crucial d’identifier au diagnostic les profils de méthylation et la
présence de mutations responsables de progression clonale et/ou de résistances aux

traitements dans les sous clones de LLC.

Toutefois, il existe une compétition évolutive entre les divers clones, chacun
porteur de mutations génétiques différentes, des mutations dans le méme géne
pouvant étre sélectionnées chez un patient et contre sélectionnée chez un autre,
rendant difficile I'estimation pronostique de chaque mutation. La seule exception
concerne les clones porteurs des mutations de TP53 dont le nombre augmente

constamment lors des récidive de la LLC (Landau et al., 2013; Ojha et al., 2015).
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Figure 10. Evolution clonale dans la LLC (Guiéze and Wu, 2015).

La diversification clonale peut résulter d’effets synergiques des troubles de la méthylation de 'ADN et
de mutations génétiques acquises (gauche). La sélection clonale, liée a une pression
microenvironementale et/ou thérapeutique conditionne la composition sous clonale, variant d'un
équilibre a une compétition entre les différents sous clones, cette derniére situation étant associée a
une évolution péjorative de la LLC (droite). PDR, proportion of discordant reads = nombre de CpGs
discordants/nombre total de CpGs d’un ensemble consensus de 63 443 (Landau et al., 2013).
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Figure 11. Modéle pour le développement de la LLC (Zhang and Kipps, 2014).
HSC : hematopoietic stem cells ; CLL HSC : chronic lymphocytic leukemia-like hematopoietic stem cells ; MBL : monoclonal B lymphocytosis ; U-CLL : unmutated
chronic lymphocytic leukemia ; M-CLL : mutated chronic lymphocytic leukemia ; Ag : antigen ; BCR : B cell receptor
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5. CLASSIFICATION ET FACTEURS PRONOSTIQUES

La LLC est une pathologie avec une évolution et un pronostic trés hétérogénes,
les médianes de survies pouvant varier de quelques mois a plusieurs décennies Ainsi,
il est indispensable d’identifier précocement et facilement les patients les plus a risque

de progression rapide de la maladie nécessitant une intervention thérapeutique rapide.

Globalement, environ 1/3 des patients ne nécessitent qu’un suivi clinique
régulier sans instauration de traitement spécifique, 1/3 présentent une forme agressive
de LLC, nécessitant un traitement dés ou rapidement apres le diagnostic, en lien avec
des cytopénies et/ou la présence de volumineuses adénopathies ou
d’organomégalies, et le derniers tiers présentent des formes intermédiaires avec
'apparition de symptoémes en lien avec la LLC et nécessitant linstauration de

traitements spécifiques a des temps trés variables par rapport au diagnostic de LLC.

De nombreux marqueurs pronostiques existent dans la LLC afin de classer les
patients atteints de LLC selon leur risque de progression de la maladie. Un tableau

résumeé de ces facteurs est proposé dans le tableau 7 en fin de chapitre.

On peut ainsi distinguer les marqueurs « traditionnels » basés sur la clinique et
des examens de laboratoire de routine, et les « nouveaux marqueurs », abordant

'aspect moléculaire de la LLC.

De méme, il existe différents score pronostiques utilisables en pratique clinique,

intégrant des paramétres cliniques, biologiques et génétiques.
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A) MARQUEURS TRADITIONNELS

Le premier marqueur pronostique publié et validé a été le systeme de
classification de Rai en 1975, décrivant cinq principaux groupes pronostiques selon la
présence ou non d’adénopathies et/ou d’hépato-splénomégalie, et de cytopénies
(anémie et/ou thrombopénie). (Rai et al., 1975). Il a été modifié en 1987 en 3 groupes

de risque (Rai, 1987): faible, intermédiaire et élevé (Tableau 4).

Tableau 4. Systéme de classification pronostique de Rai (Rai et al., 1975 ; Rai, 1987)

Médiane de Risque
Stade Description

survie (Mois) | (Raj modifié)

Lymphocytose périphérique et infiltrat
0 yme y penp d > 150 Faible
médullaire > 30 %

Stade 0 avec adénopathie(s) 101

Stade 0-1 avec splénomégalie et/ou Intermédiaire

I 71
hépatomégalie
Stade O-ll avec anémie
11} 19
(hémoglobine <11g/dL)
Elevé
v Stade O-lll avecthrombopénie 19

(plaquettes < 100 000/uL)

Le systéme de Binet parait en 1981 et propose aussi une classification en 3
stades (A, B, C) basée sur le nombre d’aires atteintes, définies par la présence d’au
moins une 1 adénopathie > 1 cm ou d’organomégalies cliniques (splénomégalie et/ou
hépatomégalie), couplée aux taux d’hémoglobine et de plaquettes. Les aires atteintes
considérées sont : céphalique et cervical, incluant 'anneau de Waldeyer ; axillaire et
inguinal, l'atteinte pouvant étre soit unilatérale soit bilatérale, comptant comme une
seule aire (Binet et al., 1981) (Tableau 5)
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Tableau 5. Systéme de classification pronostique de Binet (Binet et al., 1981)

Médiane de
Stade Description Risque
survie (mois)

Hémoglobine = 10 g/dL et plaquettes
A >120 Faible
> 100 000/uL et < 3 aires atteintes

Hémoglobine = 10 g/dL et plaquettes
B 60 Intermédiaire
> 100 000/uL et = 3 aires atteintes

Hémoglobine < 10 g/dL et/ou plaquettes
C < 100 000/uL quelques soit le nombre d’aires | 32 Elevé

atteintes

Ces deux systemes ont comme principal avantage d’étre simples et rapides,
basés sur 'examen physique et des examens biologiques de routine uniquement. lls
sont a la fois d'utilité pronostique mais permettent aussi d’identifier les patients

nécessitant un traitement.

Ainsi, un stade Ill/IV de Rai ou un stade C de Binet sont des indications a
débuter un traitement de la LLC. Il est a noter toutefois qu’aucun de ces 2 systémes
ne prend en compte l'origine des cytopénies, qui peuvent étre liées a une insuffisance

meédullaire, mais aussi potentiellement auto-immunes.

D’autres parameétres ont été proposés comme facteurs pronostiques tels que
'organisation de Tlinfiltrat médullaire (Hallek et al., 2008a), le nombre de pro-
lymphocytes sanguin ou médullaire (Melo et al., 1987), I'age ou le sexe (Catovsky et
al., 1989). Enfin, des éléments sériques reflétant la masse tumorale sont aussi parfois
utilisés comme facteurs pronostiques : un temps de doublement lymphocytaire < 6
mois (Molica et al., 1990), les taux de P2-microglobuline et de Thymidine kinase
(Hallek et al., 1996) ou encore de CD23 soluble (Sarfati et al., 1996).
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B) NOUVEAU MARQUEURS PRONOSTIQUES

Depuis prés de 20 ans, de nombreux marqueurs biologiques ont fait leur
apparition, permettant d’identifier plus précisément les patients les plus a risque de
progression dés le au diagnostic de leur LLC. lIs incluent le statut mutationnel de la
région variable de la chaine lourde de I'lg membranaire (IGHV), I'expression de ZAP-
70, de CD38 et/ou de CD49b par les LB LLC, ou encore certaines anomalies

caryotypiques et mutations géniques spécifiques.

(1) STATUT MUTATIONNEL DE L’IGHV

L’hétérogénéité moléculaire de la LLC a été clairement suggérée par le fait
gu’environ 60 % des cas de LLC présentaient une IGHV mutée (LLC-M) et 40 % une
IGHV non mutée (LLC-NM) (Cai et al., 1992). Ceci suggére que les clones LLC
peuvent dériver de deux différents stades de I'ontogénie B, les LLC-M ayant une
origine post centre germinatif, ayant subi un réarrangement des chaines suite a la
rencontre avec un antigéne, et les LLC-NM étant d’origine pré centre germinatif ou

« pré-antigéne ».

Bien que les génes de la région variable de la chaine légére puissent étre aussi
mutés, seul ceux de la chaine lourde sont séquencés en pratique clinique afin de
déterminer le statut mutationnel de la LLC. Des recommandation techniques
européennes existent afin de limiter au maximum les variations inter-laboratoires
(Langerak et al., 2011). Une LLC-NM est définie par une similarité de séquence =98 %
entre les génes de I'IGHV et ceux des séquences germinales, un taux < 98 %
définissant alors une LLC-M. Le pourcentage d’homologie de séquence se base sur le
ratio entre le nombre de différences nucléotidiques (mutations au sein de la région
IGHV) de la séquence réarrangée et la longueur nucléotidique de la séquence
germinale IGHV la plus homologue, du premier codon de FR1 au dernier codon de la
CDRa.
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La valeur pronostique du statut mutationnel de 'lGHV a été démontrée par deux
travaux importants la méme année (Damle et al., 1999; Hamblin et al., 1999).
Indépendamment su stade clinique, les LLC-NM constituaient une forme plus
agressive avec une médiane de survie de 117 mois contre 293 mois pour les LLC-M
(p = 0,001). En ne considérant que les stade Binet A, les médianes de survies étaient
de 95 et 293 mois respectivement (p = 0,0008) (Hamblin et al., 1999) (Figure 12).
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Figure 12. Courbes de survie (Kaplan-Meier) comparant 84 cas de LLC avec IGHV mutée ou IGHV
non mutée (adapté de Hamblin et al., 1999).

A) Ensemble des patients, quelque soit le stade clinique.

B) Patients uniquement en stade Binet A.

65



Le seuil de 98 % d’homologie classiquement utilisé pour distinguer les LLC-M
des LLC-NM est arbitraire, basé sur de possibles polymorphismes pouvant entrainer
ce degré de variation (Matsuda et al., 1993). Ainsi, une étude rétrospective portant sur
310 patients avec divers pourcentages d’homologie de leur IGHV a montré que ceux
avec une homologie de 97 a 98 % présentaient des médianes de survie globale et
sans traitement plus faibles que les LLC-M mais plus grandes que les LLC-NM, leur

conférant donc un pronostique intermédiaire (Hamblin et al., 2008).

Toutefois, l'intérét de la détermination du statut mutationnel de 'lGHV est contre
balancé par son colt financier et son temps d’analyse importants, rendant son
utilisation en pratique clinique difficile. Ainsi, différents marqueurs pronostiques

alternatifs ont été activement recherchés et comparés au statut mutationnel de 'lGHV.

(2) EXPRESSION DE ZAP-70

En 2001, Rosewald et al. ont montré que les LLC-M et LLC-NM présentaient un
profil d’expression génique spécifique mais globalement commun entre les deux
formes, indépendamment du statut mutationnel, a I'exception d’'une centaine de génes.
Parmi ceux-ci, celui présentant le différentiel d’expression le plus important était celui
encodant I'expression de la protéine ZAP-70 (normalement exprimée dans les LT et
les NK, cf. I), ce géne étant surexprimé uniquement dans les LLC-M et représentait
environ 50 % des cas de LLC (Rosenwald et al., 2001).

Diverses méthodes de détection et de quantification de I'expression de ZAP-70
ont été proposées, notamment par PCR (polymerase chain reaction) temps réel ou
IHC (Wiestner et al., 2003), mais la plus facile et utilisée en pratique clinique reste a
ce jour la cytométrie en flux. Cette technique de détection a pour la premiere fois été
décrite par Crespo et al. en 2003, et ont proposé un seuil pour la positivité de ZAP-70
dansles LB LLC de 20 %, correspondant a la positivité de 98 % des LT et des NK pour
ZAP-70 (Figure 13) (Crespo et al., 2003). Les auteurs ont aussi montré que le taux de
la protéine ZAP-70 ne variait pas au cours de I'évolution de la LLC, renforcant son

intérét clinique diagnostique et pronostique.
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Avec cette méthode, les auteurs ont démontré la forte association entre
I'expression de ZAP-70 par les LB LLC et le statut non muté des IGHV avec des
valeurs prédictives positive et négative respectivement de 100 % et 87,5 %. La

sensibilité et la spécificité de cette méthode étaient respectivement de 91 % et 100 %.

Depuis, diverses autres études et équipes ont confirmé l'association de
I'expression de ZAP-70 dans la LLC au statut mutationnel de I'lGHV et sa valeur

pronostique (voir pour revue Van Bockstaele et al., 2009).
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Figure 13. Méthode de cytométrie en flux utilisée pour la quantification de I’expression de ZAP-
70 dans les LB LLC (adapté de (Crespo et al., 2003a).

R1 : lymphocytes totaux (taille/granulométrie) apres lyse des érythrocytes ; R2 : LT et NK (CD3*CD56*)
; R3:LBLLC (CD19*CD5*).

La ligne du haut représente la méthode pour quantifier 'expression de ZAP-70 dans les LB LLC. La
ligne du bas montre un exemple d’expression de ZAP-70 chez 5 cas de LLC selon leur statut mutationnel
IGHV.

Crespo et al. ont aussi montré que, pour les patients en stade Binet A, la
positivité des LB LLC pour ZAP-70 (= 20 % des LB CD19*CD5") était associée a une
probabilité de progression de la maladie plus importante et a une survie plus faible
(Figure 14).
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Figure 14. Probabilité de progression de la LLC (A) et de survie (B) des patients en stade Binet
A selon la positivité ou non pour I’expression de ZAP-70 dans les LB LLC (Kaplan-Meier) (Crespo
et al., 2003).

Il a été aussi démontré peu de temps aprées que le statut mutationnel de I'lGHV
et 'expression de ZAP-70 par les LB LLC étaient des facteurs prédictifs indépendants.
De plus, dans les rares cas discordants entre le statut mutationnel et 'expression de
ZAP-70, cette derniére était plus discriminante concernant la probabilité de nécessité
de débuter ultérieurement un traitement de la LLC. Ces cas discordants sont
généralement de profil intermédiaire, les LLC-M ZAP-70*" ayant un pronostic plus
péjoratif que les LLC-NM ZAP-70- (Rassenti et al., 2004). Enfin, en analyse multivarié,
la valeur pronostique péjorative de ZAP-70 apparaissait supérieure a celle du statut
IGHV et de CD38 (Rassenti et al., 2008).

L’expression de ZAP-70 dans les LB LLC est aussi associée a une réponse
augmentée aux signaux de migration provenant du microenvironnement.
Comparativement aux LB LLC ZAP-70-, ces cellules ont un hyper expression de
CCRY7, une réponse migratoire augmentée aux signaux médiés par CCL19 et CCL21,
ainsi qu’une survie supérieure en réponse a CXCL12 (Calpe et al., 2011; Richardson
et al., 2006)
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La principale limite de la détermination de I'expression de ZAP-70 en routine
reste le manque de consensus sur la méthode a utiliser. La détection de la protéine

est préférable a celle du transcrit (ARNm) pour plusieurs raisons.

Premierement, ceci est plus relevant d’'un point de vue physiologique.
Deuxiemement, les LT et les NK exprimant fortement de fagon physiologique ZAP-70,
les PCR quantitative temps réel (QPCR) et les Western blot nécessitent une grande
pureté en LB LLC, ce qui est assez difficile a obtenir et peut manquer de
reproductibilité. La cytométrie en flux permet de s’affranchir de ces difficultés, de
détecter et de comparer simultanément I'expression de ZAP-70 dans les LB LLC, LT
et NK de maniére rapide et fiable (Crespo et al., 2003). Pour cela, elle reste a ce jour
la méthode de détection classiquement utilisée. Toutefois, il persiste un manque de
standardisation des pratiques, et ce sur différents points (Vroblova et al., 2012) : i) le
choix de l'anticorps anti-ZAP-70 (clone, fluorochrome, reconnaissance directe ou
indirecte) ; ii) le choix des kits de fixation/perméabilisation (étant donné le caractere
intracellulaire de la protéine) ; et iii) la méthode d’analyse et d’interprétation des
résultats. En effet, pour ce dernier point, certaines publications différent sur le seuil de
positivité retenu pour ZAP-70, sur le choix de la population lymphocytaire pour poser
le seuil (LT, NK, LB normaux de donneurs) et d’autre utilisent le ratio de fluorescence
ou encore un contréle isotypique. De plus, dans les LB LLC, a la différence des LT et
NK, I'expression de ZAP-70 est un continuum rendant difficile d’établir une distinction
claire entre les LLC ZAP-70" et les LLC ZAP-70" (Vroblova et al., 2012).

Une approche alternative pourrait étre le statut épigénétique de ZAP-70. En
effet, il a récemment été montré que 'hypométhylation des dinucléotides CpG(+223)
de la séquence régulatrice en 5’ de ZAP-70 était fortement prédictive de la survie
globale et de la durée avant traitement, et semblant méme supérieure a I'expression
de ZAP-70 et de CD38. Toutefois, le statut méthylé n’était pas corrélé a I'expression

protéique dans cette étude (Claus et al., 2014).

Enfin, des résultats trés récents suggérent que I'expression de ZAP-70 pourrait
a I'avenir aussi constituer un facteur prédictif de la réponse spécifique aux traitements
par anticorps monoclonaux anti-CD20 (Skopelja-Gardner et al., 2017). En effet, un des
mécanismes de résistance et/ou d’échappement a ces traitements est représenté par

le phénoméne de modulation antigénique appelé trigocytose. Ceci consiste a la

69



réduction de l'intensité d’expression du CD20 a la surface des LB suite a la capture du
complexe CD19/CD20/Anti-CD20 par les cellules reconnaissant la fraction Fc de
'antiCD20 gréace a leurs récepteurs membranaires FCyRI (monocytes, NK...) (Taylor
and Lindorfer, 2015). L’obinutuzumab, un nouvel anti-CD20 qui a montré sa supériorité
au rituximab dans la déplétion des LB-LLC (Cartron et al., 2014; Sehn et al., 2015),
s’accompagne aussi d’une trogocytose plus importante que le rituximab, médiée
spécifiquement par des adhésions homologues entre LB-LLC (alors que la trogocytose
induite par le rituximab est liée a la densité membranaire de CD20 avant traitement).
Or, la formation de ces adhésions homologues est corrélée a I'expression de ZAP-70
dans ces cellules, résultant en une trogocytose augmentée et, in fine, a la génération
plus importante de LB LLC CD20" et une moindre sensibilité aux anti-CD20 (Skopelja-
Gardner et al., 2017).

(3) EXPRESSION DE CD38

Un des premiers biomarqueur pronostique alternatif et associé au statut

mutationnel IGHV a été I'expression de CD38 par les LB LLC.

CD38 est une glycoprotéine transmembranaire qui semble jouer un role anti-
apoptotique dans les LB matures (Zupo et al., 1994). Dans la LLC, les données
cumulées de la littérature montrent que I'expression de CD38 par les clones de LLC
CD38+ leur confere une plus grande sensibilité au signaux médiés par le BCR et du
microenvironnement, entrainant une prolifération et une survie accrues. Ceci est médié
en grande partie par une interaction fonctionnelle directe entre CD38 phosphoryle
directement ZAP-70 et implique la voie ERK1/2 (Deaglio et al., 2007; Malavasi et al.,
2011).

L’expression de CD38 permet de classer les patients LLC en deux groupes :
ceux avec des taux élevés de LB LLC CD38" (= 30 %) étant des LLC-NM, et ceux avec
des LB LLC CD38" < 30 % correspondant aux LLC-M. L’expression de CD38 est un
facteur pronostique indépendant, les deux groupes différant significativement en

termes de survie globale, de durée avant traitement et de réponse aux traitements
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(Damle et al., 1999). Toutefois, son expression peut varier au fil du temps et semble
associée au degré de prolifération cellulaire (Calissano et al., 2009; Hamblin et al.,
2002), suggérant que son utilisation en pratique clinique doit étre restreinte a un

complément des autres facteurs pronostiques.

(4) EXPRESSION DE CD49D

CDA49d est une sous unité de I'a-intégrine (a4). En se liant avec CD29 (la sous
unité B1) elle forme l'intégrine compléte a4B31 ou VLA-4 qui est capable de lier la
fibronectine et VCAM-1. Son réle principal est ’'homing des cellules hématopoiétiques
dans la MO et les OLS.

A Tlinstar de CD38, différentes études ont démontré que les patients avec
=230 % de LB LLC exprimant CD49b auront une survie globale et un intervalle avant
initiation de traitement significativement réduits comparativement aux LLC CD49b
< 30 %. Un taux alternatif de 45 % semble augmenter la force pronostique (voir pour
revue Brachtl et al., 2014). Un phénotype de LLC a la fois CD38°" et CD49"" étant
associé au meilleur pronostic en termes de survie globale, il a été suggéré d’inclure
ces deux marqueurs additionnels dans des scores afin d’affiner le pronostic initial de
la LLC au diagnostic (Zucchetto et al., 2006).

Les mécanismes par lesquels CD49b contribue au pronostic défavorable de la
LLC sont complexes et partiellement connus a ce jour. Il semblerait que CD49b, via sa
liaison a la MMP-9 (métalloprotéinase matricielle 9) facilite la transmission de signaux
de survie provenant du microenvironnement (Redondo-Mufioz et al., 2010). De plus,
un complexe multiprotéique impliquant CD49d, CD38, CD44v et MMP-9 a été identifié
dans les LB LLC-NM, suggérant un réseau fonctionnel entre ces différents
biomarqueurs pronostiques. Une hyper-expression de CD49b est aussi observée dans
quasiment tous les cas de LLC avec trisomie 12, et est régulée par des phénomeénes
de méthylation (Zucchetto et al., 2013).
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(5)  ANOMALIES GENETIQUES

Les principales anomalies génétiques ont été détaillées précédemment dans la

partie pathogénie. Leur impact pronostique est trés variable selon le type et

'association de ces anomalies. Ces paramétres génétiques, regroupés avec des

facteurs cliniques et biologiques, ont permis de distinguer 4 sous-groupes de LLC avec

des profils évolutifs distincts, allant d’'une forme trés indolente aux formes trés

agressives avec fort risque de transformation en lymphome de haut grade (syndrome

de Richter) (Figure 15).
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Figure 15. Résumé des principaux sous-groupes de LLC selon leurs profils clinico-biologiques
et pronostiques (adapté de Stamatopoulos et al., 2017)
TTFT : time-free to first treatment ; LLC- leucémie lymphoide chronique ; NM : non mutée ; M : mutée
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(6) QUANTIFICATION DE LA MALADIE RESIDUELLE

Il est clairement établi que, de fagon globale en cancérologie, les patients
atteignant la rémission compléte aprées traitement ont une meilleure survie que ceux

en réponse partielle ou incompléte.

Dans la LLC, la quantification de la maladie résiduelle est classiquement
effectuée soit par la recherche spécifique de réarrangements clonaux de I'lGHV par
PCR temps réel, soit plus récemment par cytométrie en flux dans la moelle osseuse
et/ou dans le sang périphérique avec des résultats similaires (Raponi et al., 2014).
Ainsi, a linstar de nombreuses autres hémopathies malignes, I'éradication de tout
clone tumoral résiduel aprés une premiére ligne thérapeutique constitue un facteur
prédictif indépendant fort de survie sans progression et de survie globale dans la LLC
(Bottcher et al., 2012; Strati et al., 2014).

Devant le nombre et la diversité des facteurs pronostiques identifiées au cours
de dernieres années, en 2016 un consortium européen a analysé, sur 3472 patients
LLC naifs de traitements, I'impact de 27 facteurs de risque en termes de survie globale,
afin de faire émerger les facteurs prédictifs les plus significatifs (International CLL-IPI

working group, 2016).

Ce travail a permis de créer un nouveau score pronostique pondéré simple, le
CCL-IPI (Chronic Lymphocytic Leukemia-International Prognostic Index) (Tableau 6)
qui regroupe 5 facteurs de risques indépendants cliniques, biologiques et
génétiques : 'age (> 65 ans vs < 65 ans) ; le stade clinique (Binet A ou Rai 0 vs Binet
B-C ou Rai I-1V) ; la concentration sérique en p2-microglobuline (< 3,5 mg/L vs > 3,5
mg/L) ; le statut mutationnel des IGHVs (muté vs non muté) ; et le statut de TP53
(absence de mutation et de del(17p) vs del(17p) ou mutation de TP53 ou les deux).
Cet index pronostique a permis d’identifier 4 groupes basés sur des survies globale

significativement différentes a 5 ans.
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Tableau 6. Score pronostique CLL-IPI (d’aprés (International CLL-IPI working group, 2016)

Risque CLL-IPI Survie globale a 5 ans (%) | Indication & débuter un traitement
Faible 92 Non
Intermédiaire 83 Non sauf si LLC trés symptomatique
Elevé 67 Oui, sauf si LLC asymptomatique

Oui, en privilégiant si possible les

Trés élevé 42 nouvelles molécules

(inhibiteurs de tyrosine kinase, etc...)

De plus, ce score propose une approche pratique en termes d’initiation de

traitement selon le risque du patient.

Son intérét pronostique a depuis été validé dans différentes séries et pratiques
cliniques, mais son utilité pronostique chez les patients sous thérapeutiques ciblées
(Ibrutinib, idelalisib, venotoclax), étant treés peu représentés dans ces séries, nécessite

d’étre évaluée (Molica et al., 2017).
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Tableau 7. Résumé des facteurs pronostiques au diagnostic de la LLC (d'aprés Nabh

an et al., 2015)

Inclusion dans

moléculaire

Catégorie Facteur pronostique Description Fonction biologique Signification pronostique recommandations Valeur pronostique
. Présence ou absence d’ADP, d’"HPM, de SPM et de Sépare les patients en 2 groupes avec différents temps de S oul
tade R: aut § Fort
Stade Rai cytopénies survie selon la masse tumorale Haut stade > survie réduite (NCCN, IWCLL, ESMO) orte
Temps de doublement Durée en mois nécessaire pour doubler le nombre ou
Clinique et biologique lymphocytaire absolu de lymphocytes sanguins Vitesse de progression de la maladie Temps < 12 mois > haut risque (NCCN, IWCLL, ESMO) Forte
Mesure des taux sériques de B2uglobuline et de oul
B2uglobuline et LDH LDH Vitesse de progression de la maladie Taux augmentés = mauvais pronostic (NCCN, ESMO) Forte
Statut mutationnel Statut mutationnel de la région variable de la chaine | Détermine I’origine pré centre germinal (non muté) ou post- | IGVH tée - survie réduite et plus haut risque d our
IGVH el gion v gine pi 8 ; pos non mutée urvie réduite et plus haut risque de (NCCN, IWCLL, ESMO) Forte
IGVH lourde de I'immunoglobuline de surface centre germinal (muté) rechute
CD38 Glycoprotéine transmembranaire Role possible dans 1’apoptose Expression > 30 % - survie réduite out Forte
3 2 a o
Marqueurs de (NCCN, IWCLL, ESMO)
cytométrie en flux LB LLC > 20 % - haut ris ssion, réducti
X a chain associs i § i cag e 1y ’ . sque de progression, réduction oul
ZAP-70 Zeta chain associated protein of 70 kDa Tyrosine kinase exprimée par NK et LT et non par les LB TTFT., survie réduite (NCCN, TWCLL, ESMO) Forte
Délétion de la région p13 du bras court du s . X Réduction de la réponse au traitement, progression plus oul
17p- © Perte d d TP53 Fort
P chromosome 17 erte d’une copie du géne TP5 rapide, survie réduite sous chimiothérapie (NCCN, IWCLL, ESMO) orte
Délétion de la région q22 du bras long du
l1g- hy 11 Perte d’une copie du géne ATM Haut risque our Forte
q chromosome cop: & q (NCCN, IWCLL, ESMO)
i Trisomie 12 Gain d’un chromosome 12 Inconnue Risque intermédiaire sauf si mutation NOTCH]1 présente our Forte
Anomalies en FISH S 54 ST pres (NCCN, IWCLL)
13q- hDeleuon de lla’;re;élu;ql(;t d};bras long d‘h Perte du cluster miARN-15a/16-1impliqué dans la régulation Faible risque oul Forte
q chromosome 1 et perte du chromosome 1 du cycle et la prolifération cellulaires 4 (NCCN, IWCLL)
Délétion de la région q23 du bras long du . Lo PR oul -
6q- chromosome 6 Inconnue Risque intermédiaire (IWCLL) faible
. Protéine suppressive de tumeur, arrét du cycle cellulaire, L . . oul
TP53 Tumor protein p53 apoptose, sénescence et réparation de " ADN Survie réduite sous traitement conventionnel (NCCN, ESMO) Forte
ATM Ataxia telegicctasia mutated Membre de la famille PI3/PI4-l$mase, checkpoint du cycle Haut risque de progression, surtout si association avec NON Intermédiaire
cellulaire delllq
BIRC3 Baculoviral IAP repeat containing 3 Membre de la famille TAP (inhibiteurs de 1’apoptose) Défavorable NON Faible
Mutations géniques Protéine ligand transmembranaire activée qui régule des
NOTCHI Notch homologue 1, translocation associated voies de signalisations importantes pour la croissance Défavorable NON Forte
cellulaire
SF3B1 Splicing factor 3b, sous-unité 1 Epissage ARNm Défavorable NON Forte
MYDSS8 Myeloid differentiation primary response 88 Protéine adap.mmce ,Cy.t oso}qu{e impliquée flans les réponses Favorable NON Intermédiaire
immunitaires innées et adaptatives
XPOI1 Exportine 1 Transport protéique extranucléaire Haut risque de progression ? NON Faible
Autres Multiples anomalies chromosomiques au caryotype Intermédiaire
Complexité génétique ou FISH, ou mutations sous-clonales au niveau Instabilité génomique et évolution clonale Défavorable NON

ADP : adénopathies ; HPM : hépatomégalie ; SPM : splénomégalie ; ESMO : European Society of Clinical Oncology ; FISH : fluoresccne in situ hybridization ;
IGHV : immunoglobulin variable heavy chain ; IWCLL : international workshop on chronic lyphocytic leukemia ; LDH : lactate dehydrogenase ; ARNm : ARN
messager ; miARN : micro-ARN, NCNN : National Comprehensive Cancer network version 4-2014 ; NK : natural Killer
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6. TRAITEMENT

La grande hétérogénéité de la LLC fait que certains patients présentent des
formes indolentes, avec une durée de vie conservée et ne nécessitant jamais de
traitements, et a 'opposé, d’autres présentent des formes agressives, rapidement
fatales sans traitement spécifique. |l est ainsi crucial de caractériser précocement la
LLC au diagnostic afin d’identifier rapidement les patients devant bénéficier d’un

traitement.

Les recommandations internationales ont clairement défini qu’une indication de
traitement doit étre réservée aux LLC en stade Binet C ou Rai lll/IV et/ou aux formes

actives.
Une LLC active est définie par les symptémes suivants :

- Insuffisance médullaire progressive : apparition ou aggravation d’'une anémie

et/ou thrombopénie par infiltration médullaire

- Masse tumorale importante: adénopathie(s) > 10 cm ou rapidement
progressive(s), et/ou splénomégalie > 6 cm en dessous du rebord costal ou

rapidement progressive

- Anémie et/ou thrombopénie auto-immune(s) non contrblée(s) sous

corticostéroides

- Temps de doublement lymphocytaire < 6 mois ou augmentation > 50 % < 2

mois

- Présence de signes B : amaigrissement non volontaire = 10 % du poids dans
les 6 derniers mois ; fievre > 38°C = 2 semaines sans cause infectieuse ; sueurs

nocturnes > 1 mois ; performans status = 2

Une fois l'indication thérapeutique retenue, le type de traitement dépendra du statut :
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- Physiologique du patient : comorbidités, performans status, état mental...

- GénétiquedelaLLC : acejour, seules les del(17p) et/ou les mutations de TP53

sont dans le choix thérapeutique du fait leur pronostic globalement défavorable.

- Thérapeutique : 1% ligne thérapeutique versus = 2° ligne, rechute versus LLC

réfractaire

Les traitements de 1ére ligne sont désormais bien codifiés (Tableau 8).

Pour les patients en bonne condition physique (« go go patients »), définie par
une clairance de la créatinine > 70 mL/min avec peu ou pas de comorbidités
(cumulative illness rating scale CIRS < 6), le traitement standard de 1¢" intention est
la combinaison Rituximab-Fludarabine-Cyclophosphamide (RFC) en 6 cures
mensuelles, associant un anti-CD20 a deux chimiothérapies. Cette immunothérapie
s’est avérée supérieure en termes de survie sans progression et de survie globale aux
chimiothérapies seules par Fludarabine-Cyclophosphamide, au prix de neutropénies
et de complications infectieuses légérement plus importantes (Hallek et al., 2010). Des
études prospectives sont en cours afin d’évaluer la possibilité de diminuer le nombre
de cures a 3 ou 4 au lieu des 6 actuelles. L’association Rituximab-Bendamustine
semble constituer une alternative intéressante pour les patients = 65 ans (Kleeberg et
al., 2016).

Les patients avec CIRS > 6 et/ou avec une clairance de la créatinine <
70 mL/min (« slow go ») constituent la trés grande maijorité des LLC du fait de I'age
moyen au diagnostic de la maladie (71 ans). Les options thérapeutiques comportent,
au choix, du chlorambucil en association avec un anti-CD20, ou de ['ibrutinib en
monothérapie (un inhibiteur fort de BTK entrainant un blocage de la signalisation du
BCR et de la prolifération des LB LLC ainsi que leur apoptose). Les alternatives en cas
de contre-indication(s) et/ou de toxicité a ces traitements sont les combinaisons
Rituximab-Bendamustine ou du RFC atténué (réduction des doses des
chimiothérapies et majoration des doses pour le rituximab avec traitement d’entretien

trimestriel) (Foon et al., 2009).
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Une troisieme catégorie de patients avec LLC active est représentée par ceux
porteurs de la del(17p) et/ou de mutations de TP53, qui leur confére un risque plus
élevé de progression et de résistances aux traitements. Il est actuellement
recommandé de traiter ces patients en premiére intention par Ibrutinib en
monothérapie. En cas de contre-indication, chez les patients « go go » la combinaison
rituximab-idelasib (inhibiteur de la PI3K3d) peut étre proposée mais au prix d’'une toxicité
légerement plus importante. Chez les patients « slow go », les alternatives a l'ibrutinib
sont l'alemtuzumab (anti-CD52 provoquant une lyse lymphocytaire cellulaire et
complément-dépendante), médiée par le complément des LB > LT) ou de fortes doses

d’anti-CD20 (rituximab ou ofatumumab).

Les recommandations de traitement des LLC en rechute ou réfractaires sont
moins consensuelles. Elles se basent sur la durée de réponse aprés la fin de la 1¢©
ligne de traitement, le statut physiologique du patient et les éventuels effets

secondaires survenus lors de la 1¢ ligne (Tableau 8).

De maniere générale, il est admis que si la durée de rémission apres la 1ére
ligne de traitement a été > 36 mois, celle-ci doit étre reconduite, en tenant toutefois

compte de la toxicité médullaire cumulée notamment en cas de traitement par RFC.

La situation est clairement différente en cas de récidive plus précoce oude LLC
réfractaire, définie par une maladie stable (réduction de la masse tumorale < 50 %) ou
progressive (augmentation de la masse tumorale = 50 %) aprés traitement, ou
rechutant dans les 6 mois aprés un traitement complet incluant de la fludarabine. Le
principe global est de changer de traitement car le risque d’échec par épuisement
thérapeutique est alors trop important et de de traiter les patients réfractaires au sein
d’essais cliniques dans la mesure du possible. Différentes options thérapeutiques
validées existent a ce jour, telles que l'idelalisib-rituximab, librutinib ou en cas de
contre-indication le venetoclax (inhibiteur de la protéine anti-apoptotique BCL-2) en
monothérapies ou en combinaisons avec des anti-CD20, ou encore I'alemtuzumab

seul ou en association.
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L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques doit &tre envisagée chez les
patients « go go » avec LLC réfractaire et/ou avec del(17p) ou mutations de TP53, en
rechute aprés un traitement de 1° ligne par inhibiteurs de tyrosine kinase (ibrutinib ou
idelasib) et en réponse compléte aprés une deuxiéme ligne, dans un objectif de

consolidation (Dreger et al., 2014).

Tableau 8. Algorithmes de traitements de la LLC en 1°" et 2¢ lignes (adapté de Hallek et al., 2017)

lere ligne thérapeutique

Statut Del(17p) et/ou
Stade Traitement
physiologique = mutation TP53
Binet A-B
Rai 0-11 NA NA Aucun

et LLC inactive

Non RFC (RB si > 65 ans ?)
LLC active Go go Oui Ibrutinib ; Idelasib + rituximab (ACSH)
Ou Binet C Chlorambucil + obinituzumab (ou rituximab ou ofatunumab) ;
Ou Rai III-IV Slow go Non ibrutinb
Ou Ibrutiib ; Alemtuzumab ; Rituximab ou ofatunumab fortes doses
Seconde ligne thérapeutique
Réponse a la 1ére ligne Statut Traitement
physiologique
Ibrutinib, 1delalisib + rituximab, fludarabine + alemtuzumab, REC (s1 RB en lere
Réfractaire ou récidive < 36 Go go ligne), BR (si RFC en 1ére ligne), venetoclax, Alemtuzumab-Dexaméthasone,
mois apres la fin de la 1ere Lenalidomide + Rituxuimab, discuter consolidation par ACSH
ligne thérapeutique Ibrutinib, Idelalisib + Rituximab, venetoclax, Alemtuzumab, RFC atténué, BR,
P lenalidomide + rituximab, ofatumumab, rituximab fortes doses
Récidive > 36 mois apres la
fin de la 1ére ligne Tout statut Répéter la 1¢ére ligne thérapeutique regue

ACSH, allogreffe de cellules souches hématopoiétiques ; RB, rituximab-bendamustine ; RFC,
rituximab-fludarabine-cyclophosphamide ; F : fludarabine ; C, cyclophosphamide ;
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7. COMPLICATIONS

Les complications au cours de l'évolution de la LLC sont trés variées,
comportant principalement les infections, la survenue de cytopénies d’origine centrale
(insuffisance médullaire) et/ou périphériques (auto-immunes), et les néoplasies

secondaires majoritairement représentées par le syndrome de Richter.

Le syndrome de Richter est défini par le développement d’un lymphome
agressif au cours de la LLC ou chez des patients avec antécédents de LLC. Son
incidence est d’environ 0,5 % par an et correspond trés majoritairement a une
transformation en lymphome malin non Hodgkinien (LMNH) diffus a grandes cellules,
et beaucoup plus rarement en lymphome malin Hodgkinien. |l survient en moyenne
dans les 2 ans suivant le diagnostic de LLC ce qui en fait donc une complication
relativement précoce et pouvant survenir chez des patients encore naifs de
traitements. Il se manifeste principalement par Il'apparition de signes B et
d’adénopathies rapidement progressives associées a une élévation franche des LDH
(lactate déshydrogénase). Dans ce cas, un TEP-TDM '8FFDG (tomographie par
émission de positron couplée a une tomodensitométrie au 18 fluorodésoxyglucose) est
I'examen de référence de 1° intention, une SUV max ganglionnaire > 10 permettant
de différencier avec une excellente sensibilité et spécificité une transformation en
lymphome de haut grade d’'une LLC évolutive, et de guider la biopsie qui seule,
permettra le diagnostic étiologique précis et la caractérisation tumorale (Cheson et al.,
2014; Falchi et al., 2014).

Différents principaux facteurs de risque indépendants de transformation ont été
identifiés, tels que les mutations de NOTCH1 et une stéréotypie du BCR et notamment
I'utilisation de IGHV4-39 (prépondérant dans le sous-groupe pronostique n°8 (Rossi et
al., 2009a, 2012b; Stamatopoulos et al., 2017). Un trisomie 12 (Stamatopoulos et al.,
2017), des adénopathies > 3 cm, une longueur des télomeres < 5000 paires de bases
ou la del(17p) ont aussi été rapportés (Rossi et al., 2008, 2009b). Toutefois, le plus
important facteur semble étre la filiation clonale entre la CLL et le LMNH. En effet,
80 % des LMNH diffus a grandes cellules dérivent du méme clone que celuide la LLC,

les 20 % restant présentent des réarrangement V-D-J de la chaine lourdes des Ig
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différents. Dans ce dernier cas, la survie moyenne est d’environ 5 ans, comparable
aux LMNH de novo, et seraient plutét a considérer comme tels, contre 8-16 mois pour
les LMNH avec filiation clonale représentant une réelle transformation de la LLC en

lymphome de haut grade.

Le pronostic du syndrome de Richter reste toutefois sévere. Les ressources
thérapeutiques sont représentées par : i) des poly chimiothérapies telles que R-CHOP
(rituximab-cyclophosphamide-doxorubicine-vincristine-prednisone), ou OFAR
(oxaliplatine-fludarabine-aracytine-rituximab) chez les patients ayant préalablement
recu des chimiothérapies contenant des anthracyclines ; et ii) une consolidation chez
les patients < 65 ans selon leur conditions physiologiques par greffe de CSH
autologues ou allogéniques avec conditionnement atténué (Cwynarski et al., 2012;
Rossi, 2016). L'intérét des thérapeutiques ciblées seules ou en combinaison aux

immunochimiothérapies reste a évaluer.

Bien que le syndrome de Richter soit le principal cancer secondaire dans la
LLC, le risque global semble toutefois aussi augmenté, étant 2,2 fois supérieur au
risque attendu dans la population générale du méme age dans une large étude
rétrospective portant sur 2028 patients LLC (Tsimberidou et al., 2009). Les principales
hypothéses sont une dysfonction immunitaire paranéoplasique et/ou secondaire au
traitements regus, ainsi que des altérations de 'ADN et une génotoxicité globale

chimio-induite notamment dans les CSH (Tambaro et al., 2016).

Ainsi, parmi les cancers non hématologiques, les mélanomes et dans une
moindre mesure les cancers du sein étaient significativement plus fréquents dans la
LLC. Au sein des hémopathies malignes secondaires, les syndromes
myélodysplasiques (SMD) et les leucémies aigues myéloides (LAM) semblent aussi
plus fréquents. Les facteurs de risque indépendants observés étaient un age > 60 ans,
le sexe masculin, et des taux de B2-microglobuline > 3 mg/L ou de LDH > 618 U/L.
Bien que les SMD et les LAM soient le plus fréquemment considérées comme chimio-
induites, notamment par les analogues des purines telle que la fludarabine (Tambaro
et al., 2016), les différents régimes de traitements ne sortaient pas comme facteur
significatif dans cette étude (Tsimberidou et al., 2009). Les caractéristiques clinico-
biologiques des LAM et SMD dans la LLC ainsi que leurs pronostics sombres sont

semblables a ceux des LAM et SMD chimio-induites dans les autres cancers.
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Toutefois, des LAM et des SMD sont aussi observées de novo, survenant chez les
patients LLC naifs de traitements, et représentant 4,2 % et 8,4 % des cas
respectivement (Tambaro et al., 2016). Dans ces cas de SMD, la médiane de survie
est alors plus longue que celle observée chez les patients LLC traités avec SMD. Il
n’existait pas de différence significative pour les cas de LAM mais les effectifs étaient
faibles. Une étude rétrospective incluant une revue de la littérature récente et
s’intéressant spécifiquement aux LAM survenant de novo dans la LLC a suggéré que
le pronostic de ces hémopathies était bien plus sévére que celui des patients du méme
age avec LAM hors LLC, avec une faible réponse aux chimiothérapies, et que ceci

n’était pas expliqué par des profils cytogénétiques différents (Ito et al., 2017).

Les infections sont une cause majeure de morbi-mortalité dans la LLC, touchant
jusqu’a 85 % des patients au cours de leur maladie et impliquées dans 25 a 50 % des
causes de déces (Dhalla et al., 2014). Le principal facteur favorisant reconnu a ce jour
est ’lhypogammaglobulinémie, touchant principalement les sous classes IgG3/4 mais
aussi les isotypes IgA et IgM impliquées dans l'immunité muqueuse et les
reconnaissance antigéniques poly spécifiques. Cette hypogammaglobulinémie refléte
les altérations qualitatives des interactions LT-LB non tumoraux CD5-, touchant
quasiment tous les patients LLC a des degrés variables et, bien que favorisée par les
traitements cytotoxiques regus, s’aggrave aussi progressivement indépendamment de

ces derniers (Wadhwa and Morrison, 2006).

Un déficit cellulaire T et notamment CD4* est aussi observé dans la LLC,
indépendamment des traitements regus, possiblement en lien avec la sécrétion de
TGF-B par les cellules leucémiques et du récepteur soluble a 'lL-2 qui, en liant I'lL-2
endogéne, va inhiber partiellement I'activation des LT. Des déficits quantitatifs et
qualitatifs des polynucléaires neutrophiles (PNN) et des monocytes ont aussi été
décrits (Wadhwa and Morrison, 2006).

Enfin, il existe une altération précoce de la voie du complément, faisant
intervenir des déficits en properdine, d’activation du complément et de sa liaison, ainsi
qgu’une réduction d’expression des récepteurs au complément CR1 et CR2 a la surface
de LB LLC (Wadhwa and Morrison, 2006).
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Du fait de I'hypogammaglobulinémie, les infections du tractus respiratoire sont
les plus fréquentes. Le spectre microbien est varié et dépend des différents régimes
thérapeutiques recgus. Le traitement de référence de 1°® intention RFC dans les LLC
actives entraine un déficit cellulaire a la fois B et T et confére ainsi un risque infectieux
communautaire bactérien (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, etc...) mais aussi a
germes opportunistes (Listeria, Mycobacterium, Nocardia), un risque fongique
(Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystis), et viral (cytomegalovirus,

varicella zoster et herpes simplex (Morrison, 2010).

Il n’existe toutefois pas a ce jour de recommandations concernant la prophylaxie
antimicrobiennes dans la LLC, qui reste a adapter selon les combinaisons de
traitements regues, les taux de CD4" et d’'lgG. Sous RFC, il est par exemple classique
de proposer une prophylaxie antivirale et anti-pneumocystis, souvent poursuivie
jusqu’a 6 mois apreés la fin du traitement du fait de la longue durée d’action cytotoxique
de la fludarabine (Morrison, 2010).

Bien que limmunothérapie passive prophylactique par Ig semble réduire
I'incidence des infections bactériennes mineures et modérées, elle n’a pas montré de
bénéfices significatifs en termes de réduction des infections majeures ni de la mortalité
dans des études randomisées, ce qui fait que cette prophylaxie n’est pas consensuelle
a ce jour (Raanani et al., 2008). Elle pourrait toutefois étre plus intéressante chez les
patients les plus a risque infectieux, présentant un déficit humoral combiné et traités

par immunochimiothérapie (Visentin et al., 2015).

Il n’existe pas non plus de recommandations de vaccination dans la LLC. Bien
que la présentation antigénique et la production d’anticorps soient altérées dans la
LLC, la vaccination antigrippale annuelle et anti-pneumococcique, de préférence
conjugués ou avec adjuvants, sont généralement effectuées. Le vaccin anti-varicella
zoster n’est a ce jour pas validé dans la LLC ni chez 'immunodéprimé en général
(Morrison, 2010).
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Enfin parmi les complications de la LLC, ont peu citer 'insuffisance médullaire,
se manifestant par [l'apparition ou [Il'aggravation de cytopénies (anémie,
thrombocytopénie, neutropénie). Cette insuffisance est le reflet d’'une progression de

la LLC mais peut aussi étre favorisée par les chimiothérapies.

Les patients LLC sont aussi plus a risque de développer des manifestations
auto-immunes, et notamment des cytopénies auto-immunes (CAl), qu’il conviendra de
distinguer rapidement des cytopénies en lien avec une insuffisance médullaire, bien
que les deux causes puissent étre intriquées. Cette partie auto-immune et

particulierement le réle de ZAP-70 sera détaillée dans le chapitre suivant.

8. SYNTHESE : ROLE DE ZAP-70 DANS LA LLC

Au total, ZAP-70 est surexprimée de fagon anormale dans environ 50 % des
cas de LLC et est corrélée au statut non muté des IGHVs et s’observe dans environ,
les LLC-NM (Rosenwald et al., 2001).

Cette expression confere a la maladie un pronostic défavorable de par une
réduction de la survie globale, du temps sans progression et sans traitement (Crespo
et al., 2003; Rassenti et al., 2004, 2008). Sa valeur pronostique péjorative semble
méme supérieure a celle du statut mutationnel des IGHVs et de I'expression de CD28
(Rassenti et al., 2004, 2008).

La méthode de détection de I'expression de ZAP-70 reste la cytométrie en flux
et, bien gu’il existe une absence de réel consensus sur le seuil de positivité, une LLC
est considérée comme ZAP-70" si =2 20 % des LB tumoraux expriment ZAP-70*
(Crespo et al., 2003). Le statut hypométhylé de ZAP-70 (CpG(+233)) parait prometteur
mais reste a confirmer par d’autres études, notamment du fait de son absence de

corrélation au niveau d’expression de la protéine (Claus et al., 2014).
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Le rble pronostic péjoratif de ZAP-70 dans la LLC s’explique notamment par
son association a une hyper signalisation médiée par le BCR. Ceci est indépendant
de l'activité catalytique de ZAP-70 (Chen et al., 2008; Gobessi et al., 2007), cette
derniére agissant plutdt comme une protéine adaptatrice facilitant le recrutement et
I'activation d’autres protéines d’aval, impliquée dans la signalisation BCR telles que
SYK, BLNK, PLC-y2, résultant en la génération de seconds messagers, 'augmentation
de la concentration de calcium intracellulaire et I'activation des MAPKSs résultant en
une prolifération et une survie cellulaire accrues (Chen, 2005; Chen et al., 2002). De
plus, ZAP-70 est capable d’intégrer les signaux médiés par TLR9 favorisant la survie
cellulaire et la prolifération des LB LLC ZAP-70* (Wagner et al., 2016). Ces cellules
sont aussi plus sensibles aux signaux de survie et de migration provenant du
microenvironnement (Calpe et al., 2011; Richardson et al., 2006). Collectivement, ces
données permettent d’expliquer, du moins en partie, la nature plus agressive des LLC
ZAP-70".

Toutefois, bien que ces études permettant d’expliquer partiellement pourquoi
I'expression de ZAP-70 est associée avec une progression plus rapide de la LLC, le

mécanisme d’activation précis de ZAP-70 dans ces LB LLC reste a ce jour peu clair.
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C. ZAP-70 ET AUTO-IMMUNITE

‘1. ALTERATIONS DE L’ONTOGENIE T ET
‘ ECHAPPEMENT DE LT AUTOREACTIFS

Les premiéres données concernant le réle éventuel de ZAP-70 dans l'auto-

immunité sont issues des modéles murins.

Les souris SKG ont une mutation hypomorphe faux-sens dans la partie C-
terminale du domaine SH2 de ZAP-70 qui diminue sa liaison a la chaine C et la
signalisation médiée par le TCR. Ces souris développent des arthrites inflammatoires
et sont utilisées comme modéle de polyarthrite rhumatoide, mais présentent aussi une
hypergammaglobulinémie, des Ac anti-nucléaires et des titres élevés de facteur
rhumatoide (Sakaguchi et al., 2003). Des mutations hypomorphes dans le domaine
catalytique de ZAP-70 entrainent un déficit immunitaire T sévére associé a des
anomalies du développement des LTreg, la production d’Ac anti-ADN et une hyper-
IgE (Siggs et al., 2007).

Ces mutations sont responsables d’'un défaut de signalisation par le TCR et
entrainent une altération de la sélection positive et négative des thymocytes avec
échappement et survie de LT auto réactifs en périphérie qui, en réponse a des stimuli
endogénes, contribuent au développement de divers auto-Ac. Une altération de
'ontogénése et de la fonction des LT régulateurs a aussi été suggérée (Sakaguchi et
al., 2012). Ainsi, ces données murines suggeérent que des mutations hypomorphes de
ZAP peuvent mener a l'apparition paradoxale de phénoménes auto-immuns et d’un

déficit immunitaire.
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Chez 'Homme, jusqu’a récemment, un lien éventuel entre mutations de ZAP-

70 et manifestations auto-immunes était peu clair.

A ce jour, 16 mutations différentes ont été répertoriées, la grande majorité étant
de type faux-sens, survenant sur le domaine kinase, et altérant quantitativement et/ou
qualitativement I'expression de ZAP-70 sur son activité catalytique et sa stabilité
protéique (Chan et al., 2016; Liu et al., 2017; Schim van der Loeff et al., 2014; Shirkani
et al., 2017). Ces mutations entrainent un déficit sélectif en CD8" avec des taux de
CD4* circulants normaux ou augmentés, mais peu ou pas fonctionnels, rendant les
patients beaucoup plus sensibles aux infections (bactériennes, virales et fongiques)
(Schim van der Loeff et al., 2014). Le phénotype est trés hétérogene car corrélé a
I'activité résiduelle de ZAP-70. Ainsi, dans les cas de déficit total, ceci se manifeste
dés les premiers mois de vie avec des infections récurrentes graves, similaires aux

patients avec déficit immunitaire combiné sévere (Fischer et al., 2010).

A la différence des modeéles murins, les patients avec des mutations
hypomorphes de ZAP-70 ne semblaient pas présenter de manifestations auto-
immunes significatives. Toutefois, certains patients présentaient un colite et/ou un
purpura thrombopénique immunologique (PTI) (Poliani et al., 2013; Turul et al., 2009)

et les derniéres cas décrits sont associés avec des phénotypes auto-immuns.

Ainsi, Shirkani et al., rapportent le cas d’'un enfant de 3 ans avec une nouvelle
mutation de ZAP-70 (p.Asp521Asn), se manifestant par des infections ORL a répétition
dés le 5° mois de vie, associées a un eczéma récurrent et un PTI (Shirkani et al.,
2017).

Un nouveau syndrome auto-immun, causé par 2 mutations combinées de ZAP-
70, a été rapporté chez un fréere et une sceur développant une hémophilie par auto-Ac
anti-facteur VIII, une pemphigoide bulleuse réfractaire, une colite et un syndrome
néphrotique (Chan et al., 2016). Il n’existait pas de déficit immunitaire chez les deux
patients. La premiére mutation dans la partie C-terminale du domaine SH2 (R192W)
était hypomorphe, réduisant la liaison de ZAP-70 a la chaine , alors que la deuxiéme
mutation dans la partie N-terminale du domaine catalytique (5360P) était activatrice

en réduisant le mécanisme d’auto-inhibition de ZAP-70 (cf. partie 1.B.1). Ceci est le
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premier cas décrit chez ’lHomme de mutation activatrice de ZAP-70. Celle-ci nécessite
toutefois I'association a la mutation hypomorphe pour entrainer le phénotype car les
parents sont tous deux porteurs sains hétérozygotes composites des mutations
respectives, suggérant que dans leur cas, l'allele sauvage suffit a contrebalancer

l'alléle mutée.

Enfin, le cas d’un enfant présentant dans sa premiére année de vie un eczéma
récurrent, une maladie inflammatoire chronique de 'intestin cortico-dépendante et des
infections pulmonaires a répétition a été récemment rapporté (Liu et al., 2017). Il était
porteur de deux nouvelles mutations hétérozygotes composites de ZAP-70, 'une sur
la partie C-terminale du domaine SH2 résultant en la création d’'un codon stop
prématuré (c.598-599delCT p.L200fsX28), l'autre de type non-sens dans linter
domaine B (¢c.847 C>T, R283H), responsables d’'une réduction du niveau d’expression
et de modifications conformationnelles importante de la protéine. |l est intéressant de
constater que chez ce patient, le nombre de LT follicular helpers et de LTreg était

diminué, le taux d’IL-17 augmenté et ceux d’'IFN-y, d’'IL-4, et d’IL-21 abaissés.

Le lien physiopathologique entre déficit en ZAP-70 et auto-immunité est

imparfaitement connu.

Les cellules stromales thymiques jouent un rdle crucial dans I'ontogénie B. En
particulier, les cellules épithéliales thymiques corticales (cTECs) permettent la
différentiation et la sélection positive des thymocytes, alors que les cellules épithéliales
thymiques médullaires (MmTECs) et les cellules dendritiques (DCs) de la medulla
participent a la sélection négative des LT auto-réactifs via I'expression de AIRE et la
présentation de différents peptides du soi, ainsi qu’a la génération de LTreg. Un défaut
de ZAP-70 chez 'Homme est associé a un défaut de différentiation terminale des
mMTECs et a une réduction du nombre de mTECs AIRE?, ainsi qu’a une déplétion des
DCs et des LTregFOXP3™* thymiques (Poliani et al., 2013) (Figure 16).

D’autre part, les LT ZAP-70 KO en périphérie présentent une stéréotypie de
certaines famille V3, ce qui est observé dans de nombreuses maladies auto-immunes
et peut refléter un défaut de régulation des LT. Ceci est renforcé par le fait que les LT

ne parviennent pas a se différencier en Th2 et produisent significativement moins
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d’'IL10 et de TGF-pB, levant ainsi une part de la régulation négative de I'activation des
LT. De plus, un défaut de contrdle de la prolifération des CD4*ZAP-707 peut survenir
de par la réduction significative de I'apoptose médiée par FAS de ces cellules (Roifman
et al., 2010).

Au total, un déficit en ZAP-70 entraine une altération de la sélection positive et
négative thymique et un profil d’expression génique pro-auto-immun, favorisant ainsi
I'échappement et la survie de LT auto réactifs en périphérie et la prédisposition a la

survenue de phénomeénes auto-immuns.

cortex

@

CK8* CK5-

Hassall corpuscle

I ——— Aire* mTEC CK8- CK5*
immature mTEC mactzgé agfc CK8" CK5* UEA-1* MHC-II*
CK8 CKS5* UEA-1* MHC-I* Clda* Aire” IVL*

UEA-1- MHC-II'"® UEA"-;::’:_"C"""' Clda* Aire* IVL-

Figure 16. Interactions thymiques (fleches rouges) durant I'ontogénie T et anomalies observées
dans les thymus des patients ZAP-70"- (chiffres entourés de rouge) (adapté de Poliani et al., 2013).
(1)défaut de différentiation des CD8* SP et altération fonctionnelle des CD4* SP ; (2) réduction du
nombre de LTregFOXP3* ; (3) réduction de la taille de la medulla thymique ; (4) réduction du nombre
de mTECSAIRE" ; (5) défaut de différentiation terminale des mTECs dans les corpuscules de Hassall
avec défaut d’expression d’lIVL ; (6) réduction du nombre de DCs médullaires

CK, Cytokeératine; cTEC, cortical thymic epithelial cell; DN, double-negative thymocyte; MHC-II, MHC
class Il antigen; SP, single-positive thymocytes; TRA, tissue-restricted antigen; TSLP, thymic stromal
lymphopoietin.

89



'2. ROLE DANS LES LB : LES CYTOPENIES AUTO-
| IMMUNES DE LA LLC

La LLC a la particularité de s’accompagner de divers phénomenes auto-
immuns, pouvant survenir a tout moment au cours de I'évolution de la maladie, et

méme au cours de la phase pré-leucémique MBL.

Les mécanismes physiopathologiques sont multiples et complexes et encore
partiellement connus a ce jour. lls sont une voie de recherche importante du fait de
leur implications pronostiques et thérapeutiques, notamment a I'ére des biothérapies

ciblées.

Les principales manifestations auto-immunes rencontrées au cours de la LLC
sont représentées par les CAl : 'anémie hémolytique auto-immune (AHAI), le purpura
thrombopénique immunologique (PTI) et plus rarement I'aplasie érythrocytaire pure
(ou PRCA pour pure red cell aplasia), la granulocytopénie auto-immune (ou AIG pour
autoimmune granulocytopenia). D’autre complications auto-immunes rares sont aussi
observées telles que le pemphigus paranéoplasique, I'angio-cedéme neurotique

acquis et la neuropathie périphérique a Ac anti-MAG (myelin-associated glycoprotein).

Ce chapitre se focalisera sur les CAl, en détaillant leur épidémiologie, leur
diagnostic, les principaux mécanismes physiopathologiques et moyens
thérapeutiques, puis précisera leur impact pronostique et le réle de ZAP-70 dans la

survenue de ces CAl dans la LLC.
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A)  EPIDEMIOLOGIE

La fréquence et lincidence des CAIl dans la LLC sont difficiles a estimer
précisément car basées principalement sur des études rétrospectives de cohortes
hétérogénes, incluant des patients naifs de traitement et d’autres en stade avancé ou
avec des LLC de plus mauvais pronostic. Or le type de LLC et certaines thérapeutiques
sont des facteurs de risque de CAI (détaillé ensuite). De plus, la confirmation stricte
du caractére auto-immun de ces cytopénies n’est pas toujours établie, notamment
pour les PTI. Néanmoins, en tenant compte des études les plus récentes, 4-10 % des
patients présenteront au moins une CAI au cours de leur LLC (Rogers and Woyach,
2016).

Parmi ces CAl, la plus fréquente est 'AHAI, représentant 55-70 % des cas (soit
10-15 % des LLC totales), suivie du PTI dans 18-57 % (5-15% des LLC) puis de la
PRCA dans 12 % et de 'AIG dans 4 % (< 1 % des LLC pour ces deux derniéres
complications) (Rogers and Woyach, 2016).

Ces CAIl peuvent survenir isolément, se succéder avec des intervalles parfois
de plusieurs années, ou apparaitre en association, notamment 'AHAI et le PTI qui,
s’ils surviennent simultanément forment alors le syndrome d’Evans, représentant 9 %
des cas de CAl (Duek et al., 2006).

B) DIAGNOSTIC

Les causes de cytopénies dans la LLC sont nombreuses et souvent intriquées
(insuffisance médullaire par envahissement tumoral, hypersplénisme, toxicité des
chimiothérapies, sepsis et auto-immunité). Ainsi, il est nécessaire d’étre vigilant et
d’explorer les diagnostics différentiels, notamment par des explorations médullaires,
avant de conclure a une CAIl, surtout dans les cas de thrombopénie et/ou de

neutropénie.
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(1) ANEMIE HEMOLYTIQUE AUTO-IMMUNE SECONDAIRE

Le diagnostic d’AHAI est retenu sur la présence de 'ensemble des critére suivants
(Visco et al., 2014) :

1. Hb < 11 g/dL en l'absence de tout médicament cytotoxique dans le mois

précédent ou d’autre étiologie identifiée

2. Au moins 1 signe d’hémolyse parmi : hyperbilirubinémie non conjuguée sans
atteinte hépatique sous-jacente, élévation des LDH sans autre cause identifiée,
baisse de I'haptoglobine, hyper-réticulocytose (en valeur absolue) en I'absence

de saignement

3. Mise en évidence d’'un mécanisme auto-immun : soit par un test de Coombs

direct (TCD) positif en IgG ou C3d, soit par la détection d’agglutinines froides

Toutefois, dans la LLC, le diagnostic AHAI peut étre complexe. En effet, la
réticulocytose peut étre absente en cas d'’infiltration médullaire tumorale importante
et/ou de toxicité chimio-induite, et un taux élevé de LDH pouvant étre plutét le reflet de

la masse tumorale.

Un TCD positif n’est pas toujours prédictif d’'une AHAI. Ainsi, parmi 36 patients en
stade Binet A avec un TCD positif, seuls 31 % développaient une AHAI sur une durée
de suivi de 91 mois (Quinquenel et al., 2015). De plus, le TCD peut étre faussement
négatif dans 1-10 % des cas d’AHAI, en lien avec la présence d’IgA anti-érythrocytes
(les anti-IgA ne sont pas utilisés en routine dans le TCD), ou d’auto-Ac de faible affinité
ou encore a leur faible nombre a la surface des érythrocytes, en decga du seuil de
détection (400 Ig/érythrocyte) (Visco et al., 2014). Dans ces cas, un TCG a l'anti-IgA
est recommandé ainsi que d’autre tests plus sensibles, en particulier le TCD avec
stimulation mitogénique qui est une méthode fonctionnelle semi-quantitative estimée
6 fois plus sensible pour la détection des AHAI dans la LLC, comparativement au TCD
standard (Barcellini et al., 2002).
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(2) PURPURA THROMBOPENIQUE IMMUNOLOGIQUE (PTI)

Bien qu’une thrombopénie isolée dans la LLC soit assez évocatrice d’'un PTI,
car une anémie arégénérative accompagne ou précede le plus souvent la
thrombopénie en cas d’insuffisance médullaire, le diagnostic de PTI est un diagnostic
d’exclusion dans les causes des thrombopénies dans la LLC et nécessite

classiqguement la réalisation d’'une exploration médullaire.

Ainsi, un PTl dans la LLC est défini par la conjonction de 'ensemble des critéres

suivants (Visco et al., 2014a) :
1. Chute du taux de paquettes < 100 G/L non expliqué
2. Absence de splénomégalie palpable ou d’insuffisance médullaire
3. Mégacaryocytes en nombre normal ou augmenté dans la moelle osseuse
4. Absence de traitement cytotoxique dans le mois précédent

5. Exclusion des autres causes de thrombopénie : dysplasie mégacaryocytaire,
infections, médicamenteuse, purpura thrombotique thrombocytopénique,

thrombopénie induite a I'héparine et coagulation intravasculaire disséminée

Il est a noter toutefois que I'évaluation du nombre de mégacaryocytes dans les
stades Binet C’est parfois difficile du fait de I'envahissement médullaire tumoral. Dans
ces cas, le caractére auto-immun de la thrombopénie et leur destruction périphérique
peuvent étre suspectés devant 'absence de réponse aux transfusion plaquettaire et/ou
a une réponse rapide (< 1 semaine) a de fortes doses d’lg intraveineuses (Neunert et
al., 2011).

A la différence du TDC, la mise en évidence d’'un mécanisme auto-immun n’est
pas requise en pratique clinique pour le diagnostic de PTI car, bien que de nombreuses
techniques de détection des auto-Ac aient été développées (voir pour revue Curtis and
McFarland, 2009), elles sont limitées par leur faibles sensibilité (45 % a 60 %) et

spécificité, pouvant étre observée a la fois dans les thrombopénies auto-immunes et
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non auto-immunes (Kuwana et al., 2006; McMillan, 2003). Le défaut de sensibilité peut
étre d0 a une clairance trés rapide des complexes immuns dans la rate, a une
association forte de la liaison Ag plaquettaire/auto-Ac rendant la détection de 'auto-
Ac difficile ou encore a des isotypes non détectés dans les tests. La faible spécificité
est notamment liée a la liaison aspécifique des Ag plaquettaires avec les Ac naturel
poly spécifiques ou d’autre protéines sériques (Curtis and McFarland, 2009). Une
nouvelle méthode de cytométrie (FCIA pour Flow cytometric immunobead array) a été
proposée dans le PTI primaire pour la détection a la surface des plaquettes isolées et
lysées, des auto-Ac dirigés contre les principaux Ag (GPIlb, GPllb, GPllla, GPIX, P-
sélectine) (He et al.,, 2013). Cette méthode semble supérieure a la technique de
référence actuelle MAIPA (Monoclonal antibody immobilization of platelet antigens) en
termes de sensibilité et de spécificité (96 % vs. 44 % et 80,9 % vs. 64,7 %
respectivement). Une version simplifiée de cette technique permettant la détection
sérique des auto-Ac et non plus a partir de plaquettes isolées et lysée a été récemment
publiée par la méme équipe et semble montré des performances comparables (Zhao

et al., 2015). Toutefois, ceci n’a pas été validé dans la LLC a ce jour.

(3) APLASIE ERYTHROCYTAIRE PURE (PRCA)

Le diagnostic de PRCA, bien que survenant dans moins de 1 % des LLC, doit

étre évoqué chez tout patient LLC avec anémie et réticulocytopénie.

Cela reste toutefois un diagnostic d’élimination aprés exclusion des autres
causes plus classiques d’anémie, notamment hémolytiques, carentielles et

I'hypothyroidie.

Une aspiration médullaire de bonne qualité est essentielle afin d’éliminer aussi

un syndrome myélodysplasique associé, notamment chez les patients agés.
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Des critéres diagnostiques sont proposés sans qu’il n'existe toutefois de réel
consensus (D’Arena et al., 2013; Visco et al., 2014a; Zent et al., 2008) :

1. Anémie marquée normocytaire et normochorome non expliquée
2. Réticulocytopénie (en nombre absolu)

3. Déficit sélectif en précurseurs érythroides médullaires (< 1 %) avec production

leucocytaire et mégacaryocytaire globalement conservée

4. Absence d’infection concomitante par Parvovirus B19 (recherchée par PCR),
EBV, VIH, VHB ou encore VHC

5. TCD négatif
6. Absence de stigmates d’hémolyse

7. Plus de 4 a 8 semaines depuis la derniére chimiothérapie

(4) GRANULOCYTOPENIE AUTO-IMMUNE (AIG)

De méme que la PRCA, elle constitue une complication rare de la LLC mais doit
étre évoquée chez tout patient LLC avec neutropénie isolée persistante et non
expliquée. Elle reste aussi un diagnostic d’exclusion et sa définition assez
arbitraire (D’Arena et al., 2013) :

1. Neutropénie persistante et inexpliquée

2. Cellularit¢ médullaire normale ou augmentée avec blocage tardif de la

maturation des granulocytes
3. Présence d’Ac anti-neutrophiles (par méthode indirecte, plus sensible

4. Plus de 4 a 8 semaines depuis la derniere chimiothérapie
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Son diagnostic nécessite aussi d’exclure les autres causes de neutropénie, telles
que la leucémie a larges lymphocytes granuleux (LGL) qui est associée dans 5 % des
cas a une hémopathie maligne lymphoide et un facteur de risque indépendant de CAI
(Lamy et al., 2017), mais aussi des maladies auto-immunes hors CAI et les

neutropénies congénitales.

La technique de détection des anti-neutrophiles est non standardisée a ce jour et
manque de sensibilité et de reproductibilité, méme si la méthode indirecte semble
fournir de meilleurs résultats. |l est ainsi conseillé de répéter la recherche
mensuellement sur une période de 4-6 mois en cas de négativité. Toutefois, ceci n’a

été évalué que dans la population pédiatrique et hors LLC (Fioredda et al., 2011).

C) PHYSIOPATHOLOGIE

La physiopathologie des CAl dans la LLC est complexe et multifactorielle. Elle
fait principalement intervenir des auto-Ac dirigés contre les membranes des

érythrocytes, plaquettes et granulocytes.

Outre ces auto-Ac, d’autres mécanismes sont potentiellement impliqués, tels
que linhibition de la maturation médullaire érythrocytaire, mégacaryocytaire et
granuleuse par les LT auto réactifs et les cellules NK (cytotoxicité directe et/ou
sécrétion de cytokines inhibitrices), entrainant une PRCA, et participant aux PTI et aux

neutropénies respectivement.

Une dysrégulation du microenvironnement et des LT induite par des facteurs
solubles sécrétés par les LB LLC est aussi rapportée. Un résumé des principaux

mécanismes des CAl dans la LLC est proposé en Figure 17.
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(1) IGG POLYCLONALES AUTOREACTIVES ISSUES DES LB
NON TUMORAUX

Plus de 90 % des CAl dans la LLC sont dues a la présence d’'IgG polyclonales
de haute affinité produites par les LB non tumoraux, dirigées contre les membranes
des érythrocytes, plaquettes et granulocytes (Hamblin et al., 1986). De par leur fixation
sur les cellules, elles vont entrainer leur opsonisation et leur clairance accélérée par le
systéme réticulo-endothélial splénique et les cellules de Kupffer hépatiques, et/ou leur

lyse médiée par le complément.

La présence et le role potentiellement pathogéne auto-immun des LB non
tumoraux résiduels dans la LLC a été initialement démontré dans des
expérimentations de greffe exogénique. Ainsi, Kobayashi et al. ont injecté des cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC) de patients LLC a des souris SCID. Bien
que les LB non tumoraux représentassent moins de 0,1 % des PBMC injectés, les
souris ont développé entre 8 et16 semaines post-greffe des IgG humaines dirigées
contre les érythrocytes humains. De méme que les auto-Ac pathologiques observés
chez les patients LLC, ces auto-Ac humains produits par les souris SCID étaient
produits par les LB circulants non tumoraux sans lien clonal avec les LB LLC

transfectés (Kobayashi et al., 1992).

(2) LES LB LLC COMME CELLULES PRESENTATRICES
D’ANTIGENE

Le mécanisme par lequel les LB non tumoraux produisent les auto-Ac est un

processus multi-étapes, initié par les LB LLC jouant le réle de CPA.

Le cas de 'AHAI a été le plus étudié. De maniere générale, la production d’'lgG
de haute affinité par les LB est un mécanisme T-dépendante et il en est de méme pour
la production d’IgG auto-réactifs. Ainsi, il a été démontré dans les AHAI primaires que
les LB non tumoraux étaient capables de produire des IgG anti-érythrocytes suite a

I'interaction avec des LTh auto réactifs, activés spécifiquement par une plus forte
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présentation des épitopes des protéines Rh par les CMHII des CPA (Barker et al.,
1997; Perry et al., 1996). En effet, des LTh spécifiques de différentes auto-antigénes,
incluant Rh, étant détectés chez les personnes sans AHAI ni TCD positif (Barker and
Elson, 1994), ceci suggére que I'activation de ces LTh fait suite a une altération de la

fonction des CPA ou du type de présentation des épitopes.

Il a été démontré que les LB LLC étaient capables d’avoir une activité CPA pour
des épitopes de l'antigéne RhD, entrainant I'activation et I'expansion de LTh auto
réactifs spécifiques, et ainsi d’initier I'activation et la prolifération de LB non tumoraux
et leur différentiation en plasmocytes sécréteurs des IgG polyclonales anti-
érythrocytes. L’Ag RhD était capable d’entrainer une réponse plus intense des LT h en
présence de LB LLC qu’en présence d’autres CPA issues des PBMC. Ceci n’était par
contre pas observé pour des dérivés protéiques purifies de Rh, suggérant un effet
spécifique de I'Ag Rh sur le réle de CPA des LB LLC. Ceci est en accord avec les
données générales reconnaissant les LB LLC comme étant plut6t classiqguement de
faibles CPA pour des Ag conventionnels allogéniques (Dazzi et al., 1995). Une
explication possible de la forte stimulation des LTh par les LB LLC serait I'exposition
d’épitopes cryptiques de I'auto-Ag Rh, connus pour initier des AHAI (Barker and Elson,
1994; Perry et al., 1996).

Plus récemment, la protéine de transport anionique Band 3 a été suggérée
comme un autre Ag majeur impliqué dans 'AHAI de la LLC (Galletti et al., 2008),
notamment par sa liaison préférentielle au récepteur HMGN2 (high-mobility group
nucleosome-binding protein 2) a la surface des LB LLC, nécessaire a I'activation des
LTh (Morande et al., 2015).

La présentation Ag par les LB LLC est favorisée dans les stades avancés de la
maladie, notamment du fait de linfiltration splénique plus importante par les LB
tumoraux, favorisant ainsi leurs interactions avec les Ag des érythrocytes, mais aussi
plaquettaires, en cours de clairance physiologique dans le systéme réticulo-endothélial
(Mauro et al., 2000).
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(3) IGM MONOCLONALES ISSUES DES LB LLC

Dans moins de 10 % des CAl au cours de la LLC, I'auto-Ac produit est une IgM
monoclonale, directement issue des LB LLC (Hamblin et al., 1986). Ceci s’observe
notamment dans le cas de la maladie des agglutinines froides ou I'lgM (principalement
de type kappa) est dirigée contre I'Ag l/i des érythrocytes et entraine une hémolyse

intravasculaire.

(4) POLYREACTIVITE DU BCR ET SELECTION AG

La configuration du BCR et sa stimulation par des auto-Ag semblent aussi jouer
un réle important dans la survenu des CAl au cours de la LLC. Ainsi, il a été observé

une association entre certaines stéréotypies du BCR et la survenue d’AHAI et de PTI.

Dans une étude rétrospective récente, la survenue d’'un PTI était associée au
statut non muté des IvGHs, a l'altération génétique défavorable del(11)(q23) et a une
stéréotypie des séquences HCDR3. Parmi ces stéréotypies, les sous-groupes #1
(IGHV1-5-7/IGHD6-19/IGHJ4) et #7 (IGHV1-69 ou IGHV3-30/IGHD3-3/IGHJ6) étaient
observés dans 30 % des cas de PTI et constituaient des facteurs de risque

indépendants du statut mutationnel (Visco et al., 2012).

Dans une autre étude rétrospective portant sur 585 patients LLC, Maura et al.
ont montré que le statut non muté des IGHVs et les altérations génétiques
défavorables del(17)(p13) et del(11)(q23) étaient des facteurs de risque indépendants
d’AHAI et de sa survenue plus précoce. De méme, une stéréotypie du BCR, et
notamment le groupe #3 (IGHV1-69 et IGHV4-30/IGHD2-2/IGHJ6), était aussi plus
fréquemment observée en cas d’AHAI mais, a la différence de I'étude précédente, ceci
n’était plus significatif en analyse multivariée, probablement du fait du faible effectif
(Maura et al., 2013). De plus, la plus forte prévalence du motif DFWSGY de la HCDR3
rapportée dans les cas de LLC avec AHAI (Efremov et al.,, 1996) n’était ici pas

significative. Dans ces deux études, a I'exception de la séquence IGHD6-19 pour le
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PTI (Visco et al., 2012), il n’a pas été observé d’autre association significative entre
I'utilisation préférentielle des génes IGH V-D-J et la survenue d’'une AHAI et/ou d’un
PTI.

Ainsi, il semblerait que les LLC-NM, caractérisés par un BCR polyréactif
capable de lier de multiples (auto)Ag, puissent promouvoir et faciliter le développement
de CAIl. Inversement, les LLC-M ont plutét un profil anergique et sont associés a un
plus faible risque de développer des CAl. De plus, I'association entre une stéréotypie
du BCR et la survenue de CAl et notamment du PTI, suggeére le réle pathogéne d’'une

activation du BCR par un ou des antigénes spécifiques.

(5) ALTERATION DE LA BALANCE LTREG/LTH17

Le compartiment T est clairement altéré dans la LLC et participe a la survenue

des manifestations auto-immunes de cette maladie.

Les LTreg jouent un réle crucial dans la suppression des réponses auto-
immunes (Vila et al., 2009). Etonnamment, dans la LLC, plusieurs études montrent
que les LTreg seraient au contraire augmentés (Lad et al., 2013, 2015; Riches et al.,
2010), et particuliérement dans les cas de CAIl (Lad et al., 2013, 2015) ou un taux
élevé au diagnostic est associé a la survenue de CAI (Lad et al., 2013). Les raisons
de cette augmentation ne sont pas connues a ce jour. Ceci pourrait étre le reflet d’'un
microenvironnement tolérogéne induit par les LB LLC afin de favoriser leur expansion
clonale, et/ou un dysfonctionnement des LTreg notamment de par des interactions
cellule-cellule CD27-CD70 (Visco et al., 2014a).

Le développement des LTreg et des LTh17 est mutuellement exclusif et dépend
du milieu cellulaire. Dans une étude récente comparant les taux de LTreg et LTh17
dans des LLC avec ou sans CAl, il a été montré que les nombres absolus des deux
populations étaient significativement augmentées dans le groupe avec CAl, mais que
seuls les LTh17 I'étaient aussi en proportion (Lad et al., 2015). Au final, le ratio
LTh17/LTreg étant basculé en faveur des LTh17 en cas de CAl, il est suggéré que les

LTh17 pourraient aussi jouer un réle prépondérant dans la survenue de CAIl dans la
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LLC, a linstar d’autre pathologies auto-immunes (Han et al., 2015), ce qui est aussi
évoqué dans les CAl hors LLC (Ye et al., 2015; Xu et al., 2012).

(6) ROLE DES TLRS

Les TLRs, outre leur role prépondérant dans I'immunité innée, sont aussi des
initiateurs de 'immunité adaptative et notamment de I'activation des LB non tumoraux.
Il est clairement démontré que, sous certaines conditions, la reconnaissance par les
TLRs de PAMPS (pathogen-associated molecular patterns), de DAMPS (damage-
associated molecular patterns) ou encore de MAMPS (microorganism-associated
molecular patterns) peut mener au développement de manifestations auto-immunes,
et que ces ligands peuvent promouvoir la réponse inflammatoire innée inductrice de
LT auto réactifs (voir pour revue (Mills, 2011). Or, dans la LLC, il a ét¢ montré que
'expression des TLRs était altérée, avec une réduction des TLR2 et TLR4 et une
augmentation des TLR9, TLR10 et TLR10 (Barcellini et al., 2014; Grandjenette et al.,
2007; Muzio et al., 2009).

De plus, une réduction de I'expression de TLR4 (mARN et protéique) était
associée a la survenue de CAI, indépendamment du stade clinique ou des
thérapeutiques regues (Barcellini et al., 2014), suggérant I'implication de TLR4 dans
I'inhibition de l'auto-réactivité dans la LLC. Toutefois, les faibles effectifs de I'étude
n'ont pas permis de préciser si cette réduction d’expression était bien indépendante
des facteurs de risque connus de CAI et/ou de progression clonale tels que le statut
non muté des IGHVs, I'expression de ZAP-70/CD38 et les altérations cytogénétiques.
Le lien physiopathologique entre TLR4 et auto-immunité est peu clair, mais il a été
observé dans le PTI qu’une réduction de I'expression de TLR4 par les monocytes était
associée a un défaut de différentiation des LTreg et de la production des cytokines
inhibitrices IL-10 et TGF-B, au profit des LTh17 (Hao et al., 2017). Or, une anomalie
du ratio LTh17/LTreg pourrait étre impliqué dans la survenue de CAl comme vu
précédemment (Lad et al., 2015; Ye et al., 2015; Xu et al., 2012).
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(7) REPRESSION MEDULLAIRE PAR LES GRANDS
LYMPHOCYTES GRANULEUX

La physiopathologie de la PRCA et de la neutropénie auto-immune est
légerement différente. Elles peuvent étre dues a la présence d’auto-Ac polyclonaux
et/ou monoclonaux dirigés contre les précurseurs érythroides a tous les stades de
maturation, ou plus rarement contre le récepteur membranaire a I'érythropoiétine ou

encore contre sa version endogene r-EPO.

Une destruction auto-immune des PNN via des auto-Ac anti-granuleux est aussi
rapportée, mais la distinction entre des Ac-anti-HLA ou de vrais Ac anti-granuleux n’est
pas toujours bien établie. Le mécanisme principal semble étre lié aux LT et aux cellules
NK. Ainsi, dans la LLC, il a été montré qu’il existe une surreprésentation médullaire de
NK et de LT avec altérations fonctionnelles comparativement aux sujets sains,
rebaptisées grands lymphocytes granuleux ou LGL. Des études in vitro dans la LLC
ont montré que ces LGL inhibaient la croissance et la différentiation érythrocytaire et
étaient incapables d’aider a la croissance des colonies de progéniteurs érythroides
(BFU-E, burst-forming unit-erythrocyte) comme c’est classiquement le cas chez les
individus sains (voir pour revue (D’Arena and Cascavilla, 2009). De méme, |l
semblerait que ces LGL soient capables d’inhiber la croissance médullaire des

précurseurs granuleux ou GMCFC (granulocyte-macrophage colony-forming cells).

Un mécanisme alternatif ou additif serait la destruction des précurseurs
myéloides et des PNN via une apoptose médiée par FAS, dont le ligand (FAS-L) est
anormalement exprimé de fagon constitutive a la surface des LGL, contrairement aux
LT cytotoxiques normaux ou son expression est induite iniquement suite a leur
activation (voir pour revue (Pontikoglou et al., 2011). Toutefois, ces données
concernent principalement les leucémies a LGL non associées aux LLC, des études
complémentaires sont ainsi nécessaires dans la LLC afin de confirmer une similarité

physiopathologique.
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Figure 17. Principaux mécanismes pathogéniques impliqués dans la survenue de CAI dans la
LLC (Visco et al., 2014a)

(1)Les CAI sont classiquement médiées par des auto-Ac de type IgG polyclonaux issus des LB non
tumoraux (90 % des cas) qui accélérent la clairance des érythrocytes et des plaquettes dans la rate et
le foie ; (2) Dans 10 % des cas de CAl, I'auto-Ac est une IgM monoclonale issue du clone de LLC ; (3)
Les LB LLC peuvent aussi agir comme des cellules présentatrices d’Ag, favorisant I'activation et la
prolifération de LThelper autoréactifs et de LTreg mais ces derniers étant non ou peu fonctionnels ; (4)
Les LB LLC peuvent aussi sécréter des cytokines immunosuppressives telles que TGF-f et IL-10 suite
a leur stimulation par des signaux externes ; (5) les LT autoréactifs et les cellules NK peuvent interférer
avec la maturation des mégacaryocytes et des érythroblastes dans la moelle osseuse par I'intermédiaire
de cytokines inhibitrices et/ou par cytotoxicité directe.

D) IMPACT PRONOSTIQUE ET FACTEURS DE RISQUE

Dans les systémes de classification de Binet et de Rai, encore couramment
utilisés a ce jour en pratique clinique, la présence de cytopénie(s) est associée a un

moins bon pronostic de la LLC, en lien avec une maladie a un stade plus avancé.

Toutefois, ces deux systémes ne distinguent pas les cytopénies d’origine auto-
immune de celles par insuffisance médullaire en lien avec une progression de la LLC.
Ainsi, des patients peuvent étre classés dans le méme stade alors que I'étiologie de
leur cytopénie differe, de méme que leur pronostic et la décision thérapeutique. Ceci

a été pris en compte dans les recommandations internationales du NCIWG (National
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cancer Institute Working Group) de 2008 qui requiérent dans ces classifications que

les cytopénies soient dues a une infiltration médullaire de la LLC (Hallek et al., 2008).

L’'impact pronostic réel des CAl dans la LLC est toutefois difficile a apprécier et
reste débattu a ce jour. La méthode d’évaluation de I'impact des CAI sur la survie
globale peut varier selon les études, certaines intégrant le temps depuis le diagnostic
de la LLC (pouvant précéder de plusieurs années la survenue des CAl), d’autres
depuis le début des CAl. De plus, le délai est trés variable entre le diagnostic de LLC
et la survenue de 'AHAI ou du PTI, ce dernier apparaissant plus précocement lorsque
la LLC est quiescente alors que 'AHAI est plus fréquemment observée lors de LLC
plus avancées ou progressives (Visco et al., 2014). Enfin certains traitements
spécifiques de la LLC ont aussi été suggérés comme facteurs de risque de la survenue
de CAIl, notamment la fludarabine, en favorisant les AHAI (Weiss et al., 1998) et
doivent donc étre pris en compte dans les analyses multivariées évaluant I'impact des

CAl sur la survie globale.

Malgré ces difficultés, il semblerait que les patients avec CAl au diagnostic de
LLC (stade C « immun ») aient un pronostic plus favorable que ceux présentant des
cytopénies en lien avec un envahissement médullaire (stade C « infiltratif ») (Moreno
et al., 2010). De méme, la médiane de survie depuis I'apparition des CAI est
significativement plus grande chez ces patients avec CAl que ceux avec cytopénies
par insuffisance médullaire (Zent et al., 2008). Il semble toutefois que la présence de
CAl confére un pronostique « intermédiaire », la survie des stades C « immuns »
restant inférieure a celle des patients en stade A sans CAIl et soit plutdét de I'ordre des
patients en stade B (Visco et al., 2014b; Zent et al., 2008).

Concernant spécifiquement 'AHAI, les résultats sont discordants. Une étude a
rapporté que '’AHAI n’avait pas d’'impact sur la survie globale (Mauro et al., 2000). A
'opposé, Dearden et al., ont évalué I'impact pronostique d’'un TCD positif et/ou d’'une
AHAI au moment de l'initiation d’'un traitement pour la LLC et ont montré qu’'un TCD
positif était li€ a une moins bonne réponse au traitement de la LLC et, qu’associé a
une AHAI, cela constituait un facteur mauvais pronostic avec une plus faible survie
globale (Dearden et al., 2008).
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Toutefois, cette derniére étude inclue des patients a pronostic plus sévere
nécessitant un traitement de la LLC, ce qui n’est pas généralisable aux patients avec
LLC avec AHAI sans indication de réduction tumorale. Une étude récente a montré
que les facteurs de risque indépendants de développer une AHAI étaient le statut non
muté des IGHVs et/ou les altérations génétiques défavorables del(17)(p13) et
del(11)(923) (Maura et al., 2013), eux-mémes étant des facteurs pronostiques
péjoratifs bien connus dans la LLC (Damle et al., 1999; Hamblin et al., 1999; (Déhner
et al., 1997); Zenz et al., 2010b).

Concernant le PTI isolé, les données sont moins nombreuses. Toutefois, dans
une large étude rétrospective portant sur 1 268 patients avec LLC nouvellement
diagnostiquée, a I'inverse de 'AHAI, la présence d’'un PTI au diagnostic (confirmé par
exploration médullaire) était un facteur pronostique péjoratif, avec une survie globale
similaire a celle des patients en stade IV de Rai (thrombopénie < 100 G/L en lien avec
une infiltration médullaire par la LLC). L’analyse multivariée montrait que la survenue
d’'un PTI dans les 24 mois suivant le diagnostic de LLC ainsi que le caractére
réfractaire du PTI constituaient des facteurs pronostiques péjoratifs indépendants sur
la survie globale. La encore, ceci semble lié a I'association non indépendante entre la

survenue d’'un PTI et le statut non muté des IGHVs (Visco et al., 2008).

Au final, malgré quelques résultats discordants, il semble que la survenue de
CAl dans la LLC soit associée a une réduction de la survie globale. Une partie de cette
association peut s’expliquer par un plus haut risque d’infections, de saignements et
d’événements cardiovasculaires en lien avec les CAl elles-mémes ou leurs traitements
(corticostéroides, immunosuppresseurs). Une hypothése complémentaire et
probablement majoritaire est que les CAl dans la LLC sont le reflet clinique d’un clone
plus agressif. Ceci est renforcé par I'association quasi-constante des AHAI et des PTI
avec le statut non muté des IvGHSs, I'’hyper expression de CD38 et de ZAP-70 ainsi
que les altérations génétiques défavorables del(17)(p13) et del(11)(g23) dans
différentes séries indépendantes (Moreno et al., 2010, Maura et al., 2013; Visco et al.,
2014; Shvidel et al., 2013; Mauro et al., 2000; Zanotti et al., 2010).
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L’étude ayant montré pour la premiére fois et de fagon robuste une association
entre I'expression de -70 et la survenue de CAl dans la LLC est celle de Zanotti et al.
en 2010 (Zanotti et al., 2010).

lls ont analysé rétrospectivement les données de 290 patients LLC pour
lesquels I'expression de ZAP-70 était déterminée par IHC sur des biopsies médullaires

fixées.

Ainsi, sur la durée moyenne de suivi de 80 mois, 16 % des patients
développaient au moins une CAl. L’expression de ZAP-70 était le paramétre le plus
discriminant entre les patients avec ou sans CAl, 80 % des patients avec CAl étant
ZAP-70* (p < 0,0001) en IHC. Le statut mutationnel des IGHVs était moins discriminant
que I'expression de ZAP-70 (p = 0,026) avec la réserve toutefois qu’il n’a été évalué
que chez 136 patients sur les 290 totaux. L’incidence cumulative projetée a 7 ans des
CAl était de 30 % chez les patients ZAP-70" vs 4 % chez les ZAP-70" (p < 0,0001)
(Figure 18. A).

Il est a noter que I'expression de ZAP-70 par IHC et par cytométrie en flux (avec
un seuil de positivité de 20 %, cf. Figure 13 pour rappel de la méthode) était
concordante dans 89 % des cas, et que seul 1 patient parmi les 22 avec CAl présentait
des résultats discordants entre les 2 techniques, rendant ainsi peu probable un biais

de résultats.

De plus, la survenue de CAl était associée a une réduction plus importante de
la survie globale chez I'ensemble des patients mais ceci n’était plus significatif en

analyse multivariée, a la différence de I'expression de ZAP-70.

De plus, la classification de 'ensemble des patients selon leur positivité pour
ZAP-70 révélait que la survenue de CAIl conférait un impact négatif sur la survie
globale des patients ZAP-70* (Hazard ratio = 1,75 ; IC 95% : 1,06 - 2,86) mais
pas chez les patients ZAP-70" (Figure 18.B) suggérant une interaction additive délétere
entre ZAP-70 et les CAl dans la LLC.
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Figure 18. Relations entre I’expression de ZAP-70 et la survenue de cytopénies auto-immunes
(CAl) dans la LLC (sur 290 patients) (Zanotti et al. 2010).

Fréquence des CAl et durée d’apparition des CAl depuis le diagnostic de LLC selon I'expression de
ZAP-70 sur 290 patients

Survie globale selon 'apparition de CAl et I'expression de ZAP-70
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E) TRAITEMENT

Il n'existe pas a ce jour dessais randomisés évaluant les différentes
thérapeutiques des CAIl associées a la LLC. Ainsi, les informations et
recommandations proposées proviennent d’études de cohortes pour la plupart
rétrospectives. |l a été proposé en 2010 une classification des CAl de la LLC en deux
groupes : CAl simples (survenant dans un contexte de LLC avec masse tumorale
stable) et CAl complexes (en contexte de LLC évolutive). Le premier groupe doit étre
pris en charge comme les patients avec CAl primitives, alors que les CAl complexes

nécessitent un traitement spécifique de la LLC.

Une voie d’avenir concerne la place des thérapeutiques inhibant spécifiquement

les voies d’activation du BCR dans les CAl de la LLC, mais des études sont en cours.

En cas de rechute des CAl a distance de l'arrét des thérapeutiques, il est

préconisé de reprendre le traitement initial en 1 intention.

(1) AHAI ET PTI

Les schémas thérapeutiques sont globalement semblables pour 'AHAI et le
PTI.

En cas d’AHAI simple, il est classiquement proposé en 1ére intention des
glucocorticoides a la dose de 1 mg/kg durant 2-4 semaines puis réduite
progressivement par paliers avec un sevrage progressif en quelques mois. Une
supplémentation en acide folique et une prophylaxie anti-infectieuse sont aussi
recommandées. La dexaméthasone séquentielle a montré de bons résultats dans les

AHAI primaire mais n’a pas été évaluée dans les AHAI associées a la LLC.

108



En cas de CAI corticodépendantes ou réfractaire ou en rechute précoce, le
rituximab est alors classiquement en traitement de 2¢ intention a la dose de 375 mg/m2
hebdomadaire pendant 1 mois, avec des taux de réponse de 70 % a 100 %. Bien que
validé par la Food and Drug Administration, I'expérience concernant l'utilisation de
I'ofatunumab dans les CAl de la LLC est trés limitée a ce jour. L’alemtuzumab semble
aussi efficace mais au prix d’un risque infectieux plus important, rendant son utilisation
limitée aux cas réfractaires aux traitements précédents. La ciclosporine A ou
I'azathioprine ont aussi été proposés en 2¢ intention a visée d’épargne cortisonique.
Enfin, la splénectomie, bien qu’efficace, va encore majorer le risque infectieux qui est
déja augmenté chez les patients LLC du fait des altérations de I'immunité cellulaire et

humorale intrinseques a la LLC (cf. partie Il. G) et est donc discutée au cas par cas.

Dans les <cas de CAl multi-réfractaires ou complexes, une
immunochimiothérapie est indiquée, permettant de cibler a la fois les LB LLC et les
mécanismes des CAIl. Différentes combinaisons sont possibles, telles que RCD
(rituximab-cyclophosphamide-dexaméthasone ou RB (rituximab-bendamustine) avec
des taux de réponse comparables. Les associations contenant de la fludarabine sont
classiquement déconseillé du fait des données assez anciennes suggérant un risque
de CAIl induites par la fludarabine (Weiss et al., 1998) bien que des données plus
récentes en association avec d’autres chimiothérapies et anti-CD20 ne semblent pas

montrer de sur-risque (Hallek et al., 2010).

Les options thérapeutiques du PTI dans la LLC sont globalement les mémes
que celles de 'AHAI. A linstar du PTI primaire, il convient d’instaurer un traitement
pour des chiffres plaquettaires < 20-30 G/L voir < 50 G/L en cas de traitement
anticoagulant et/ou antiagrégant. Les agonistes des récepteurs de la thrombopoiétine
(eltrombopag et romiplostim) semblent aussi montrer des résultats trés intéressant
dans les rares études rétrospectives des PTIl secondaires a la LLC avec de bon profils
de sécurité, et permettent notamment de limiter voir d’éviter la prise
d'immunosuppresseurs et ainsi de ne pas augmenter le risque infectieux chez ces

patients (D’Arena and Cascavilla, 2011; Koehrer et al., 2010).
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(2) PRCAET AIG

La prise en charge thérapeutique de la PRCA et de I'AIG dans la LLC differe de
celle de I'AHAI et du PTI. Les objectifs sont respectivement de restaurer
I'érythropoiése et la granulopoiése en limitant d’'une part les risques a long terme des
transfusions itératives de concentrés de globules rouges les risques infectieux

notamment fongiques.

La PRCA secondaire a la LLC est classiquement peu sensibles aux corticoides.
De méme que la PRCA primitive ou associée a d’autres pathologies, le traitement de
1¢" choix dans la LLC est la ciclosporine, avec un taux de réponse observé > 75 %,
objectivé par l'apparition de réticulocytes circulants en 2 a 3 semaines, mais
nécessitant le plus souvent une durée de traitement > 12 mois pour maintenir une
rémission (Means, 2016) avec les risques induits d’hypertension artérielle et
d’insuffisance rénale. Dans les cas réfractaires, I'efficacité de I'alemtuzumab (Willis et
al., 2001) ou du RCD (Rossignol et al., 2011) a été rapportée mais ceci concerne un

trés faible nombre de cas.

La rareté de I'AIG, notamment secondaire a la LLC, fait que ses options
thérapeutiques proviennent de description de cas. Bien que certaines AlG puissent se
résoudre spontanément, la plupart des patients nécessitent une prophylaxie anti-
infectieuse et la mise sous G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) dés que le
taux de PNN est < 0,5 G/L, avec une efficacité variable et le plus souvent uniquement
suspensive (Rosenwald et al., 2001). La ciclosporine, seule ou en association avec du
rituximab semble avoir montré une efficacité mais au prix de complications infectieuses
non négligeables (Chakupurakal et al., 2007; Costello and Sébahoun, 2010).
L’alemtuzumab peut aussi étre proposé en 2¢ intention mais sans niveau de preuve
(Willis et al., 2001).
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(3) AUTRES MANIFESTATIONS AUTO-IMMUNES DANS LA LLC

Diverses manifestations auto-immunes, autres que les CAl, ont été rapportées
dans la LLC mais le plus souvent sous forme de case-report ou de petites séries ne
permettant pas d’étude précise du réle de ZAP-70 dans ces complications (Hodgson
et al., 2011).

Le pemphigus est une pathologie auto-immune cutanéomuqueuse bulleuse et
érosive parfois d’origine paranéoplasique dont la LLC représente la plus fréquente des
causes, devant les LMNH, LMH et la maladie de Castelman (Zhu and Zhang, 2007).
Le mécanisme est peu clair mais il a été suggéré que les Ac monoclonaux issus du
clone tumoral B reconnaissent par réaction croisée les Ag épidermiques (Wang et al.,
2004) et/ou par extension de reconnaissance antigénique (epitope spreading) (Zhu
and Zhang, 2007). Des cas de polyneuropathies anti-MAG ont aussi été décrits,
associées a la présence de paraprotéines d’isotypes IgG ou IgM et répondant au
chlorambucil, sans que le lien physiopathologique soit clairement établi (Hodgson et
al., 2011).

'3. SYNTHESE : ROLE DE ZAP-70 DANS L’AUTO-
| IMMUNITE

Son role semble trés différent selon le type cellulaire impliqué.

Dans les LT ou cette protéine est physiologiquement exprimée, ZAP-70 est
fortement impliquée dans la sélection positive et négative thymique. Ainsi, un déficit
en ZAP-70 entraine un profil d’expression génique pro-auto-immun, favorisant ainsi
I'échappement et la survie de LT auto réactifs en périphérie et la prédisposition a la

survenue de phénomeénes auto-immuns.

111



Dans la LLC, au contraire, son expression aberrante est associée a la survenue
de CAIl (AHAI, PTI, syndrome d’Evans) (Moreno et al., 2010, Maura et al., 2013; Visco
et al., 2014a; Shvidel et al., 2013; Mauro et al., 2000; Zanotti et al., 2010). De plus, ces
CAI conferent un impact négatif sur la survie globale des patients ZAP-70* mais pas
chez les patients ZAP-70-, suggérant une interaction additive délétére entre ZAP-70 et
les CAl dans la LLC (Zanzotto et al., 2010).

La encore, bien que ces études démontrent le lien entre 'expression de ZAP-
70 et la survenue de CAl dans la LLC, le lien physiopathologie reste peu clair. Etant
donné que l'expression de ZAP-70 est associée a une hyper signalisation du BCR
dans les LB LLC et que, de maniére générale dans les LB, il est démontré qu’un défaut
de régulation négative du BCR est corrélé a la survenue de manifestations auto-
immunes (Nitschke, 2009; Pritchard and Smith, 2003; Schickel et al., 2012),
'expression de ZAP-70 dans les LB de LLC pourrait favoriser 'émergence de CAl.
Toutefois, les données épidémio-biologiques vont a I'encontre de cette hypothése, car
seulement 10 % de ces CAl sont dues a une IgM monoclonale issue des LB LLC, 90 %
des cas étant dus a des Ig polyclonales issues des LB non tumoraux résiduels,

n’exprimant théoriquement pas ZAP-70.

112



D. ROLE DE ZAP-70 DANS LES LB NON TUMORAUX

Comme détaillé précédemment, ZAP-70 est principalement exprimée
physiologiquement dans les LT et les NK, et de fagon anormale dans environ 50 %
des LB tumoraux de LLC.

Des données robustes ont montré que I'expression de ZAP-70 jouait aussi un réle
dans l'ontogénie B précoce murine. Chez 'Homme, quelques papiers ont rapporté
I'expression de ZAP-70 dans des LB non tumoraux, mais son réle fonctionnel dans les

LB reste totalement inconnu a ce jour.

1. ONTOGENIE B : LES MODELES MURINS

A) RAPPELS SUR L’'ONTOGENIE B

L’ontogénie B et la signalisation médiée par le pré-BCR et le BCR sont trés

similaires entre ’'Homme et la souris.

Brievement, le développement lymphocytaire B débute dans la MO ou les
progéniteurs B vont initier la recombinaison des génes des Ig, alors initialement en
configuration germinale (voir pour revue (Herzog et al.,, 2009). Un résumé de
'ontogénie est proposé en Figure 19. Ceci débute par la recombinaison des fractions
VDJ des génes codant pour I'lGHV dés le stade du progéniteur lymphoide commun
(CPL) ou proB précoce. Les séquences DH-JH sont réarrangées en premier, suivies
par VH-DJH au stade proB tardif, médié par le complexe protéique RAG1-RAG2
(recombination-activating gene 1 et 2), générant des cassures double brin de 'ADN
entre ces segments de génes qui sont reconnues comme des sites spécifiques de
recombinaison. Un VHDJH productif sur les deux chromosomes constituent les
chaines Igu qui s’associent avec deux chaines légéres provisoires formées par les

hétérodimeres VpréB et A5, et les sous-unités de signalisation intracellulaires Iga et
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IgB. Ce complexe constitue le pré-BCR et est exprimé dés le stade de grande cellule

préB (ou pré-B précoce).

L’expression d’un pré-BCR fonctionnel est un point de contréle majeur dans
'ontogénie B. Il permet l'arrét du réarrangement des IGHV assurant ainsi I'exclusion
allélique, mais aussi permets I'expansion des pré-B et l'initiation du réarrangement des
genes des chaines légeres d’lg (IGLV). L’expression d'un pré-BCR a la surface
entraine I'agrégation de multiples pré-BCR di a la polyréactivité des sous-unités A5
qui lui permet de se lier avec différentes structures du microenvironnement et de
former des complexes de pré-BCR. Ceci facilite I'activation du pré-BCR et sa
signalisation intracellulaire aboutissant a une diminution de I'expression de A5 et a
I'initiation du réarrangement des IGLV toujours par exclusion allélique (stade de petite
cellule pré-B ou pré-B tardif). Ainsi, les chaines légéres provisoires sont remplacées
par des chaines légéres k ou A (exclusion isotypique) suite aux réarrangements DL-JL
et, en association avec les chaines Igu et I'hétérodimere Iga et IgB, vont former le BCR
qui, si fonctionnel, entraine I'arrét du réarrangement des chaines Iégéres, et sera

exprimé a la surface des LB au stade immature.

Ces LB vont alors subir des un test de tolérance aux auto-Ag dans la MO, c’est

la sélection centrale (voir pour revue Goodnow et al., 2005).

En I'absence de réaction contre le soi, ces LB vont alors migrer en périphérie
(LB transitionnels) dans les OLS (rate et ganglions) ou elles vont poursuivre leur
maturation et se différentier en LB matures. Dans ces cellules la transcription s’étend
aux exons C5o et I'épissage élimine préférentiellement les séquences Cp. Ainsi, ces LB

matures co-expriment a leur surface des IgM et des IgD (Figure 19).

En cas de reconnaissance de ligands du soi polyvalents (ex: CMH), les LB
immatures subissent dans la MO soit une délétion clonale par apoptose en cas de forte
signalisation médiée par le BCR, soit une révision du récepteur en cas de signal moins
intense, aboutissant a un récepteur de nouvelle spécificité. Si ce dernier est encore
autoréactif, le réarrangement des IGLV continue jusqu’a ce qu’un récepteur non
autoréactif soit produit ou que les segments V et J soit épuisés, les cellules restant

encore autoréactives subissent alors I'apoptose.
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Les LB immatures fixant des Ag du soi capables d’interconnecter les BCR vont
subir I'endocytose d’'une partie de leurs BCR et une augmentation de leurs seuils
d’activation via I'hyper expression de récepteurs inhibiteurs du BCR (tels que SHP-1),
rendant ces LB incapables de répondre a I'Ag (anergie). Ces cellules vont tout de
méme pouvoir migrer en périphérie et exprimer des IgD de surface tout en restant

anergiques.

Enfin, en cas de reconnaissance d’Ag solubles du soi avec une faible affinité ou
d’Ag monovalents incapables d’interconnexion des BCR, ces LB ne recoivent alors
aucun signal de cette interaction et peuvent migrer en périphérie, se différencier
normalement et exprimer a la fois des IgG et IgD de membrane. Ces cellules sont donc
des clones ignorants et sont potentiellement autoréactives car leur ligand est présent
mais incapable de les activer en conditions physiologiques. Toutefois, leur demi-vie
est courte et elles entrent en compétition avec les autres LB non autoréactifs pour leur
entrée dans les OLS (exclusion folliculaire), ce qui fait que ces LB subissent le plus
souvent une forme de délétion retardée en périphérie et limite le risque de

développement d’une autoréactivité.
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immunoglobulin - (pre-BCR) - Igi and IgA (IgL) Igk and IgA (1gL)

Figure 19. Ontogénie B et réle du pré-BCR (adapté de Herzog et al., 2009)

Le réarrangement de la chaine lourde de I'lg (IGH) est initié dans le progéniteur lymphoide commun ou
au stade pro-B. En cas de réarrangement productif, la chaine Igu est alors produite et participe a la
formation du pré-BCR exprimé a la surface des grands pré-B. La signalisation médiée par le pré-BCR
induit la prolifération clonale de ces cellules et l'initiation des réarrangements de la chaine lIégére de I'lg
(stade de petite cellule pré-B). Le réarrangement productif de cette chaine résulte en I'expression d'un
BCR complet, constitué de deux chaines Igu et deux chaines Igk ou IgA a la surface des LB immatures.
Ces cellules subissent le processus de sélection centrale et, en 'absence d’autoréactivité, peuvent
maturer normalement en périphérie dans les organes lymphoides secondaires et co-exprimer des IgG
et IgD de surface.

V, variable; D, diversity; J, joining; IL-7R, interleukin-7 receptor; SLC, surrogate light chain.
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§B) REDONDANCE FONCTIONNELLE PARTIELLE ENTRE ZAP-
: 70 ET SYK

La signalisation médiée par le pré-BCR (et le BCR) est similaire chez 'lHomme
et la souris. Comme détaillé précédemment, elle est médiée par I'hétérodimere Iga et
IgB. Les protéines tyrosines kinases SYK, et dans une moindre mesure LYN, sont
essentielles a cette signalisation (Jiang et al., 1998; Takata et al., 1994) en
phosphorylant les ITAMs des Iga et IgB, permettant le recrutement de SYK sur ces
ITAMs et son activation compléte avec boucle d’amplification. Une fois pleinement
activée, SYK va interagir avec et phosphoryler diverses protéines adaptatrices d’aval
qui vont activer les voies de signalisation de la PI3K et de la PLC-y2. Ceci résulte en
la génération de seconds messagers, I'augmentation de la concentration de calcium

intracellulaire et I'activation des MAPKs.

Le réle exclusif de SYK dans la signalisation du pré-BCR a été remis en
question au milieu des années 1990 par des modéles murins SYK KO (SYK”") ol cette
délétion entrainait uniquement un blocage partiel de la différentiation des pro-B en pré-
B, suggérant que la signalisation du pré-BCR pourrait étre indépendante de SYK
(Cheng et al., 1995; Turner et al., 1997). Une redondance fonctionnelle avec une autre
protéine a ainsi été évoquée, or la seule autre kinase de la famille de SYK est ZAP-
70.

Il a ainsi été confirmé que ZAP-70 était exprimée physiologiquement dans les
LB de fagon trés précoce, dés le stade pro-B (Fallah-Arani et al., 2008; Schweighoffer
et al., 2003) et conservée dans toutes les populations lymphocytaires B, qu’elles soient
médullaires (pro-B, pré-B, immatures, matures), spléniques (transitionnels,
folliculaires, ZM) ou encore péritonéales (B1a, B1b et B2) (Fallah-Arani et al., 2008).
Son niveau d’expression est toutefois bien plus faible que dans les LT, représentant,
2-4 % de l'intensité observée dans les thymocytes DP. Le niveau est par contre
comparable entre les différentes population LB, a I'exception des pro-B ou il est
légerement plus intense (Fallah-Arani et al., 2008). De plus, I'expression de ZAP-70
dans I'ensemble des sous population LB n’est pas modifiée suite a I'activation
cellulaire, que cela soit de maniére BCR-dépendante ou BCR-indépendante (LPS, IL-
4) (Fallah-Arani et al., 2008).
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Le réle fonctionnel de ZAP-70, et son éventuelle redondance avec SYK, a été
étudié dans différents modéles murins déficients pour une de ces kinases (Syk” ou
Zap-707") ou les deux (Syk”’Zap-707") (Fallah-Arani et al., 2008; Schweighoffer et al.,
2003).

En présence physiologique de SYK, I'expression de ZAP-70 dans la lignée B
n’'est pas essentielle ni pour le développement normal des LB (Fallah-Arani et al.,
2008; Schweighoffer et al., 2003), ni pour les réponses antigéniques T-dépendantes
ou T-indépendantes (Fallah-Arani et al., 2008). De plus, les données in vitro montrent
que, suite a la stimulation du BCR, I'activation cellulaire globale objectivée par le flux
calcique, ainsi que la prolifération cellulaire, semblent étre similaires entre les LB Zap-
707 et les LB wild type (Fallah-Arani et al., 2008).

Toutefois, dans le détail, ZAP-70 intervient en tant que suppléant de SYK. En
effet, 'absence des deux kinases résulte en un blocage complet de I'ontogénie B au
stade pro-B (fraction C), immédiatement avant le point de contrdle du pré-BCR, qui est
nécessaire pour la transition du stade pro-B a pré-B. L'absence de ZAP-70 seule n’'a
par contre pas d’effet en termes de nombre de pré-B, de LB immatures ou matures, et
I'absence isolée de SYK confére un phénotype intermédiaire (blocage partiel au stade
pro-B avec réduction du nombre de pré-B et de LB immatures IgM*IgD)
(Schweighoffer et al., 2003). Ceci indique que ZAP-70 est capable d’induire 'ontogénie

B en 'absence de SYK, mais de fagcon moins intense que cette derniére.

Cette utilisation de ZAP-70 est intrinséque a la lignée B, éliminant 'hypothése
de l'intervention de cellules non B exprimant ZAP-70, notamment des LT, dans l'aide
a la transition pro-B/pré-B. De plus, ce blocage de différentiation n’est pas dd a un
défaut de synthése ou d’assemblage du pré-BCR, comme en 'atteste la normalité des
réarrangements des IGHV et des chaines Iégeres provisoires VpréB et AS. De méme,
la chaine u est aussi fonctionnelle. Ce blocage semble donc résulter d’'un défaut de
signalisation du pré-BCR, qui est complet dans les souris Syk”Zap-707, et partiel dans
les souris Syk”’"Zap-70**, lié a un blocage du signal directement en aval de la sous-
unité IgB du pré-BCR qui elle, est fonctionnelle. Un autre facteur démontrant un défaut

de signalisation du pré-BCR est 'absence du phénomeéne d’exclusion allélique dans
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les souris Syk”Zap-707, aboutissant a la production de deux chaines lourdes p
fonctionnelles (IgMa et IgMb). Ce défaut de signalisation du pré-BCR est responsable
d’'une faible activation de la voie ERK1/2 (Kdnigsberger et al.,, 2012) empéchant
'entrée normale en cycle cellulaire des pré-B suite a la stimulation du pré-BCR
(Konigsberger et al., 2012; Yasuda et al., 2008).

Ainsi, ZAP-70 a un réle fonctionnel redondant avec SYK au point de contrdle du
pré-BCR, les deux kinases étant capables, a des degrés divers, de transduire le signal
du pré-BCR permettant la différentiation du stade pro-B a pré-B. Cette analogie
fonctionnelle est similaire a celle observée dans I'ontogénie T ou les souris double KO
Syk’Zap-707, présentent un blocage total au stade DN3 (Cheng et al., 1997).
Toutefois, aucun blocage de signalisation du pré-TCR n’est observé dans les souris
KO pour seulement une des deux kinases respectivement. Ceci suggére que la
présence d’une des deux kinases suffit a la transmission du signal du pré-TCR et que
ZAP-70 et SYK sont toute deux capables, et de facon équivalente d’induire cette
signalisation contrairement aux LB ou SYK transduit de fagon plus efficace le signal

meédié par le BCR.

A la différence de SYK, I'expression constitutive de ZAP-70 ne semble pas jouer
de réle majeur dans la sélection positive médullaire des LB. En effet, les LB immatures
Syk’Zap*™*, bien que réduits en nombre et capables de migrer en périphérie, subissent
un phénomeéne d’exclusion folliculaire dans la rate, restant bloqués dans la pulpe rouge
et hors des zones T avec une durée de vie réduite, a 'image de LB ignorants (Turner
et al., 1995). Ces cellules sont de plus incapables de se différencier en LB matures,
imputable au défaut intrinseque de SYK, qui ne permet plus la transmission de la
signalisation intracellulaire suite a I'activation du BCR (Cornall et al., 2000; Turner et
al., 1997). Ces résultats suggérent que SYK, a la différence de ZAP-70, est essentielle
a la transition des LB immatures au stock de LB recirculants et peut refléter son réle

crucial dans la sélection positive des LB immatures.

Inversement, dans les LT, la sélection positive des thymocytes DP en SP CD4*
ou CD8* est totalement bloquée dans les souris KO Zap-707 malgré I'expression

conservée de SYK (Kadlecek et al., 1998; Negishi et al., 1995). Ceci est possiblement

118



en lien avec un taux faible de SYK car une surexpression de cette protéine est capable
de restaurer la sélection positive chez ces souris KO Zap-707 (Gong et al., 1997).
Ainsi, une explication similaire pourrait intervenir dans la transition des LB immatures
a matures recirculant, avec une expression de ZAP-70 constitutive trop faible pour
pallier au déficit de SYK. Cette hypothése a été renforcée par des méthodes de
transfection rétrovirales dans des LB SYK” en montrant que la surexpression de ZAP-
70 ou de SYK dans ces cellules permettait de restaurer le développement de LB
matures IgM*IgD™* avec toutefois une efficacité moindre pour ZAP-70 comparativement
a SYK (Fallah-Arani et al., 2008).

Koénigsberger et al. ont créé un modéle murin dans lesquels I'ADN
complémentaire (ADNc) de ZAP-70 a été inséré dans le locus génique de SYK afin de
générer des souris ZAP-70 Kl dont I'expression de ZAP-70 était sous le contrble du
promoteur intrinséque de SYK (Konigsberger et al., 2012). Comme dans les modéles
Syk”, il a été observé le méme blocage partiel au point de controle du pré-BCR, mais
aussi un net enrichissement en LB matures de phénotype ZM (B220*CD21MdhCD23'"w)
parmi la faible quantité de LB ayant migré en périphérie. Ces cellules ont une
polyréactivité aspécifique de faible affinité parfois de nature auto-immune (Li et al.,
2002). Les auteurs ont aussi montré que, suite a la stimulation du BCR, ces LB Ki
ZAP-70 présentaient une réduction de l'activité kinase de ZAP-70, se traduisant par
une diminution de la signalisation intracellulaire médiée par le BCR, et notamment du
flux calcique. De plus, ces souris développaient une auto-immunité avec des Ac anti-
insuline associés a un état pré-diabétique, ainsi qu’'une glomérulonéphrite a complexes

immuns age-dépendante.

Au total, 'expression de ZAP-70 ne peut que suppléer partiellement la fonction
de SYK dans l'ontogénie B, en maintenant une faible signalisation du pré-BCR et du
BCR, permettant une différentiation et une survie partielle de LB en périphérie, mais
qui semble favoriser de plus de ce fait un enrichissement en LB potentiellement auto-

réactifs de type ZM, avec un risque de développement de pathologies auto-immunes.
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Des données mécanistiques récentes, utilisant des techniques
d’immunoprécipitation, rapportent quelques précisions sur les interactions entre ZAP-
70 et le complexe du BCR pouvant, du moins en partie, expliquer ces différences de

signalisation médiée par le BCR entre ces deux kinases.

Ainsi, dans les LB normaux a I'état basal, SYK est déja a proximité ou fixée sur
le BCR (Alsadeq et al., 2014; Infantino et al., 2010). Lors de la stimulation du BCR par
une anti-lgM, le recrutement de SYK au BCR est fortement augmenté dés 1 min et
diminue a partir de la 5e minute de stimulation, et s’accompagne d’une augmentation
du flux calcique, alors que le recrutement de ZAP-70 s’effectue beaucoup plus
tardivement, aprés 15 et 30 min de stimulation, et sans modification du flux calcique
(Alsadeq et al., 2014). Dans les LB double KO pour SYK et I'inhibiteur du récepteur du
BCR SHP-1, une co-localisation BCR/ZAP-70 est observée a I'état basal et augmente
significativement aprés 1 min de stimulation, comme dans les LB non mutés, mais

toujours sans retentissement sur le flux calcique (Alsadeq et al., 2014).

Ceci suggére que ZAP-70 pourrait se substituer a SYK en cas d’absence de
cette kinase, mais sans sa capacité a activer le flux calcique, ce qui est cohérent avec
les données précédentes stipulant que ZAP-70 est moins efficient que SYK pour la

transmission du signal médié par le BCR.

Les pro-B ont des taux augmentés dARNm de ZAP-70 (Fallah-Arani et al.,
2008)et contiennent aussi LAT et SLP-76 (Oya et al., 2003; Su and Jumaa, 2003) qui
sont classiquement impliqués dans la signalisation du TCR (cf. partie 1.B.1). Ainsi, il
est probable que ZAP-70 utilise soit les composants de la signalisation du BCR (PI3K
et PLC-y2), soit ceux du TCR (LAT et SLP-76) pour promouvoir 'expansion et la
différentiation des pro-B en pré-B. D’autre part, les souris double KO Syk”Ship1”
présentaient un nombre de pré-B (fraction C) augmenté comparativement au souris
simple KO Syk”. Or, les données dans les LT montrent que SHP-1 est capable de
réguler négativement ZAP-70 (Plas et al., 1996) en catalysant sa déphosphorylation
(Kosugi et al., 2001). Ainsi, il est possible que, a I'instar de SYK, ZAP-70 soit aussi
sous le contrdle négatif de SHP-1 dans les LB et ceci permettrait d’expliquer le

recrutement tardif de ZAP-70 au complexe BCR. En effet, la concentration en espéces
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réactives de l'oxygéne (ROS), qui est sous la dépendance du flux calcique
intracellulaire (Reth, 2002), est maximale seulement 10-15 min aprés I'activation du
BCR, et inhiberait SHP-1, permettant alors a ZAP-70 de devenir active et d’étre

recrutée au complexe du BCR.

Au total, ces données suggérent que SYK et ZAP-70 sont partiellement
redondantes dans I'ontogénie B précoce, régulées négativement par SHP-1, et qu’un
équilibre étroit entre ces enzymes est essentiel afin de maintenir un développement

normal des LB et de leurs fonctions.

'2. ROLE DANS LES LB NON TUMORAUX
| HUMAINS (HORS LLC) ?

En dehors de la LLC, le role de ZAP-70 est beaucoup moins clair chez 'Homme
car les données concernant son expression dans les LB non tumoraux sont trés

pauvres a ce jour.

Son réle dans I'ontogénie B humaine est toujours débattu a ce jour. La détection
de ZAP-70 dans les LB chez la souris ont conduit a rechercher son expression chez
les LB non tumoraux chez I'Homme et la comparer a celles observée dans les

hémopathies malignes dérivées des LB matures.

Ainsi, 'expression de ZAP-70 a été identifié dans des pro-B et pré-B de sujets
sains (Crespo et al., 2006). L’intensité de son expression est inversement corrélée au
stade de maturation médullaire, avec les cellules les plus immatures CD19*CD34*
présentant la plus forte intensité, suivies par les CD19*CD10* et les LB matures
CD19*CD34-CD10" (cytométrie en flux et Western blot).

La présence de ZAP-70 dans les LB matures en périphérie est plus discuté. Les
rares études disponibles s’accordent toutefois sur le fait que les LB matures
périphériques sanguins ne semblent par contre pas ou peu exprimer ZAP-70 (Crespo
et al., 2006; Cutrona et al., 2006; Nolz et al., 2005) (Figure 20. B). Ainsi, en se basant
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sur le seuil d’expression dans les LT et NK, moins de 0,1 % des LB fraichement isolés

issus de sang périphérique de patients expriment ZAP-70 (Nolz et al., 2005).

Concernant les LB des OLS, Crespo et al. n'ont pas détecté d’expression de
ZAP-70 dans les LB CD19"CD27- ou CD19*CD27" ou encore les cellules CD20" issus
d’amygdales issues de sujets sains, que cela soit en RT-gPCR, en immunohistochimie
ou en Western blot alors que son expression était observée normalement dans les LT
(Crespo et al., 2006) (Figure 20. A).

Al'opposé, ces mémes auteurs montraient que ZAP-70 était exprimé dans 56 %
des LB de leucémie lymphoblastique aigiie B (LLA-B) de phénotype pro-B/pré-B et
dans 4 cas sur 6 de LLA-B de phénotype mature centre germinatif (Burkitt). Ainsi, du
fait de I'absence d’expression de ZAP-70 dans les LB matures normaux, les auteurs
ont suggéré que I'expression de ZAP-70 dans les hémopathies malignes dérivées de
LB matures avec différentes origines cellulaires, telles que la LLA-B/ ou la LLC, refléte
une aberration phénotypique acquise. L'expression de ZAP-70 dans la LLA-B de
phénotype pro-B/pré-B serait par contre plutét la conséquence d’une carcinogénése

d’'une cellule exprimant déja constitutivement ZAP-70 (pro/pré-B).

La maijorité des études ont au contraire montré que ZAP-70 peut étre détectée
a des taux trés faibles dans quelques lignées B humaines par gPCR ou Western blot
(Admirand et al., 2004; Crespo et al., 2003; Rosenwald et al., 2001) Ceci concerne

toutefois des LB transformés immortalisé ou issus de lymphomes.

Plus intéressantes sont les données concernant I'étude des OLS issus de
patients indemnes de lymphomes, ou il a été observé que 3,4 % et 2,3 % des LB
fraichement isolés a partir d'amygdales et de rates respectivement, exprimaient ZAP-

70 en cytométrie en flux et aussi observée en immunoblot (Nolz et al., 2005).

D’autres équipes ont confirmé l'expression de ZAP-70 dans les amygdales
Humaines par différentes techniques (Western blot, IHC et cytométrie en flux) (Cutrona
et al., 2006; Scielzo et al., 2006 ; Gladkikh et al., 2017) (Figure 20. C, D) avec des
niveaux d’expression plus faibles que ceux observés dans les LT, mais équivalents a
ceux des LB LLC ZAP-70* (Cutrona et al., 2006; Gladkikh et al., 2017) et cinq a dix
fois supérieurs a ceux des LB périphériques des mémes patients (Scielzo et al., 2006;
Gladkikh et al., 2017).
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Figure 20. Différences d’expression de ZAP-70 dans les LB périphériques (adapté de Cutrona et

al., 2006 et Crespo et al., 2006).

A) Immunofluorescence marquant ZAP-70 et CD20 sur des coupes d’amygdales humaines fixées en
paraffine. Haut, les cellules ZAP-70* sont localisées dans les centres germinatifs (GC) et la zone du
manteau (MZ) mais semblent étre CD20-. Milieu, a plus fort grossissement, les trois images
montrent bien l'absence de cellules doubles positives ZAP70/CD20. Bas, dans les zones
interfolliculaires, les LT expriment ZAP-70 (en vert, a gauche) alors que les LB sont CD20* (en
rouge, au milieu et a droite)

B) Immunocytochimie démontrant I'expression de ZAP-70 dans différentes populations lymphocytaires
humaines (LT, LB du sang périphérique et LB d’amygdales)

C et D) Cytométrie en flux montrant I'expression de ZAP-70 dans les LT et LB d’'amygdales humaines

(C) et du sang périphérique (D)
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Concernant le phénotype de ces LB des OLS exprimant ZAP-70, les résultats
sont assez divergents mais tendent a conclure que ces cellules présentent un

phénotype activé.

Ainsi, ces LB sont fortement positives pour CD38 comparativement aux LB
ZAP-70". De méme, les CD19*CD38"d" présentent de plus fortes intensités de ZAP-70
comparativement aux CD19'CD38" (Cutrona et al., 2006; Nolz et al., 2005).
L’analyse des sous populations lymphocytaires montre toutefois des disparités dans
le niveau d’expression de ZAP-70, les LB de phénotype activé (CD38" ou CD71*, ou
augmentation du volume cytoplasmique) étaient ceux exprimant le plus fortement
ZAP-70, les LB du manteau (IgD*CD38") et mémoires (IgD"CD38") ceux I'exprimant le
moins, et les LB des centres germinatifs présentant un profil intermédiaire (Nolz et al.,
2005). Les LB ZAP-70" sont des LB matures non switchés (IgM*lgD*), exprimant aussi
des niveaux de CD27 légérement plus importants que les LB ZAP-70°, mais sont
CD138 suggérant leur non appartenance a la sous population plasmocytaire (Nolz et
al., 2005).

Il est a noter qu’il n’existe pas de corrélation entre la positivité pour ZAP-70 et
pour CD5 dans les LB non tumoraux, suggérant que I'expression de ZAP-70 n’est pas
gu’une caractéristique des LB CD5*, comme dans la LLC (Cutrona et al., 2006; Scielzo
et al., 2006).

Une autre équipe a montré que I'expression de ZAP-70 n’était pas restreinte a

des sous populations de LB.

En effet, aprés purification de LB amygdaliens, les auteurs ont séparé les LB
naifs (CD19*CD381gD*), des centres germinatifs (CD19*CD38*IgD") et mémoires
(CD19*CD381gD") et montré une expression de ZAP-70 dans ces trois populations a
des taux similaires. Ce taux était trois fois inférieurs a celui observé dans les LT mais
cing fois supérieur a celui des LB périphériques des mémes patients (Scielzo et al.,
2006). Les controles négatifs utilisés dans cette étude étaient les granulocytes CD15*

et les monocytes CD14", qui sont strictement négatifs pour ZAP-70.
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Cette expression de ZAP-70 dans les LB activées des OLS semble liée au
caractére inductible de ZAP-70.

En effet, des données in vitro montrent qu’une stimulation polyclonale des LB
purifiés issus du sang périphérique ou des amygdales par CD40L + IL-10 + IL-6 + IL-
4 ou par CpG + IL-15, résulte en une augmentation de I'expression protéique en
immunoblot de ZAP-70 a 72h comparativement aux LB non stimulés (Nolz et al., 2005).
Le caractére inductible de ZAP-70 dans les LB non tumoraux périphériques a été
confirmé par d’autres équipes, notamment suite a la stimulation du BCR, que cela soit
par une anti-IgM seule ou par des molécules de co-stimulation (CD40L avec IL-4, IL-6
et IL-10) (Scielzo et al., 2006), mais aussi de maniere BCR indépendante par des
agonistes des TLR7/9 (CpG ADN) (Bekeredjian-Ding et al., 2008).

Les mécanismes précis de l'induction de ZAP-70 dans ces cellules est peu
connu a ce jour. Dans le cas d’'une stimulation du BCR, il semblerait qu’a la différence
des données d’immunoprécipitation dans les LB murins cités précédemment, ZAP-70
soit activé et phosphorylé trés précocement, dés la 30® seconde pour diminuer ensuite
progressivement dés la 5° minute. Les méme résultats sont observés pour SYK dans
ces cellules, mais de maniére beaucoup plus intense que pour ZAP-70, suggérant que
SYK reste la kinase principalement impliquée dans la signalisation suite a I'activation
du BCR (Nolz et al., 2005).

L’expression de ZAP-70 induite par CpG ADN concerne particulierement la
sous population de LB mémoires (IgM*CD27*) (Bekeredjian-Ding et al., 2008). Ceci
implique l'intégrité de voie de MYD88 (myeloid differentiation primary response gene
88) qui va alors induire I'hyperexpression de la protéine chaperonne heat shock protein
90 (HSP-90) permettant la stabilisation et I'activation soutenue de la PKB, nécessaire
a I'expression de ZAP-70 dans ces cellules. De plus, I'expression de ZAP-70 est
associé avec l'induction de la cycline A2, une prolifération cellulaire accrue et une
induction soutenue de PKB dans une boucle d’amplification. Le phénotype de ces LB
activés ressemble a celui des LB LLC, avec I'expression des marqueurs CD5, CD23,
CD25 et de HSP-90.

Enfin, une équipe a suggéré un lien entre ZAP-70 dans les LB normaux et auto-

immunité, en montrant que I'expression protéique de ZAP-70 dans les LB du fluide
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synovial issus de patients atteints de polyarthrite rhumatoide (PR) était augmentée
comparativement aux LB du fluide synovial des patients atteints d’ostéo-arthrite
(Tolusso et al., 2009). Chez ces mémes sujets, le niveau d’expression de ZAP-70 dans
les LB sanguins périphériques était par contre comparable suggérant une
accumulation de LB ZAP-70* au sein des articulations atteintes dans la polyarthrite
rhumatoide. De plus, le pourcentage de LB ZAP-70* était associé aux niveaux d’IL-6,
de BAFF et des auto-Ac dans le fluide synovial, suggérant un lien avec l'inflammation
synoviale. Les cultures in vitro ont aussi montré que, pour les mémes patients, ces LB
étaient moins sensibles a 'apoptose spontanée que les LB ZAP70". Ces LB ZAP-70*
présentaient majoritairement un phénotype activé (CD38%), ce qui est cohérent avec
les rares données disponibles (Cutrona et al., 2006; Nolz et al., 2005). Toutefois,
contrairement aux études précédentes suggérant que I'expression de ZAP-70 n’est
pas qu’une caractéristique des LB CD5" (Cutrona et al., 2006; Scielzo et al., 2006), les

auteurs rapportent ici que les LB ZAP-70 exprimaient fortement le CD5.

Ce lien supposé entre I'expression de ZAP-70 dans les LB synoviaux et auto-
immunité a été infirmé par un travail ultérieur de la méme équipe ou, bien que
confirmant un enrichissement significatif en cellules CD19*ZAP-70* dans le fluide
synovial comparativement au sang périphérique, il n’y avait pas de différence entre
les niveaux d’expression de ZAP-70 dans les LB synoviaux issus de patients atteints
de PR séropositive, ou de PR séronégative ou encore d’ostéo-arthrite (Michelutti et al.,
2011). Ces LB étaient principalement de type mémoire non switchés (IgM*IgD-CD27%),
suggérant ainsi une maturation dynamique des LB dans le compartiment articulaire ou
les LB matures s’activent et expriment ZAP-70 pour ensuite se différencier in situ en

LB mémoires.

Au total, les profils d’expression et le role exact de ZAP-70 dans les LB non
tumoraux humains ne sont que treés partiellement connus a ce jour. ZAP-70 n’est ainsi
pas I'apanage des LT/NK ni des LB-LLC et pourrait jouer un role redondant dans
'ontogénie B précoce, en addition a SYK qui reste la kinase prédominante dans cette
fonction. Il semblerait aussi que I'expression de ZAP-70 soit inductible de maniere
BCR-dépendante et BCR-indépendante dans les LB matures périphériques activés
IgM*, et participe a des processus de prolifération et de différentiation cellulaire

spécifiques, sans que son réle précis ne soit connu a ce jour.
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3. EXPRESSION DANS LES LB CD5- DANS LA LLC

A ce jour, il n’existe pas de travaux publiés étudiant I'expression de ZAP-70
dans les LB non tumoraux de la LLC. Ceci est probablement di au fait que cette
population est difficilement isolable car ne représentant que 0,01 % a 0, 1 % des LB

totaux, la quasi-totalité des LB étant de nature clonale LLC.

Notre équipe (UPR CNRS 3572) s’est ainsi intéressé a I'étude de I'expression
de ZAP-70 dans les LB non tumoraux de patients atteints de LLC avec des résultats

intéressants et innovants.

Le seuil de positivité de ZAP-70 a été défini en cytométrie en flux par contréle
isotypique sur les LT (> 0,5 % de LT ZAP-70%). Une LLC a été classée comme ZAP-
70+ si 2 20 % des LB tumoraux (CD19*CD5") étaient ZAP-70" (Crespo et al., 2003).

Ainsi, il a été montré qu’une fraction des LB non tumoraux de ces patients
exprimaient ZAP-70 (Figure 21. A). Ceci n’était pas observé pour les LB normaux issus

de patients sains (Figure 21. B).

Cette observation n’était pas en lien avec une contamination par un contingent
de LB LLC ayant perdu I'expression du CD5 car, comparativement aux LB tumoraux
CD19*CD5*ZAP-70%, les LB normaux CD19*CD5ZAP-70" exprimaient plus fortement
CD19 et I'lgM de surface, et surtout, étaient polyclonaux avec un ratio kappa/lambda

normal (Figure 21. C).

Ceci a aussi été démontré au niveau nucléique par RT-gPCR sur cellules
uniques préalablement triées par cytométrie en flux sur la base de leur expression de
CDS5 (Figure 21. D).
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Figure 21. Expression de ZAP-70 dans les LB non tumoraux et caractére polyclonal.

A) Comparatif d’expression de ZAP-70 par les LB LLC (CD19*CD5*) et les LB non tumoraux
(CD19*CD5"). Haut : LLC typiquement ZAP-70* avec 82 % des LB ZAP-70*. Bas : LB non tumoraux
du méme patient montrant une expression importante de ZAP-70 par ces cellules

B) Comparatif de I'expression de ZAP-70 par cytométrie en flux entre les LB CD19*CD5" issus de
patients LLC et de patients sains (test de Mann-Whitney)

C) Polyclonalité des LB non tumoraux ZAP-70* dans la LLC. Les LB ZAP-70" (gauche) et ZAP-70*
(droite) ont des ratio kappa/lambda normaux (0,9 et 1,3 respectivement).

D) Exemple de détection de ZAP-70 au niveau nucléique par RT-gPCR sur cellules uniques
CD19*CD5 issues du méme patient. Détection conjointe de I'expression du transcrit ZAP-70 et des
IGHVs, IGLV ou IGLV 4, confirmant le caractére polyclonal de ces cellules car exprimant différentes
chaines légéres (/1 dans la cellule C et xdans la cellule D).

Le seuil de positivité de I'expression de ZAP-70 en cytométrie en flux a été défini par contréle isotypique

sur les LT (non montré ici)

LB, lymphocytes B; LLC, leucémie lymphoide chronique; LT, lymphocytes T; RT-qPCR, reverse

transcriptase-quantitative polymerase chain reaction
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D’autre part, il existait une corrélation positive entre le niveau d’expression de
ZAP-70 dans les LB non tumoraux et les LB tumoraux pour le méme patient (Figure
22). Ainsi, plus la LLC exprime fortement ZAP-70 dans ses LB tumoraux, plus cette

expression est forte aussi dans les LB non tumoraux.
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Figure 22. Corrélation du niveau d’expression de ZAP-70 entre les LB LLC et les LB non
tumoraux chez les patients atteints de LLC.

A) En pourcentage de LB positifs par rapport au controle isotypique

B) En médiane d’'intensité de fluorescence (MIF)

Test de corrélation de Spearman

La caractérisation phénotypique de ces LB non tumoraux ZAP-70* a permis de
montrer qu’ils n'appartenaient pas a une sous population B spécifique. En effet, la
proportion de LB CD19*CD5*ZAP-70* n’était pas statistiquement différente de celle
des LB CD19*CD5*ZAP-70" en regard des différentes sous populations B : naives
(IgM*IgD*CD27°), mémoires switchés (IgM*IgD-CD27%), mémoires non switchés
(IgM*IgD-CD27%), mémoire CD27- (IgM-IgDCD27-), anergique (IgM-IgD+CD27-), et
zone marginale (IgM+IgD+CD27+) (Figure 23, partie gauche).

De plus, les LB CD19*CD5*ZAP-70* n’étaient pas enrichis en LB transitionnels
précoces potentiellement autoréactifs (CD21'°%). Enfin, étant donné la possibilité que
les LB LL dérivent des LB1 humains (cf. partie Il. D. 1. ¢) CD20*CD27*CD43*CD70r,
que ces cellules présentent une signalisation intracellulaire basale constitutive et
produisent des auto-Ac naturels polyréactifs, il était intéressant d’étudier si cette
population était enrichie en LB ZAP-70", cette protéine étant associée a la survenue
de CAl dansla LLC. Les résultats ne montraient pas de différence dans le pourcentage
de LB de type B1 entre les LB non tumoraux ZAP-70* et ZAP-70" (Figure 23, partie

droite).
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Figure 23. Les LB ZAP-70* non tumoraux de la LLC n’appartiennent pas a une sous population
B particuliére. Les proportions au sein des différentes sous populations B étaient similaires entre les
LB non tumoraux ZAP-70" et ZAP-70 (test de Mann-Whitney).

D’autre part, parmi les 63 patients LLC, 19 avaient présenté une ou plusieurs
CAl typique (AHAI, PTI ou syndrome d’Evans).

La totalité de ces 19 patients avec CAl avaient une LLC ZAP-70*, corroborant
le fait que les CAl sont 'apanage des LLC ZAP-70" (Zanotti et al., 2010).

De plus, il existait une corrélation positive entre le niveau d’expression de ZAP-

70 dans les LB non tumoraux et la présence de CAI, par comparaison aux LB non
tumoraux issus de LLC ZAP-70 (Figure 24. A). A linverse, en comparant le niveau
d’expression de ZAP-70 entre les LLC ZAP-70* avec ou sans CAl, il n’existait pas de
différence (Figure 24. B). Ceci suggére un effet on/off de ZAP-70 dans les LB car seule

sa présence est associée avec la présence de CAl.
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Figure 24. Expression de ZAP-70 par les LB non tumoraux et survenue de CAl dans la LLC.
Association entre le niveau d’expression de ZAP-70 dans les LB non tumoraux et la présence de CAl,
par comparaison aux LB normaux des patients avec LLC ZAP-70- sans CAl, et absence de différence
du niveau d’expression de ZAP-70 dans les LB non tumoraux entre les patients LLC ZAP-70" avec ou
sans CAIl

CLL : chronic lymphocytic leukemia ; CAl : cytopénies auto-immunes

Ns : non significatif ; *** : p < 0,001 (test de Mann-Whitney)

Ainsi, il a clairement été démontré pour la premiére fois par notre équipe que la
survenue de CAl dans la LLC était associée a I'expression de ZAP-70 a la fois par les

LB tumoraux et les LB non tumoraux résiduels.
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Il. PROJET DE THESE
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La LLC est une hémopathie lymphoide maligne caractérisée par 'accumulation
progressive de LB d’apparence mature principalement dans le sang périphérique, la

moelle osseuse, les ganglions lymphatiques, et la rate.

La physiopathologie est complexe et persistent a ce jour diverses interrogations
concernant notamment l'origine cellulaire précise des cellules leucémiques, le role
exact de la signalisation médiée par le BCR et l'influence des agents infectieux et/ou

des Ag du soi comme facteurs déclenchants et favorisant de la prolifération clonale.

Dans le groupe des hémopathies lymphoprolifératives, la LLC a la particularité
de présenter une dérégulation du systéeme immunitaire favorisant la survenue de
manifestations auto-immune, qui peut toucher jusqu’a prés de 25 % des patients au
cours de leur LLC. La manifestation la plus fréquente est représentée par les CAl, et
notamment '’AHAI, suivie par le PTI. Cette auto-immunité au cours de la LLC peut
survenir a tout moment de I'évolution de la LLC, et méme dés le stade pré-leucémique
de MBL. Les mécanismes physiopathologiques sont complexes et encore peu clairs,
et la LLC constitue un modeéle trés intéressant et important pour la compréhension des

interaction immunitaires entre cancer et auto-immunité.

ZAP-70 est une protéine kinase de 70 KDa, exprimée dans les LT et les NK et
nécessaire a la signalisation du récepteur de surface. L’'expression de cette protéine
aussi observée de fagon anormale dans environ 50 % des cas de LLC et est corrélée

au statut non muté des IGHVs.

Elle constitue un facteur pronostique péjoratif indépendant fort de par son
association a une réduction de la survie globale et du temps sans progression et sans
traitement. Ceci est notamment di a son réle dans I'’hypersignalisation médiée par le
BCR et a la sensibilisation de ces cellules aux signaux du microenvironnement,
favorisant in fine une prolifération et une survie cellulaire accrues et expliquant, du

moins en partie, la nature plus agressive des LLC ZAP-70".

De plus, il existe une corrélation positive forte entre I'expression de ZAP-70
dans ces cellules et la survenue de CAl au cours de la LLC, ZAP-70 étant le paramétre

le plus discriminant entre les patients avec ou sans CAl.
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Toutefois, bien que ces études permettant d’expliquer partiellement pourquoi
I'expression de ZAP-70 est associée avec une progression plus rapide de la LLC, le

mécanisme d’activation précis de ZAP-70 dans ces LB LLC reste a ce jour peu clair.

De plus, la trés grande majorité (90 %) des auto-Ac associés aux CAl dans la
LLC étant polyclonaux issus des LB non tumoraux résiduels, le réle de ZAP-70 dans

la physiopathologie de la LLC reste inconnu a ce jour.

Des données plus récentes pourraient permettre d’éclairer en partie le réle de
ZAP-70 dans les LB. En effet, il a été démontré, dans plusieurs études indépendantes,
que I'expression de ZAP-70 n’était pas restreinte aux LT, NK et aux LB LLC mais

pouvait aussi s’observer dans les LB non tumoraux.

Ainsi, chez la souris, ZAP-70 semble jouer un réle fonctionnel redondant avec
SYK au point de contréle du pré-BCR, les deux kinases étant capables, a des degrés
divers, de transduire le signal du pré-BCR permettant la différentiation du stade pro-B
a pré-B. Un équilibre étroit est nécessaire entre ces enzymes afin de maintenir un

développement normal des LB et de leurs fonctions.

Chez 'Homme, son réle est beaucoup moins clair et les données sont parfois
discordantes. Son expression a aussi été observée deés le stade précoce proB/préB,
diminuant progressivement parallélement a la maturation B pour devenir quasiment
indétectable dans les LB circulants périphériques a I'état basal. Toutefois, ZAP-70 est
surexprimée dans les LB des OLS (amygdales et rates) a des niveaux certes plus
faibles que ceux observés dans les LT, mais équivalents a ceux des LB LLC ZAP-70*
(Cutrona et al., 2006; Gladkikh et al., 2017) et cinq a dix fois supérieurs a ceux des LB
périphériques des mémes patients (Scielzo et al., 2006; Gladkikh et al., 2017). A la
différence de la LLC, il n’existe pas de corrélation entre la positivité pour ZAP-70 et
pour CD5 dans les LB non tumoraux, suggérant que I'expression de ZAP-70 n’est pas
restreinte aux LB CD5" (Cutrona et al., 2006; Scielzo et al., 2006).

Le phénotype de ces LB non tumoraux ZAP-70* est par contre parfois
discordants, certaines études montrant que ces cellules sont de type matures activées
non switchées (IgM*lgD*CD38" et/ou CD71%) (Nolz et al., 2005b), d’autres au contraire
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n’objectivant pas de différence d’expression entre les LB naifs (CD19*CD38IgD"), des
centres germinatifs (CD19*CD38+IgD-) et mémoires (CD19+CD38-IgD-) (Scielzo et
al., 2006).

De rares données suggéerent que I'expression de ZAP-70 dans ces LB non
tumoraux serait liée a son caractére inductible suite a la stimulation du BCR (Scielzo
et al., 2006), mais aussi de maniere BCR indépendante par des agonistes des TLR7/9
(CpG ADN) (Bekeredjian-Ding et al., 2008), et participe a des processus de
prolifération et de différentiation cellulaire spécifiques, sans que son role précis ne soit

connu a ce jour.

Enfin, dans une cohorte de 63 patients atteints de LLC non traitée, notre équipe
a montré qu’une fraction des LB non tumoraux de ces patients exprimaient ZAP-70
avec une corrélation positive entre le niveau d’expression de ZAP-70 dans les LB non
tumoraux et les LB tumoraux. La caractérisation phénotypique de ces LB non
tumoraux ZAP-70" montrait qu’ils n’appartenaient pas a une sous population B
spécifique. D’autre part, il existait une corrélation positive entre le niveau d’expression
de ZAP-70 dans les LB non tumoraux et la survenue de CAl. Ainsi, il a clairement été
démontré pour la premiére fois par notre équipe que la survenue de CAl dans la LLC
était associée a I'expression de ZAP-70 a la fois par les LB tumoraux et les LB non

tumoraux résiduels.

Au total, 'expression de ZAP-70 n’est pas restreinte aux LT, NK et aux LB LLC.
Dans la LLC, il existe ainsi quatre grandes populations lymphocytaires B : tumorales
CD5", pouvant étre ZAP* ou ZAP-, et non tumorales résiduelles CD5" pouvant étre
aussi ZAP* ou ZAP-. Nous avons vu que I'expression de ZAP-70 est corrélée a une
hypersignalisation de la voie du BCR, a une prolifération cellulaire accrue et a la

survenue de CAl dans la LLC.

Toutefois, a ce jour, il n’existe aucune donnée concernant la caractérisation
et le réle des LB non tumoraux CD5ZAP-70" dans la LLC.
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Ainsi, notre premiére hypothése de travail est que I'expression de ZAP-70

dans les LB résiduels non tumoraux dans la LLC pourrait refléter un phénoméne

précoce prédisposant a la transformation néoplasique de ces cellules.

D’autre part, il est clairement établi que ce sont les LB non tumoraux qui sont a
I'origine de la production des auto-anticorps polyclonaux responsables des CAl dans
la LLC. Or, étant donné que lI'expression de ZAP-70 est associée a une
hypersignalisation du BCR et que, de maniére générale dans les LB, il est démontré
qgu'un défaut de régulation négative du BCR est corrélé a la survenue de
manifestations auto-immunes (Nitschke, 2009; Pritchard and Smith, 2003; Schickel et

al., 2012), notre deuxieme hypothése est que I’expression de ZAP-70 dans les LB

non tumoraux pourrait induire une rupture de tolérance immunitaire et favoriser

I’émergence de phénoménes auto-immuns dont les CAl.

Afin de tester nos hypothéses, nous utiliserons deux modéles expérimentaux

différents.

Tout d’abord un modéle Humain in vitro, constitué des LB isolés a partir des cellules

mononuclées du sang périphérique (ou PBMC pour peripheral blood mononuclear
cells) de patients atteints de LLC et non traités. Ceci nous permettra de tenter de

répondre aux questions suivantes :

o Existe-t-il une similarité moléculaire entre les réarrangements géniques du
BCR tumoral (CD5*ZAP-70%) et ceux des LB non tumoraux (CD5ZAP-70%)
pour chaque patient atteint de LLC ?

e Existe-t-il une stéréotypie du BCR des LB non tumoraux (CD5ZAP-70%) dans
laLLC ?

e Les LB non tumoraux CD5ZAP-70* sont-ils auto-réactifs ?
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Ensuite, afin d’évaluer les conséquences fonctionnelles de la surexpression

précoce de ZAP-70 dans les LB in vivo, un modéle murin Kl original a été créé,

surexprimant de fagon conditionnelle ZAP-70 dés le stade pro-B. Ainsi, I'étude de ce

modéle nous permettra de tenter de répondre aux questions suivantes :

e La surexpression précoce de ZAP-70 dans les LB prédispose-t-elle a la
survenue d’une lymphoprolifération B maligne
e La surexpression précoce de ZAP-70 dans les LB prédispose-t-elle a la

survenue de manifestations auto-immunes ?

139



140



lll. PATIENTS, MATERIEL ET
METHODES
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A. PARTIE HUMAINE DU PROJET

1. PATIENTS

Les échantillons biologiques utilisés dans cette étude ont été collectés
prospectivement et provenaient de sang périphérique de patients atteints de LLC,
aprés consentement écrit. Ceux utilisés comme contréles provenaient de volontaires
sains ou des couches leucocytaires (buffy coat) non utilisés issus de personnes saines

donnant leur sang a I'établissement francais du sang (EFS) de Strasbourg.

Les patients atteints de LLC étaient suivis dans les services d’hématologie ou
d'Immunologie clinique de Strasbourg ou d’Hématologie de Mulhouse. Les criteres
d’inclusion étaient la survenue ou la récidive d’'une ou plusieurs CAl nouvellement
diagnostiquée. Les critéres d’exclusion étaient 'administration de chimiothérapie et/ou
d’immunochimiothérapie, notamment par anti-CD20, dans les 6 derniers mois afin

d’éviter au maximum la présence d’une lymphopénie B résiduelle majeure.

2. RECUEIL ET CONGELATION DES PBMC

Les PBMC de chaque patient étaient isolées a partir du sang périphérique ou
des buffy coat par centrifugation par gradient de densité (Ficoll Paque Plus GE
Healtcare) (Sigma Haldrich). Brievement, le sang ou le buffy coat étaient dilués dans
un volume équivalent de milieu de culture (RPMI 1640 + 500 ul de gentamycine
(50 pg/mL)), le mélange homogénéisé était déposé sur le Ficoll (0,8 mL/mL de sang
dilué). L’ensemble était centrifugé a 2 500 rom (1 200 g) pendant 30 min. Les PBMC

étaient ensuite récupérés et a nouveau centrifugés (1 500 rpom pendant 7 min) puis le
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surnageant 6té. Le culot cellulaire était resuspendu dans 15 mL de RPMI et centrifugé
(1 000 rpm 10 min.) pour enlever au maximum les plaquettes. Un échantillon des
cellules était ensuite marqué au bleu trypan puis celles-ci comptées manuellement au
microscope sur plague de Neubauer. Aprés un dernier lavage dans du RPMI, les
PBMC étaient immédiatement congelées en cryotubes (entre 10.106-20.108
cellules/tube) : RPMI 2 mL + sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté 20 %
+diméthylsulfoxyde (DMSO) 10 % et cryopréservées a -80°C a I'lPCB UPR CNRS
3572 CNRS jusqu’a analyse ultérieure.

3. DETERMINATION DU STATUT ZAP-70 DES LLC

Pour chaque nouveau patient LLC inclus dans I'étude, indépendamment du
statut mutationnel IGHV connu ou non, le degré d’expression de ZAP-70 était

déterminé par cytométrie en flux.

Premierement, aprés décongélation rapide de PBMC, un marquage de
viabilité était réalisé en tubes 12X75 mm (BD Falcon) dans du PBSX1 (NaH2PO4 18
mM, NaH2PO4 84 mM, NaCl 1,81 mM) par Fixable Viability Dye eFluor 780
(eBioscience), selon les recommandations du fabriquant. Ce marquage est utilisable

sur cellules fixées et perméabilisées.

Un marquage membranaire de 15 min a 4°C a I'obscurité était ensuite réalisé
sur ces cellules avec un mélange d’Ac monoclonaux couplés a des fluorochromes :
anti-CD19 PE-Cy7, -CD3 APC (BD Biosciences) -CD5 ECD (Beckman Coulter). Le
marquage intracellulaire de ZAP-70 était réalisé a I'aide de I’Ac monoclonal anti-ZAP-
70 PE (clone 1E7.2) (BD Bioscience) aprés incubation préalable avec 2 mL/10° PBMC
de Lysing solution (BD Bioscience) pour la fixation et la perméabilisation, selon les

recommandations du fabriquant.
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Une LLC était considérée comme ZAP-70* si au moins 20 % des LB LLC
(CD19*CD5*) étaient ZAP-70" (Crespo et al., 2003), ce dernier étant défini
comparativement au marquage avec un contréle isotypique (mouse IgG1-PE) (BD
Bioscience) (moins de 0,5 % de LB LLC ZAP-70%).

La lecture des marquages a été faite sur le cytométre en flux Gallios (Beckman
Coulter) et 'analyse en utilisant le logiciel Kaluza flow analysis version 1.5a (Beckman
Coulter).

4. ETUDE DU REPERTOIRE DU BCR

A) A PARTIR DE POOLS CELLULAIRES LYMPHOCYTAIRES B

(1) TRI DES LB EN TUBES PAR CYTOMETRIE EN FLUX

Apres décongélation rapide des cryotubes, les LB ont été triés en tubes (Falcon)
par FACS (fluorescence activated cell sorting) a I'lnstitut de génétique et de biologie
moléculaire et cellulaire (IGMBC) (lllkirch), aprés marquage membranaire par mélange
d’Ac monoclonaux suivants : CD19-PE-Cy7, CD3-APC (BD Biosciences) CD5-ECD
(Beckman Coulter) et aprés marquage intracellulaire de ZAP-70 selon la technique

détaillée précédemment.

Ceci permettait de définir et de trier d’'une part les LB tumoraux ZAP-70*
(CD19*CD5*ZAP-70") et les LB non tumoraux ZAP-70" (CD19*CD5ZAP-70%). Les
cellules étaient ensuite rapidement lavées a deux reprises dans du PBSX1 puis

congelées et stockées en culots secs a -80°C jusqu’a analyse.
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(2) EXTRACTION D’ARN TOTAL

L’extraction des ARN a partir des culots secs stockés a -80°C a été réalisée
avec le kit RNeasy Mini (Qiagen) selon les recommandations du fabriquant, en incluant
I'étape d’incubation a la DNase | pour éliminer TADN génomique. La quantité et la
pureté des ARN extraits ont été ensuite analysées a I'aide du NanoDrop2000c

(Thermo Scientific).

Les ARN extraits étaient immédiatement utilisés pour la synthése des ADNc

correspondants.

(3) SYNTHESE D’ADN COMPLEMENTAIRE (ADNC)

Un volume de 4 pL de mix, contenant 2 yL de Random primer (0,5 pg/mL)
(Promega) et 2 uL de dNTP Mix (10 mM) (Invitrogen) était déposé dans des barrettes
a PCR (Sarstedt), auquel étaient ajoutés 9 uL d’ARN extrait, pour un volume final (Vf)
de 13 L.

Aprés une incubation a 65°C 5 min, le mélanges était immédiatement placé 1
min sur glace puis étaient ajoutés 7 uL d’'un deuxieme mix, contenant 4 uL de 5X Buffer
(Invitrogen), 1 uL de dithiothréitol (DTT) (Invitrogen), 1 uL de RNAse out (Invitrogen)
et 1 uL de Superscipt lll (Invitrogen), pour un Vf de 20 pL.

Apres amplification en thermocycleur (25°C 5 min, 50°C 45 min et 70°C 15 min),

’ADNCc était immédiatement utilisé pour la suite des expériences.
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(4) AMPLIFICATION DES CHAINES LOURDES ET LEGERES DES
IG PAR PCR NICHEES

Les amorces utilisées pour I'amplification des régions IGHV et IGLV«k sur
cellules fixées et perméabilisées ont été publiées (Kuppers et al., 1993) et sont décrites

dans le tableau 9.

(A) PCR 1

Un volume de 95 pL de mix, contenant 20 yL de 5X Buffer (Promega), 8 uL de
MgCI2 (Promega), 2 uL de dNTP Mix (10 mM) (Promega), 1 uL de TagHF (Roche),
1 uL de chaque amorce sens et antisens des génes de la chaine lourde (VH) et Iégére
(VK) (Sigma) et 46 pL d’eau stérile (DNase et RNase free), était déposé dans des
barrettes a PCR (Sarstedt) auquel était ajouté 5 yL de ADNc pour un Vf de 100
pL/tube.

Les conditions de la PCR | étaient les suivantes : 94°C 1 min, puis 35 cycles a
94°C 45 sec, 59°C 90 sec, 72°C 180 sec, suivis d’'une élongation finale a 72°C 10 min.

(B) PCR?2

Un mix de 48 uL, pour 'amplification des VH, constitué de 25 uL de 5X GoTaq
MasterMix Green (Promega), 2 uL de chaque amorce sens spécifique des VH (6
totales), 2 yL de chaque amorce anti-sens spécifique des JH (3 totales) et 5 yL d’eau
stérile, était déposé dans des barrettes a PCR (Sarstedt) auquel était ajouté 2 pL de
produit de PCR 1 pour un Vf de 50 pL/tube.

La méme chose était effectuée en paralléle pour 'amplification des Vk selon le
méme protocole mais avec des amorces sens et anti-sens spécifiques des Vk et Jx

respectivement.

Le protocole d’amplification était le méme que la PCR I.
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Les amplicons de la PCR2 étaient ensuite placés sur glace et la présence des
transcrits des génes amplifiés a été vérifiee par électrophorése sur gel d’agarose a
1 % (Sigma-Aldrich) contenant 0,005 % d’intercalant d’ADN (GelRed, Biotium). La

taille attendue des amplicons pour VH et VK était la méme, de 300 pb.

Tableau 9. Séquences des amorces utilisées pour I’amplification des Ig sur pools lymphocytaires
B fixés et perméabilisés, a partir du ADNc en PCR nichée (d’aprés Kiippers et al., 1993)

PCR1 Sens Anti-sens

XJ 160 Vil ACTAGTCGACCTCAGTGAAGGT(CT)TCCTGCAAGGC XJ166 | Jy124,5 | ACCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT

XJ 161 Vi2 ACTAGTCGACGTCCTGCGCTGGTGAAA(GC)CCACAC XI167 | 13 TACCTGAAGAGACGGTGACCATTGT

XJ 162 Vi3 ACTAGTCGACGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG XI168 | Jy6 ACCTGAGGAGACGGTGACCGTGGT

XJ 163 Vid ACTAGTCGACCCTGCCCTCACCTGC(AG)CTGTC

XJ 164 Vi ACTAGTCGACAAAAAGCCCGGGAGTCTCTGA(AG)GA

XJ 165 Vy6 ACTAGTCGACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTG

XL 47 Vil TGATGTCGACATCC(AG)G(TA)TGACCCAGTCTCC(AT)TG XLS53 | 51,24 ACTCACGTTTGAT(TC)TCCA(AG)CTTGGTCC

XL 48 V2 TGATGTCGACAG(TA)CTCCACTCTCCCTG(CT)CCGTCA XL54 |3 GTACTTACGTTTGATATCCACTTTGGTCC

XL 49 Vi3 TGATGTCGACTCCAG(GC)CACCCTGTCT(GT)TGTCTC XL55 | 55 GCTTACGTTTAATCTCCAGTCGTGTCC

XL 50 V4 TGATGTCGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGC

XL 51 Vis TGATGTCGACAGTCTCCAGCATTCATGTCAGCGA

XL 52 V6 TGATGTCGACTT(CT)CTCTGTGTGACTCCA(AG)(AG)GGAG

PCR2 Sens Anti-sens
XJ169 | Jy1345 | ACTAGTCGACGGTGACCAGGGT(GCT)CC(CT)GGCC
X1170 | 52 ACTAGTCGACAGTGACCAGGGTGCCACGGCC
XI171 | 36 ACTAGTCGACGGTGACCGTGGTCCCTTGCC
Idem PCR1 XL56 | 512 TGATGTCGACTTGAT(CT)TCCA(GC)CTTGGTCCC(CT)TGGC

XL57T |33 TGATGTCGACTGATATCCACTTTGGTCCCAGGGC
XL58 | 54 TGATGTCGACTGATCTCGACCTTGGTCCCT
XL59 | 55 TGATGTCGACTAATCTCCAGTCGTGTCCCTTGGC

(5) CLONAGE ET SEQUENCAGE DES AMPLICONS OBTENUS

Les amplicons de PCR2 ont été purifiés a l'aide du kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega) selon les recommandations du fabriquant, puis la quantité et la

qualité de ’ADN amplifié a été analysée a I'aide du NanoDrop2000c

La ligation des produits de PCR 2 dans un vecteur de clonage a été réalisé a
'aide du kit TA Cloning (ThermoFischer). Brievement, 25 ng de chaque amplicon
de PCR 2 purifié dans 50 ng de vecteur d’expression linéarisé a été réalisée par la

ligase T4 DNA dans un volume total de 10 uL, durant une nuit a 14°C.

Des bactéries compétentes Escherichia coli (50 pL) (Top 10, Invitrogen) ont
ensuite été transformées avec la totalité du produit de ligation par choc thermique a
42°C suite a une incubation préalable de 30 min sur glace. Aprés une incubation d’'une

nuit a 37°C sous agitation, les colonies ont été criblées par PCR en utilisant les
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amorces sens et anti-sens spécifiques des VH et Vx des PCR2 et le kit GoTaq Flexi
DNA Polymerase (Promega) afin de déterminer les colonies ayant intégré l'insert. Ces
colonies sélectionnées ont ensuite été incubées une nuit dans du milieu LB avec
ampicilline (50 pyL/mL) afin d’augmenter la quantité d’ADN plasmidique de chaque

colonie en vue du séquencgage.

L’ADN plasmidique a ensuite été isolé a partir de ces colonies avec le kit
QIAprep Miniprep (Qiagen) selon les recommandations du fabriquant, puis séquencés
par méthode Sanger par les services de GATC Biotech (Mulhouse, France) a l'aide
des amorces sens et anti-sens respectives utilisées en pour la PCR2. Chaque
séquence sens et anti-sens respective était ensuite alignée dans le logiciel vector NTI

(Life Technologies).

Chaque séquence d’lg a été analysée par comparaison IgBLAST avec la base
de données IMGT (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) et par IMGT/V-QUEST
(http://www.imgt.org/IMGT vquest/vquest?livret=0&Option=hulanlg), afin d’identifier

les segments de génes germinaux V(D)J avec les la plu uns haute concordance.

La longueur de la CDR3 et le nombre d’acides aminés (AA) chargés
positivement (histidine, arginine, lysine) ou négativement (aspartate, glutamate) ont

été déterminées a partir des données d’'IgBLAST.

Les séquences D des chaines IGH et les cadres de lecture des séquences D

ont été identifiés selon les critéres de Corbett et al. (Corbett et al., 1997).

Le nombre et le type de mutations nucléotidiques des différents cadres de
lectures et des CDRs comparativement aux séquences germinales ont été évalués
afin de déterminer le ratio de mutations non silencieuses (replacement : R) sur les
mutations silencieuses (silent : S). Un ratio R/S > 2,925 dans les CDRs était considéré

comme la signature d’une sélection antigénique (Shlomchik et al., 1987).

Enfin, le degré d’homologie nucléotidique avec les séquences germinales été
déterminé pour chaque chaine lourde et légére. Une séquence présentant degré

d’homologie > 98 % avec la séquence germinale était considérée comme non mutée.
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B) A PARTIR DE CELLULES UNIQUES LYMPHOCYTAIRES B

(1) TRI DES LB EN PLAQUE DE 96 PUITS PAR CYTOMETRIE EN
FLUX

Aprés décongélation rapide des cryotubes, les LB tumoraux (CD5") et non
tumoraux résiduels (CD5IgMIgD-) ont été triés en cellule unique sur plaques séches
(Hard-Shell High-Profile Biorad) indépendantes de 96 puits par FACS a I''GBMC
(Ilkirch), aprés marquage membranaire par mélange d’Ac monoclonaux suivants :
CD19-PE-Cy7, IgD-biotine, CD3-APC (BD Biosciences) CD5-ECD (Beckman Coulter).
Ces plaques ont été immédiatement recouvertes par une feuille d’aluminium étanche
(Adhesive PCR Sealing Foil Sheets, Thermo Scientific) et congelées a -80°C jusqu’a

analyse.

(2) SYNTHESE D’ADNC

Du fait de la trés faible quantité d’ARNm par puit (1 cellule), la synthése de
'ADNc a été effectuée directement sur cellule unique, sans étape préalable
d’extraction d’ARN.

L’ADNc de ZAP-70 étant plus difficile a obtenir que celui des Ig, probablement
du fait du taux d’ARNm plus faible, il a été utilisé a la fois des amorces aléatoires pour
I'amplification de '’ARN total, et une amorce spécifique anti-sens spécifique de ZAP-
70 (Tableau 10). Ainsi, la synthése d’ADNc a été effectuée directement dans les
plaques 96 puits. Un mix était ajouté dans chaque puit, contenant 0,75 yL d’amorces
hexameériques aléatoires pd(N)6 (Takara, ClonTech), 1 yL d’amorce spécifique anti-
sens ZAP-70 10 uM (LIP 564, congue dans notre laboratoire, cf. ci-dessous), 0,4 uL
de dithiothréitol (DTT) 100 mM (Invitrogen, kit Superscript I1l), 0,5 L de NP40 Surfact-
Amps 10 % (Thermo Fischer Scientific), 0,5 yL de RNase out (Invitrogen), et de 'eau
stérile (DNase et RNase free) pour un Vf de 9 uL/puit.
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Les plaques étaient ensuite été placées 1 min a 65°C puis immédiatement sur
glace. Un second mix de 11 uL était ensuite ajouté, contenant 4 uL de 5X first-strand
Buffer (Invitrogen, kit SuperScript Ill), 1 yL de mix dNTP (ClonTech) 10 mM, 1 uL de
DTT 100 mM (Invitrogen, kit Superscript Ill), 0,5 uL de RNase out (/nvitrogen), 0,8 puL
U de SuperScript lll RT (Invitrogen), et 3,7 uL d’stérile pour un Vf de 20 uL/puit.

La transcription inverse a été effectuée en thermocycleur selon le protocole
suivant : 42°C 5 min, 25°C 10 min, 50°C 55 min et 94°C 5 min.

Les amorces spécifiques du gene ZAP-70 ont été congues a I'aide du vecteur
NTI, a partir de I'isoforme 1 de TARNm de ZAP-70 (NM_001079.3 NCBI) (Tableau 10).

Tableau 10. Séquences des amorces spécifiques de ZAP-70 utilisées pour son amplification par
RT-PCR et PCR nichées

Nomenclature
Type de Sens de

Séquence utilisée pour
PCR I’amorce
I’étude
Sens ACCCATCCACGTTGACTCATCCTCA LIP 563
PCR1

Antisens TTGGAGAGGCCAAAGTCGCTGATCTTG LIP 564

Sens ATACACCCCTGAGCCAGCACGCAT LIP 565
PCR2

Antisens CATCTCCATGACCAGCATGA LIP 566

(3) AMPLIFFICATION DES CHAINES LOURDES ET LEGERES
DES IG PAR PCR NICHEES

Les amorces utilisées pour 'amplification des régions IGHV, IGLVA et IGLVk ont été

publiées (Tiller et al., 2008) et sont décrites dans le tableau 11.

La technique était faite en deux étapes pour des raisons de temps-codt car
I'expression de ZAP-70 n’est pas présente dans tous les LB non tumoraux résiduels
(cf. Introduction, partie IV. C).
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Ainsi, 'amplification de ZAP-70 a été d’abord effectuée sur 'ensemble des
ADNCc issus des LB cellules uniques non tumoraux afin de sélectionner pour la suite
uniquement celles étant ZAP-70*. Dans la PCR1, les amorces sens et anti-sens des
Ig étaient constituées d’'un mix d’oligonucléotides spécifiques, les premieres se fixant
sur la séquence complémentaire du ADNc correspondant initialement a la région non
traduite 5 de ’TARNm (5’'UTR), et les secondes se fixant sur les régions constantes
(mix de Cy pour IGHV ; CA pour IGLVA ; et Ck pour IGLVk).

La PCR2 était une PCR nichée, dans laquelle les amorces sens se localisaient
spécifiquement dans la framework region (FR) 1, et les amorces anti-sens dans les
séquences correspondant aux génes J (pour IGHV et IGLVk) ou dans les régions
constantes (pour IGLVA). Les amorces utilisées dans la PCR2 contenaient des sites
de restriction enzymatique permettant la digestion ultérieure et ligation dans des

vecteurs de clonage.

Les transcrits des genes de ZAP-70, IGHV, IGLVA et IGLV«k ont donc été
amplifiés de maniére indépendante par des PCR1 nichées a partir de 6 yL d’ADNc
pour ZAP-70 et 4 pL pour les Ig. Toutes les réactions de PCR ont été réalisées plaques
de 96 puits (Denville Scientific) dans un Vf de 38 uL, contenant 0,73 uL de chaque
primer (10 uM), 0,45 uL de mix dNTP 10 mM (Clontech), 0,44 uL de HotStarTaq
(Qiagen), 4 uL de PCR Buffer 10X (HotStarTaq kit, Qiagen,) et de I'eau stérile. Le
protocole était identique pour les PCR2 avec respectivement 6 pL et 4 uL des produits
de PCR1 pour ZAP-70 et pour les Ig.
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Tableau 11. Séquences des amorces utilisées pour I'amplification des Ig a partir du ADNc en PCR nichée. Les lettres en gras et en rouge représentent
les sites de restriction enzymatique (d’aprés Tiller et al., 2008)

IgH Sens Anti-sens
5’ L-VH1 ACAGGTGCCCACTCCCAGGTGCAG 3’Cp CHI GGGAATTCTCACAGGAGACGA
5’ L-VH2 CTGAACCGGTGTACATTGTGCCATCCGGATGACCCAGTC 3’IgDh CHI GGAAGGTGTGCACGCCGCTGGTC

PCR1 5’ L-VH3 AAGGTGTCCAGTGTGARGTGCAG
5’ L-VH4/6 CCCAGATGGGTCCTGTCCCAGGTGCAG
5" L-VH5 CAAGGAGTCTGTTCCGAGGTGCAG
5 Agel VH1/5 CTGCAACCGGTGTACATTCCGAGGTGCAGCTGGTGCAG 3’ Sall JH1/2/4/5 TGCGAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCAG
5’ Agel VH3 CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGGTGGAG 3’ Sall JH3 TGCGAAGTCGACGCTGAAGAGACGGTGACCATTG

PCR2 5 Agel VH4 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTGCAGGAG 3’ Sall JH6 TGCGAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCGTG
57 Agel VH3-23 CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGTTGGAG
5’ Agel VH4-34 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTACAGCAGTG

Igh Sens Anti-sens
5L Vil GGTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTG 3’ CAl CACCAGTGTGGCCTTGTTGGCTTG
5LVAR2 GGTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTG
5"L VA3 GCTCTGTGACCTCCTATGAGCTG

PCR1 57 L VA4/5 GGTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTG
5L VA6 GTTCTTGGGCCAATTTTATGCTG
5L VA7 GGTCCAATTCYCAGGCTGTGGTG
5’L VA8 GAGTGGATTCTCAGACTGTGGTG
57 Agel Vil CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTGACKCAG 3> Xhol CAl CTCCTCACTCGAGGGYGGGAACAGAGTG
57 Agel VA2 CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTGACTCAG
5 Agel VA3 CTGCTACCGGTTCTGTGACCTCCTATGAGCTGACWCAG

PCR2 5 Agel Va4/5 CTGCTACCGGTTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTGACTCA
57 Agel VA6 CTGCTACCGGTTCTTGGGCCAATTTTATGCTGACTCAG
5’ Agel VA7/8 CTGCTACCGGTTCCAATTCYCAGRCTGTGGTGACYCAG
5 Agel VA3-19 CTGCTACCGGTTCTGTGACCTCTTCTC

Ig Sens Anti-sens
5" L Vkl/2 ATGAGGSTCCCYGCTCAGCTGCTGG 3’ Cxl CCAGATTTCAACTGCTCATCAGA

PCR1 5" L Vi3 CTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAG
5L Vi4 ATTTCTCTGTTGCTCTGGATCTCTG
5° Agel Vkl-5 CTGCAACCGGTGTACATTCTGACATCCAGATGACCCAGTC 3’ BsiWI Jx1/2/4 GCCACCGTACGTTTGATYTCCACCTTGGTC
5 Agel Vk1-9 TTGTGCTGCAACCGGTGTACATTCAGACATCCAGTTGACCCAGTCT 3’ BsiWI Jk3 GCCACCGTACGTTTGATATCCACTTTGGTC
57 Agel VklD-43 CTGCAACCGGTGTACATTGTGCCATCCGGATGACCCAGTC 3’ BsiWI Jk5 GCCACCGTACGTTTAATCTCCAGTCGTGTC
57 Agel Vi2-24 CTGCAACCGGTGTACATGGGGATATTGTGATGACCCAGAC

PCR2 57 Agel Vi2-28 CTGCAACCGGTGTACATGGGGATATTGTGATGACTCAGTC
57 Agel Vi3-11 TTGTGCTGCAACCGGTGTACATTCAGAAATTC
5’ Agel Vi3-15 CTGCAACCGGTGTACATTCAGAAATAGTGATGACGCAGTC
57 Agel Vk3-20 TTGTGCTGCAAACCGGTGTACATTCAGAAATTGTGTTGACGCAGTCT
5" Agel Vi4-1 CTGCAACCGGTGTACATTCGGACATCGTGATGACCCAGTC

Autres amorces 5" Pan Vi ] ATGACCCAGWCTCCABYCWCCTG 3’ IgGl int GTTCGGGGAAGTAGTCCTTGAC

5’ AbSense (screening) GCTTCGTTAGAACGCGGCTAC
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Le programme d’amplification en thermocycleur était de 94°C pendant 5 min,
suivi de 50 cycles a 94°C 30 sec, 58°C (PCR1) ou 51,7°C (PCR2) 30 se, 72°C 55 sec
(PCR1) ou 45 sec (PCR2), suivis d’une élongation finale a 72°C pendant 7 min.

Les amplicons de la PCR2 étaient ensuite placés sur glace et la présence des
transcrits des génes amplifiés a été vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose a 1.5
% (Sigma-Aldrich) contenant 0,005 % d’intercalant d’ADN (GelRed, Biotium). Les
tailles des bandes attendues étaient les suivantes : ZAP-70 : 375 pb ; IGHV : 400 pb
(pouvant varier légérement selon la taille de la CDR3) ; IGLV«k: 345 pb ; IGLVA : 295

pb

(4) SEQUENCAGE DES AMPLICONS

Les amplicons de PCR2 ont été purifiés en utilisant le kit Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega) selon les recommandations du fabriquant, puis la

quantité et la qualité de 'ADN amplifié a été analysée a 'aide du NanoDrop2000c

Ces amplicons ont ensuite été directement séquencés et analysés de la méme
facon que décrit précédemment (Cf. D.1.e) a l'aide des amorces sens et anti-sens

respectives utilisées en pour la PCR2.

Pour ZAP-70, la séquence a été analysée par méthode BLAST (basic local

alignement search tool) NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi), afin de confirmer

que la séquence amplifiée était bien spécifique de lisoforme 1 de ZAP-70
(NM_001079.3).
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'5. GENERATION D’AC MONOCLONAUX RECOMBINANTS
| A PARTIR DE LB NON TUMORAUX ZAP-70+ TRIES EN
| CELLULE UNIQUE

Les étapes initiales étaient identiques a celles pour I'étude du répertoire sur

cellules uniques jusqu’a I'obtention des amplicons purifiés de la PCR2.

§A) CLONAGE DES PRODUITS DE PCR2 DANS DES VECTEURS
: D’EXPRESSION

Les amplicons purifiés des PCR2 ont été digérés avec les enzymes de
restriction respectifs Agel, Sall, Xhol et BsiWl (NEB, BioLabs) selon les
recommandations du fabriquant, puis purifiés a I'aide du kit QIAquick PCR purification

(Qiagen) préalablement a la ligation dans des vecteurs d’expression.

Les vecteurs d’expression humains Igy1, Igk et IgA ont été gentiment fournis par
le Pr Eric Meffre, du laboratoire d’Immunobiology (Yale University School of Medicine,
New Haven, USA). lls contiennent une séquence peptidique signal murine d’lg
(Genbank accession n° DQ407610) et un site de clonage multiple en amont des
régions constantes des Igy1, Igx et IgA humains. La transcription est sous l'influence
du promoteur du cytomégalovirus humain, et les clones peuvent étre sélectionnés sur

la base de leur résistance a I'ampicilline.

Les vecteurs ont été digérés et purifiés a 'aide des mémes réactifs que pour les
amplicons de PCR2 écrits précédemment, puis déphosphorylés par de la phosphatase
alcaline intestinale de veau (Roche), selon les recommandations du fabriquant, avant

d’étre a nouveau purifiés selon la méme méthode que ci-dessus.

La ligation d’environ 110 ng de chaque amplicon de PCR2 digéré et purifié dans
environ 60 ng de vecteur d’expression linéarisé a été réalisée par la ligase T4 DNA
(NEB, BioLabs) dans un volume total de 10 uL, pendant 1h a température ambiante
(TA).
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Des bactéries compétentes Escherichia coli (75 pL) ont été transformées avec
la totalité du produit de ligation par choc thermique a 42°C suite a une incubation
préalable de 30 min sur glace. Aprés une incubation d’'une nuit a 37°C sous agitation,
les colonies ont été criblées par PCR en utilisant, pour /IGH, 'amorce sens 5’ Absens
et 'anti-sens 3’ IgG1 int, et les amorces anti-sens respectives des PCR2 pour les

chaines légéres (Tableau 12).

L’ADN plasmidique a été isolé a partir des colonies sélectionnées aprés une
incubation préalable d’'une nuit dans du milieu LB avec ampicilline (50 uL/mL) a l'aide
du kit QlAprep Miniprep (Qiagen), puis séquencé afin de confirmer ’homologie avec
le produit de PCR originel et 'absence de mutation(s) induite(s) par la ligation. En cas

de concordance, cet ADN plasmidique était alors utilisé pour la transfection.

Les premieres transfections cellulaires, purifications des surnageants,
quantification des IgG produites et tests initiaux des autoréactivités ont été réalisées
dans notre unité, puis ces techniques ont été secondairement effectuées par I'équipe
du Pr Eric Meffre, du laboratoire d’Immunobiology (Yale University School of Medicine,
New Haven, USA).

B) TRANSFECTIONS CELLULAIRES

Les Ac monoclonaux ont été produits par cotransfection transitoire de cellules
de reins embryonnaires humains (HEK) 293 (ATCC, n°CRL-1573) (Gibco Invitrogen)

en utilisant la méthode de précipitation a la polyéthylénimine ramifiée (PEI) (Sigma).

Les cellules adhérentes (HEK 293A) en croissance dans du Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Lonza) + GlutaMAX (Gibco Invitrogen)
supplémenté avec 10 % de serum de veau feetal décomplémenté et ultra-pauvre en
IgG, du 1 mM sodium pyruvate, de la pénicilline a 100 U/mL, de la streptomycine a
100 pg/mL et de 'amphotéricine B a 0,25 ug/mL, ont été lavées a 70 % de confluence

dans du DMEM sans sérum pendant 5 min.

Le milieu était ensuite remplacé par du DMEM sans sérum + Gluta-MAX

supplémenté avec 1% de Nutridoma-SP (Roche) et le méme cocktail
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d’antibiotiques/antimycotique que précédemment (Gibco Invitrogen) avant la
transfection médiée par PEIl avec des quantités équivalentes (10 pg) d’ADN des

vecteurs d’expression IGH et de la chaine lIégéres correspondantes (k ou A).

Les Ac ont été alternativement produits par transfection transitoire de cellules
HEK en suspension (HEK 293F) avec du PEI-Max (Polysciences) comme agent de
transfection, et une quantité totale de 20 pg d’AND vectoriel comme décrit

précédemment (Corti et al., 2011).

Un résumé de la stratégie de production des Ac monoclonaux recombinants

humains est proposé en figure 25.

C) QUANTIFICATION DES AC MONOCLONAUX ET TESTS DE
: LEURS AUTOREACTIVITES

(1) PURIFICATION DES AC MONOCLONAUX

Au sein de notre unité, les Ac issus des surnageants de culture ont été purifiés
soit a 'aide du kit Melon Gel Monoclonal IgG Purification (Life technologies) selon les
recommandations du fabriquant et élués a l'aide du VIVASPIN 20® 30 000 MWCO
(Sigma-Aldrich).

Pour les Ac monoclonaux produit a Yale, ils ont été purifiés par le kit Protein G-
Sepharose par liaison aux proteins G (Sigma- Aldrich) et élués avec du tampon glycine
0,1 M, pH 3 dans du tampon de stockage (1 M Tris-HCI, pH 8) selon les protocole

publiés antérieurement (Tiller et al., 2008).
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(2) QUANTIFICATION DES AC MONOCLONAUX

Les Ac monoclonaux issus des surnageants de culture ont été quantifié par
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Le coating des plaques ELISA était tout
d’abord réalisé avec 50 uL d’Ac anti-lgG humaines (Jackson immunoresearch) diluées
a 5 yg/mL dans du tampon carbonate/bicarbonate (TCB) (0.1 M pH 9.5 (Na2CQO3,
NaHCO3, NaN3), avec une incubation d’1h a 37°C. Aprés 3 lavages au PBSX1, les
puits étaient saturés avec 100 uL de PBS-BSA 1 % (Euromedex) pendant 45 min a
37°C.

Des dilutions d’lgG humaines (Jackson immunoresearch) de concentrations
connues, servant de courbes étalons, étaient réalisées en tampon PBS-Tween20
0.1 %-gélatine 1 % (PBS-TG). Ces dilutions et les surnageants a tester étaient ensuite
déposés en dupliqua dans les plaques ELISA a raison de 50 ulL/puits, et 'ensemble
incubé 2h a 37°C. Aprés 4 lavages au PBS-Tween20 0.1% (PBS-T), 50 uL d’'lgG
secondaire anti-lgG humaines couplée a la peroxydase (Jackson immunoresearch),
diluée au 1/20 000e dans du PBS-T, étaient ajoutés et incubés 1h a 37°C.

Apres 4 nouveaux lavages au PBS-T, les plaques étaient révélées par ajout de
50 pL/puit d’orthophénylénediamine (OPD) (Sigma), qui est un des substrats de la
peroxydase, et incubation 20 min a TA a l'obscurité. La réaction enzymatique était
ensuite arrétée par ajout de 50 pyL de solution de H2S0O4-2N-Sulfite de Na 0,5 %.
L’absorbance a été mesurée par lecture des densités optiques (DO) a 492 nm par le
lecteur Multiskan FC version 1.00.96 (Thermoscientific) et les taux d’'IgG totales des
surnageants quantifiés par comparaison avec la courbe étalon. Les chaines légéres
étaient semi-quantitativement mesurées avec la méme courbe étalon a l'aide d’'un Ac

secondaire couplé a la peroxidase anti-k ou anti-A.

Les concentrations en IgG et IgM totales des échantillons ont été ensuite
calculés a l'aide du logiciel Skanlt Software 3.1.0.4 RE for Multiskan FC, a partir des
courbes étalons en phase linéaire, par régression logistique linéaire 4 parameétres. Un
seuil de coefficient de détermination R2 > 0,98 était retenu comme acceptable pour

I'interprétation des données.
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Pour les Ac monoclonaux produits a Yale, leur concentration a été déterminée
par ELISA anti-lgG1 humains a l'aide d’lgG1 humaines monoclonales de référence
selon les protocoles antérieurement publiés (Tiller et al., 2008; Wardemann et al.,
2003). La pureté protéique et I'expression d’'un Ac complet comprenant a la fois les
chaines lourdes et Iégéres, ont été vérifié par électrophorése sur gel de polyacrylamide
(SDS-PAGE).

(3) AUTOREACTIVITES ANTI-ADNDB, -THYROGLOBULINE ET -
ACTINE PAR ELISA

Concernant les ELISA anti-ADNdb, le coating était réalisé avec 50 pL/puit de
Calf thymus DNA (Sigma) dilué a 100 ng/mL dans du tampon HCI autoclavé pH 7,5 et
incubés 1h a 37°C. Apres 3 lavages au PBSX1, 'ADN était digéré par 50 uL/puits de
S1 nucléase (Promega) a 0,001 U/ul durant 1h a 37°C. Apres 3 lavages au PBSX1,
les puits étaient saturés avec 100 uL de PBS-BSA 1 % (Euromedex) pendant 45 min
a 37°C.

Cinquante microlitres de surnageant pur/puit étaient déposés en dupliqua dans
les plaques ELISA a raison de 50 ulL/puits et 'ensemble incubé une nuit entiére a
37°C.

Du sérum pur de patients atteints de LES avec anti-ADNdb+ connus et du milieu

de culture seul étaient utilisés respectivement comme contréle positif et négatif.

Les étapes suivantes de lavages, et de révélation étaient réalisées de la méme
facon que précédemment pour la détection des IgG totales. Du fait de l'indisponibilité
de courbe étalon, les résultats étaient exprimés en titres (inverse de la dilution

nécessaire pour atteindre une DO choisie).

Le méme protocole a été utilisé pour les ELISA anti-thyroglobuline et anti-actine,
avec le coating utilisant respectivement de la thyroglobuline a 50 pg/mL (Sigma) et de

I'actine a 10 ug/mL (Sigma).
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(4)  TCD ET MAIPA

Les Ac monoclonaux des surnageants de culture non purifiés ont été testés pour
leur réactivité envers les érythrocytes par TCD et envers les plaquettes par test MAIPA

(monoclonal antibody immobilization of platelet antigens).

Ces tests ont été réalisés a I'Etablissement Francais du Sang de Strasbourg (EFS
Strasbourg) par Isabelle Mendel (Coombs direct) et le Dr Arnaud Dupuis (MAIPA).

(5) REACTIVITE ANTI-NUCLEAIRE ET POLYREACTIVITE

Ces tests ont été réalisés a Yale par I'équipe du Pr Eric Meffre & partir des Ac

monoclonaux purifiés issus des surnageants de culture.

(A) REACTIVITE ANTI-NUCLEAIRE

Elle a été évaluée en immunofluorescence indirecte. Brievement, des plaques
recouvertes de cellules HEp-2 (Bion Enterprises Ltd.) ont été incubées en chambre
humide a TA avec les Ac monoclonaux recombinants a une concentration de 50-100
pMg/mL. Une IgG de chévre anti-humaine couplée au fluorochrome FITC (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc.) a été utilisée comme Ac secondaire de détection

de la réactivité.

(B) POLYREACTIVITE

Elle a été évaluée par ELISA. Brievement, trois différents Ac contréles ont été
utilisés dans tous les ELISAs : mGO53 (non réactif), eiJB40 (faiblement réactif) et

ED38 (fortement réactif) (Meffre et al., 2004; Wardemann et al., 2003).

Les Ac étaient considérés comme polyréactifs lorsqu’ils reconnaissaient au
moins deux Ag parmi les trois testés, incluant ’ADN double brin (ADNdb), I'insuline et
le LPS (Wardemann et al., 2003).
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Pour tous les ELISAs, une IgG de chévre anti-humaine conjuguée a la
peroxydase de raifort (HRP : horseradish peroxidase) (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.) a été utilisée comme Ac secondaire et révélée par I'ajout du substrat

chromogénique 3,3, 5,5'-tetraméthylbenzidine (Bio-Rad Laboratories).

Le seuil de réactivité était défini la densité optique (DO) minimale a 405 nm X

la déviation standard du contrdle positif eiJB40 a une concentration de de 1 pg/mL.

Un Ac était considéré comme réactif si le résultat positif était confirmé dans au

moins deux expérimentations différentes (Wardemann et al., 2003).
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Figure 25. Stratégie de sélection, clonage et expression des Ac monoclonaux recombinants
humains issus des LB ZAP-70" triés en cellule unique (adapté de Tiller et al., 2008).

Le gene Zap-70 et ceux de chaines lourdes d’lg (IGHV) et légeres (IGLV) ont été amplifiés sur cellules
uniques par PCR nichée a partir de ADNc généré par amplification utilisant des amorces aléatoires
hexameériques (/g) et spécifiques (Zap-70). La PCR1 utilisait des amorces sens spécifiques de la région
non traduite 5° de TARNm (5’'UTR) et des amorces anti-sens spécifiques des régions constantes
respectives des IGH, Igk et Igih. La PCR2 utilisait des amorces sens spécifiques du cadre de lecture 1
et des amorces anti-sens spécifiques des genes J (pour IGHV et IGLV«k) ou des régions constantes
(pour Ig)). Les amorces de PCR2 contiennent des sites de restriction enzymatiques permettant la
ligation et le clonage dans des vecteurs d’expression eucaryotes contenant les régions des chaines
humaines Igy1, Igk et Igi. La co-transfection de la chaine lourde et de la chaine légére correspondante
dans les cellules HEK 293 permettait la production d’Ac monoclonaux a partir de ces cellules.
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B. PARTIE MURINE DU PROJET

‘1. GENERATION DU MODELE MURIN KI ZAP-70

(N° ACCREDITATION #10771-2018011808141516)

L’ensemble des étapes de clonage et de sélection des fondateurs « Kl Zap-70 »

a été réalisé par Anne-Marie Knapp, ingénieur d’étude niveau 1 dans notre équipe.

Le modele consiste en une insertion ciblée de la séquence codante du géne
murin Zap-70 dans le locus ROSA26 par recombinaison homologue entre le vecteur
de recombinaison CTV (CAG-STOP-EGFP-ROSATargeting vector) (laboratoire du Dr
Klaus Rajewsky (Xiao et al., 2007)), et le locus cible (ROSA26).

Ce locus a été choisi pour sa distribution ubiquitaire chez la souris, sans fonction
associée (transcription d’'un ARN non codant), et sa grande fréquence de

recombinaison homologue. La technique globale est détaillée ci-dessous.

A) CLONAGE DE ZAP-70 DANS LE VECTEUR PLASMIDIQUE

(1) AMPLIFICATION ET CLONAGE DE ZAP-70

La séquence codante du géne murin Zap-70 (1 850 kb, NM14888.1) a été
amplifiée par RT-PCR a partir de LT spléniques d’'une souris Balb/c aprés stimulation
par anti-CD3 et anti-CD28, a laide d'une amorce spécifique de Zap-70
(GCCACATGCAGCCTCGGCCACCTGTTC) (Eurogentec). Les cycles de PCR ont été
optimisés afin de réduire le risque de mutations induites, non négligeable compte tenu
de la taille du géne (1 850 kb) : 94°C durant 2 min, puis 18 cycles a 94°C 30 sec, 62°C

2 min et 72°C 3 min, suivi d’'une élongation finale de 5 min a 72°C.
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Les séquences des amorces utilisées pour la premiere PCR étaient les

suivantes (Eurogentec) :

- Sens : ATGCCCGATCCCGCGGCGCACCTGCCATTC
- Anti-sens : GCCACATGCAGCCTCGGCCACCTGTTC

Le produit de PCR obtenu de la taille attendue de 1850 kb nommé PCR1.Zap-
70, a été sous-cloné dans un plasmide par TA Cloning (Invitrogen) puis séquencé et
analysé par BLAST afin de s’assurer de I'absence de mutation et de son homologie

compléte avec la séquence ADN codante consensus dans NCBI (référence 14888.1).

(2) AJOUT DES SITES DE RESTRICTION ASCI ENCADRANT LA
SEQUENCE CODANTE DE ZAP-70

Un clone dépourvu de mutation a ensuite été ré-amplifié a I'aide d’amorces
spécifiques comportant une séquence Kozak ainsi que des sites de restriction
enzymatiques permettant la digestion ultérieure par 'enzyme Ascl, puis a nouveau
cloné et séquencé afin de s’assurer de 'absence de mutations induites. Ces amplicons

ont été nommés PCR2.Zap-70.
Cette seconde PCR utilisait les amorces suivantes (Eurogentec) :
Sens : ATTGGCGCGCCTCATACGCCACCATGCCCGATCCCGCGG
Anti-sens : ATTGGCGCGCCTCAGCCACATGCAGCCTCG

Les conditions de PCR étaient les suivantes : 94°C durant 2 min, puis 5 cycles
a 94°C 30 sec, 52°C 2 min et 72°C 3 min, puis 13 cycles a 94°C 30 sec, 65°C 2 min,

72°C 3 min, suivi d’'une élongation finale de 5 min a 72°C.
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(3) VECTEUR DE SUREXPRESSION CTV-ZAP-70*

Le vecteur CTV (16 kb) (Xiao et al., 2007) permet d’insérer par recombinaison

homologue dans le locus ROSA26 la séquence codante de Zap-70.

Celle-ci est précédée du promoteur synthétique CAG et d’'une cassette loxP
Neo-STOP. Une cassette IRES-EGFP flanquée de séquences frt, placées entre les
sites de clonage pour Zap-70 et le signal poly-A permet la détection des cellules dans
lesquelles I'excision de la cassette Neo-STOP a été efficace, et constitue un rapporteur

de la surexpression de ZAP-70 dans ces cellules (Figure 26).

La séquence Kozak placée entre le site loxP et le premier ATG de la séquence

codante de Zap-70 permettra une traduction augmentée de la protéine d’intérét.

Brievement, 10 ug du vecteur CTV ont été digérés par 30 U d’enzyme Ascl
(Biolabs) dans un Vf de 50 ul, pendant 2h a 37°C en présence de tampon NEB4 1x.
Aprés dépbt du produit de digestion sur gel d’'agarose 1 % (Sigma-Aldrich) contenant
0,005 % d’intercalant d’ADN (GelRed, Biotium), le fragment de haut poids moléculaire,

correspondant au vecteur digéré, a été purifié.

De la méme maniére, les amplicons PCR2.Zap-70 ont été digérés avec Ascl,
déposés sur gel d’agarose 1 % (Sigma-Aldrich) contenant 0,005 % d’intercalant d’ADN
(GelRed, Biotium) et les fragments correspondants a la taille de PCR1.Zap-70 ont été

purifiés.

L’insert (amplicon PCR2.Zap-70) et le vecteur (CTV) digérés étaient ensuite
ligués (Invitrogen) dans un rapport moléculaire de 1,5:1 et 3:1 a 4°C pendant toute une

nuit.

Le vecteur final CTV-Zap-70+ était ensuite séquencé afin de vérifier la présence

de l'insert.
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§B) INFECTION CELLULAIRE ET PRODUCTION DU MODELE Kl
: ZAP-70

Ces étapes ont été réalisées par I'Institut Clinique de la Souris (ICS, IGBMC,
llikirch).

Brievement, les cellules souches ES (issues d’embryons de souris C57BL/6N)

ont été électroporées avec le vecteur CTV-Zap-70".

Les cellules ayant inséré le transgéne par recombinaison homologue au locus
ROSAZ26, ont été sélectionnées positivement par ajout de néomycine dans le milieu
de culture grace au géne de résistance a cet antibiotique présent dans I'insert (cassette
Néo-STOP).

La localisation de l'insertion a ensuite été vérifiée de Southern-Blot. Les cellules
positives sélectionnées ont ensuite été transfectées dans des blastocystes de souris

C57BL/6N, puis I'ensemble implanté dans une souris femelle pseudogestante.

Les chiméres males issues de cette réimplantation d’embryons ont été croisées
avec des femelles du méme fond génétique C57BL/6N, et les premiers descendants
ayant intégrés le transgéne (souris fondatrices hétérozygotes Kl Zap-70*) ont été

sélectionnés par une PCR de génotypage.

Trois males fondateurs ont été recus dans notre animalerie afin de développer

la lignée Kl Zap-70.
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C) PRODUCTION DU MODELE CONDITIONNEL

Les souris Zap-70 Kl ont été maintenues sur fond C57BL/6N par croisement
avec des souris sauvages C57BL/6N. Les descendants Zap-70*-de ces souris ont été
croisés entre eux afin de produire des souris homozygotes pour le transgéne (Zap-
70**), ceci permettant d’augmenter I'efficience de la production de souris porteuse du
transgéne Zap-70 dans les croisements suivants avec la deuxiéme lignée

transgénique (cf. ci-apres)

Ainsi, afin de surexprimer de facon conditionnelle ZAP-70 dans les LB dés le
stade proB, les souris Zap-70** ont été secondairement croisées avec les souris de la
lignée murine C57BL/6N Mb1-Cre*- (Hobeika et al., 2006), fournies par le Dr M. Reth

(Allemagne).

En effet, en absence de croisement avec des souris transgéniques exprimant
la Cre, les souris Zap-70 Kl n'ont pas d’expression de Zap-70 car réprimée par la
présence de la cassette STOP flanquées des sites loxP. Les souris Mb71-Cre* -
possédent le transgene codant pour la Cre qui est sous le contréle du promoteur du
gene Mb1, ce dernier codant pour la sous-unité Iga du BCR qui est exprimée dés le

stade pro-B.

Ainsi, 'expression de la recombinase Cre permet la délétion de la cassette
NéoSTOP et ainsi I'expression du transgéne Zap-70-IRES-eGFP, menant a la
surexpression de ZAP-70 chez la souris, et une expression de la GFP spécifiquement

et dés le stade proB (Figure 26).

L’ensemble des croisements a été effectué au sein de I'animalerie rattachée a
'UPR 3572 (FRC 1589 CNRS-IBMC, n° d’agrément : E67-482-2).
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Figure 26. Représentation simplifiée du construit génique et des croisements murins
Le transgéne murin Zap-70 a été inséré dans le locus ROSA26 par recombinaison homologue, et les souris Kl Zap-70 obtenues ont été croisées avec les souris
Mb1-Cre* - permettant I'obtention de souris KI Zap-70*/Mb1-Cre*- surexprimant de fagon conditionnelle le transgéne Zap-70 dans les LB dés le stade proB

170



2. GENOTYPAGE DES SOURIS TRANSGENIQUES

§A) EXTRACTION DE L'ADN GENOMIQUE DE QUEUE DE
: SOURIS

L’ADN génomique était extrait a partir de fragments de queue de souris (5 mm)
a I'aide du kit Extract-N-Amp™ Tissue PCR (Sigma-Aldrich).

Les biopsies de queues étaient placées dans des microtubes et incubées 10
min a TA dans un mélange composé de 50 uL de solution d’extraction (« extraction

solution A ») et 12,5 uL de solution de préparation de tissu (« tissue preparation »).

L’ensemble était ensuite incubé a 95°C durant 3 min puis laissé 1-3h a TA. La
digestion était ensuite stoppée par l'ajout de 100 pL de solution neutralisante
(« neutralization solution B ») diluée au demi dans de I'eau stérile. L’ADN extrait était

ensuite conservé a 4°C jusqu’aux génotypages.

B) PCRDE GENOTYPAGE

Les PCR de génotypage ont été réalisées en 2 temps: tout d’abord
I'identification des souris Zap-70*- puis Zap-70**, ces derniéres étant celles utilisées
pour les croisements avec la lignée Mb71-Cre* -, puis dans un second temps
I'identification des souris double Kl Zap-70*-/ Mb1-Cre*’~.

Pour toute la suite, les souris exprimant ZAP-70 dans les LB (Zap-70*-/ Mb1-
Cre" -) seront appelées KI ZAP-Mb1 et les souris ayant le transgéne mais ne
I'exprimant pas (Zap-70*- | Mb1-Cre”) seront celles utilisées comme contrble et
nommeées Kl ZAP. Les différentes PCR de génotypage ont été réalisées grace au kit
GoTag® DNA Polymerase (Promega). Le tableau 12 résume les caractéristiques de

I'amplification et les séquences nucléotidiques utilisées dans ces PCR.
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(1)  ZAP-70

Un mix, constitué par 5 yL de 5X Green GoTaq® Reaction Buffer (1,5 mM
MgCl2)?, 0,8 yL de dNTPs 10 mM, 2 uyL de MgCl. 25 mM (Promega), 0,8 uL de
oligonucléotides 100 uM sens (Mqf1) spécifique de la cassette NEO et anti-sens (Er)
spécifique du géne Zap-70 (Eurogentec), 0,2 uyL de GoTaqg® DNA Polymerase
(5 U/uL), et 13,5 pL d’eau stérile, était déposé dans des barrettes a PCR (Sarstedt),
auquel étaient ajoutés 2 uL d’ADN extrait, pour un Vf de 25,1 pL.

Les conditions de PCR étaient les suivantes : 94°C 4 min, puis 35 cycles a 94°C

30 sec, 56°C 30 sec, 72°C 90 sec, suivis d’'une élongation finale a 72°C 7 min.

Apres amplification, 18 pL de produit de PCR étaient déposés sur gel d’agarose
1 % (Sigma-Aldrich) contenant 0,005 % d’intercalant d’ADN (GelRed, Biotium). Le gel
était ensuite révélé aux UV aprés migration a 130 V pendant environ 30 minutes. La

taille attendue de I'amplicon était de 269 pb.

Cette PCR ne permettant pas la distinction entre les souris hétérozygotes
ou homozygotes pour le transgéne Zap-70, une deuxieme PCR était réalisée a partir
de 'ADN extrait des souris Zap-70* de la premiére PCR afin d’identifier les souris

homozygotes Zap-70**.

Le méme protocole de PCR était utilisé, mais avec des amorces sens (Xf) et
anti-sens (Er2) hors transgéne (Eurogentec), amplifiant ainsi normalement le locus
ROSA26.

En cas de présence homozygote du transgéne Zap-70 dans le locus ROSA26,
ce transgéne étant de trés grande taille (7 674 pb), la PCR ne pouvait pas étre
effective, résultant en une absence de bande visible aprés révélation aux UV (en cas
d’hétérozygotie Zap-70, une bande de 244 pb était alors visible, correspondant a

I'amplification de I'alléle avec le locus ROSA26 sans insert) (Figure 27).
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Figure 27. Amorces disponibles et utilisées (entourées) pour le génotypage de Zap-70 (adapté
de Rosa26 (IR00003210 / K624 ICS internal reference) mouse line genotyping protocol)

PCR1 (en vert) : les amorces sens Mgf1 et anti-sens Er permettent I'identification de la présence du
transgéne Zap-70 sans préjuger du caractére hétérozygote ou homozygote

PCR2 (en rouge) : les amorces sens Xf et anti-sens Er2 permettant d’amplifier le locus ROSA26. En
cas de présence homozygote du transgéne Zap-70 (7 674 pb), la PCR ne peut étre effective résultant
en l'absence de bande visible aprés amplification

(2) MB1-CRE

Afin d’identifier les souris KI Zap-70*-/ Mb1-Cre* -, un mix, constitué par 5 uL
de 5X Green GoTaq® Reaction Buffer (1,5 mM MgCl)?, 0,5 uL de dNTPs 10 mM, 1 pL
de oligonucléotides 10 uM sens et anti-sens spécifiques du géne Mb1 (Eurogentec),
0,2 yL de GoTaq® DNA Polymerase (5 u/uL), et 16,3 uL d’eau stérile, était déposé par
tube dans des barrettes a PCR (Starstedt), auquel étaient ajoutés 1 uyL d’ADN extrait

a partir de queue de souris (cf. précédemment), pour un Vf de 25 pL.

Les conditions de PCR étaient les suivantes : 94°C 5 min, puis 30 cycles a 94°C

30 sec, 58°C 30 sec, 72°C 60 sec, suivis d’'une élongation finale a 72°C 10 min.

Apres amplification, 18 pL de produit de PCR étaient déposés sur gel d’agarose
a 1 % (Sigma-Aldrich) contenant 0,005 % d’intercalant d’ADN (GelRed, Biotium). La
migration était effectuée a 130 V puis révélé aux ultraviolets pour identifier la bande
attendue de 600 pb.

173



Tableau 12. Résumé des caractéristiques des PCR et amorces utilisées pour les génotypages
murins

Programmes PCR
Transgénes Typage / PCR Séquencesdes oligonucléotides sens (S) et anti-sens (AS) [Tallle du fragment
Cycles attendu (pb)
Description
Mqif:S : 5-GTGGTTTGTCCAAACTCATC-3"
PCR1 94°C 30 sec . {spécifique de la cassette NEO)
(zap-70") 62°C 30 sec 35 7 min 269
72°C90 sec Er : AS : 5’-TCCGTGTCCAGCAGGCGTTT-3"
(spécifique de Zap-70)
Zap-70 4 min oo
5 Xf:S: 5-ATCCCTGGTTCGAGTATGTCTTGGAA-3"
o e (hors transgéne)
PCR2 65°C 30 sec . -
(zap-70""*) 72°C 60 sec 20 Smin (7674)
Er2 : AS : 5'-CCGAAAATCTGTGGGAAGTCTTGTCC-3"
(hors transgéne)
94°C 30 sec S : 5-ACCCTCTGATGAAGTCAGGAAGAAC-3’
Mb1-Cre PCR unique 5 min 58°C 30 sec 30 10 min oo 500
72°C1 min AS : 5’-GCAGATGTCCTTCACTCTGATTCT_3'

3. VALIDATION DU MODELE CONDITIONNEL KI ZAP ET
ANALYSE DES CELLULES LYMPHOIDES B A L’ETAT
BASAL

A) RECUEIL DES CELLULES LYMPHOIDES

Les organes lymphoides primaires (MO : 2 fémurs) et secondaires (rate et
ganglions (GG) inguinaux et axillaires), ainsi que le produit de lavage péritonéal au
PBE (PBS, 0.5 % BSA (albumine sérique bovine) (Euromedex), 2 mM EDTA) étaient

prélevés chez des souris KI ZAP-70 et KI ZAP agées de 16-18 semaines.

Les organes étaient dilacérés et écrasés sur un tamis de 40 pm et récupérés
dans du RPMI 1640 avec ultragutamine (Lonza) puis centrifugés a 1 500 rpm pendant
5 minutes. Les culots médullaires, spléniques et péritonéaux étaient repris
respectivement dans 500 uL, 1 000 uL et 500 puL de tampon de lyse (NH4+Cl 0,16 M,
pH 7,6) afin de lyser les globules rouges, durant 2 minutes, a TA. Aprés un dernier
lavage au RMPI, les différents types cellulaires étaient repris dans du PBE et comptés

sur cellule de Neubauer
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B) IMMUNOPHENOTYPAGE B A L'ETAT BASAL ET
| VISUALISATION DE L’EXPRESSION DE LA GFP PAR
CYTOMETRIE EN FLUX

Apres lyse des GR et recomptage, les cellules totales de MO, rate, GG et
péritonéales étaient reprises dans du PBE a 5.10° cellules/25 uL. Les marquages
membranaires des cellules étaient réalisés en plaques 96 puits (Greiner), chaque puits
contenant 5.10° cellules, avec différentes combinaisons d’Ac monoclonaux anti-souris
(anti-CD138, -B220, -CD19, -CD23, -CD93, -GL7, CD95, -IgG1, -IgG3, - IgD, -CD11b,
-GR1, -CD3, -CD5, -CD43, -CD44, -IA-IE, -CD86, -CD69) couplés a un fluorochrome
(phyco-érythrine (PE), PE-CF594 (PE-CF), Peridinin chlorphyll protein-Cyanine 5.5
(PerCP/Cy5.5), PE-Cy7, ou APC) (BD Biosciences), et d’anti-lgM biotinylée (Jackson

ImmunoResearch Laboratories, Inc.).

De la streptavidine couplée a I'Alexa Fluor700 était utilisée comme Ac

secondaire.

Les différents Ac avaient été préalablement testés a différentes dilutions et la
concentration optimale pour chaque Ac validée sur des échantillons tests dans les

mémes conditions.

Aprés 15 min d’incubation a 4°C a l'obscurité, la plaque était centrifugée
pendant 5 min a 1500 rpm, puis le culot cellulaire lavé avec 150 ul de PBE. Les cellules
étaient ensuite reprises dans 150 uL de PBE dans déposés en microtubes (Micronics)
dans lesquels étaient ajoutés 25 ulL/tube de DAPI dilué au 1/2000¢ dans du PBE, pour
I'étude de la viabilité cellulaire. L’expression de la GFP et des différents marqueurs
membranaires a été analysée sur le cytométre en flux Gallios (BD Bioscience) et

I'analyse des données faite grace au logiciel Kaluza version 1.5a (BD Bioscience).
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(1) EVALUATION DE L’APOPTOSE MEDULLAIRE

L’analyse de l'apoptose spontanée des sous-populations lymphocytaires B
médullaires a été effectuée par marquages avec I’Ac monoclonal anti-souris anti-
annexineV PE (BD Bioscience) et au DAPI, selon le méme principe que les marquages
membranaires, a la difféerence que I'ensemble de I'expérimentation (reprise des
cellules, marquages avec les Ac couplés au fluorochromes et au DAPI, et lavages) a
été réalisée dans du tampon spécifique (NaCl 140 mM, 5 mM CaCl,, Hepes/NaOH 10
mM, pH 7,4) jusqu’au passage au cytomeétre, et au maximum dans I'’heure suivant le

marquage pour éviter un excés de mort cellulaire induite par le tampon spécifique.

(2) VISUALISATION DE L’EXPRESSION DE ZAP-70 PAR
CYTOMETRIE EN FLUX

Apres lyse des GR et recomptage, les splénocytes totaux étaient lavés a deux
reprises dans du PBSX1 puis repris en tubes 12X75 mm (BD Falcon) dans ce méme
tampon a raison de 1-10.108 cell/mL puis le marquage de viabilité par Fixable Viability

Dye eFluor 780 (eBioscience) était réalisé selon les recommandations du fabriquant.

Les cellules étaient ensuite lavées 2 fois dans du PBE puis reprises dans ce
méme tampon a raison de 1.10° cell/50 pL, puis marquées par les Ac monoclonaux
anti-souris couplés aux fluorochromes suivants : anti-B220 PE-CF594, -CD3 R-
Phycoerythrin Cyanin 7 (PC7) (BD Bioscience) et anti-lgM AF700 (Jackson

ImmunoResearch Laboratories, Inc.) et incubées 15 min a 4°C a I'obscurité.

Apres un lavage au PBE, un Ac secondaire streptavidine-APC était ajouté aux
cellules marquées et incubé 15 min a 4°C a I'obscurité, puis les cellules étaient a

nouveau lavées dans du PBE.
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Le marquage intracellulaire de ZAP-70 était réalisé avec '’Ac monoclonal anti-
ZAP-70-PE (clone 1E7.2) (BD Bioscience) suite a une incubation préalable avec 2 mL
de Lysing solution/10° cellules (BD Bioscience) pour la fixation et la perméabilisation,

selon les recommandations du fabriquant.

La positivité pour ZAP-70 a été définie par rapport au marquage des LT par le
contrdle isotypique (IgG1-PE murin) (BD Bioscience) (0,5 % de LT ZAP-70%) et le
pourcentage de LB ZAP-70 a été comparé entre les souris ZAP-70 Kl et KI ZAP. Une
comparaison des médianes d’intensité de fluorescence (MIF) de ZAP-70 a aussi été
faite entre ces mémes souris. Le cytométre et le logiciel d’analyse étaient les mémes

que pour 'immunophénotypage.

(3) QUANTIFICATION DE L’EXPRESSION DE ZAP-70 PAR RT-
QPCR

(A) TRI DES LB GFP*"PAR FACS

Apres lyse des GR et recomptage, les splénocytes totaux étaient repris dans du
PBE a 10.108/mL, puis marqués en tubes (BD Falcon) avec un mélange d’Ac anti-
B220 PE-CF594 (BD Biosciences) et danti-IgM (Jackson ImmunoResearch

Laboratories, Inc.) durant 15 min a 4°C a I'obscurité.

Apres un lavage au PBE, un Ac secondaire streptavidine-APC était ajouté aux
cellules marquées et incubé 15 min a 4°C a I'obscurité, puis les cellules étaient a

nouveau lavées dans du PBE et reprises dans ce tampon a 5.10° cellules/100 pL.

Le tri cellulaire était effectué au sein de la plateforme de cytométrie a 'lGBMC
(IMkirch) sur un FACS Aria (BD Biosciences) en séparant les cellules B220*IgM™ selon
leur degré d’intensité d’expression de la GFP (GFP"9" ou GFP'*") pour les souris ZAP-
70 KIl, et en gardant les cellules B220*IgM™* triées des souris KI ZAP (qui sont GFP")
comme contrdle. Ces cellules triées étaient ensuite lavées au PBSX1, et congelées en

culots secs de 1.108 & 8.10° cellules a -80°C jusqu’a extraction de 'ARN.
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(B) EXTRACTION D’ARN

L’extraction des ARN a partir des culots secs stockés a -80°C a été réalisée
avec le RNeasy Mini kit (Qiagen) selon les recommandations du fabriquant, en incluant
I'étape d’incubation a la DNase | pour éliminer TADN génomique. La quantité et la
pureté des ARN extraits ont été ensuite analysées a I'aide du NanoDrop2000c

(Thermo Scientific).

(C) AMPLIFICATION PAR PCR QUANTITATIVE EN TEMPS
REEL

Les ARN extraits étaient immédiatement utilisés pour la synthése des ADNc
correspondants, avec le kit High-Capacity ADNc Reverse Transcription (Applied
Biosystems). Un volume de 10 uL de mix, contenant 2 uL de 10X RT Buffer, 0,8 uL de
25X dNTP Mix (100 mM), 2 uL de 10X RT Random primer, 1 uL de Multicribe Rtase
et 4,2 uL d’eau stérile, était déposé dans des barrettes a PCR (Sarstedt), auquel
étaient ajoutés 10 L d’ARN extrait (concentration < 200 ng/uL), pour un Vf de 20 pL.
Apres amplification (25°C 10 min, 37°C 120 min et 85°C 5 min), 'ADNc était
immédiatement utilisé pour la RT-gPCR en utilisant la technologie Tagman

(ThermoFischer).

La réaction d’amplification était réalisée dans des plaques 96 puits (Applied
Biosystems) ou étaient déposés par puits : 6 yL de mix contenant 5 yL de Tagman
Master mix (Applied Biosystems), 0,25 uL de sonde spécifique de Zap-70 (réf. n°Hs
00896347 _m1) ou des génes de ménage Hprt1 (réf. n°MmO01318743 _m1) ou Gapdh
(réf. Nn°NM_001289726.1) (Applied Biosystems), et 0,75 uL d’eau stérile, auquel
étaient ajoutés 4 uyL d’ADNc a 2,5 ng/uL, pour un Vfde 10 uL. Chaque échantillon était
amplifié en triplicat dans l'appareil StepOnePlus (Applied Biosystems) selon le
programme suivant : 50°C 2 min puis 40 cycles a 95°C 5 sec et 60°C 1 min. Les taux
d’expression dARNm de ZAP-70 ont été calculés a I'aide du logiciel StepOnePlus V2.1
(Applied Biosystems) en utilisant la méthode comparative des seuils de cycle (AACt)
et normalisée sur la moyenne des génes de ménages Hprt1 et Gapdh. Les expressions
de ZAP-70 dans les LB GFP"9" et GFP'*¥ des souris ZAP-70 Kl ont été comparées

entre elles et a celle des LB des souris Kl ZAP.
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4. STIMULATIONS IN VITRO

A) TRI DES LB CD43- SPLENIQUES

Apres lyse des GR et recomptage, les splénocytes totaux étaient triés a l'aide
d’Ac anti-CD43 couplés a des microbilles magnétiques (CD43 (Ly-48) microbeads
mouse) (Miley Biotec). Ceci permettait d’isoler les LB immatures (IgM*lgD-) et matures
(IgM*IgD*) non activés qui sont CD43  de I'ensemble des autres populations

leucocytaires qui sont quant a elles CD43*.

Brievement, aprés lyse des érythrocytes, les splénocytes totaux étaient incubés
15 min a 4°C avec les microbilles a raison de 10 yL/ 90 uL de PBE pour 107 cellules.
Apres un lavage au PBE, les cellules étaient reprises dans 500 uL de PBE, déposées
sur une colonne MACS Large Separation (LS) fixée a un aimant (Miley Biotec) et

éluées dans du PBE selon les recommandations du fabriquant.

Les cellules CD43* marquées par I'anticorps (LT, monocytes, granulocytes, NK,
LB1) étaient retenues dans la colonne grace a I'aimant. Les cellules non marquées
CDA43 (LB) éluées ont ensuite été lavées dans du PBE et recomptées sur cellule de

Neubauer comme précédemment.

La pureté du tri était vérifiée immédiatement par cytométrie en flux selon le
méme principe que précédemment a 'aide d’'un marquage avec les Ac anti-B220 PE-
CF594 et anti-CD3 PC7 murins (BD Pharmingen) et du DAPI dilué au 1/2000¢. La
pureté était considérée comme acceptable si obtention d’au moins 95 % de LB vivants

(B220*CD3DAPI") sur 'ensemble des cellules analysées.
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B) MILIEUX DE STIMULATION

Les LB CD43" triés étaient repris a une concentration de 2.10° cellules/mL dans
un milieu de culture composé de RPMI 1640 avec ultraglutamine (Lonza), de SVF
décomplémenté 10 %, de B-mercapto-éthanol 50 uM (Gibco), d’'Hepés Buffer 10 mM
(Lonza), de pyruvate de sodium 1 mM (Lonza), et de pénicilline/streptomycine
(respectivement 100 U/mL et 100 pg/mL) (Lonza). Les cellules étaient ensuite
réparties dans des plaques 24 puits (Falcon) a une concentration finale/puits de
1.108cellules/mL, puis incubées avec différentes combinaisons de stimuli : Ac anti-IgM
(5 pg/mL, Ac F(ab’)2 de chévre anti-IgM murine, Jackson Immunoresearch) ; agoniste
du CD40 (0,25 pg/mL, BD Pharmingen) ; IL-4 (5 ng/mL, Sigma) ; IL-21 (10 ng/mL,
Invitrogen) ; LPS (10 ug/mL, produit par Salmonella typhosa, Sigma) ; agoniste du
TLR9 CpG ADN (5 ug/mL, ODN2395, Invivogen) ; ou du milieu de culture seul.

Pour I'étude de la prolifération cellulaire, de la Bromodésoxyuridine (BrdU) a
10 yM (BD Biosciences) était ajoutée directement dans les puits d’intérét en

complément des différentes combinaisons de stimuli.

Les cellules étaient ensuite incubées a 37°C (CO2 5 %) pour une durée variable

de 48h, 72h ou 96h selon les expériences.

C) ANALYSES PAR CYTOMETRIE EN FLUX

Apres incubation, les surnageants des stimulations de 72h et de 96h étaient
récupérés et conservés a -20°C jusqu’a analyse ELISA pour leurs compositions en Ig
(cf. partie F.3.a).

Les culots cellulaires étaient lavés a deux reprise dans du PBE et repris dans
ce méme tampon a 1.10° cellules/100 yL et déposés en plaques 96 puits (Greiner)

pour les différents marquages membranaires et intracellulaires suivants.
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(1) ANALYSE DES MARQUEURS D’ACTIVATION CELLULAIRE A
48H

Les marquages membranaires étaient réalisés avec différents mélanges d’Ac
monoclonaux anti-souris (anti-B220, -CD44, -IA-IE, -CD86, -CD69) couplés a un
fluorochrome (PE, PE-CF594, PE-Cy7 ou APC) (BD Biosciences). Le reste de la
technique et l'analyse étaient identiques a celles décrites précédemment pour

'immunophénotypage (Cf. partie 11.C.2).

(2) ANALYSE DE LA DIFFERENTIATION PLASMOCYTAIRE A 72H

Les culots cellulaires étaient lavés en plaque a deux reprises dans du PBSX1
puis incubés 30 min a 4°C a 'obscurité avec 100 pL de Fixable Viability Dye eFluor™
780 (eBioscience) dilué au 1/1000 dans du PBSX1. Aprés 2 lavages aux PBE, les
cellules étaient marquées avec les Ac monoclonaux anti-souris couplés a un
fluorochrome suivants : anti-B220 PE-CF594, -CD19 PE-Cy7, -CD138 APC (BD

Biosciences) durant 15 min a 4°C a I'obscurité.

Les cellules étaient ensuite lavées au PBE puis le marquage intracellulaire avec
50 uL/puit d’Ac anti-IRF4 PE (BD Biosciences) était réalisé a l'aide du Foxp3
Transcription Factor Staining Buffer set (eBioscience) selon les recommandations du
fabriquant. Les durées de fixation/perméabilisation et de marquage étaient chacun de

45 min a TA a I'obscuirité.
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(3) ANALYSE DES MARQUEURS DE PROLIFERATION
CELLULAIRE A 90H

L’étude de la viabilité cellulaire et des marqueurs membranaires étaient les
mémes que décrit précédemment avec les fluorochromes suivants : anti-CD19 FITC
et anti-B220 PE-CF594 (BD Biosciences).

Pour I'étude de la prolifération par BrdU, aprés un lavage au PBE, les cellules
étaient fixées, perméabilisées, digérées a la DNase puis marquées par 50 yL d’Ac
anti-BrdU dilué au 1/200¢, grace au BrdU Flow Kit (BD Biosciences) selon les

recommandations du fabriquant.

Les analyses de I'expression des marqueurs membranaires, et des marqueurs
intracellulaires IRF4 et BrdU ont été effectuées par cytométrie en flux de la méme

maniére que pour I'immunophénotypage (Cf. partie 11.C.2).

5. ETUDE DE LA SIGNALISATION DU BCR

A)  ANALYSE DU FLUX CALCIQUE

Apres tri des LB spléniques (Cf. partie 11.D.1), les culots cellulaires étaient repris
dans un milieu IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium, Lonza) a la concentration

de 2.108 cellules/mL.

Cinquante microgrammes de sonde fluorescente Indo-1 (Invitrogen) étaient
préalablement incubés durant 5 minutes a TA a l'obscurité avec du 25 uL de
diméthylsulfoxyde (DMSOQO), 26 pyL d’acide pluronic (Invitrogen) et 113 pyL de SVF
décomplémenté, puis 15 pL de ce mélange étaient ensuite incorporés aux culots
cellulaires et incubés a 37°C durant 45 min. L’incubation était stoppée par ajout de

milieu IMDM puis les cellules étaient reprises a 2.10° cellules/mL dans le milieu IMDM.
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Les cellules étaient préchauffées a 37 °C et analysées par cytométre en flux
(FACS Fortessa, BD BioSciences) durant 2 minutes pour mesurer la ligne de base
(cellules non stimulées). Les cellules étaient ensuite stimulées par un Ac anti-lgM a

5 ug/mL (F(ab’)? de chévre anti-IgM de souris, Jackson Immunoresearch).

La concentration relative de calcium libre intracellulaire a été mesurée par le
ratio de fluorescence moyenne d’Indo-1 liée sur non liée (405/485 nm), sur les LB
vivants ayant incorporé la sonde, a 'aide du logiciel Flow Jo version 7.6.5. La réponse
calcique a été ensuite normalisée et exprimée par le ratio du pic maximum apres

stimulation sur la ligne de base (Grynkiewicz et al., 1985).

B) ETUDE DE LA PHOSPHORYLATION DES PRINCIPALES
: PROTEINES IMPLIQUEES DANS LA SIGNALISATION DU
BCR PAR WESTERN BLOT

Les LB tries spléniques étaient repris dans le milieu de culture détaillé
précédemment (Cf. partie 11.D.2) a 107 cellules/mL, puis stimulés par Ac anti-lgM a
5 ug/mL (F(ab’)2 de chevre anti-IgM de souris, Jackson Immunoresearch) dans des
microtubes 1,5 mL Eppendorf (Sigma), sur plaque chauffante a 37 °C pendant 1, 3, 5,
15 et 30 minutes. Une condition non stimulée (sans anticorps) a aussi été effectuée.
La stimulation était stoppée par refroidissement a 4 °C, puis les cellules lavées a deux

reprises dans du PBSX1.

Les LB étaient ensuite repris dans un tampon de lyse (TNE : Tris 50 mM pH 8,
1 % (viv) NP-40 (Nonidet P40), EDTA 2 nM, pH 8) auquel était ajouté
extemporanément 1 tablette de cocktail d'inhibiteurs de protéases (Roche) et 1 %
d’inhibiteurs de phosphatases (Sigma-Aldrich). Aprés 15 minutes d’incubation sur
glace, les cellules étaient centrifugées 10 minutes a 14 000 rpm a 4°C et le surnageant

(lysat protéique) récupéré.

Les protéines étaient dosées par spectrophotométrie a 560 nm a l'aide du kit
BCA (BSA 10 pg/mL et solutions A et B (50:1) (Pierce BCA Protein Assay Kit,
ThermoScientific). Les protéines étaient ensuite diluées dans du bleu de dépdét 5X
(Tris-HCI, 0,6 M, pH 6,8, glycérol 50 % (v/v), SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) 170 mM,
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Dithiothréitol (DTT) 50 mM, bleu de Bromophénol 0,01 g) et incubées 15 minutes a
TA, puis 5 minutes a 105 °C.

Les échantillons et le marqueur de taille (PageRuler Prestained Protein Ladder,
ThermoScientific) étaient déposés sur gel de polyacrylamide a 12 % (bis-Acrylamide
30 %, Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8 pour le gel de séparation, pH 6,8 pour le stacking), APS
10 %, TEMED 0,05 %) puis mis a migrer a 130 V pendant 1h 30 dans un tampon
spécifique (Tris base 25 mM (Sigma), Glycine 192 mM (Sigma), SDS 0,1 %).

Les protéines étaient ensuite transférées sur une membrane de polyfluorure de
vinyldene (PVDF) a l'aide d'un dispositif Trans Blot Turbo Transfer System (BioRad)
pendant 7 min a 1,3A/25V, suivi d’une étape de saturation durant 2h a TA (ou une nuit
compléte a 4°C) sous agitation constante dans une solution de blocage (lait en poudre
5 % ou BSA 2 % (Euromedex), Tris-HCI 100 mM pH 7,5, EDTA 2,5 mM pH 8, NaCl 50
mM, Tween20 0,1 % (v/v)).

Apres saturation, le tampon de blocage était remplacé par les solutions d’Ac
primaires (Cell signaling) (Tableau 13) dilués dans le tampon de lait pendant ou la BSA

0,5 %, incubés une nuit a 4°C ou 2h a TA, sous agitation.

La membrane était ensuite lavée a 5 reprises pendant 5 minutes dans du
tampon spécifique (Tris HCI 100 mM pH 7,5, EDTA 2,5 mM pH 8, NaCl 50 mM), puis
incubée durant 1h a TA avec un Ac secondaire monoclonal IgG de chévre anti-souris
couplé a I'HRP (Horseradish Peroxydase) (GE Healthcare) dilué au 1/10 000° dans le
tampon de lait (AKT, ERK et IkB) et un AC secondaire monoclonal IgG de lapin anti-
souris couplé a 'HRP (GE Healthcare) dilué au 1/5 000¢ dans le tampon de BSA 0,5
%. Aprés une nouvelle série de 5 lavages, la membrane était révélée a 'aide du kit
ECL Plus (ECL Plus Western blotting Detection Reagents, GE Healthcare) puis

exposeée sur un film auto-radiographique développé en chambre noire.
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Tableau 13. Ac primaires utilisés et dilutions respectives

Phospho-AKT [ 1/500¢ dans le tampon de lait
Phospho-ERK | 1/500¢ dans le tampon de BSA 0,5 %
Phospho-1kB 1/2000° dans le tampon de lait
Phospho-SYK | 1/500¢ dans le tampon de BSA 0,5 %

AKT 1/1000¢ dans le tampon de lait
ERK 1/1000° dans le tampon de lait
kB 1/2000° dans le tampon de lait

Actine-HRP 1/1000° dans le tampon de lait

C) ETUDE DE LA PHOSPHORYLATION DE ZAP-70 PAR
: IMMUNOPRECIPITATION

L’'immunoprécipitation a été réalisée sur des LB spléniques de souris Kl ZAP-

Mb1 triés négativement (Cf. partie 11.D.1) et stimulés par Ac anti-IgM (Cf. partie 11.E.2).

Des LB spléniques triés de souris KI ZAP et des extraits protéiques de LB de
souris ZAP-KI, auquel étaient ajoutées les billes, sans [I'Ac anti-ZAP-70
immunoprécipitant, ont servis de contréles négatifs. Les LT de souris Kl ZAP triés
magnétiquement (Pan T cell isolation kit, Miley Biotec) et stimulés par anti-CD3 (1
pMg/mL) et anti-CD28 (5 pg/mL) (BD biosciences) durant 3 minutes ont servis de

contrdle positif.

Les LB étaient repris dans un tampon de lyse (Tris HCI 50 mM pH 8, KCI 50
mM, NP-40 1 % (v/v), cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche), inhibiteurs de
phosphatases 1 % (Sigma Aldrich)) a la concentration de 107 cellules/mL. Aprés 30
min d’incubation sur glace, les cellules étaient centrifugées 10 minutes a 14 000 rpm

a 4 °C et le surnageant récolté.
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Les billes de sépharose (protein G Sepharose 4 fast flow, GE Healthcare)
étaient lavées a trois reprises a 'aide d’'une solution spécifique (Tris HCI 50 mM pH 8,
KCI 50 mM, NP40 0,1 % (v/v), cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche), 1 %

d’inhibiteurs de phosphatases (Sigma Aldrich)) et diluées a 50 % dans cette solution.

Les lysats protéiques étaient préalablement incubés avec 0,2 uL de sérum de
lapin et 50 pL de solution de billes, durant 30 minutes a 4 °C sous agitation faible, puis

centrifugés a 3 000 rpom a 4°C pendant 1 min.

Le surnageant était prélevé et 4 yL d’anticorps de lapin anti-ZAP-70 murin au
1/50¢ (Cell signaling) étaient ajoutés et incubés a 4°C durant toute une nuit. Cinquante
microlitres de solution de billes étaient ensuite ajoutés et incubés durant 1 a 3h a 4°C,

suivi de 5 lavages, puis du laemmli 2X (Biorad) était ajouté a chaque échantillon.

La suite de la technique était identique au Western-Blot précédent (Cf. partie
II.E.2) avec l'utilisation d’Ac anti-tyrosines phosphorylées (Cell signaling) dilués au
1/2000e dans un tampon de BSA, et d’Ac monoclonal IgG de chévre anti-souris couplé
a I'HRP dilué au 1/20 000e (Amersham GE HealThcare) comme Ac primaire et

secondaire respectivement.

La membrane était ensuite strippée (restore Western blot stripping buffer,
Thermoscientific) et révélée a l'aide d’un Ac anti-ZAP-70 (Cell signaling) dilué au

1/2000e dans un tampon de lait.
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/6. ETUDE DE LA PRODUCTION D’AC IN VIVO ET IN
| VITRO

§A) RECUPERATION DU SERUM ET DES SURNAGEANT DE
: CULTURE

Les sérums éteint récupérés a partir de sang total prélevé sur veine
mandibulaire aprés une double centrifugation a 5 000 rpm puis 8 000 rpm durant 10
min. Aprés incubation, les échantillons stimulés a 72h et 96h étaient centrifugés a 1500
rom durant 5 min, puis les surnageant récupérés. Ces sérums et surnageants étaient

conservés a -20°C jusqu’a analyse pour leurs compositions en Ig par ELISA.

B) IMMUNISATIONS PAR OVALBUMINE OU NP-LPS

Des souris agées de 6 mois ont été immunisées par voie intra-péritonéale (IP)
aux jours 0, 10 et 20 avec 100 ug d’ovalbumine (OVA) (Sigma), un Ag T-dépendant.
La premiére injection d’OVA a JO était injectée en présence de I'adjuvant complet de
Freund (Sigma), la seconde a J10, en présence de l'adjuvant incomplet de Freund
(Sigma) et la troisieme a J20 dans du PBSX1 stérile (Figure 28. A).

D’autre souris agées du méme age ont été immunisées par NP-LPS, un Ag T-
indépendant, le qui associe I’hapténe NP (4-hydroxy-3-nitrophenyl-acetyl) conjugué au
LPS. De la méme fagon, ces souris ont regu par voie IP 100 ug de NP-LPS (Biosearch

technologies), dilués dans du PBSX1 stérile, aux jours 0, 10 et 20 (Figure 28. B).

Afin d’évaluer la prolifération cellulaire, de la BrdU (Sigma), était administrée
par voie IP a J20 (1 mg en dose unique) et par voie orale, diluée dans de I'eau de
boisson (0,8 mg/L), de J20 a J30.
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Du sérum était récupéré a JO, J7, J10 et J30 pour analyses de leur composition

en IgG et IgM totales, et spécifiques anti-Ovalbumine ou anti-NP

A J30, les souris étaient sacrifiées et les rates récupérées pour analyse par
cytométrie en flux de différents marqueurs membranaires (phénotype et activation) et

intracytoplasmiques (BrdU). Les techniques étaient les mémes que celles décrites

précédemment.
A
1P Brdll(lig)
‘g\ ; W\ \ e . @
Jo 17 J10 J20 J30 —>
H20+ BrdU (0.8 mg/L)
IP OVA (100 pg) IP OVA (100 pg) 1P OVA (100 pg)
+ +

+
ACF AlF PBSX1 ‘

B
P Brdl(l\mg)
W\ @ % h\ B . @
JO 17 J10 J20 , J30 >
H20+ BrdU (0,8 mg/L)
1P NP-LPS (100 ng) IP NP-LPS (100 pg) IP NP-LPS (100 pg)
+ + -

PBSX1 PBSX1 PBSX1)

Figure 28. Résumé des schémas d’'immunisations expérimentales a I’'ovalbumine (A) ou au NP-
LPS (B).

IP, injection intrapéritonéale; OVA, ovalbumine; ACF, adjuvant complet de Freund; AlF, adjuvant
incomplet de Freund; PBS, phosphate buffered saline; BrdU, Bromodésoxyuridine; NP, 4-hydroxy-3-
nitrophenyl-acetyl; LPS : lipopolysaccharide
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C) DOSAGE DES IG PAR ELISA

(1)  IGG ET IGM TOTALES

Le coating des plaques ELISA était tout d’abord réalisé avec 50 pyL d’Ac anti-
IgG ou anti-lgM murines (F(ab’)2 de chévre anti-lgG ou anti-IgM de souris de souris
(Jackson immunoresearch) diluées respectivement a 2,5 ug/mL et 5 uyg/mL dans du
tampon carbonate/bicarbonate (TCB) (0.1 M pH 9.5 (Na2CO3, NaHCO3, NaN3), avec
une incubation d’1h a 37°C. Aprés 3 lavages au PBSX1, les puits étaient saturés avec
100 pL de PBS-BSA 1 % pendant 45 min a 37°C.

Des dilutions croissantes des échantillons a tester, et d’lgG (Jackson
immunoresearch) ou d’IgM (Sigma) murines de concentrations connues, servant de
courbes étalons, étaient réalisées en tampon PBS-Tween20 0.1 %-gélatine 1 % (PBS-
TG). Ces dilutions étaient ensuite déposées en dupliqua dans les plaques ELISA a
raison de 50 uL/puits et 'ensemble incubé 2 h a 37°C. Aprés 4 lavages au PBS-
Tween20 0.1% (PBS-T), 50 yL d’Ac secondaire de chévre anti-lgG ou anti-lgM murin
couplé a la peroxydase (Jackson immunoresearch), dilué au 1/10 000e dans du PBS-

T, étaient ajoutés et incubés 1h a 37°C.

Apres 4 nouveaux lavages au PBS-T, les plaques étaient révélées par ajout de
50 pL/puit d’orthophénylénediamine (OPD) (Sigma), qui est un des substrats de la
peroxydase, et incubation 20 min a TA a l'obscurité. La réaction enzymatique était
ensuite arrétée par ajout de 50 pyL de solution de H2S0O4-2N-Sulfite de Na 0,5 %.
L’absorbance a été mesurée par lecture des densités optiques (DO) a 492 nm par le

lecteur Multiskan FC version 1.00.96 (Thermoscientific).

Les concentrations en IgG et IgM totales des échantillons ont été ensuite
calculés a l'aide du logiciel Skanlt Software 3.1.0.4 RE for Multiskan FC, a partir des
courbes étalons en phase linéaire, par régression logistique linéaire 4 parameétres. Un
seuil de coefficient de détermination R2 > 0,98 était retenu comme acceptable pour

I'interprétation des données.
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(2) IGG ET IGM SPECIFIQUES ANTI-OVA OU ANTI-NP

Les coatings étaient réalisé respectivement avec 50 uyL d’OVA a 50 ug/mL
(Sigma) ou de NP-BSA (ratio 1-9) a 5 ug/mL (Biosearch technologies), dilués dans du
TCB, et incubés 1h30 a 37°C. Les étapes suivantes de saturation, dépbts des
échantillons et de révélation étaient réalisées de la méme fagon que précédemment

pour la détection des IgG et IgM totales.

Du fait de I'indisponibilité de courbe étalon, les résultats étaient exprimés en

titres (inverse de la dilution nécessaire pour atteindre une DO choisie).

(3) AUTO-REACTIVITES IGG ET IGM

(A) ANTI-ADN

Le coating était réalisé avec 50 uL/puit de Calf thymus DNA (Sigma) dilué a 100
ng/mL dans du tampon HCI autoclavé pH 7,5 et incubés 1h a 37°C. Aprés 3 lavages
au PBSX1, 'ADN était digéré par 50 uL/puits de S1 nucléase (Promega) a 0,001 U/ul
durant 1h a 37°C. Apres 3 lavages au PBSX1, les puits étaient saturés avec 100 uL
de PBS-BSA 1 % (Euromedex) pendant 45 min a 37°C. Des dilutions croissantes des
sérums des souris a tester étaient réalisées en tampon PBS-Tween20 0,1 %-gélatine
1 % (PBS-TG).

De la méme maniére, des dilutions de sérums de souris MRLP"Pr 3gées de 16
semaines et présentant une protéinurie significative (> 3 croix a la bandelette) (Fu et
al., 2017) et de souris C57BL/6N agées de 8 semaines étaient utilisées respectivement
comme contréle positif et négatif. Ces dilutions étaient ensuite déposées en dupliqua
dans les plaques ELISA a raison de 50 uL/puits et 'ensemble incubé une nuit entiere
a 37°C. Les étapes suivantes de lavages, et de révélation étaient réalisées de la méme
fagcon que précédemment pour la détection des IgG et IgM totales (Cf. partie 11.3.3.a))

et les résultats exprimés en titres (Cf. partie 11.E.3.b)).
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(B) FACTEUR RHUMATOIDE

Le coating était réalisé avec 50 uL/puit d’Ac anti-lgG murine (F(ab’)2 de chévre
anti-IgG, Jackson immunoresearch) dilué a 50 pg/mL dans du TCB et incubés 1h a
37°C. A I'exception de I'étape de digestion a la nucléase S1, 'ensemble des étapes
suivantes et I'expression des résultats étaient réalisées de la méme facon que pour la
détection des IgM anti-ADNdb.

§D) RECHERCHE D’AUTOREACTIVITE(S) SUR PANEL
ANTIGENIQUE

Des échantillons de sérum (10 pL) ont été envoyés sur carboglace pour test
simultané des autoréactivités sur puce contenant un panel de 95 auto-Ag (Autoantigen

Microarray Panel |, UT Southwstern Medical Center, Dallas, Texas).

Brievement, les échantillons ont été préalablement traités par de la DNAse | au

1/50e puis incubés avec les auto-Ag sur la puce.

La révélation a été effectuée par anti-IgG Cy3 et anti-IgM cy5, puis la lecture
des densités optiques faite a l'aide du scanner GenePix® 4400A Microarray. Les

images ont été analysées par le logiciel GenePix version 7.0.

Apres soustraction du bruit de fond, l'intensité de fluorescence moyenne de

chaque auto-Ag a été normalisée sur les contréles internes (IgG or IgM).

191



E) ELISPOTS OVALBUMINE ET NP

Des plaques avec membrane en nitrocellulose (Milipore MAHA S4510, Merck)
étaient réhydratées avec 15 uL/puits d’éthanol a 35 % puis immédiatement lavées a
plusieurs reprises avec de I'eau stérile. Ces plaques étaient ensuite incubées une nuit
entiere a 37°C avec 70 ulL/puits d’'OVA (Sigma), ou de NP-BSA (Biosearch
technologies) ou d’Ac anti-IgG ou IgM murines (F(ab’)2 de chévre anti-IgG ou anti-lgM
de souris, Jackson immunoresearch), diluées respectivement a 50 ug/mL, 5 uyg/mL et
10 pg/mL dans du tampon de coating (solution A (NaHCQO3 : 8,4 g/100 mL d’eau milliQ)
et solution B (Na2CO3 : 10,6 g/100 mL d’eau milliQ) en proportion 2,5:1, 'ensemble

dilué dans de I'eau MilliQ pour Vf = (solution A + solution B)2).

Apres 3 lavages au PBSX1, les puits étaient ensuite saturés par 200 yL de PBS-
BSA 1 % (Euromedex) durant 2h a 37°C, puis la solution de saturation remplacée par
100 pL de milieu de culture (RPMI 1640 avec ultraglutamine (Lonza) + SVF
décomplémenté 10 % + B-mercapto-éthanol 50 uM (Gibco) + Hepés Buffer 10 mM
(Lonza) + pyruvate de sodium 1 mM (Lonza) + pénicilline/streptomycine
(respectivement 100 U/mL et 100 pg/mL) (Lonza)), et les plaques étaient a nouveau
incubées 1h a 37°C.

Les splénocytes totaux issus des souris immunisées par OVA ou NP-LPS
étaient repris, aprés lyse des GR, dans du milieu de culture a 5.10° et 1.10°
cellules/mL, et 100 pL de ces différentes concentrations étaient ajoutés aux 100 uL de
milieu de culture déja présents dans les puits des plaques Milipore, puits incubés 14h
a 37°C.

Les plaques étaient ensuite lavées 4 fois au TBS-0,25 % Tween20 (Tris
buffered saline : 50 mM Tris-Cl, pH 7.6; 150 mM NaCl), puis 3 fois au PBSX1 et 1 fois
a l'eau désionisée, et 70 uL/puits d’Ac secondaire anti-IgG ou anti-IgM biotinylées (Biot
SP conjugated Affinity pure Goat anti-mouse IgG (H+L) ou anti-mouse IgM (Fab’2),
Jackson Immunoresearch) dilués au 1/20 000° dans du PBS-BSA 1 %, étaient ajoutés

et 'ensemble incubé 2h a TA a I'obscurité.
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Aprés 4 lavages au TBS-0,25 % Tween20 et 3 lavages au TBSX1, 70 yL de
streptavidine couplée a la phosphatase alcaline (Strepta-AP, Invitrogen), diluée au
1/25 000¢ dans du PBS-BSA 1 % (Euromedex), étaient ajoutés dans chaque puit, suivi

d’une incubation de 30 min a 37°C.

Les plaques étaient ensuite a nouveau lavées comme a I'étape précédente,
'underdrain enlevé, puis révélées par I'ajout de 70 pL/puits de BCI/NBT (Vector
Laboratories) préparé dans du tampon Tris-HCI 100 mM, pH 9,5, selon les

recommandations du fabriquant, et incubées a I'obscurité a TA.

Dés la visualisation de points violets individualisables (entre 15-30 min selon
les types d’'lg détectées), les plaques étaient alors lavées abondamment a I'eau
courante puis laissées plusieurs heures dans un bain du méme type d’eau. Les
plaques étaient ensuite laissées a TA a l'obscurité jusqu’a séchage complet avant
analyse. Cette derniére a été effectuée en a l'aide du logiciel UDWT Wavelet Detector
qui permettait la détection et le comptage des différents points (ELISPOTs) dépassant
un seuil d’intensité, basé sur le contréle négatif correspondant pour chaque type d’lg

et de dilution testée.

‘7. RECHERCHE DE LYMPHOPROLIFERATION, DE
‘ CYTOPENIES ET DE NEPHROPATHIE

A) NUMERATIONS FORMULES SANGUINES (NFS)

Des NFS étaient réalisées toutes les 8 semaines chez les mémes souris de M2
a M20, a partir de 200 pL de sang total prélevé sur veine mandibulaire sous anesthésie

générale courte a l'isoflurane.

Ce sang était déposé dans des microtubes 1,5 mL Eppendorf (Sigma)

contenant 60 uL de solution anticoagulante Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (EDTA)
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a 2 % (30 yL/100 pL de sang total). L’ensemble était homogénéisé et acheminé le jour

méme pour analyse a 'lGBMC (lllkirch).

Les taux de leucocytes totaux, de plaquettes et d’hémoglobine étaient exprimés
en valeurs absolues, et les sous fractions leucocytaires (lymphocytes totaux,
polynucléaires, basophiles et éosinophiles), étaient exprimés en valeurs absolues et
en pourcentages des leucocytes totaux par rapport aux valeurs de références pour ce

type de souris.

B) PROTEINURIE

Chez ces méme souris, une bandelette urinaire (Multistix®5, Bayer) était
réalisée toutes les 8 semaines de M2 a M20 a la recherche de l'apparition d’'une
protéinurie selon les recommandations du fabriquant. La cotation visuelle en croix était
convertie en chiffres de la facon suivante : -: 0 ;traces : 1;+:2; ++:3; +++: 4;
++++ : 5. Une protéinurie > 3 était retenue comme significative (par comparaison aux
modeles murins lupiques ou une protéinurie > 3 est corrélée a une glomérulopathie

lupique a I'anatomopathologie) (Fu et al., 2017).

C) ANATOMOPATHOLOGIES RENALES ET GANGLIONNAIRES

Des ganglions (axillaires et inguinaux) et la rates de souris dgées de 12, 14 et
20 mois ont été prélevés puis immédiatement plongés dans de 'OCT (Optimal Cutting
Temperature, ThermoFischer Scientific) et traités par congélation rapide en

isopentane refroidi a -80°C et stockés a -80°C jusqu’a analyse ultérieure.

Des coupes de 7 uM de ces organes ont été secondairement réalisées sur
cryostat (Leica Biosystems), déposées sur lames puis fixées a I'acétone durant 20 min
avant marquages a I’hématoxyline et a I'éosine afin de rechercher une éventuelle

désorganisation architecturale et/ou des infiltrats lymphoides atypiques.
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Brievement, aprés réhydratation des lames/coupes au PBSX1, celles-ci étaient
incubées dans du paraformaldéhyde (Sigma) 4 % durant 1h a TA, puis lavées dans un
bain d’eau MilliQ, et incubées 3 min dans un bain d’hématoxyline filtrée, puis a
nouveau lavées 3 fois 2 min dans de 'eau MilliQ, et incubées dans un bain d’éosine
durant 1 min. Les lames étaient ensuite rincées dans I'eau MilliQ pour enlever le
surplus d’éosine puis déshydratées par des bains d’éthanol de concentrations
croissantes (95 % durant 1 min, puis pur durant 1 min) puis dans un bain final de
toluéne durant 10 min. Aprés séchage, les lamelles étaient fixées a 'aide du milieu de
montage hydrophobe (Eukitt, Sigma) puis 'ensemble stocké a TA a I'obscurité jusqu’a

analyse microscopique.
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C. ANALYSES STATISTIQUES

Les variables quantitatives ont été décrite a 'aide de la moyenne et de I'erreur

a la moyenne (SEM : standard error of the mean).

La significativité statistique des différences a été déterminée par le test de
Mann-Whitney non paramétrique et non apparié de maniére bilatérale, utilisant le

logiciel GraphPad Prism® v.7.

Le seuil de signification statistique (p) avec intervalle de confiance a 95 % a été
fixé a 0,05. Les différences significatives ont été indiquées de maniére suivante : * pour
p < 0,05, ** pour p < 0,01 et *** pour p < 0,001.

Les figures ont été réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism® v.7..
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IV.RESULTATS
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A. PARTIE HUMAINE DU PROJET

1. ETUDE DU REPERTOIRE DU BCR DES LB NON
| TUMORAUX ZAP-70*

Le but était d’apporter des premiers éléments de réponse aux deux questions

suivantes :

- Les LB non tumoraux (CD5") ZAP-70" présentent-ils une stéréotypie de leur

BCR comme cela est observé dans 20 % des LB LLC ?

- Les LB non tumoraux (CD5") ZAP-70" présentent -ils une filiation moléculaire

avec le clone tumoral correspondant ?

Le cas échéant, ceci pourrait laisser suggérer que ces LB CD5ZAP-70* pourrait

étre des cellules précurseurs des LB LLC.

Pour tenter de répondre a ces questions, la stratégie a consisté en
I'amplification des régions variables des chaines lourdes et lIégéres du BCR des LB
CD5ZAP-70* et du clone tumoral correspondant pour chaque patient, puis a leur

séquencage selon les techniques détaillées précédemment.
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A) A PARTIR DE POOLS LYMPHOCYTAIRES B

Cette partie détaille les différentes approches et techniques initiales tentées
successivement pour 'amplification des régions géniques d’intérét. Hélas, aucune de
ces approches n’a permis de réels résultats concluants. Ainsi, la technique utilisée et

les résultats interprétables seront détaillés a part dans la partie suivante (B).

(1) TESTS INITIAUX

L’approche initiale a consisté au tri en tubes par cytométrie en flux des LB CD5-
ZAP-70* et CD5*ZAP-70" selon la stratégie détaillée en figure 28. L’expression
membranaire de CD5 pouvant étre un continuum dans la LLC, seules les cellules
respectivement CD5 ou CD5"9" ont été sélectionnées, de méme que celles situées
aux extrémités opposées du seuil correspondant au contréle isotypique de ZAP-70, de
sorte a limiter le risque de contamination du pool de LB non tumoraux par d’éventuels
LB tumoraux CD5"" et/ou ZAP-70%°%, et inversement (Figure 29).

Les LB CD5  étaient, de maniére attendue dans la LLC, trés minoritaires en
nombre comparativement aux LB tumoraux CD5*, mais individualisables et > 10*aprés

tri pour chaque patient.

[CD5+]

[vivantes] [Lympho B]
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Figure 29. Stratégie initiale de tri par cytométrie en flux des LB ZAP-70" pour I’étude du répertoire

du BCR a partir de PBMC congelés de patients atteints de LLC (tri en pools cellulaires en tubes)
LB non tumoraux : CD19*CD5ZAP-70" ; LB tumoraux : CD19*CD5*ZAP-70*
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Malheureusement, malgré I'utilisation du kit spécifique pour cellules fixées et
perméabilisées (RNeasy Mini, Qiagen) et des amorces spécifiques pour cellules fixées
(Kuppers et al., 1993), il n’a pas été possible d’amplifier de fagon fiable et reproductible
ces séquences geéniques, la quasi-totalité des expériences résultant en une absence

totale ou partielle de bandes aprés migration électrophorétique.

L’hypothése d’'un manque de sensibilité de la PCR en rapport avec le faible
nombre de LB post-tri (hotamment pour les LB non tumoraux) a été révoquée par de
nombreux tests montrant aussi une absence totale d’amplification de ces séquences
géniques sur différentes quantités de PBMC contréles (jusqu’a 108) avec les mémes

conditions de fixation/perméabilisation.

L’amplification en paralléle de la B-actine sur les LB triés et les PBMC tests était

par contre possible plaidant contre I'hnypothése d’'une dégradation de 'ARN.

Enfin, 'amplification en parallele des séquences sur les mémes quantités de
PBMC congelées dans les mémes conditions mais non fixées/perméabilisées était par
contre possible. (Figure 30).

Cell non fixées Cell. fixées
VH

vK H20 VH vK
10 10+ 105 10* ~~ 105 10* 105 104

- --- 300 pb —
- * oo~

BActine

Cell. Non fixées Cellules fixées

104 10° 05.10° 10° ! 10* 104 10° 0510° 308
Twew -
e

Figure 30. Exemple d’amplification par RT-PCR des IGHV et IGLV« et de la B-actine sur différentes
quantités de PBMC fixées/perméabilisées ou non.

L’absence d’'amplification sélective sur les cellules fixées/perméabilisées méme a plus forte quantité et
I'amplification conservée de la B-actine plaide pour un défaut de sensibilité de la PCR sur cellules
fixées/perméabilisées.

pb : paires de bases

Au total, ceci suggérait fortement un manque de sensibilité de la PCR sur
cellules fixées/perméabilisées, trés probablement en rapport avec la liaison du
formaldéhyde aux acides nucléiques et ce, malgré l'utilisation de kit et

d’amorces spécifiques.
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(2) MODIFICATIONS DE L’EXTRACTION D'ARN ET DES
CONDITIONS DE PCR

Afin de tenter d’augmenter la sensibilité de la PCR, la TagHF initiale a été
modifiée pour de la HotStarTaq DNApolymerase (Qiagen), permettant d’augmenter le
nombre de cycle jusqu’a 100 totaux (50 pour la PCR1 et 50 pour la PCR2). Les
résultats des différentes expérimentations étaient semblables avec une absence
d’amplification des séquences IGHV et IGLVk uniquement sur les cellules

fixées/perméabilisées (résultats non montrés).

Le kit RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation (Ambion) a ensuite été essayé en
remplacement du RNeasy Mini kit (Qiagen) sur la base d’une publication de I'époque
semblant indiquer un meilleur rendement d’extraction d’ARN sur cellules
fixées/perméabilisées (Hrvatin et al., 2014). Malgré des résultats initiaux
encourageants, le grand volume d’élution des ARN rendait nécessaire sa
concentration par méthode SpeedVac avec comme conséquence la dégradation
fréquente des ARN, notamment issus des cellules fixées/perméabilisées et un manque

de reproductibilité de la technique (Figure 31).

PBMC fixées PBMC non fixées

30000 10000 1000 30000 10000 1000 105 H,O
| ——

[ ~-~~ IGVH

R-actine

Figure 31. Exemple d’amplification par RT-PCR des IGHV et de la p-actine sur différentes
quantités de PBMC fixées/perméabilisées ou non suite a I’extraction d’ARN par le kit RecoverAll
Total Nucleic Acid Isolation (Ambion)

Il existait fréequemment une dégradation de 'ARN des cellules fixées/perméabilisées rendant non
reproductible la technique.
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Au final, devant les difficultés techniques majeures pour amplifier de fagon fiable
et reproductibles les séquences d’intérét a partir des LB fixés/perméabilisés, liée d’'une
part a la fixation insuffisamment réversible du formaldéhyde sur les acides nucléiques
et d’autre part a la dégradation probable de 'ARN avec le second kit d’extraction, nous

avons décidé de modifier 2 axes techniques :

1. Diminuer la quantité de formaldéhyde en définissant une quantité minimale

suffisante pour garder un marquage intracellulaire de ZAP-70 discriminant

2. Augmenter la sensibilité des PCR1 et 2 en utilisant, en lieu et place du protocole
d’amplification et des amorces de Kippers et al, les amorces et le protocole
publiés par Tillier et al, définis pour 'amplification des IGHV, IGLV«k et IgLVA
sur cellule unique (Tiller et al., 2008). Ces amorces, bien que non testées sur
cellules fixées/perméabilisées, présentaient 'avantage d’étre efficientes pour

des quantités minimes d’acides nucléiques

(3) DIMINUTION DE LA QUANTITE DE FORMALDEHYDE

Pour cette mise au point, nous avons utilisé le kit PerFix-nc (Beckman Couilter),
dont les quantités de réactifs sont optimisés pour la fixation/perméabilisation de 2,5.10°

a 2,108 PBMC avec 2,5 uL de formaldéhyde et 150 uL de perméabilisant (procline).

Différentes quantités de formaldéhyde (2,5 uL, 1 pL et 0,5 pL) avec la méme
quantit¢ de procline (150 pL) ont été testées en parallele pour la
fixation/perméabilisation de 106 PBMC issues de sujets sains contrbles de L'EFS de
Strasbourg, afin de définir la quantité minimale suffisante de formaldéhyde pour le

marquage intracellulaire de ZAP-70 dans les LT de ces cellules.

Une premiére étape a été de vérifier si les différents Ac monoclonaux couplés
aux fluorochromes que nous utilisions étaient bien fonctionnels avec ce kit de
fixation/perméabilisation et permettaient la discrimination des LB et des LT. Ainsi, pour

toutes les quantités de formaldéhyde incluant 0,5 uL/108 PBMC, il était bien observé 2
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pics de fluorescence avec les Ac anti-CD3 APC, -CD19 PC7, et -CD5 ECD
correspondant aux populations positives ou négatives, et un pic homogene ZAP-70*
correspondant aux LT. De plus, les MIF de ces différents fluorochromes restaient

comparables selon les quantités de formaldéhyde utilisées (Figure 32.A).

La deuxieme étape a consisté a vérifier le pouvoir discriminant du marquage
intracellulaire de ZAP-70 pour la distinction des LB tumoraux ZAP-70* et des LB non
tumoraux, avec seulement 0,5 uL de formaldéhyde/10® PBMC. Ainsi, il a été observé
que plus de 96 % les LT (CD3"), utilisés comme contréle positif, étaient ZAP-70, en
se basant sur le seuil du contréle isotypique pour chaque expérience. De méme, les
LB tumoraux (CD19*CD5") et non tumoraux (CD19*CD5") étaient bien respectivement

ZAP-70* et ZAP-70" (Figure 32.B). Les différences expériences étaient reproductibles.

A - -

I - /\" A -

( \‘ Al i\ - [““ Formaldéhyde/105 PBMC :

| B AN - \ - \
- In Vil ,'h\ IR 25uL
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g | - / “. A | i el
© I - ..," i - /’ ‘\' ﬂ IA "l
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[
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Figure 32. Tests visant a diminuer la quantité de formaldéhyde pour le marquage de ZAP-70 sur
108 PBMC avec le kit PerFix-nc (Beckman Coulter).

A) MIF des différents Ac couplés aux fluorochromes selon les quantités de formaldéhyde
B) Pourcentages de LT et LB ZAP-70 avec l'utilisation de 0,5 uL de formaldéhyde pour 108 PBMC

Au total, il était donc possible, avec ce kit, de diviser par 4 la quantité de
formaldéhyde (0,5 uL) tout en gardant un marquage pertinent et reproductible de
ZAP-70. La quantité de perméabilisant (procline) n’a pas été modifié (150 pL/10°
PBMC).
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(4) FIXATION/PERMEABILISATION MODIFIEE ET AMORCES
SUR CELLULE UNIQUE

Ainsi, la derniére étape a été de combiner le marquage de ZAP-70 avec le kit
PerFix-nc modifié (0,5 pL de formaldéhyde pour 106 PBMC contre 2,5 pL
recommandations fabriquant) et le protocole d’amplification sur cellules uniques avec
les amorces spécifiques correspondantes (Tiller et al., 2008). Les techniques
d’extraction d’ARN (kit FFPE, Qiagen) et de synthése d’ADNc n’ont par contre pas été

modifiées.

Malheureusement, malgré de nombreuses tentatives et de nouvelles diverses
adaptations du protocole (protocole d’amplification, variations des quantités d’ADNc
et/ou de produits de PCR1...), la technique manquait toujours de sensibilité et de
reproductibilité, I'obtention des bandes d’intérét de 275 pb n’étant pas toujours
reproductible d’'une expérience a l'autre (Figure 33.A). Ceci pouvait laisser suggérer

une imputabilité persistante de la fixation du formaldéhyde.

De plus, le séquengage de quelques séquences tests IGHV, obtenues a partir
de LB tumoraux et non tumoraux de 3 patients, a révélé la présence de clones au sein
des LB CD5ZAP-70", clones qui étaient distincts du clone malin correspondant pour
chaque patient. |l existait aussi de probables contaminations inter-échantillons et ce
malgré les précautions prises lors du tri par cytométrie en flux et lors des

expérimentations (Figure 33.B).

Au total, le manque de sensibilité et de reproductibilité des différentes
techniques d’amplification testées et les contaminations probables entre les

échantillons rendaient ces résultats préliminaires non interprétables.

Il a donc été décidé de changer complétement d’approche. Le principal frein
technique étant une trés probable inhibition totale ou partielle des PCR1/2 en rapport
avec la liaison persistante du formaldéhyde sur les acides nucléiques, une solution
était de ne pas réaliser de marquage intracellulaire de ZAP-70 pour le tri des LB,
et d’analyser le répertoire du BCR apres tri sur cellules uniques et identification
des LB ZAP-70* par RT-PCR.
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IGVH B-actine

NF H,0 2.10* 10* 5.10% 10° NF H,0 2.10¢ 10% 5.10%10°

o " ¥ Wy

oP" e

Patient Cellules CDR3 (AA) Nombre' de.séqu.ences
analysées identiques

a CD5*ZAP70* | 3-21*01 3-9%01 4*02 CARGRYDILTSYYLHDYW 7
CD5ZAP70* | 1-18*%01 6*%19*%01 4*02 CAP*LRVAVAYPRSYFDYW 17

2 CD5*ZAP70* | 3-74*01 1-7*01 6*02 CARSNWNYYHYGMDVW
CD5ZAP70* | 1-18*01 6%19*01 4*02 CAP*LRVAVAYPRSYFDYW

3 CD5*ZAP70* | 3-21*01 3-16*01 4*02 CATAGEGKFDYW
CD5ZAP70* | 3-24*04 1-26*01 4%02 CASDVGTVGAFDFW

Figure 33. Résultats des PCR2 et du séquencage des IGHV sur pool lymphocytaires B, en
utilisant le kit de fixation/perméabilisation PerFix-nc modifié et les amorces de Tiller et al.

A) Amplicons d'lGHV et de B-actine correspondante selon différentes quantités de LB triés et
fixés/perméabilisés. Des LB non fixés/non perméabilisés (NF) ont été utilisés comme contréle positif.
L’amplification correcte de la B-actine et des LB NF illustrent respectivement l'intégrité de 'ADNCc et le
manque de sensibilité de la PCR2 IGHV sélectivement sur les cellules fixées/perméabilisées.

B) Nombre et détail des séquences des IGHV analysées du clone malin et de LB CD5ZAP-70* issus
de 3 patients, montrant la présence : i) de codon STOP au sein des CDRa3, ii) de clones au sein des LB
CD5ZAP-70%, iii) du méme clone CD5ZAP-70* entre les patients 1 et 2 (contamination probable).

B) ANALYSES SUR LB TRIES EN CELLULE UNIQUE

Les étapes sont détaillées dans la partie matériels et méthode (cf. D.2) et

comportent 3 étapes principales :

1. Tri des LBpar cytométrie en flux a partir de PBMC

décongelés permettant de sélectionner les LB non tumoraux (CD19*IgM-IgD-CD5") et

les LB tumoraux (CD19*CD5"9M (Figure 34). Le choix de sélectionner uniquement les

LB IgM-IgD- permettait, pour les LB non tumoraux, de ne garder que LB switchés
correspondant aux cellules potentiellement a l'origine de la production des IgG
autoréactives responsables des CAl. Ces cellules ont été triées en cellules uniques en

plaque 96 puits puis immédiatement congelées a -80°C jusqu’a analyse
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2. Dépistage des LB ZAP-70" : réalisé directement sur cellule unique a

I'aide d’'une PCR spécifique adaptée aux cellules unique, développée et mise au point
au sein de notre unité (thése de Dana Perthus, manuscrit en préparation)
(Cf. tableau 10).

3. Amplification des génes IGHV, IGLVk et IGLVA : uniquement sur les

cellules d’intéréts, correspondant aux LB ZAP-70%, a l'aide des amorces et du

protocole de Tiller et al (Tiller et al., 2008).

Apres vérification de I'obtention d’amplicons de tailles attendues par migration

électrophorétique sur gel d’agarose, les amplicons ont ensuite été purifiés puis

séquences.
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Figure 34. Stratégie finale de tri en cellule unique par cytométrie en flux des LB ZAP-70* pour
I’étude du répertoire du BCR

LB non tumoraux : CD19*IgD"CD57; LB tumoraux : CD19* IgD-CD5*

Le dépistage des LB ZAP-70+ était secondairement effectuée par RT-PCR sur cellule unique

Ainsi, a partir de 7 patients atteints de LLC ZAP-70", les séquences du BCR de
24 LB non tumoraux ZAP-70" au total ont pu étre analysées. Parmi celles-ci, 'analyse
a la fois de la chaine lourde et de la chaine Iégére correspondante a pu étre obtenue
pour 18 cellules, et 'analyse de la chaine lourde ou Iégére seule pour 1 et 5 cellules

respectivement.

L’analyse a la fois de la chaine lourde et de la chaine Iégére correspondante du
clone malin (CD5*ZAP-70%) a pu étre obtenue pour les 7 patients. Ainsi, les séquences
des LB non tumoraux ont pu étre comparées a celles du clone malin correspondant

pour chaque patient. Les résultats détaillés sont proposés en figure 35.

209



Concernant les LB tumoraux (CD5*ZAP-70%), 'analyse des séquences montrait le
caractéere non muté de I'lGHV pour les 7 patients, avec une homologie > 98 %
comparativement aux séquences germinales. Parmi les 7 clones étudiés, 6
présentaient une homologie de 100 %, et un seul de 98,3 %. Ceci était en accord
avec le fait connu et publié que I’expression de ZAP-70" dans les LB LLC est

associée au statut non muté des IGHV (Crespo et al., 2003).

D’autre part, il semblerait que la CDR3 des LB LLC soit plus longue et
globalement plus enrichie en AA chargés, que celle des LB non tumoraux
correspondant et ce, pour chaque patient analysé. Ceci est cohérent avec
’hypothése que les LB LLC sont issus de LB autoréactifs qui ont subi une
édition de récepteur (Garcia-Mufioz et al., 2012), incluant le remplacement du
segment VH, expliquant la CD3 plus longue et enrichie en AA chargés (Zhang et al.,
2004).

Concernant les LB non tumoraux ZAP-70%, il n’existait pas de contaminations, ni
inter-échantillons ni par des cellules du clone malin. En effet, les segments de génes
utilisés ainsi que les séquences des CDR3 étaient différents entre les différentes

cellules analysées et distincts de ceux du clone malin correspondant.

D’autre part, cette diversité de segments de génes et de CDR3 confirmait le
caractéere polyclonal de ces LB non tumoraux ZAP-70*, et I’absence de lien

moléculaire évident avec le clone tumoral correspondant pour chaque patient.

Bien que le faible nombre d’échantillons analysés ne permette pas de
comparaisons statistiques pertinentes, les résultats suggéraient une absence de

stéréotypie du BCR des LB non tumoraux.

En effet, il existait clairement des variations entre les différentes IGHV concernant :
i) les segments de génes VDJ utilisés ; ii) le cadre de lecture pour HCDR3 ; iii) la
longueur en AA de HCDRS3 et iv) 'enchainement en AA de HCDRS3 et leurs charges
positives ou négatives (Figure 35.A). La famille V-3 étant celle comptant le plus de

genes, il était attendu qu’elle soit la plus représentée. Ceci était effectivement le cas

210



pour IGHV (13/20, 65 %), mais pas pour les chaines légéres (5/25, 20 %) ou la famille
V-1 était majoritaire (12/25, 48 %) principalement représentée par le sous-groupe 1-
39 (6/12, 50 %) (Figure 35.B).

D’autre part, les IGHV des LB non tumoraux étaient principalement mutées,
14/19 (73,7 %) présentant une homologie < 98 % comparativement a la séquence
germinale. Le degré d’homologie restait toutefois élevé pour tous les IGHV, le plus bas
étant de 92,3 % (cellule 4.D). Concernant les IGLV«/A, ils étaient mutés ou non en

proportions globalement comparables (non mutées : 13/23, soit 56,3 %).

La région codant pour la CDR3 des chaines lourdes comportant d’importants
phénoménes de N addition, cette région a été exclue pour I'analyse du degré
d’homologie et du ratio R/S des CDRs des IGHV. Ainsi, 'analyse détaillée des
mutations s’est focalisée sur celles au sein des CDRs. Concernant les IGHV, parmi
les 19 séquences analysables, 13 présentaient des mutations au sein des CDR1-2,
dont 8 (61,5 %) avec des mutations principalement de type non silencieuses (R/S>
2,925, n = 1) ou uniquement de type non silencieuse (R>3 avec S=0,n=7). De
méme pour les CDR1-3 des IGLVk/A, parmi les 23 séquences analysables, 15
présentaient des mutations au sein des CDR1-2, dont 8 (53,3 %) avec des mutations

principalement ou uniquement de type non silencieuse (n = 5 et n = 3 respectivement).

Au total, 'analyse du répertoire du BCR des LB non tumoraux ZAP-70* (CD19*IgM-
IgD") sur cellules uniques, bien que limitée en nombre d’échantillons analysés a permis

de confirmer le caractére polyclonal des LB et de suggérer les points suivants :

- Absence de stéréotypie du BCR

- Absence de lien moléculaire évident avec le clone tumoral correspondant
- Caracteére principalement muté des IGHV

- Mutations des CDRs principalement ou exclusivement non silencieuses,

suggérant une pression de sélection antigénique
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IGVH IGVK/IGVL
Patient | Cellte VH - d M - CDR3 (AA) FR_| CDR1-2 ie (CDR3 exclue) | /A | Vi J/h CDR3 (AA) FR__| CDR1-3
Geéne RF Séquence Longueur + | - R/S R/S R/S R/S
1 M | 315%01 | 39%1 1 4°02 SGLLRYFDWLLQGYYFDY 13 1]2] o0 | op 100% L | 14401 101 AAWDDSLNALW | 0/0 | 0/0 100%
2 v | 323%04 | 39%1 2 602 AKGPRYYDILTVGHYYGMDV 20 3211 ] 30 98,3% k | 22801 101 MQALQTTWT 3/1 1/0 98,3%
3 oM | 348*02 | e19%01 | 1 4°02 ARVERYSSGWAGYFDY 16 2 (2] o0 | o 100% k | 139%01 1401 QQSYSTPPRT 00 | o/ 100%
4 v | 226%01 | 33%1 1 6%03 | ARIRARFLEWLAEWELRYLPYYYYMDV 27 alalop | on 100% k | 320%01 1%01 QQYGSSRKT o/ | o/ 100%
5 v | 169%01 | 22%1 3 6*02 ARDGDIVVVPAAVFGGVIDYYYGMDV 26 1]4] o0 [ op 100% k | 139%01 3401 QQSYSTLFA 00 | o/ 100% sas
6 oM | 439%01 | 316%01 | 3 602 ARGGVGLWSYGYYYYGMDV 19 1]1] o0 [ oo 100% k | 32001 1%01 QQYGSSRKT o0 | o/ 100% n=3
7 oM | 330%04 | 39%1 1 602 ARVYHGLRYFDWLSPSYYYYGMDV 2 3200 | o 100% K | 13301 3401 QQYDNLPQVT o0 | o/ 100%
CD5-ZAP+
IGVH IGVK/IGVL
Patient | Cellte VH - o M - CDR3 (AA) FR_| CDR1-2 ie (CDR3 exclue) | /A | Vi J/h CDR3 (AA) FR__| CDR1-3
Geéne RF Séquence Longueur + | - R/S R/S R/S R/S
A 333%01 | 542'01 | 3 6'03 ATLDGQRGYYYMDV 14 11| 12 | 30 97,9% « | 13901 101 QQSFSTPTWT 10 | a1 97,9%
1 B 315%01 | 3-9%01 1 4°02 SGLLRYFDWLLQGYYFDY 18 1]2] o0 | op 100% | 15'03 101 QQYNSYSWT 2/0 1/0 98,9%
C / « | 4101 301 QQYYSTPFT 00 | on 99,7%
2 A 348%02 | 322%01 | 2 4°02 ARETYYYDSXDYYLPAGADF 20 1]a] 12 | sp 97,6% k| 22801 1%01 MQALQTTWT 3/1 1/0 98,3%
3 A | 439%01 | 316%01 | 3 604 ARGGVGLWSYGYYYYGMDV 19 1]1] 10 ] oo 99,6% L | 14701 3402 AAWDDSLSGPV o0 | o/ 100%
A 33013 | 126%01 | 3 603 AKDLSSGSEPQYQFYYMDV 19 1 ]3] 30 ] op 98,6% k | 15%3 5401 QQYNSYPT 1/2 2/0 98,2%
B 43401 | 12601 | 3 4°02 ARERWSGSYFDY 12 224 ] ap 96,5% L | 14701 201 ATWDDSLRGV 03 | /0 96,9%
c 3-33%01 | s12%01 | 3 6*03 ATLDGQRGYYYMDV 14 1] 2] 02 | a0 97,9% « | 13901 301 QQSYSTLFA 10 | op 99,6% Vk / VA
4 D 1-69%06 | 2-2%01 3 6*02 AREGVLALGYHTLDV 15 12 e] s 92,3% k| 41%01 1°01 QQYYSTPPT 41 1/0 98%
3 3-23%04 | 126%1 | 1 4°02 ASDVGTVGATYFDF 14 o230 [ 300 97,9% k| 31501 1%01 HQYNKWPQT 65 | 6/0 94% n=23
F 43401 | 61901 | 1 4°02 ARSLSYSSGWPLYY 14 1[0 on 95,0% k | 41%1 1°01 QQYYSTPPT 00 | o/ 100% 31
G | 440702 | 22%01 | 3 6°03 ASQUVPAAYYYYMDV. 15 oo 12| op 98,7% x| 22801 203 MOALQTPYS 00 | o 99,5% 210 S4 e
5 A 3-53%02 | 2-2%01 1 6*02 AGDPGLPNGMDV 12 ol2]an] 11 94,3% k | 3-20%01 1901 QQFGDSPPWT 61 | s/ 95,5% (n=1) e
A | 3309 | 126%01 | 1 | 402 AKVPRVGASTVPLYVFDY 18 21509 | a3 93,4% % | 214%01 | 1701 SSYTSSSTWY 0 | 21 | 966% P
B 323%04 | 126%01 | 1 4°02 ASDVGTVGATYFDF 14 o230 | 30 97,9% K | 15%3 4%01 QHYKTYSLT 12 | an 97,2%
. c 323'04 | 33%1 1 4°02 AKEEILEWLLVY 1 1331 | 30 97,6% k| 320%01 201 QQYGSSPPLYT 10 | op 99,7% (3n’=1f)
D | a61%01 | 3101 | 2 5%02 ARGSTWFDP 9 11 s | o 97,9% k| 139%01 1%01 QQSYNTPRT 10 | o/ 98,2%
£ 348%01 | 245%01 | 2 6'02 ARAGYLSYVYGIDV 14 1131 | ap 97,2% k| 22801 1701 MOALQTPRT 10 | op 99%
G / « | 31101 1701 QQRSNWPPWT o0 | o 100%
A 434%01 | 39%1 [ 2 | a2 | ARGPERYILTGYYPFWA [ 17 2]y | op | 99,6% / (ln'f;) 4-41
B | 348%02 | 32201 | 2 | 4%02 |  ARETWYDSSDWLPAGADF | 20 [ 1 [3 [ 244 | 5k | 95,4% PEETR 1*01 QAWDNSTWV 74 ] 31 94,7% : (n=4)
7 C / « | 13901 4%01 QQSYSTLLT 91 0/0 95,9%
D / « | 13901 101 QQSYNTPRT 2953 | 3/ 86%
3 / « | 13901 4%01 QQGYDTPLT 156 | 83 87%

Figure 35. Répertoire des LB CD5ZAP-70* et du clone malin correspondant a partir de tri en cellule unique de 7 LB de patients atteints de LLC avec
CAl.

A) Résumé des segments V(D)J utilisés, du cadre de lecture du géne D, de la séquence en AA des CDR3, de la longueur de la HCDR3, des AA chargés
positivement (+) et négativement (-) et du degré d’homologie avec la séquence germinale, et du ratio des mutations remplagantes (R) / silencieuses (S)

B) Répartition des VH et Vk/VA utilisés

RF : reading frame ; FR : framework region ; CDR : complementary domain region
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2. AUTOREACTIVITES DES LB NON TUMORAUX ZAP-70"

Le but était d’'apporter des premiers éléments de réponse aux deux questions

suivantes :

- Est-ce que les LB non tumoraux (CD5") ZAP-70* sont enrichis en cellules auto-
réactives ?
- Est-ce que les LB non tumoraux (CD5°) ZAP-70* sont a I'origine de la production
des auto-Ac polyclonaux responsables des CAl dans la LLC ?
Pour cela, la stratégie a consisté en la production d’Ac monoclonaux a partir des
séquences du BCR exprimé par les LB CD5ZAP-70", et de tester leur réactivité(s)

envers différents auto-antigénes.

§A) PRODUCTION D’AC MONOCLONAUX A PARTIR DES LB CD5-
: ZAP-70%

Pour cela, des LB non tumoraux ZAP-70* (CD19*IgD"CD5") ont été triés en cellule
unique de la méme facon que pour I'étude du répertoire sur cellule unique a partir de
6 patients atteints de LLC et présentant une CAl (AHAI et/ou PTI).

Les produits de PCR2 purifiés des IGHV et IGVK ou IGVL de ces LB ont été ensuite
digérés et insérés dans des vecteurs d’expression humains, puis transfectés dans des
cellules HEK293 et mis en culture 6 jours comme détaillé pour la production des IgG

complétes monoclonales correspondantes (Cf. partie 3, I.E).

La production de ces Ac a été longue et difficile, nécessitant de nombreuses
mises au point, notamment pour augmenter la sensibilité et la reproductibilité de la RT-
PCR ZAP-70.

Un total 20 Ac monoclonaux issus de LB non tumoraux ZAP-70" ont été produits
a ce jour, dont 7 Ac entiérement dans notre unité, et 13 par I'équipe d’Eric Meffre a
Yale a partir du stade de la transfection cellulaire (produits de PCR2 clonés et

séquencés envoyeés pour production).
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§B) TESTS DES AUTOREACTIVITES A PARTIR DES
: SURNAGEANTS

(1) QUANTIFICATION DES AC OBTENUS

L’absence initiale de méthode de purification fiable disponible dans notre

laboratoire, les premiers tests d’autoréactivité ont eu lieu a partir des surnageants.

Ceci concernait les Ac monoclonaux entierement produits au sein de notre
unité, soit n = 9 : 7 Ac issus de LB CD5ZAP-70" provenant de 3 patients avec LLC
compliquée de CAI (2 avec syndrome d’Evans et 1 avec AHAI) et 2 Ac issus de LB

CD5ZAP-70" provenant d’un patient avec LLC compliquée d’un syndrome d’Evans.

La concentration en IgG totale monoclonale de chaque surnageant a été
déterminée par ELISA sans purification préalable. La présence des chaines légeéres a

aussi été vérifiée par ELISA de fagon semi-quantitative (résultats non montrés).

Les concentrations en IgG totale variaient de 0,9 a 24 pg/mL de milieu de culture
(15 mL/échantillon). Un échantillon (cellule 6.6) présentait une concentration inférieure
a celle du milieu de transfection seul, utilisé comme contrdle négatif, et a donc été

retenu comme un échec de la transfection (Tableau 14).

Tableau 14. Concentrations mesurées par ELISA des Ac monoclonaux (IgG) non purifiés dans
les surnageants de transfection.

Patient Cellule IgG dans surnageant (ug/mL)
4 7 0,9
2 3,8
6 0,1
7 3,2
6 35 2,1
36 6,5
41 (ZAP-70') 24
49 (ZAP-70) 5
7 21 0,7
Milieu de transfection seul 0,2
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(2) AUTOREACTIVITES ANTI-ERYTHROCYTES ET  ANTI-
PLAQUETTES

Les 6 surnageants contenant les Ac monoclonaux issus des LB CD5ZAP-70*
et les 2 contenant les Ac issus des LB CD5ZAP-70" détaillés précédemment ont été
testés pour leur réactivité envers les érythrocytes par TCD a I'anti-globuline et envers

les plaquettes par test MAIPA a I'EFS de Strasbourg.

Aucun des surnageants testés n’a montré de réactivité, ni anti-érythrocytaire ni

antiplaquettaire avec les tests effectués (résultats non montrés).

(3) REACTIVITES ANTI-ADN, ANTI-THYROGLOBULINE ET ANTI-
ACTINE

La recherche d’une autoréactivité plus globale de ces mémes Ac monoclonaux
a ensuite été testée par ELISA envers des auto-Ag communs tels que 'ADNdb, la
thyroglobuline et I'actine. Pour ces tests, du sérum de patients atteints de lupus
érythémateux systémique (LES), connu pour contenir des Ac autoréactifs envers ces
3 Ag, du surnageant pur de milieu de transfection seul, ont été utilisés respectivement

comme contréle positif et négatif.

Aucun des 6 surnageants contenants les Ac monoclonaux issus des LB CD5
ZAP-70* n’a montré de réactivité anti-ADNdb, anti-thyroglobuline ou bien anti-actine
(dilués ou utilisés purs), bien qu’une certaine réactivité faible et non significative ait été

détectée pour certains d’entre eux (résultats non montrés).

Dans l'hypothése que ces Ac monoclonaux soient trop dilués dans le
surnageant pour avoir une réactivité significative en comparaison du contréle positif
ou que leurs affinités soient faibles, la faible réactivité de ces Ac monoclonaux
(surnageants utilisés non dilués) a aussi été comparée a celles des 2 surnageants
(non dilués) issus de la transfection des LB CD5ZAP-70" (Figure 36).
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Bien que certains surnageants contenant les Ac monoclonaux issus des LB
ZAP-70" montraient une certaine autoréactivité, notamment envers la thyroglobuline,
cette réactivité était faible comparativement au contréle positif (sérum de LES) et
globalement identique a celles des surnageants des LB ZAP-707, et méme peu
différente de celle du contrdle négatif représenté par le milieu de transfection seul,
correspondant a une réactivité non spécifique et trés probablement non pertinente d’'un

point de vue clinique.

Anti-ADNdb Anti-thyroglobuline Anti-actine
g a o
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0.5+ 0.5+
@ 4 @ ' Q 04
= = =
=" = 1 v = " v
124 v 024
01 ) 1 01
0 o— 0 r V'Y" — = L 0 e
X ‘ A\ [N X Q A X ‘ A\
S L D & KL S S 8 R
YAy Ay L VA Y L VAY V>
& Ky Ky

Figure 36. Réactivités anti-ADNdb, anti-thyroglobuline et anti-actine en ELISA des surnageants
contenant les Ac monoclonaux issus des LB CD5ZAP-70" de patients atteints de LLC avec CAI.
Ces surnageants ont été comparés a ceux issus de LB CD5-ZAP-70 provenant des mémes patients, a
du milieu de culture (transfection) seul (MC) et a du sérum de patient atteint de lupus érythémateux
systémique (LES) comme contrble négatif et positif respectivement.

Les réactivités ont été exprimés en titres (inverse de la dilution nécessaire pour atteindre une DO

choisie).

Au total, nous avons entierement produits, au sein de notre laboratoire, 9 Ac
monoclonaux issus de LB non tumoraux CD5" provenant de patients atteints de
LLC avec CAIl, dont 7 issus de LB CD5ZAP-70" et 2 de LB CD5ZAP-70-.

Bien que limités par le trés faible effectif, aucun de ces Ac monoclonaux n’a
montré d’autoréactivité significative envers les érythrocytes, les plaquettes,
I’ADNdb, la thyroglobuline ou bien encore I’actine. Ceci était potentiellement di
d’'une part, a l'utilisation initiale des Ac monoclonaux non purifiés dans les
surnageants de culture, et donc non concentrés et d’autre part, au nombre limité
d’Ac monoclonaux produits, seul une fraction limitée des LB CD5ZAP-70*

pouvant étre auto réactive dans la LLC.
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§C) ESSAl DE PURIFICATION DES AC A PARTIR DES
: SURNAGEANTS

Concernant la purification, nous avons utilisé le kit Melon Gel Monoclonal IgG
Purification (Thermo Scientific) qui est adapté pour la purification d’Ac monoclonaux
issus de surnageants de cultures, avec un rendement et une pureté comparables voire

meilleures que les kits utilisant les protéines G ou A, d’apres le fabriquant.

Les différents tests montraient effectivement un excellent rendement avec, bien
que déja faibles avant purification, des concentrations avant et aprés purification
restant comparables. Le résultat des 2 échantillons tests est proposé en dans le
tableau 15.

Concernant la méthode de concentration, nous avons utilisé les concentrateurs
a centrifuger VIVASPIN 20® 30 000 MWCO (Sigma-Aldrich), adapté au poids
moléculaire des Ac monoclonaux produits de 150 kDa (MCWO devant étre inférieur a

50 % du poids moléculaire de la molécule filtrée).

Cette technique augmentait effectivement la concentration en Ac. Toutefois,
apres les trois lavages finaux de la colonne au PBSX1 recommandés par le protocole
fabriquant, il existait une diminution trés importante de la concentration de ces Ac dans
le volume d’élution final. Les valeurs mesurées étant a la limite du seuil de sensibilité
du Nano drop, les concentrations ont été vérifiées par ELISA, confirmant la perte
importante des IgG lors des lavages sur colonnes (concentration avant
lavages/concentration aprés lavages < 20 pour I'ensemble des échantillons testés)

(exemples en tableau 15).

Tableau 15. Exemples représentatifs des différents tests concernant les taux en Ac monoclonaux
dans les surnageants de transfection avant et aprés purification et concentration sur colonnes
ND : non détectable

Apres lavages aux PBSX1

Aprés concentration
WETHEVETAEVE-LHETTR 1Y ¢ §

Patient (cellule) Avant purification Apres purification

Nanodrop ELISA

2(7) 3,2 ug/mL 2,8 pg/mL 9,7 ug/mL ND 0,2 ug/mL

2(41) 25 ug/mL 24 pg/mL 82 pg/mL 3 pug/mL 4 pg/mL

217



Ainsi, malgré des taux faibles d’Ac monoclonaux dans les surnageants de
transfection, la purification et la concentration de ces Ac étaient efficaces.
Toutefois, la majeure partie de ces Ac était perdue (fixation sur la membrane des
colonnes ?) lors des lavages au PBSX1, nécessaires au protocole. Ces pertes
n’auraient probablement pas eu de grand impact en cas de concentrations initiales de
'ordre du mg/L mais étant a la base dans des concentrations entre 20 et 100 plus

faibles, ceci résultait en la perte quasi totale du peu de quantité de protéine disponible.

Ainsi, une possibilité aurait été d’essayer de concentrer les Ac monoclonaux sur

des colonnes plus petites et avec des membranes hypo-adsorbants.

Toutefois, compte tenu de 'absence de nouveau échantillons tests disponibles, des
difficultés techniques et du temps nécessaires pour la production de nouveaux Ac
monoclonaux, nous avons décidé de nous rapprocher de I'équipe du Pr Eric Meffre &

Yale, a qui est a l'origine de la technique utilisée pour la production de ces Ac.

Il a été ainsi convenu, aux vues de toutes ces difficultés et limitations, que la
production des Ac monoclonaux s’effectuerait désormais dans leur laboratoire
(Immunobiology lab., Yale University School of Medicine, New Haven, USA) a
partir du stade de la transfection cellulaire. L’ensemble des techniques préalables,
jusqu’au clonage des produits de PCR2 inclus, continuant a étre effectué au sein de
notre unité. De plus, la méme équipe disposant des techniques et de I’expérience
des autoréactivités sur Ac monoclonaux et de I’ensemble des controles
nécessaires (Tiller et al., 2008; Wardemann et al., 2003), la suite des tests visant
a étudier la réactivités des Ac monoclonaux issus des LB CD5ZAP-70* a aussi

été réalisé par cette équipe.
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D) TESTS DES AUTOREACTIVITES A PARTIR DES AC
| MONOCLONAUX PURIFIES ET CONCENTRES

Les séquences clonées complétes de 26 BCR issus de LB CD5ZAP-70* provenant
de 7 patients différents atteints de LLC avec CAIl ont été envoyé pour production des

Ac monoclonaux correspondant.

Parmi ceux-ci, 17 Ac ont été produits et leurs autoréactivités testées, 2

transfections ont échoué et 7 sont toujours en cours de production.

Les concentrations des 17 Ac obtenus dans les surnageants de transfection
variaient de 14 a 37 uyg/mL, et de 96 a 597 pg/mL apreés purification sur billes marquées

aux protéines G (Sigma- Aldrich) (Figure 37.A).

La réactivité anti-nucléaire a été évaluée par immunofluorescence indirecte sur
cellules HEp-2 afin de distinguer directement les Ac reconnaissant les Ag nucléaires
et pouvant étre pathologiques et étant associés a des maladies auto-immunes telles
que le LES, et les Ac reconnaissant des Ag cytosoliques dont I'association avec des
pathologies auto-immunes est plus discutée (Tiller et al., 2008; Wardemann et al.,
2003). Avec cette technique, 1/13 Ac présentait une réactivité antinucléaire isolée,
113 une réactivité antinucléaire et cytoplasmique, et 2/13 présentaient une
réactivité cytosolique (de type réticulum endoplasmique et du cytosquelette

respectivement) (4 Ac sont en cours de test a ce jour) (Figure 37.B).

La polyréactivité de ces Ac monoclonaux a été évaluée par ELISA envers les auto-
Ag suivants : ADNdb, insuline et LPS. Un Ac était considéré comme polyréactif s’il
reconnaissaient au moins deux Ag parmi les trois testés (Tiller et al., 2008;
Wardemann et al., 2003). Ainsi, avec cette technique, 4/17 Ac étaient considérés

comme polyréactifs (Figure 37.C).
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3 ]l 4 J 3 | . |

Patient | N°Cellule [1gG] purifices AAN Hep-2 Polyréactivité
(ng/mL)
1 1 115 - -

28 597 - -

8 278 - -

63 227 - -

I K ? En cours -

L ? En cours -
.|

2 172 - -

6 233 Nucléaire -

7 96 Nucléaire et cytoplasmique -

31 321 - +

34 410 Cytosquelette +

35 435 - -
.|

7 230 - -

21 223 Réticulum endoplasmique -

En cours

.01 0.1 1

[ng/mL]

Figure 37. Autoréactivités des Ac monoclonaux purifiés et concentrés issus des LB CD5ZAP-70" provenant de patients avec LLC avec CAI.

A) Résumé des résultats des différents clones (cellule) testés concernant la concentration des Ac monoclonaux avant et aprés purification, I'aspect du
marquage sur cellules Hep-2 et leur éventuelle polyréactivité (reconnaissance d’au moins 2 auto-Ag parmi : ADNdb, insuline et LPS)

B) Marquage sur cellules HEp-2 des 4 clones positifs

C) DO a 405 nm des 2 clones polyréactifs envers 'ADNdb, l'insuline et le LPS

HEp-2 : human epitelial type-2 ; DO : densité optique ; ADNdb : ADN double brin ; LPS : lipopolysaccharide
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3. CONCLUSIONS DE LA PARTIE HUMAINE

L’analyse du répertoire du BCR des LB non tumoraux ZAP-70" a permis de

confirmer le caractére polyclonal de ces LB et de suggérer les points suivants :

- Absence de stéréotypie du BCR

- Absence de lien moléculaire évident avec le clone tumoral correspondant
- Caractére peu muté des IGHV

- Mutations des CDRs principalement ou exclusivement non silencieuses,

suggérant une pression de sélection antigénique

La recherche d’autoréactivité(s) de ces LB non tumoraux ZAP-70* a montré pour
le moment que 15,4 % présentaient une réactivité antinucléaire et 23,5 % une

polyréactivité (anti-ADNdb, anti-insuline, anti-LPS).

Ces résultats concernent toutefois un nombre limité de cellules et sont donc

a prendre avec précaution.

D’autres Ac monoclonaux sont en cours de production. Les résultats finaux
seront comparés avec la prévalence d’autoréactivité antinucléaire et de polyréactivité

des LB de patients sains disponible dans la littérature selon les mémes techniques.
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B. PARTIE MURINE DU PROJET

1. GENERATION DU MODELE KI ZAP-70

Pour ce projet, un modéle murin transgénique a été généré, de type Kl
conditionnel, permettant la surexpression de ZAP-70 spécifiquement dans les LB dés
le stade proB (Cf. partie 3, Il.A et figure 26).

Afin d’identifier tout d’abord les souris porteuses du transgéne Zap-70, une
premiere PCR de génotypage est réalisée sur ADN génomique extrait a partir de
fragments de queue. Cette PCR1 utilisant des amorces sens et anti-sens spécifiques
de la cassette NEO et du transgéne Zap-70 respectivement, la présence d’une bande
de taille attendue de 269 pb correspond a un échantillon Zap*- et 'absence bande

visible a un échantillon Zap-707 (wild type) (Figure 38, gauche).

Cette PCR ne permettant pas de distinguer une hétérozygotie d’une
homozygotie pour Zap-70, une deuxieme PCR (PCR2) est réalisée, en utilisant des
amorces hors transgéne, permettant 'amplification de 'ensemble du locus ROSA26.
En cas de présence homozygote du transgene, celui étant de trés grande taille (7 674
pb), la PCR est non productive résultant en 'absence de bande visible aprés révélation
aux UV. En cas d’hétérozygotie, un alléle du locus ROSA26 est amplifié, résultant en

la présence d’'une bande attendue de 244 pb (Figure 38, milieu).

Il n’est pas possible de faire directement la PCR2 sur ces souris car la présence
d’'une bande de 244 pb ne permettrait pas de différencier une hétérozygotie pour Zap-

70 d’'une absence totale de présence du transgene.

Une PCR de génotypage Mb1 est ensuite réalisée afin de rechercher une bande
d’intérét attendue de 600 pb correspondant aux souris porteuses du transgéne Mb1-
Cre (Figure 38, droite).
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Par regroupement de résultats, ceci permet au final de distinguer les souris
d’intérét KI Zap-70*-/ Mb1-Cre* - qui ont été nommées par commodité KI ZAP-Mb1,
et les souris Kl Zap-70*-| Mb1-Cre”, porteuses du transgéne Zap-70 dans le locus
ROSA, mais qui ne surexpriment donc pas ZAP-70 du fait de l'absence de la
recombinase Cre. Ces derniéres ont été nommées Kl ZAP (Zap-70*-/ Mb1-Cre”) et

servent de contréles tout au long des expériences.

Zap-70 Mb1

A

PCR1 PCR2

4= 600 pb
3§§

300
200

l![‘:

269 pb 244 pb

100
80
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Figure 38. Exemples de génotypages Zap-70 et Mb1 sur différentes souris (n = 7)
Gauche) PCR1 : bandes de 269 pb correspondants aux souris Zap-70*- ou Zap-70**. L’absence de
bande correspond aux souris wild type.
Milieu) PRC2 : bandes de 244 pb correspondants a I'amplification du locus ROSA26, donc aux souris
hétérozygote pour Zap-70 ou wild type. L’absence de bande correspond a I'échec de I'amplification du
locus ROSA26, donc a la présence homozygote de Zap-70.
Droite) PCR Mb1 : bandes de 600 pb correspondant aux souris Mb71-Cre*-

e Souris hétérozygotes pour Zap-70 : n°3-7
Souris homozygotes pour Zap-70 : n°2
Souris KI ZAP-Mb1 (Zap-70*-/ Mb1-Cre*") : n°5
Souris KI ZAP (Zap-70"-/ Mb1-Cre”) : n°3,4, 6 et 7
Souris KI Mb1-Cre (Zap-70"/ Mb1-Cre”) : n°1

Ceci nécessitant la réalisation de nombreux croisements et génotypages avec
un rendement final de souris double positives pour Zap-70 et Mb1 faible, nous avons

optimisé la procédure en procédant par étapes :

1) Génération d’une lignée homozygote Zap-70*" :
a) Croisements entre les fondateurs Kl Zap-70*- (n = 3) et la lignée wild type de
méme fond génétique C57BL/6N puis identification, parmi les descendants, des
hétérozygotes Zap-70*- par PCR1
b) Croisements des hétérozygotes entres eux puis distinction, parmi leurs
descendants, des hétérozygotes ou homozygotes par la PCR1 suivie de la
PCR2
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Puis croisement uniquement des homozygotes Zap-70** avec la lignée Kl Mb1-
Cre*- afin d’obtenir 100 % de souris d’intérét parmi leurs descendants, ceux-ci étant
forcément porteur du transgéne Zap-70 et étant soit de type KI ZAP-Mb1 (Zap-70*"-/
Mb1-Cre*-) ou Kl ZAP (Zap-70*-/ Mb1-Cre”) suite a leur distinction par la PCR Mb1

Les souris KI ZAP utilisées pour les expériences provenaient de la méme portée

que leurs congéneéres Kl ZAP-Mb1.

Afin d’évaluer un quelconque effet délétere de I'expression de la Cre, des souris
de méme fond génétique C57BL/6N possédant uniquement le transgéne de la
recombinase Cre (Mb7-Cre *) ont également été analysées. Aucune différence n'a
été observée entre les souris Mb1-Cré*- et les souris KI ZAP (Zap-70*-/ Mb1-Cre™)

(résultats non montrés).

2. VALIDATION DU MODELE KI ZAP-MB1

A) VISUALISATION DE L’EXPRESSION GLOBALE DE LA GFP
| PAR CYTOMETRIE EN FLUX

Dans le vecteur CTV, la séquence codante de Zap-70 est suivie d’'une cassette
IRES-eGFP servant de rapporteur. Les cellules dans lesquelles I'excision de la
cassette STOP a été effective suite a I'action de la Cre expriment simultanément et en

quantité équivalente les transcrits puis les protéines ZAP-70 et GFP.

Afin de valider I'expression conditionnelle de ZAP-70 dans les LB dés le stade
proB, la fluorescence de la protéine rapporteuse GFP a été mesurée par cytométrie
en flux dans les progéniteurs médullaires précoces CD43*B2207, les proB
(CD43+B220-°"CD19*IgM"), les préB, (CD43-B220°*CD19*IgM"), les LB
périphériques spléniques et ganglionnaires B220*IgM* et dans les LT spléniques
(CD3*B220) (Figure 39).
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Il existait 2 profils d’expression de la GFP dans les LB : Low et High, pour toutes
les souris et ce, dans tous les organes. Ces LB seront dénommeés pour toute la suite
LyGFPLov et LyGFPHigh,

KI ZAP Kl ZAP-Mb1
[vivantes] [vivantes]
10 10
GFP Totale
. GFP- 10
192 W |
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Figure 39. Identification des progéniteurs médullaires et visualisation de I’expression de la GFP
dans les différents organes lymphoides par cytométrie en flux

Partie gauche : cellules B220" médullaires, spléniques et ganglionnaires ; Partie droite : méthode
d’identification des proB, préB, immatures et matures (recirculating), indépendamment de I'expression
de la GFP.

Ces résultats sont représentatifs de 'ensemble des souris analysées. (%) : proportion des cellules
parmi celles sélectionnées (crochets)

L’expression de la GFP Totale (Low et high) était observée dans plus de 95 %
des LB dés le stade proB dans les souris KI ZAP-Mb1 et dans moins de 1 % des LB
correspondant dans les souris KI ZAP (p < 0,001). Les progéniteurs précoces

CD43*B220" ainsi que les LT étaient bien GFP- dans les deux groupes (Tableau 16).
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Tableau 16. Comparaison des pourcentages de cellules exprimant la GFP dans les différents
organes lymphoides des souris Kl ZAP et KI ZAP-Mb1 par cytométrie en flux

MO : moelle osseuse ; LB : lymphocytes B ; GG : ganglions ; LT : lymphocytes T

ns : non significatif (test de Mann-Whitney)

Cellules GFP* (% * écart type)
Organes Marquages KI ZAP (n=7) KI ZAP-Mb1 (n=9) P
CD43+B220- 0,3+0,2 0,4+0,1 ns
MO ProB CD43*B220°vIgM- 0,4+0,3 95,4+1,9 <0,001
PréB CD43-B220'°%IgM- 0,1+0,1 98,9+0,5 <0,001
LB Rate | B220* 0,5+0,3 96,7+1,1 <0,001
LB GG B220* 0,6+0,3 95,6+1,4 <0,001
LT Rate | CD3* 0,2+0,1 0,2+0,2 ns

Ainsi, la GFP, protéine rapporteuse de ZAP-70, était exprimée de maniére

spécifique dans la lignée B et ce dés le stade proB.

B) ANALYSE DES DIFFERENTS PROFILS D’EXPRESSION DE
' LA GFP

Deux profils d’expression de la GFP par les LB (LyGFP-°* et LyGFPHig") étaient
observés pour toutes les souris et ce, dans tous les organes analysés (MO, rate et
GG).

La proportion de LyGFP-% et LyGFP"9" variait selon les souris, certaines
présentant principalement des LyGFP-%, d’autres majoritairement des LyGFP"i9", et

certaines avec un profil intermédiaire (LyGFP-% = LyGFP"9") (Figure 40.A).

Ces proportions variaient méme entre souris de la méme fratrie plaidant contre
un effet fondateur. Ceci n’était pas non plus associé au sexe ni a 'dge des souris
(Figure 41.A). De plus, la proportion de LyGFP-°" ou LyGFPHidh était conservée pour
chaque souris entre le compartiment médullaire et la périphérie (rate), plaidant contre
I'hypothése d’une sélection positive ou négative majeure de ces cellules selon leur

profil d’expression de GFP (Figure 41.B).
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Une autre lignée transgénique Kl Trib1 avait été antérieurement développée
dans notre laboratoire et validée (AL/02/15/09/11, Simoni et al., 2018). Cette lignée
avait été créée en utilisant exactement la méme construction génique que notre
modele (vecteur CTV, promoteur synthétique CAG, cassette loxP Neo-STOP, cassette
IRES-EGFP flanquée de séquences loxP) a I'exception de la séquence codante (Trib1
au lieu de Zap-70). Ces souris avaient aussi été croisées avec la lignée Mb71-Cre*- afin
de surexprimer Trib1 de maniere conditionnelle spécifiqguement dans les LB dés le
stade proB. Bien qu’'observé dans une moindre mesure que dans notre modéle, il
existait aussi différents profils d’expression selon les souris (Figure 40.B), notamment

en périphérie.

La encore, ceci était observé au sein de la méme fratrie et était
indépendamment du sexe ou de I'dge. Ces données plaident pour un différentiel

d’expression en lien avec le construit génique et non en lien avec le transgéne.

KI ZAP-Mb1 Kl Trib1-Mb1

KI ZAP-Mb1/Low KI ZAP-Mb1/Int KI ZAP-Mb1/High

w;m 0 0
10

Low High o Low High

£
=

High MO

I | High  pate

B220

GFP

Figure 40. Exemples des différents profils d’expression de la GFP par les LB selon les souris
dans le modéle murin KI ZAP-Mb1 (A) et KI Trib1-Mb1 (B) utilisant la méme construction génique.
Dans les 2 modeéles, il existait clairement 2 populations distinctes de LB GFP* : les LyGFP-" et les
LyGFP"ig". Dans notre modéle (KI ZAP-Mb1), ceci permettait méme d’identifier 3 groupes de souris :
celles avec un profil principalement LyGFP-", d’autres majoritairement LyGFPH9" et d’autres avec un
profil Intermédiaire. Les profils d’expression dans les ganglions étaient identiques a ceux de la MO et
de la rate et non représentés ici.
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Figure 41. Proportion de LyGFP"i9" selon le sexe (A) et proportion de LyGFP-°* et de LyGFPHigh
médullaires et spléniques pour chaque souris (B) (n° de souris correspondant a chaque ligne).

Au total : la GFP était exprimée par les LB selon 2 profils : LyGFP-°" et
LyGFPHish en proportions variables selon les souris, mais de maniére conservée
entre la moelle osseuse et la périphérie. Ceci est trés probablement en lien avec

la nature du construit génique.

C) VISUALISATION DE L'EXPRESSION DE ZAP-70

Afin de confirmer et de préciser les données précédentes, nous avons essayé

de visualiser directement I'expression de la protéine ZAP-70 par cytométrie en flux.

Ceci nécessitait la fixation et la perméabilisation des cellules puis un marquage
intracellulaire spécifique anti-ZAP-70. La positivité pour ZAP-70 était définie par le
contrdle isotypique sur les LT (0,5 % de LT ZAP-70). Avec cette méthode, plus de 90
% des LT étaient bien ZAP-70* (contrdle positif) et la proportion moyenne de LB ZAP-
70" était bien significativement plus importante dans les souris Kl ZAP-Mb1

comparativement aux souris KI ZAP (p < 0,001) (Figure 42).
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Figure 42. Profils d’expression de ZAP-70 par cytométrie en flux.
*ns : non significative ; ** : p < 0,001 (test de Mann-Whitney)

Toutefois, il existait une différence importante entre la proportion de LB GFP* et
de LB ZAP-70" pour chaque souris KI ZAP-Mb1. En effet, la quasi-totalité des LB
étaient GFP* chez toutes les souris (Cf. tableau 15) mais au maximum 76 % de ces
LB étaient aussi ZAP-70*. Différents autres kits de fixation/perméabilisation ont été

testés, avec globalement les mémes résultats (non montrés).

La GFP et ZAP-70 étant théoriguement exprimées de fagon égale avec notre
construit génique en termes de transcrits et de protéine, I'hypothése principale
expliquant cette différence était un manque de sensibilité de la détection de ZAP-70
par cytométrie en flux avec ces différentes techniques, celles-ci ne détectant
probablement que les LB exprimant fortement ZAP-70 (ZAP-70 « High »)
correspondant aux LyGFP"9" dont la fluorescence est quant a elle spontanée. Un
argument renforgant cette hypothése était qu’il existait une corrélation positive entre
I'intensité d’expression de la GFP par les LB et la proportion de LB ZAP-70" pour une
méme souris, autrement dit plus les LB expriment fortement la GFP, plus ils expriment
aussi ZAP-70 (Figure 43.A).
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De plus, une analyse fine des profils de cytométrie montrait que les LB des
souris KI ZAP-Mb1 considérés comme ZAP-70-, car en deca du seuil du contrdle
isotypique, exprimaient toutefois des MIF pour ZAP-70 significativement supérieures
a ceux des LB des souris KI ZAP, bien que faibles. Ces LB ont été dénommés Kl ZAP-
Mb1 « Low » (Figure 43.B).

Afin de confirmer ces données de fagon plus robuste au niveau nucléique, les
LB spléniques des souris KI ZAP et les LyGFP-*" et LyGFPH9" des souris KI ZAP-Mb1
ont été triées par cytométrie en flux. Les ARN totaux ont ensuite été extraits puis les
transcrits de Zap-70 ont été amplifiees dans chaque groupe par RT-gPCR et les
valeurs comparées entre elles aprés normalisation sur les génes de ménage HPRT1
et GAPDH. La encore, il existait une surexpression significative de Zap-70 a la fois
dans les LyGFP"9" mais aussi dans les LyGFP-*" comparativement aux LB Kl ZAP
(Figure 43.C).
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Figure 43. Comparaisons des expressions de GFP et de ZAP-70 selon différentes techniques.

A) Corrélation entre le niveau d’expression de la GFP par les LB et le pourcentage de LB ZAP-70*

B) MIF de ZAP-70 des LB Kl ZAP-Mb1 considérés comme ZAP-70" par rapport au contrdle
isotypique, des LB Kl ZAP-Mb1 ZAP-70* et des LT, normalisés sur la moyenne des MIF des LB KiI
ZAP

C) Ratio des niveaux d’expression des transcrits de Zap-70 des LyGFP-* et LyGFP"9" par rapport a
I'expression dans les LB ZAP Kl (génes de ménage : HPRT1 et GAPDH)

Correlation : test de Spearman ; *: p<0,05;* :p<0,01; **:p<0,001 (test de Mann-Whitney)
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Au total : notre modéle est valide :

- Expression de GFP corrélée a celle de ZAP-70

- Expression spécifique dans les LB dés le stade proB

- Surexpression au niveau des transcrits et protéique par rapport aux CTRL

- Avec 2 intensités d’expression de ZAP-70/GFP (LyGFP-% et LyGFPHigh),
en proportions variables selon les souris trés probablement imputable a

la construction génique

'3. IMMUNOPHENOTYPAGE DES ORGANES LYMPHOIDES
| ALETAT BASAL

Les organes lymphoides primaires (MO) et secondaires (rate et GG) ont été
prélevés chez des souris Kl ZAP et KI ZAP-Mb1 ages de 4 mois, et des lavages

péritonéaux au PBE ont été réalisés dans le méme temps.

Les cellules ont été analysées par cytométrie en flux aprés marquage avec
différentes combinaisons d’anticorps, afin de déterminer les proportions des
différentes sous-populations lymphocytaires B. Un récapitulatif est proposé en fin de

chapitre dans le tableau 16.

Compte-tenu de la corrélation entre I'expression de la GFP et de celle de ZAP-
70, de la complexité et du manque de sensibilité du marquage intracellulaire de ZAP-
70 comme détaillé précédemment, 'ensemble des analyses phénotypiques ont été

réalisées en utilisant la GFP comme rapporteur de I'expression de ZAP-70.

D’autre part, étant donné les 2 profils d’expression observés de la GFP (et donc
de ZAP-70) ces analyses ont été faites en comparant les LB des souris contréles (KI
ZAP) a la totalité des LB des souris KI ZAP-Mb1 exprimant la GFP (Total GFP) mais
aussi aux sous-groupes LyGFP-% et LyGFPHd" afin d'identifier de potentielles
différences phénotypiques en lien avec une faible ou forte expression de ZAP-70. Le
nombre de cellules dans la MO et les ganglions étant variable selon la technique de

prélévement, les valeurs absolues seront uniquement précisées pour les rates.
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A) SPLENOCYTES ET LB SPLENIQUES TOTAUX

Il n’existait pas de différences, en termes de nombre de splénocytes totaux et
de cellules B220*, entre les souris Kl ZAP et KI ZAP-Mb1 (Figure 44.A).

De plus, le niveau d’expression de la GFP (pourcentage LyGFP"9" par rapport

aux LyGFP Totale) n’était pas corrélé aux nombres de splénocytes totaux ou de
cellules B220* (Figure 44.B et C).
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Figure 44. Nombre de splénocytes totaux et de B220* spléniques et corrélation avec la proportion
de LyGFPHigh

Corrélation : test de Spearman ; ns : non significatif (test de Mann-Whitney)
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B)

ORGANES LYMPHOIDES PRIMAIRES : MOELLE OSSEUSE

(1)

IMMUNOPHENOTYPAGE

Les proB, préB, immatures, matures/recirculating ainsi que les plasmablastes

et les plasmocytes ont été identifiées selon les fenétres de marquages membranaires

détaillées en Figure 45 (A et C). Il n'existait aucune différence significative dans la

répartition des proB, préB, immatures et matures/recirculating entre les souris KI ZAP
et KI ZAP-Mb1, ni entre les LyGFPo" et LyGFP"9" (Figure 45.C). De méme, il n’existait

pas de différences significatives entre les 2 groupes de souris concernant les

proportions de plasmablastes (p = 0,1) et de plasmocytes (p = 0,09) (Figure 45.D).
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Figure 45. Immunophénotypage médullaire par cytométrie en flux.
A et C) Stratégies de fenétrage des différentes sous-populations B

B et D) Comparaison de la répartition des différentes sous-populations B entre les souris Kl ZAP et K
ZAP-Mb1 selon I'expression de la GFP dans ces derniéres
ns : non significatif (test de Mann-Whitney)
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(2) APOPTOSE SPONTANEE PRECOCE

ZAP-70 étant impliqué dans la signalisation du pré-BCR chez la souris, nous
avons recherché si I'expression précoce de ZAP-70 et/ou son niveau d’expression

conférait une altération de la sélection des progéniteurs médullaires.

Cette sélection se faisant en partie par I'apoptose des progéniteurs non
sélectionnés (Goodnow et al., 2005; Lu and Osmond, 2000), celle-ci a été évaluée sur
ces cellules par le marquage annexineV couplé au marqueur de nécrose cellulaire
DRAQ7, permettant de définir 5 sous-groupes cellulaires : i) vivantes : annexineV-
DRAQ7-; ii) apoptose précoce: annexineV*DRAQ7-; iii) apoptose tardive:
annexineV*DRAQ7°" ; iv) nécrose précoce : annexineV-DRAQ7-°" et v) nécrose
globale : annexineV*DRAQ7"9" (Figure 46. A et B, partie de droite).

La nécrose cellulaire s’accompagnant d’'une perméabilisation de la membrane
cellulaire entrainant une diminution voire une abolition du signal de la fluorescence de
la GFP, il n’était pas possible de comparer les LB KI ZAP (GFP-) et les LB KI ZAP-Mb1
(GFPY).

Ainsi, afin d’avoir des populations homogénes et comparables, seule I'analyse
de I'apoptose précoce a été retenue, en comparant la totalité des B220"CD19" entre
les 2 groupes de souris (Figure 46.C), puis en comparant les LyGFP™" au LyGFPHigh
(Figure 46.D).

Premiérement, il n'était pas observé de différences d’apoptose spontanée
précoce entre les sous-populations correspondantes des souris Kl ZAP et KI ZAP-Mb1

(proB, préB, immatures et matures/recirculating) (Figure 46.C).

Au sein des souris Kl ZAP, les préB et les immatures étaient significativement
enrichies en cellules apoptotiques comparativement aux proB. Ceci était attendu car
correspondant aux étapes de la sélection positive et négative médullaire (Goodnow et
al., 2005; Lu and Osmond, 2000).
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Par contre, ces différences d’apoptose entres les différentes sous-

populations étaient réduites dans les souris KI ZAP-Mb1 (Figure 46.C).

D’autre part, les LyGFPHig" comportaient significativement moins de
cellules en apoptose au sein des proB, préB et immatures. Ceci était notamment
plus marqué pour les proB, la différence diminuant progressivement au fil de la
maturation de ces cellules pour atteindre des taux d’apoptose comparables entre les
LyGFP% et LyGFPHi9" au stade mature/recirculating (Figure 46.D).
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Figure 46. Evaluation de I’apoptose précoce spontanée médullaire par cytométrie en flux

A et C) Stratégie de fenétrage des différentes sous-populations B pour analyse de I'apoptose sur les
B220*CD19" totaux

B et D) Stratégie de fenétrage des différentes sous-populations B pour analyse de I'apoptose sur les
LyGFP¥ et les LyGFP*igh

Imma : immatures ; *: p<0,05;** :p<0,01;**:p<0,001 ; ns: non significatif (test de Mann-Whitney)
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§C) ORGANES LYMPHOIDES SECONDAIRES: RATE ET
: GANGLIONS

Les différentes populations lymphocytaires B suivantes ont été analysées : ZM
(sauf pour les GGs ou cette population est virtuellement absente), folliculaires,
transitionnels 1-3, immatures, matures naifs, mature switchés et LB des centres

germinatifs. Les stratégies de fenétrage de ces populations sont détaillées dans la
figure 47.
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Figure 47. Stratégie de fenétrage par cytométrie en flux des différentes sous-populations B
spléniques et ganglionnaires

ZM : zone marginale ; Foll : folliculaires ; Imma : immatures ; T1/T2/T3 : transitionnels 1/2/3 ; naifs :
matures naifs ; IgG+ : matures avec ommutation isotypique IgG+ ; CG : centre germinatif
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(1)  RATE

Concernant les LB de la ZM, folliculaires et transitionnels 1-3, il n’existait pas
de différences de répartition de ces populations entre les Kl ZAP et KI ZAP-Mb1 GFP

Totale, que cela soit en termes de pourcentages ou de valeurs absolues (Figure 48.A).

Toutefois, I'étude des sous-groupes de GFP montrait que les LyGFPHigh
avaient un enrichissement significatif en LB de la ZM, comparativement aux
LyGFP% et aux Kl ZAP, I'inverse étant observé pour les LB de type folliculaire,

mais ceci n’était pas significatif en regard des Kl ZAP (Figure 48.A, droite).

Le souris KI ZAP-Mb1 présentaient un enrichissement en LB immatures
(lgM*IgD-), une réduction des fractions matures naives (IgM*lgD*) et des matures
switchées (IgM1gD1gG*). Ceci était significatif en termes de pourcentages de
populations et en valeurs absolues, a I'exception des LB immatures ou seule une
tendance était observée (p = 0,07) (Figure 48.B). Il n’existait pas de différences entre
les LYyGFP-°% et les LyGFP"9" (Figure 48.B, gauche)

Les LB des centres germinatifs étaient significativement réduits dans les
souris KI ZAP-Mb1, a la fois en termes de pourcentages et de valeurs absolues (Figure
48.C). Il n'existait pas de différence entre les LyGFP-*" et les LyGFP"9" (Figure 48.C,

gauche).
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Figure 48. Inmunophénotypage B splénique par cytométrie en flux des souris Kl ZAP et KI ZAP-
Mb1

ZM : zone marginale ; Foll : folliculaires ; T1-3 : transitionnels 1 a 3 ; Imma : immatures ; CG : centres
germinatifs ; ns : non significatif ; *: p < 0,05;* : p <0,01; ***: p < 0,001 (test de Mann-Whitney)
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(2) GANGLIONS

A linverse de la rate, il n’était observé aucune différence significative entre les
souris Kl ZAP et les souris KI ZAP-Mb1 pour les proportions des différentes sous-

populations B étudiées : folliculaires, transitionnels 1-3, immatures, matures naifs,

mature switchés et LB des centres germinatifs (Figure 49.A).

Il nexistait pas non plus de différences entre les LyGFP" ou LyGFPHigh 3

I'exception d’'une diminution de la proportion de LB des centres germinatifs au sein des

LyGFP-" comparativement aux LyGFP"9" (p=0,01) (Figure 49.B)
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Figure 49. Immunophénotypage B ganglionnaire par cytométrie en flux des souris Kl ZAP et KI

ZAP-Mb1
Foll : folliculaires ; T1-3 : transitionnels 1 a 3 ; Imma : immatures ; CG : centres germinatifs ; ns : non

significatif ; *: p<0,05; * :p<0,01; **: p<0,001 (test de Mann-Whitney)
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D) LAVAGES PERITONEAUX

lls ont permis I'étude des sous-populations B1a, B1b et B2, dont le péritoine est
le principal réservoir de ces cellules chez la souris. La stratégie de fenétrage de ces

populations est détaillée en figure 50.A.

Comparativement aux souris Kl ZAP, les souris KI ZAP-Mb1 présentaient une
réduction significative de la proportion de B1a, une tendance a la réduction pour
les B1b, et au contraire une augmentation significative des B2. Il n’existait pas de

différences entre les LyGFP-°" et les LyGFP"9" (Figure 50.B)
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Figure 50. Immunophénotypage péritonéal par cytométrie en flux.

A) Stratégie de fenétrage des différentes sous-populations B

B) Comparaison de la répartition des différentes sous-populations B entre les souris KI ZAP et KI ZAP-
Mb1 selon I'expression de la GFP dans ces derniéres

LB : lymphocytes B ; ns : non significatif ; *: p < 0,05 ; **: p< 0,01 (test de Mann-Whitney)
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Au total, 'expression de ZAP-70 dans les LB induits les phénomeénes suivants :

- Enrichissement en LB immatures

- Réduction des LB matures naifs, matures switchés et des LB des centres
germinatifs

- Reéduction des LB1a et enrichissement en LB2 péritonéaux

- Réduction de I’'apoptose des progéniteurs médullaires (LyGFP"igh)

- Enrichissement en LB de la ZM aux dépends des LB folliculaires
(LyGFPHigh)

§E) ANALYSE SELON L’'INTENSITE D’EXPRESSION GLOBALE
' DE LA GFP

Au total, au sein des souris KI ZAP-Mb1, le niveau d’expression de ZAP-70

semble avoir un effet phénotypique.

En effet, il existe des différences significatives entres les LyGFP-°V et les
LyGFPHigh  notamment une réduction de [I'apoptose des progéniteurs
médullaires et un enrichissement en LB de la ZM dans les LyGFP"is" différences

perdues statistiquement lorsque 'on regarde les LyGFP Totale.

Les deux populations co-existants au sein de chaque souris en proportion
variables, il était aussi important d’analyser lI'impact phénotypique de lintensité
d’expression de ZAP-70 sur l'ensemble des LB. Pour cela, une analyse
complémentaire de 'ensemble du phénotypage précédent a été effectuée en séparant
les souris KI ZAP-Mb1 selon leur proportion de LB exprimant fortement la GFP et donc
ZAP-70.

Ainsi, nous avons distingué au sein des souris KI ZAP-Mb1, les souris ZAP-%
(LyGFPHigh < 50 % des LB Total GFP) nommées SoZAP°¥ et les souris ZAPHigh
(LyGFP"ish > 50 % des LB Total GFP), nommées SoZAPHigh,
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Le tableau 17 récapitule les différentes sous-populations lymphocytaires B par

organe et selon le profil d’expression de ZAP.

Ainsi, I’enrichissement en LB immatures (IgM*IgD") et la réduction de la
fraction matures naives (IgM*IgD*) étaient observées a la fois dans les SoZAP-" et
SoZAPHigh mais plus de fagon plus marquée dans les SoZAP-°%, notamment pour

les matures naives.

A linverse, les SoZAPM9" présentaient une réduction significativement
plus importante a la fois des LB matures switchés et des LB des centres

germinatifs comparativement aux SoZAP-" et aux KI ZAP.

De méme, seules les SoZAP"9" présentaient une altération phénotypique

significative des B péritonéaux avec baisse des B1a et augmentation des B2.

Les souris KI ZAP, KI ZAP-Mb1, SoZAP-" et SoZAP"9" étaient par contre
comparables pour le nombre de splénocytes, de LB totaux, et dans la répartition des
LB en ZM, folliculaires ou transitionnels. De méme, il n'a pas été observé de

différences dans les phénotypages ganglionnaires et médullaires entre ces groupes.
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Tableau 17. Synthése de [P’analyse par cytométrie en flux des différentes populations
lymphocytaires B selon les organes dans les différents groupes de souris : KI ZAP, KI ZAP-Mb1
et au sein de ces derniéres les sous-groupes SoZAPLow et SoZAPHigh
LB : lymphocytes B ; ZM : zone marginale ; Foll : folliculaires ; T1/T2/T3 : transitionnels 1-3; CG:
centres germinatifs ; GGs : ganglions ; PB : plasmablastes : PC : plasmocytes ;
ns : non significatif (> 0,05) (test de Mann-Whitney)

KI ZAP-Mb1 ZAP KI ZAP-Mb1 ZAP
MO KI ZAP KI ZAP-Mb1 o High o Low o p
n=7 n=9 n=3 n=6 High vs Low
ProB 26%+25% 25%+25% ns 25%+04% ns 25%+31% ns ns
PréB 40,1%+153% 459%+7,5% ns 45,5%+10,9 % ns 46,1%+8,1% ns ns
Immatures 17%+3% 182%+23% ns 173%+0,8% ns 186%+2,2% ns ns
Matures 342%+9,3% 30,4%+9,1% ns 32,2%+15,7% ns 29,52%+9,1% ns ns
PB 21%+1% 13%+0,4% ns 1%+0,3% ns 1,5%+0,4% ns ns
PC 03%+0,1% 02%+01% ns (0,09) 0,1%+0,07% ns(0,08) | 02%+0,1% ns ns
KI ZAP KI ZAP-Mb1 KI ZAP-Mb1 ZAP High KIZAP-Mb12AP p
Rate p p Low p
n=9 n=15 n=7 n=8 High vs Low
Splénocytes totaux 74,6.10° £ 29,7.10° 76,7.10°+ 26,1.10° ns 80,9.10°+19,4.10° ns 72,9.10°+10,3.10° ns ns
Bt 02,4%+9,4% 39,6%+10,1% ns 39,4%+14,5% ns 39,8%+9% ns ns
otaux 334.10°+17,9.10° 3),410°+16,9.10° ns 34,6.10°+ 17.10° ns 30,4.10°+9.10° ns ns
™ 104%+2,5% 108%+1,4% ns 11%+16% ns 106%+1,3% ns ns
3,6.10°+2,7.10° 3,4.10°+2,2.10° ns 3,9.10°+2,1.10° ns 3,1.10°+1,2.10° ns ns
815%+24% 81%+3,28% ns 80,7%+3,28% ns 81,2%45% ns ns
Foll 27.10°+14,2.10° 24,3.10°+ 12,7.10° ns 26,7.10°+13,1.10° ns 23,7.10°+6,1.10° ns ns
n 12%+05% 1,7%+14% ns 2%+1,1% ns 14%+13% ns ns
0,44.10°+0,36.10° 0,7.10°+0,9.10° ns 0,9.10°+0,7.10° ns 0,6.10°+0,6.10° ns ns
08%%03% 1,2%+0,8% ns 13%+0,9% ns 11%£0,7% ns ns
2 0,29.10°+0,21.10° 0,46.10°+0,49.10° ns 0,61.10°+0,5.10° ns 0,42.10°+0,3.10° ns ns
04%%02% 07%+04% ns 07%%0,5% ns 06%+04% ns ns
i 0,14.10°+0,13.10° 0,27.10°40,27.10° ns 0,33.10°+0,28.10° ns 0,26.10°+0,17.10° ns ns
\mmat 151%+1,7% 195%+3% <0,001 183%+09% 0,004 20,6%+3,6% 0,002 ns
mmatures 5,1.10°43.10° 6,1.10°+3,6.10° ns 49.10°+3.10° ns 7,2.10°45,3.10° ns ns
81,2%+16% 71,6%+23% <0,001 788%+12% 0,01 74,6%+4,6% 0,0006 0,03
Matures naifs 6 5 G 6 6 6 6 6
29,3.10° £ 13,6.10 19,2.10°+9,8.10f 0,05 22.10°+13,5.10 ns 16,7.10°+ 4,210 0,02 ns
tché 0,15 %+ 0,06 % (n=7) 0,09 % 0,04 % (n=12) 0,02 0,07 %+ 0,005 % 0,006 0,11%+0,03% ns ns
Matures switchés 4,7.10°+1,5.10° 2,810°£1,5.10° 0,04 2,2.10°+ 1,4.10° 0,007 3,4.10°+1,7.10° ns ns
0,36%0,13 (n=7) 0,15 %+ 0,08 % (n=12) 0,003 0,12%+0,06% 0,003 0,17%+0,08% 0,003 0,04
¢e 11.10.* +5,4.10* 4,5.10.°+3,4.10° 0,02 3,6.10.% +2,5.10° 0,02 5,5.10.4 +4,4.10° ns ns
KI ZAP-Mb1 ZAP KI ZAP-Mb1 ZAP
KI ZAP KI ZAP-Mb1 " p
GGs p High p Low p
n=7 n=10 n=4 n=6 High vs Low
Foll 94,4%+1,1% 951%+1,5% ns 952%+1,6% ns 957%+1,1% ns ns
m 0,06 % + 0,04 % 0,04 % + 0,04 % ns 0,03 % +0,01 % ns 0,03 % +0,03 % ns ns
T2 06%+03% 06%+0,5% ns 04%+0,4% ns 0,5%+0,03% ns ns
m3 0,2%+0,07% 03%+03% ns 02%+03% ns 0,2 %+ 0,08 % ns ns
Immatures 3,7%+0,5% 49%+16% ns 46%+23% ns 52%+15% ns ns
Matures naifs 912%+32% 89,4%+25% ns 91,1%+2,7% ns 88,8%+23% ns ns
Matures switchés 0,39%+0,12 % (n=6) 0,36 %+ 0,16 % (n=6) ns 0,24 % + 0,09 % ns 0,47 %+ 0,07 % ns ns
GC 1,3 %+ 0,9 % (n=6) 1,1%+0,7 % (n=10) ns 13%+0,8% ns 1%+0,6% ns ns
KI ZAP-Mb1 ZAP KI ZAP-Mb1 ZAP
e KI ZAP KI ZAP-Mb1 . p
Péritoine p High p Low
n=4 n=8 n=5 n=3 High vs Low
Bla 223%+2% 104%+2,1% 0,008 88%+29% 0,02 13%+0,7% ns ns
|Blb 378%+72% 316%+79% ns 328%+89% ns 295%+7% ns ns
lBZ 354%+75% 56,2 % +9 % 0,02 56,6 % + 10,9 % 0,03 55,4 % + 6,5 % ns ns
. - 5z . g .
Pour toute la suite des analyses, afin d’étudier I'impact du niveau

d’expression de ZAP-70 in vivo dans I’ensemble des LB, nous avons comparé
aux souris controéles Kl ZAP, I’'ensemble des souris KI ZAP-Mb1 (SoZAP°¥ et

SoZAPH9" incluses), mais aussi indépendamment les SoZAP-°¥ et les SoZAPHigh,
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‘4. PRODUCTION D’AC, AUTO-IMMUNITE ET
‘ LYMPHOPROLIFERATION A L’ETAT BASAL

Afin d’étudier les potentielles conséquences phénotypiques de la surexpression
de ZAP-70 dans les LB in vivo, nous avons laissé vieillir naturellement au sein de notre
animalerie des souris KI ZAP-MB1 et contrdles KI ZAP. Les souris ont été sacrifiées a
des ages différents (M12, M14, M16, M18 et maximum M20).

Durant toute la durée d’observation, il n'a pas été constaté d’altération
particuliéere du comportement ou de I'état de santé global des souris KI ZAP-Mb1

comparativement aux souris Kl ZAP.

A) TAUX DES IMMUNOGLOBULINES SERIQUES

Dans le but d’évaluer si la surexpression de ZAP-70 dans les LB induit une
modification de la production des anticorps a I'état basal, nous avons dosé les
immunoglobulines (IgM et IgG totales) dans le sérum de ces souris par ELISA, a 4

mois (jeune adulte), puis a M14 (adulte mature).

(1)  IGG TOTALES

Comparativement aux souris Kl ZAP, il existait une réduction significative des
IgG totales sériques dans I'ensemble des souris KI ZAP-Mb1 a principalement a M4 et

dans une moindre mesure a M14.

Cette réduction était globalement homogéne dans les SoZAPLY et les
SoZAPHish 3 M4 alors que seules les SoZAPHi9" présentaient une hypo-IgG significative
a M14 (Figure 51.A).
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(2) IGM TOTALES

A l'inverse des IgG totales, les taux d’IgM totales sériques étaient comparables

a M4 entres les souris KI ZAP et KI ZAP-Mb1, mais aussi entre les SoZAP" et les
SoZAPHigh,

Par contre, a M14, il était observé une réduction significative des taux des IgM
sériques dans les souris KI ZAP-Mb1 qui la encore, était le reflet des SoZAPHsh car

seules ces derniéres présentaient une hypo-IgM significative comparativement aux Kl
ZAP (Figure 51.B).
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Figure 51. Taux d’lgG (A) et d’IgM (B) totales sériques par ELISA des souris KI ZAP, de I’ensemble
des souris KI ZAP-Mb1 et des sous-groupes SoZAP-°* et SoZAP"i¢" selon I’dge.

B) AUTO-IMMUNITE SPONTANEE

Etant donné que I'expression de ZAP-70 est associée a une hypersignalisation
du BCR dans les LB LLC et que, de maniére générale dans les LB, il est démontré
gu'un défaut de régulation négative du BCR est corrélé a la survenue de
manifestations auto-immunes (Nitschke, 2009; Pritchard and Smith, 2003; Schickel et
al., 2012), il était intéressant d’étudier si la surexpression précoce de ZAP-70 dans des

LB non tumoraux chez notre modéle murin KI ZAP-Mb1 pourrait favoriser une rupture
de tolérance a I'état basal.
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(1) ACTIVITE FACTEUR RHUMATOIDE ET ANTI-ADN

Ainsi, une premiére expérience a été de rechercher la présence d’auto-Ac anti-
ADNdb ou avec activité facteur rhumatoide dans le sérum des souris KI ZAP-Mb1
adultes agées de 6 mois. Du sérum d’une souris MRLP"r 4gée de 16 semaines et
présentant une protéinurie significative (> 3 croix a la bandelette) (Fu et al., 2017) a

été utilisé comme contréle positif.

Compte tenu des résultats précédents objectivant une réduction des IgG et des
IgM totales sériques dans les souris KI ZAP-Mb1, notamment dans les SoZAPHidh,
nous avons normalisé pour chaque souris le titre d’Ac anti-ADNdb obtenu sur le taux

d’lg sérique totale correspondante.

Ainsi, il n’existait pas de différences entre les différents groupes de souris
concernant les IgG anti-ADNdb (Figure 52.A), mais il était observé la présence de taux
significativement plus importants d’IgM anti-ADNdb dans les souris KI ZAP-Mb1
comparativement aux souris KI ZAP. En regard du profil d’expression de ZAP-70, cette
différence avec les souris controles était due uniquement aux SoZAPH9" (Figure 52.
B).

Concernant le facteur rhumatoide, il n’existait par contre aucune différence
entre les souris KI ZAP, KI ZAP-Mb1 et les sous-groupes SoZAP." et SoZAPHigh
(Figure 52.C)
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Figure 52. Taux d’lgG anti-ADNdb (A), d’IgM anti-ADNdb (B) et de facteur rhumatoide (C) par
ELISA a I’état basal dans le sérum des souris Kl ZAP, de ’ensemble des souris KI ZAP-Mb1 et
des sous-groupes ZAP-°" et ZAP"i9h gées de 6 mois.

Du sérum d'une souris MRLP"P" 4gée de 16 semaines avec protéinurie significative (= 3 croix a la
bandelette urinaire) a été utilisé comme controle positif.

ns : non significatif ; *: p < 0,05; **: p < 0,01 (test de Mann-Whitney)
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(2) EVALUATION DES AUTO-REACTIVITES SUR PANEL
ANTIGENIQUE

Afin de confirmer les résultats préliminaires précédents et de tester de maniére
plus large et reproductibles d’éventuelles polyréactivités a I'état basal, les sérums de
souris KI ZAP-MB1 et KI ZAP agées de 10 mois ont été testés de fagon simultanée
envers un panel de 93 Ag par microarray. Les résultats sont détaillés dans la figure
53.

Apres ajustement des densités optiques sur le bruit de fond obtenu pour chaque
Ag correspondant (ratio signal/bruit de fond), un score d’autoréactivité a été calculé
pour chaque isotype pour chaque Ag testé : log2 (signal X (ratio signal/bruit de fond)
+ 1). Ceci a été effectué pour les souris contréles Kl ZAP (n = 12), les souris KI ZAP-
Mb1 (n = 16), mais aussi au sein de ces derniéres pour les SoZAP-*" (n = 7) et les
SoZAPHigh (n = 9).

Une premiére analyse brute a constitué a comparer les scores obtenus pour

chaque Ag entre les différents groupes de souris (Figure 53.A et C).

Concernant lisotype IgG, les scores d’autoréactivités étaient comparables
entres les souris, et ce, quel que soit le niveau d’expression de ZAP-70. La seule
exception (1/93) concernait 'Ag Sm pour lequel seules les SoZAP"9" présentaient un
score d’autoréactivité significativement plus important que les souris controles Kl ZAP
(p =0,04).

De méme, pour lisotype IgM, les SoZAPHid" présentaient des scores
d’autoréactivité significativement supérieurs aux souris Kl ZAP seulement pour 3 Ag
parmi les 93 testés (cardiolipine : p = 0,05 ; MBP : p = 0,02 ; SP100 : p = 0,04).

Les scores des SoZAP-°% étaient comparables a ceux des souris KI ZAP pour

'ensemble des 93 Ag testés.
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De la méme facon que pour les ELISA anti-ADNdb et le facteur rhumatoide, du
fait de ’hypogamaglobulinémie observée dans les souris KI ZAP-Mb1, une analyse
plus pertinente a été réalisée en normalisant les scores d’autoréactivités souris sur le
taux d’lg sérique totale correspondante pour chaque Ag et pour chaque souris (Figure
53.B et D).

Ceci a permis de révéler une autoréactivité IgG et IgM ajustée
significativement plus importante dans les SoZAP"9" comparativement aux KiI

ZAP respectivement pour 28 et 22 Ag parmi les 93 testés.

Une tendance (0,05 < p <0,1) était aussi observée pour 15 et 41 autres Ag pour

les isotypes IgG et IgM respectivement.

Les scores ajustés des SoZAPL°¥ étaient comparables a ceux des souris Ki

ZAP pour I’ensemble des 93 Ag testés.

De plus, les SoZAPHigh présentaient des scores ajustés significativement
supérieurs aux SoZAPL°¥ pour 77 Ag concernant l'isotype IgG, et pour 9 Ag

concernant I'isotype IgM.

Les types d’Ag pour lesquels les scores d’autoréactivités IgG et/ou IgM étaient
significativement plus élevés dans les SoZAPHig" étaient variés, témoignant d’une
autoréactivité globale ces souris. Toutefois, les différences les plus probantes
concernaient des Ag nucléaires, tels que 'ADNdb, 'ADNsb, les histones H3/total,
Np62, et PCNA.
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Figure 53. Autoréactivités IgG et IgM sériques envers un panel de 93 antigénes. o ]

A et C) Heat maps des scores d’autoréactvité [log2 (signal x (ratio signal/bruit de fond) + 1] pour chaque antigéne te§te ] . i

B et D) Scores d’autoréactivités ajustés sur les taux d'lg sériques correspondants pour chaque Ag teste. Les scores ajustés pour chaque Ag des souris controlgs
KI ZAP ont été comparés a ceux des souris KI ZAP-Mb1 totales, SOZAP-*" et SoZAP"9" et les scores des SoZAP-* et des SoZAP"9" ont aussi été comparés
entre eux (test de Mann-Whitney)

250



C) LYMPHOPROLIFERATION, CYTOPENIE(S) ET
' NEPHROPATHIE

Dans le but d’évaluer si la surexpression de ZAP-70 pouvait jouer un role dans :
i) la transformation néoplasique des LB : ii) 'apparition de cytopénies et iii) 'apparition
de complications systémiques notamment a type de néphropathie, il a été recherché
chez les souris I'apparition respectivement : i) d’'une lymphocytose périphérique, ii) de
cytopénies périphériques et iii) d’'une protéinurie. Pour cela, nous avons réalisé des
dépistages de ces différents éléments par une NFS et une bandelette urinaire dés I'age

de 8 semaines, puis tous les 2 mois jusqu’au 18¢ mois de vie pour les plus agées.

Ainsi, sur 'ensemble de la durée d’observation, les taux de lymphocytes totaux
périphériques n’étaient pas significativement différents entre les souris Kl ZAP et Ki
ZAP-Mb1 (valeurs absolues et pourcentages). De méme, au sein des Kl ZAP-Mb1, les

taux étaient comparables entre les SOZAP-" et les SoZAPH9" (Figure 54.A).

Concernant 'apparition de cytopénie(s) périphérique(s), il n’a pas non plus été
observé de différences significatives en termes de taux d’hémoglobine, de taux de
PNN (valeurs absolues et pourcentages) et de taux plaquettaires entre les différents

groupes de souris (Figure 54.B, C et D).

Enfin, les taux de protéinuries, bien que fluctuants selon les souris et les ages,
sont toujours restés bien en deca des 3 unités, seuil retenu pour une atteinte
glomérulaire (Fu et al.,, 2017) et surtout, les taux étaient comparables entre les

différents groupes de souris (Figure 54.E)
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Figure 54. Evolution des taux sanguins périphériques, selon I’age, des lymphocytes totaux (A),
des polynucléaires neutrophiles (B), de I’hémoglobine (C), des plaquettes (D) et de la protéinurie
(E), des souris KI ZAP, KI ZAP-Mb1 et des sous-groupes SoZAP-°* et SoZAP"igh,

Pour plus de lisibilité, les écarts types a la moyenne pour chaque age n’ont pas été représentés

ns : non significatif (test de Mann-Whitney)
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§D) ANALYSES ANATOMOPATHOLOGIQUES SPLENIQUES ET
: GANGLIONNAIRES

Afin d’identifier d’éventuels infiltrats Ilymphoides monotypiques et/ou
désorganisations architecturales tissulaires, les rates et les ganglions des souris Kl
ZAP et KI ZAP-Mb1, gardées pour vieillissement physiologique, ont été prélevés au
moment de leur sacrifice a des ages différents (M20, M16 et M12) pour marquages a

I'éosine et hématoxiphilline. Les analyses détaillées sont en cours.

Au total, les souris exprimant ZAP-70 dans les LB présentent au cours de leur
vie :

- une hypo-lgG et une hypo-igM :
o précoce et persistante concernant les IgG totaux
o plus tardive concernant les IgM totales et concernant uniquement
les SoZAPHigh

- un enrichissement en IgG et IgM sériques autoréactives dans les
SoZAPHigh
o autoréactivité dirigée contre de nombreux et divers Ag

o mais principalement de type nucléaire

Mais ne développent pas de lymphoprolifération
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5. STIMULATIONS IN VITRO ET IMMUNISATIONS

Nous avons ensuite étudié si'expression de ZAP-70 dans les LB modifiait aussi
la capacité de ces cellules a répondre a différentes stimulations externes en conditions

in vitro et ex-vivo.

Pour cela, une premiére partie a consisté a la stimulation in vitro de LB
spléniques triés avec différents stimuli BCR-dépendants et BCR-indépendants.
L’activation cellulaire, la prolifération et la production d’Ac ont ensuite été analysées

sur ces cellules.

D’autre part, des immunisations avec un Ag T-dépendant ou T-indépendant ont
été réalisées. La production d’Ac totaux et spécifiques de I'Ag, la prolifération cellulaire

B et un immunophénotypage lymphocytaire B ont ensuite été analysés.

A) STIMULATIONS IN VITRO

Des LB spléniques triés négativement (CD43") issus de souris KI ZAP et KI ZAP-
Mb1 agées de 6 mois ont été stimulés in vitro durant 48h avec différents stimuli BCR
dépendants ou BCR-indépendants : i) anti-IgM; ii) anti-lgM + agoniste du CD40; iii)
anti-IgM + agoniste du CD40 + IL-4; iv) LPS et v) ADN a ilots CpG (agoniste du TLR9).
Une condition non stimulée (NS) contenant uniquement du milieu de culture a été

utilisée comme controle interne.
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(1) AUGMENTATION DE L’AUTOFLUORESCENCE DE LA GFP ET
DE ZAP-70

Comparativement aux LB non stimulés, les LB stimulés présentaient une
augmentation de I'intensité de fluorescence de la GFP rendant difficile voire impossible
la distinction entre les LyGFP->% et GFPHig" (Figure 55.A). Il existait aussi une

augmentation de la fluorescence intracellulaire de ZAP-70 (Figure 55.B).

A ce stade, les deux hypothéses étaient que la stimulation des LB entrainait soit
une augmentation de l'autofluorescence, soit une augmentation de I'expression de
ZAP-70 (et donc de la GFP). Les LB stimulés des souris contrbles KI ZAP présentant
aussi une augmentation de l'intensité de la GFP et de ZAP-70 alors que ces cellules
n‘expriment pas la GFP/ZAP-70 plaidait en faveur de [I'hypothése d’une
autofluorescence augmentée suite a la stimulation (Figure 55. A et B). Toutefois, le
ratio de fluorescence de la GFP et de ZAP-70 des LB stimulés sur les LB
correspondants non stimulés, était globalement plus important chez les souris KI ZAP-
Mb1 (Figure 55.C et D) pouvant faire évoquer une part d’augmentation de synthése
de ZAP-70 dans les souris KI ZAP-Mb1.

Nous avons donc voulu vérifier rétrospectivement si ce phénomeéne avait aussi
été observé dans les expériences de stimulation des LB triés CD43" du modéle Ki
Trib1-Mb1 qui utilisait la méme construction génique. Ainsi, bien que I'ensemble des
combinaisons de stimuli n‘aient pas pu étre comparées, il existait aussi, pour les
mémes temps d’incubation et les mémes concentrations en anti-IgM et en LPS, une
augmentation de l'intensité de la GFP dans le modéle Kl Trib1-Mb1 avec un ratio GFP
B stimulés/B non stimulés plus important pour les souris Kl Trib1-Mb1
comparativement aux contrdles Kl Trib1. Ceci était toutefois moins marqué que dans

notre modéle (figure 55.E).
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Figure 55. Modifications de I'autofluorescence de la GFP et de ZAP-70 sous différentes
stimulations des LB spléniques triés dans les modéles Kl ZAP-Mb1 et Kl Trib1-Mb1

A et B) Exemples d’'images de cytométrie en flux

C et D) Comparaison des ratios de MIF de la GFP et de ZAP-70 sur les cellules non stimulées
correspondantes, entre les LB des souris KI ZAP et KI ZAP-Mb1

E) Comparaison des ratios de MIF de la GFP entre les LB des souris Kl Trib1 et Kl Trib1-Mb1

ns : non significatif ; * : p < 0,05 (test de Mann-Whitney)
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Ainsi, pour les stimulations in vitro, afin de pouvoir clairement discriminer
I'éventuel impact de l'intensité basale de I'expression de ZAP-70 dans les LB dans les
souris KI ZAP-Mb1, de méme que précédemment, nous avons comparé des SoZAPHiah

(n = 3) et des S0ZAP-*¥ (n = 3) & 6 souris contréles KI ZAP du méme age.

Pour cette expérience nous avons pu obtenir 2 groupes tres distincts en termes
d’intensité d’expression de ZAP-70, les SoZAP"9" ayant une proportion de LyGFPHish
> 80 % des LyGFP Totale et les SoZAP-°" une proportion de LyGFPHd9"< 10 % des
LyGFP Totale

Au total, nous avons conclu que I"augmentation de fluorescence observée
de la GFP (et de ZAP-70) suite aux différentes stimulations était plus
probablement le reflet d’'une autofluorescence plus importante et non d’une

augmentation de la synthése de ZAP-70.

(2) MARQUEURS D’ACTIVATION PRECOCE

Apreés 48h de stimulation, I'expression conjointe des marqueurs d’activation
CD69 et CD86 a la surface des LB triés (CD43") B220*CD19* a été mesurée par

cytométrie en flux.

Les SoZAPHigh présentaient un enrichissement significatif en cellules
CD69*CD86" pour I'ensemble des conditions de stimulation mais aussi a I’état
basal (NS) comparativement aux Kl ZAP, et la méme tendance était observée

comparativement aux SoZAP-*" (p = 0,09) (Figure 56).

A I'exception de la stimulation par LPS, les proportions de LB doubles

positifs étaient par contre comparables entre les SoZAP-°" et Kl ZAP.
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Figure 56. Etude par cytométrie en flux de I’activation des LB spléniques triés stimulés 48h in
vitro.

Proportion de B220+CD19+ spléniques tries (CD43-) doubles positifs CD69+CD86+ selon les
différentes conditions de stimulation.

NS : non stimulées ; ns : non significatif ; * : p < 0,05 ; **: p < 0,01 (test de Mann-Whitney)

(3) PROLIFERATION CELLULAIRE

Apres 90h de stimulation par anti-lgM + agoniste du CD40 + IL-4, la prolifération
cellulaire B a été évaluée par cytométrie en flux sur la proportion de cellules

B220*CD19" ayant incorporé de la BrdU présente dans le milieu de stimulation.

Une condition de cellules NS sans BrdU dans le milieu de culture (Ac anti-BrdU
seul) a été utilisée comme contrdle interne négatif permettant de définir un seuil de

positivité pour la BrdU (Figure 57.A).

A I'état basal NS, il existait une prolifération spontanée des LB significativement
plus importante dans les souris KI ZAP-Mb1. Ceci était le reflet des SoZAPH9" car la
prolifération spontanée des LB issus des SoZAP°¥ était par contre comparable a celle
des controles Kl ZAP (Figure 57.B).
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Aprés stimulation, les LB des SoZAPHd" conservaient une prolifération
significativement plus marquée que ceux de Kl ZAP (p = 0,008) mais aussi que ceux
des SoZAP-" (p = 0,009).
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Figure 57. Etude par cytométrie en flux de la prolifération des LB spléniques triés stimulés 90h
in vitro.

A) Stratégie de fenétrage et détermination du seuil de positivité pour la BrdU.

B) Proportion de B220+CD19+ spléniques triés (CD43-) BrdU+ sans et aprés stimulation.

Ac :anticorps ; NS : non stimulées ; ns : non significatif ; * : p < 0,05 ; ** : p< 0,01 (test de Mann-Whitney)
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(4) PRODUCTIONS D’'IG ET DIFFERENTIATON
PLASMOCYTAIRE

Les concentrations en IgG totales des surnageants de cultures ont été dosées
par ELISA aprés 72h de stimulation par LPS ou anti-IgM + agoniste du CD40 + IL-4
ou anti-lgM + agoniste du CD40 + IL-4 + IL-21 (I'IL-21 étant une cytokine majeure pour

la différentiation des LB en plasmocytes sécréteurs d’Ac) (Figure 58).

Les concentrations en IgM totales ont aussi été dosées de la méme maniére
mais seulement pour la stimulation par LPS, l'utilisation d’anti-IgM dans le milieu de

culture interférant avec le dosage des IgM totales.

Sur la méme expérience, les culots cellulaires ont été récupérés pour I'étude
par cytométrie en flux de la différentiation en plasmablastes et en plasmocytes de ces
cellules, pour les conditions non stimulées, LPS et anti-IgM + agoniste du CD40 + IL-
4 + |L-21 (Figure 59).

(A) 1G DANS LES SURNAGEANTS

Il n’était pas observé de différences de concentrations en IgG ou IgM totales en
I'absence de stimulation entre les LB des souris KI ZAP-Mb1, SoZAP-*", SoZAP"9" ou

des souris contrbéles Kl ZAP.

Il existait par contre une tendance a une réduction en IgG totales dans le groupe
des souris KI ZAP-Mb1 aprés stimulation par anti-lgM + agoniste du CD40 + IL-4 et
surtout par anti-lgM + agoniste du CD40 + IL-4 + IL-21 (p = 0,09 et p= 0,06
respectivement). Ces valeurs devenaient significatives concernant le sous-groupe

ZAP-¥ (p = 0,04 pour les deux stimulations), mais pas pour le sous-groupe ZAPHigh,

Apres stimulation par LPS, il n’était pas observé de différences pour les I1gG
totales entre les souris KI ZAP-Mb1, SoZAP¥, SoZAP"9" et les controles Kl ZAP,
mais il existait une réduction significative des IgM totales dans le groupe Kl ZAP-Mb1
totales (p = 0,008). Ceci était principalement le reflet des SoZAP-" (p = 0,02), seule

une tendance a la réduction étant observé pour les SoZAPHi9" (p = 0,08).
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(B)

DIFFERENTIATION PLASMOCYTAIRE

Comparativement aux souris Kl ZAP, sous anti-lgM + anti-CD40 + IL-4 + [L-21,

il était observé une augmentation significative de la proportion de plasmablastes dans

les SOZAP-°¥, et une augmentation des plasmocytes, mais non significative, a la fois
pour les SOZAP-" et les SoZAPHi9" (p = 0,09). Le contraire était observé sous LPS

avec une réduction plus marquée dans les SoZAP-% significative pour les

plasmablastes et avec une tendance pour les plasmocytes (p = 0,07).
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Figure 58. Dosages sériques par ELISA des IgG (A) et IgM (B) totales dans les surnageants de

cultures a 72h de LB spléniques triés

NS : non stimulés ; IL : interleukine ; LPS : lipopolysaccharide ; ns : non significatif ; *: p < 0,05; **: p

< 0,01 (test de Mann-Whitney)
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Figure 59. Différentiation plasmablastique et plasmocytaire aprés 72h de stimulation de LB

spléniques triés

A) Stratégie de fenétrage des plasmablastes (B220*CD138*IRF-4*) et des plasmocytes (B220
CD138*IRF-4%)

B) Proportion des plasmablastes et des plasmocytes par rapport au nombre total de cellules vivantes,
selon le type de stimulation et les groupes de souris

NS : non stimulés ; IL : interleukine ; LPS : lipopolysaccharide ; PB : plasmablastes ; PC : plasmocytes

ns : non significatif ; *: p < 0,05; **: p < 0,01 (test de Mann-Whitney)
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Au total, pris ensemble, les résultats des stimulations in vitro des LB spléniques

triés objectivent les points suivants :

- Un enrichissement en LB proliférant de fagon spontanée a I'état basal
chez les SoZAPH9" qui est conservé a 90h sous stimulation par anti-igM
+ agoniste du CD40 + IL-4

- Un enrichissement, chez ces mémes souris, en LB activés de fagon
spontanée a I’état basal, qui est conservé a 48h sous différents stimuli
BCR-dépendants et BCR-indépendants

- Etonnamment, la production d’lgG totales aprés stimulations BCR-
dépendantes est augmentée principalement dans le groupe des SoZAP-°%

- Une diminution de la production d’IgM totales par contre observée aprés
stimulation par LPS, la encore de fagon plus marquée dans le groupe des

souris SoZAPow

B) IMMUNISATIONS

Dans le but d’étudier in vivo la stimulation des LB médiée par les LT, des souris
agées de 6 mois ont été immunisées par de l'ovalbumine (OVA) qui est un

immunogéne T-dépendant, associée a de I'adjuvant de Freund.

En paralléle, d’autres souris du méme age ont été immunisées par du NP(0,3)-
LPS (NP) qui est un immunogéene T-indépendant permettant d’étudier cette fois-ci la

stimulation réponse des LB a une stimulation directe non médiée par les LT.

Les différentes souris disponibles pour ces expériences ayant globalement le
méme profil d’expression de ZAP (entre 40 et 60 % de LyGFPH9") nous n’avons pas

pu effectuer de sous analyses des SoZAP-" vs SoZAP"ia",
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(1) REPONSE AC TOTALE ET SPECIFIQUE DE L'AG

(A) OVALBUMINE + ADJUVANT DE FREUND

*ELISA

Les taux d’IgG et d’IgM totales a J7, J10 et J30 apres le début de 'immunisation
ne différait pas entre les souris KI ZAP-Mb1 et KI ZAP (Figure 60.A et B).

En regard des Ac spécifiques, il existait par contre une tendance a la réduction
de la production d’lgG anti-OVA dés J7 dans les souris KI ZAP-Mb1 (p = 0,07), qui
devenait significative a J10 (p = 0,01) pour étre a la limité de la significativité a J30
(p = 0,06) (Figure 60.C). Concernant l'isotype IgM, il existait une réduction de la
production d’IgM anti-OVA dans les souris KI ZAP-Mb1 uniquement a J30 (p = 0,03),

les taux étant comparables entre les 2 groupes de souris a J7 et J10 (Figure 60.D).

Apres ajustement des titres sur la concentration en Ig totale correspondante,
les résultats restaient superposables a ceux des titres seuls a I'exception d’une
différence plus marquée concernant I'hypo-IlgM anti-OVA a J30 dans les souris Kl
ZAP-Mb1 (p = 0,009) (résultats non montrés).

*ELISPOTs

Afin d’étudier, en paralléle de la quantité d’Ac produite, le réservoir de cellules
sécrétrices de ces Ac, des ELISPOTs IgG et IgM totales, ainsi qu’lgG et IgM
spécifiques anti-OVA ont été réalisés sur les splénocytes totaux a J30 lors du sacrifice

des souris pour analyse.

Il n’a pas été observé de différences concernant le nombre de cellules IgG* ou
IgM* entre les souris KI ZAP-Mb1 et KI ZAP, ce qui est cohérent avec les données

précédentes en ELISA pour les IgG et IgM totales a J30 (Figure 61.A).

Il n’existait pas non plus de différence concernant les cellules IgG* spécifiques
anti-OVA (Figure 61.B) alors qu’une hypo-lgG anti-OVA a la limite de la significativité
était observée pour les souris KI ZAP-Mb1 a J30 en ELISA (p = 0,06).
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Concernant l'isotype IgM, bien que cela ne soit pas significatif, il existait une
réduction en cellules IgM* spécifiques anti-OVA chez les souris KI ZAP-Mb1 (p = 0,09)
(Figure 61.B), ce qui est cohérent avec la réduction significative en IgM-anti-OVA a
J30 observée en ELISA.
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Figure 60. Dosages sériques par ELISA des IgG et IgM totales (A et B) ainsi que des Ig
spécifiques anti-OVA (C et D) aprés immunisations des souris KI ZAP-Mb1 et KI ZAP par de
I’ovalbumine et de I’adjuvant de Freund.

OVA : ovalbumine ; ns : non significatif ; *: p < 0,05 ; **: p < 0,01 (test de Mann-Whitney)
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Figure 61. ELISPOTSs IgG et IgM totales et IgG et IgM anti-ovalbumine a J30 aprés immunisations
des souris KI ZAP-Mb1 et KI ZAP par de I’ovalbumine et de I’adjuvant de Freund.
A) Nombre ce cellules IgG* ou IgM* pour 10° cellules totales.
B) Nombre ce cellules IgG* ou IgM* spécifiques de I'ovalbumine pour 5.10° cellules totales
OVA : ovalbumine ; ns: non significatif (test de Mann-Whitney)
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(B) NP(0,3)-LPS

*ELISA

A J7 de I'immunisation, il existait une hypo-IgM chez les souris KI ZAP-Mb1
(p = 0,02), et une tendance a une hypo-lgG (p = 0,08). Les taux étaient par contre

comparables a la fois en IgG et en IgM totales a J10 et J30 (Figure 62.A et B).

En regard des Ac spécifiques, aucune différence n’a été observée en termes de

titres d’lIgG ou d’IgM anti-NP entre les 2 groupes de souris (Figure 62.C et D).

Apres ajustement des titres sur la concentration en Ig totale correspondante,
les résultats restaient superposables a ceux des titres seuls pour les deux isotypes,
donc a une absence de différences entre les souris Kl ZAP et KI ZAP-Mb1 (résultats

non montrés).

*ELISPOTs

De la méme maniére que pour 'OVA, des ELISPOTs IgG et IgM totales, ainsi
qu’lgG et IgM spécifiques anti-NP ont été réalisés sur les splénocytes totaux a J30 lors

du sacrifice des souris pour analyse.

Il n’a pas été observé de différences concernant le nombre de cellules IgG* ou
IgM* entre les souris KI ZAP-Mb1 et KI ZAP, ce qui est cohérent avec les données en
ELISA pour les IgG et IgM totales a J30 (Figure 63.A).

Il n'existait pas non plus de différence concernant les cellules IgG* ou IgM*
spécifiques anti-NP (Figure 63.B) ce qui était aussi cohérent avec les données en
ELISA pour les IgG et IgM anti-NP a J30.
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Figure 62. Dosages sériques par ELISA des IgG et IgM totales (A et B) ainsi que des Ig
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Figure 63. ELISPOTs IgG et IgM totales et IgG et IgM anti-NP a J30 aprés immunisations des
souris KI ZAP-Mb1 et KI ZAP par du NP(0,3)-LPS.
A) Nombre ce cellules IgG+ ou IgM+ pour 105 cellules totales.
B) Nombre ce cellules IgG+ ou IgM+ spécifiques du NP pour 5.10° cellules totales
OVA : ovalbumine ; ns : non significatif (test de Mann-Whitney)
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(2) PROLIFERATION CELLULAIRE

Les souris en cours d'immunisation par de I'ovalbumine + adjuvant de Freund
ou par du NP(0,3)-LPS, ont regu de la BrdU par voie IP a J20 (1 mg en dose unique)

et par voie orale, diluée dans de I'eau de boisson (0,8 mg/L), de J20 a J30.

La prolifération cellulaire B a été évaluée par cytométrie en flux a J30 jour du

sacrifice sur la proportion de splénocytes B220* ayant incorporé de la BrdU in vivo.

Pour rappel, les différentes souris disponibles pour les expériences
d'immunisation ayant globalement le méme profil d’expression de ZAP (entre 40 et
60 % de LyGFP"i9") nous n’avons pas pu effectuer de sous analyses des SoZAP-*" vs
SoZAPHigh,

Toutefois, les résultats de cytométrie en flux permettant de distinguer clairement
les LyGFP" des LyGFP"9", une sous analyse de ces cellules a pu étre réalisée. La

stratégie de fenétrage est détaillée en figure 64.A.

(A) OVALBUMINE + ADJUVANT DE FREUND

La proportion de cellules B220*BrdU* parmi les LB B220* totaux des souris
controles Kl ZAP était comparable a celle au sein des LB B220* GFP Totale des souris
Kl ZAP-Mb1. Un discret enrichissement en cellules B220*BrdU* était par contre
observé parmi les LyGFP"9" comparativement aux LyGFP'°" mais ceci n’était pas
significatif (p = 0,09) (Figure 64.B).

(B) NP(0,3)-LPS

Il n’était pas observé de différence dans la proportion de cellules B220+BrdU+
parmi les LB B220" totaux des souris contrdles KI ZAP comparativement a celle au
sein des LB B220* GFP Totale des souris KI ZAP-Mb1, ni des LyGFP-" ou LyGFPHish
(Figure 64.C).
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Figure 64. Etude par cytométrie en flux de la prolifération des LB spléniques in vivo a J30 aprés
immunisations par de I'ovalbumine + adjuvant de Freund ou du NP(0,3)-LPS.

A) Stratégie de fenétrage pour I'étude des cellules B220+BrdU+

B) Proportion de B220*BrdU* aprés stimulation par ovalbumine + adjuvant de Freund

C) Proportion de B220*BrdU* aprés stimulation par NP(0,3)-LPS

ns : non significatif (test de Mann-Whitney)

Au total, aprés immunisations, I’expression de ZAP-70 dans les LB est associée

a:

Une réduction de la production d’Ac spécifiques anti-OVA
o Globale et précoce (dés J7) concernant les IgG

o Plus tardive (a J30) concernant les IgM

Une tendance a la réduction du nombre de cellules IgM+ spécifiques de
FOVA

Une production conservée des Ac et cellules spécifiques anti-NP
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6. SIGNALISATION DU BCR

Au cours de la LLC, I'expression de ZAP-70 dans les LB tumoraux est associée

a une sensibilisation du BCR.

Notre modéle murin exprimant ZAP-70 dans les LB normaux présente aussi une
hyper prolifération cellulaire B mais aussi un état d’hyperactivation de ces cellules,

sous différentes stimulations, dont celle médiée par le BCR.

Toutefois, a ce jour, le role mécanistique de ZAP-70 dans I'hypersignalisation

du BCR reste totalement inconnu.

Ainsi, dans notre modéle murin, nous avons tenté d’étudier les conséquences
fonctionnelles de I'expression de ZAP-70 in vivo sur les voies de signalisation du BCR

et I'activation des LB non tumoraux.

A) FLUX CALCIQUE INTRACELLULAIRE

La signalisation calcique intracellulaire est un marqueur d’évaluation globale de
I'activation cellulaire, qui peut étre notamment médiée par la stimulation du BCR
(Figure 65).

Nous avons ainsi cherché a identifier si les LB KI ZAP-Mb1 présentaient une

augmentation du flux calcique intracellulaire suite a la stimulation du BCR.

Pour cela, le niveaux de calcium intracellulaire des LB spléniques triés de souris
Kl ZAP-Mb1 et des souris KI ZAP a été mesurés par cytométrie en flux aprés
stimulation par un anticorps anti-IgM, a l'aide d’une sonde fluorescente Indo-1
émettant a une longueur d’'onde différente selon sa liaison ou non au calcium (liée :

405 nm, non liée : 485 nm).
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Figure 65. Signalisation calcique BCR-dépendante et sa régulation (adapté de Feske, Clin
Immunol 2010)

La liaison d’un antigéne au BCR provoque la phosphorylation de la PLC-y2 par SYK et BTK qui
hydrolysent les phospho-inositides membranaires, dont le PIP2, aboutissant a la formation de deux
seconds messagers, le DAG et 'P3. Ce dernier se lie a son récepteur situé sur le REG provoquant la
libération du calcium stocké dans cet organite vers le cytoplasme cellulaire. La baisse du calcium dans
le REG active la protéine STIM1 qui permet I'entrée de calcium dans la cellule en activant des canaux
CRAC membranaires (ORAI1). La calmoduline lie les ions Ca?*, change de conformation et interagit
avec la calcineurine. Cette derniére déphosphoryle le facteur de transcription qui change alors de
conformation ce qui permet sa translocation nucléaire. CD22 et FcyRIIB agissent tous deux en inhibant
I'activation de SYK, de la PLC-y2 et de la PI3K. La signalisation du BCR est modulée positivement par
le complexe CD19/CD21/CD81 qui active la PI3K, qui elle-méme active indirectement la PLC-y2.

Concernant les souris KI ZAP-Mb1, a l'instar des stimulations in vitro, nous
avons pu obtenir deux groupes de souris trés distincts en termes d’intensité
d’expression de ZAP-70: SoZAPHd" (LyGFPH9" > 80 % des LyGFP Totale) et
SoZAP-% (LyGFPHigh < 10 % des LyGFP Totale).

Apres stimulation du BCR, on observait une augmentation franche du flux
calcique (ratio de fluorescence de la sonde liée/fluorescence de la sonde non liée)
dans les LB des SoZAPH9" comparativement aux LB Kl ZAP mais aussi
comparativement aux LB des SoZAP-" (Figure 66.A et B).

Aprées normalisation (rapport de la médiane des pics de fluorescence sur la ligne
de base avant stimulation par I'anti-IgM), ces différences visuelles étaient significatives
(p = 0,009 et 0,02 respectivement) (Figure 66.C).
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Figure 66. Flux calcique intracellulaire des LB spléniques triés (CD43-) par cytométrie en flux
aprés stimulation du BCR

A et B). Exemples représentatifs des différentes expériences : ratio de fluorescence de la sonde Indo-1
ayant lié le calcium (longueur d’onde : 485 nm) sur la fluorescence de la sonde non liée (longueur
d’'onde : 405 nm), en fonction du temps, avant et aprés stimulation par anti-IgM, pour les LB des souris
Kl ZAP, KI ZAP-Mb1 et des SoZAPM9" et SoZAP-v.

C) Ratios du pic du flux calcique aprées stimulation par anti-IgM sur la ligne basale avant stimulation

ns : non significatif ; *: p < 0,05; **: p< 0,01 (test de Mann-Whitney)

B) ETUDE PAR WESTERN BLOT DE LA PHOSPHORYLATION
: DES VOIES DE LA SIGNALISATION DU BCR

Apres stimulation par un anticorps anti-lgM de LB spléniques triés (CD43") issus
de souris KI ZAP-Mb1 et KI ZAP, les extraits protéiques totaux de ces cellules ont été
récupéerés a différents temps pour l'analyse par Western blot du statut de
phosphorylation des protéines suivantes : SYK, AKT, ERK et IkB.

Un schéma simplifié résumant les différentes voies de signalisation du BCR

impliquant ces protéines est proposé en figure 67.
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Figure 67. Schéma récapitulatif simplifié des voies de signalisation du BCR étudiées par Western
blot dans notre modéle.

Le statut de phosphorylation des protéines suivantes a été étudié par Western blot aprés stimulation du
BCR : SYK, AKT, ERK et IkB

Du fait des résultats précédents montrant des différences phénotypiques et de
réponse aux stimulations principalement dans les souris exprimant fortement ZAP-70
dans leurs LB, nous avons comparé pour le moment et en premiére intention, le statut
de phosphorylation des voies du BCR uniquement entre les SoZAPHi9" et les souris
controles Kl ZAP.

Les résultats sont pour le moment préliminaires et purement descriptifs, basés

sur un nombre trés limité de souris (n = 2 pour SYK AKT, et ERK ; n = 1 pour IkB).

Concernant SYK, sa phosphorylation basale est comparable entre les deux
groupes de souris, mais il est observé une phosphorylation moins intense dans les LB
des SoZAPHidgh aprés 1 min de stimulation par I'anti-IgM, ceci se maintenant a 3, 5 et
10 min pour ensuite retrouver globalement le niveau des LB des souris KI ZAP (Figure
69.A)

Le faible effectif, associé aux variations de résultats, ne permettaient pas
d’observer de tendances a des différences nettes de phosphorylation de ERK et d’AKT

entre les deux groupes de souris (Figure 69.B et C).
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Concernant |kBa, les LB des SoZAPM9" présentaient une phosphorylation
basale moins importante que les LB KI ZAP (Figure 69.D). Ceci ne semblait pas da a
une quantité moindre de protéine totale comme en attestaient les taux comparables
entre les deux groupes a I'état basal (Figure 69.E). Apres stimulation par I'anti-IgM, la
phosphorylation d’lkBa augmentait dans les deux groupes avec un pic a 1 min, toute
en restant moindre dans les LB des SoZAP"9". Ceci s’inversait a partir de 10 min, la
phosphorylation persistant jusqu’a 30 minutes dans les LB des SoZAPHd" mais
diminuant dés 3 min de stimulation dans les LB des souris KI ZAP (Figure 69.D). Ces
résultats, bien que limités, sont en adéquation avec la réduction progressive paralléle
du taux de protéine totale correspondante, qui est plus tardive dans les LB des
SoZAPHigh cette réduction du taux protéique reflétant la dégradation physiologique de

la protéine par le protéasome suite a sa phosphorylation (Figure 69.E).
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Figure 68. Statut de phosphorylation des principales protéines impliquées dans la signalisation
du BCR a I'état basal et aprés stimulation du BCR

Des LB spléniques triés (CD43") de SoZAPH9" et contréles Kl ZAP ont été stimulés par anti-IigM
(5 ug/mL). Les lysats protéiques ont été analysés a 1, 3, 5, 10 et 30 min par Western blot en utilisant
des anticorps anti-phospho-SYK (A), -ERK (B), -AKT(C), -IkBa (D) et anti-IkBa total (E). L’intensité de
la bande de la protéine phosphorylée a été rapportée a l'intensité de la bande de la protéine totale
correspondante ou de I'actine (logiciel ImagedJ). NS : non stimulés
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C) ETUDE DE LA PHOSPHORYLATION DE ZAP-70 PAR
: IMMUNOPRECIPITATION

La aussi, les résultats sont préliminaires, portant sur une seule SoZAP"9" et

une seule souris contréles Kl ZAP testées a ce jour.

Des LB spléniques triés (CD43") de cette souris ont été stimulés avec un
anticorps anti-IgM. La protéine ZAP-70 a ensuite été immunoprécipitée a I'aide d’'un
anticorps anti-ZAP-70 et sa phosphorylation étudiée par Western blot a I'aide d’'un
anticorps anti phosphotyrosines, a différents temps (Figure 70.A et B). L’intensité de
phosphorylation de ZAP-70 a été rapportée au taux de protéine totale correspondante

pour chaque temps

Ainsi, il existait une phosphorylation de ZAP-70 a I'état basal qui, aprés
stimulation du BCR, augmentait dés 1 min pour un maximum a 3’ pour tendre a

diminuer a 5 minutes (Figure 70.C).
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Figure 69. Phosphorylation de ZAP-70 aprés stimulation du BCR

Des LB spléniques triés (CD43") d'une SoZAPH9" et d’une souris controle KI ZAP ont été stimulés par
anti-IgM (5 pg/mL) et analysés a 1, 3, et 5 minutes. ZAP-70 a été immunoprécipitée puis le produit a
été analysé par Western blot en utilisant un anticorps anti-phosphotyrosines (A) puis un anticorps anti-
ZAP-70 (B), comme contréle de limmunoprécipitation. L’intensité de la bande de la protéine
phosphorylée a été rapportée a l'intensité de la bande de ZAP-70 correspondante (logiciel ImagedJ) (C).
Un extrait protéique immunoprécipité de LT stimulés par anti-CD3 (1 ug/mL) et anti-CD28 (5 ug/mL) a
été utilisé comme controle positif. Un extrait protéique immunoprécipité de LB Kl ZAP non stimulés et
un extrait protéique de LB Kl ZAP-Mb1 auquel ont été ajoutées les billes sans I'anticorps anti-ZAP-70
ont été utilisés comme contrdles négatifs.

kDa : kilo dalton ; Ac : anticorps, IP : immunoprécipitation ; NS : non stimulés
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Au total, la stimulation du BCR des LB spléniques triés exprimant ZAP-70
était associée a une augmentation significative du flux calcique intracellulaire
dans les LB des SoZAP"i9" mais pas dans les LB des SoZAP-°"

Les résultats des statuts de phosphorylation sont préliminaires mais peuvent

suggérer qu’il existe dans les LB des SoZAPHigh aprés stimulation du BCR :

- Une possible hypophosphorylation de SYK
- Un possible retard de phosphorylation de la voie IkB

- Une possible hyperphosphorylation précoce de ZAP-70, maximale a 3 min

7. CONCLUSIONS DE LA PARTIE MURINE

Notre modéle murin est le premier a exprimer de maniére conditionnelle ZAP-
70 dans les LB, dés le stade proB, permettant ainsi I'’étude in vivo des conséquences

fonctionnelles de cette expression sur les LB et ce, dés I'ontogénie précoce.

Les principales altérations phénotypiques et fonctionnelles observées sont

résumeées dans le tableau 18.

Le modele est valide et de fagon étonnante, il est observé 2 profils bien distincts
d’intensité d’expression de ZAP-70 et de la protéine rapporteuse GFP par les LB :

LyGFP" et LyGFPHis" en proportions variables et non prévisibles selon les souris,

D’un point de vue physiologique au niveau d’un organisme entier, nous avons
ainsi privilégié, quand cela était possible, la comparaison non pas des LB entre eux
selon l'intensité d’expression de la GFP, mais plutdt les souris selon leur proportion de
LyGFPHi9" en définissant les SoZAP-" (LyGFPHi9" < 50 % des LyGFP Totale) et les
SoZAPH9" (LyGFPHi9" > 50 % des LyGFP Totale).
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Ainsi, bien que les souris de ce modele ne développent pas de signes de
lymphoprolifération, elles partagent tout de méme quelques caractéristiques
communes avec la LLC, telles qu’'une hypo-IgG et hypo-IgM, et la production d’IgM et
d’'IgG circulant autoréactifs. Ces LB ZAP-70* sont aussi enrichis en cellules activées
et proliférantes a I'état basal hors stimulation, ceci se maintenant sous diverses
stimulations, notamment impliquant le BCR, pouvant refléter une hypersignalisation

précoce du BCR suite a sa stimulation.

D’autre part, il semble exister un blocage partiel du switch isotypique et une
réduction des LB des centres germinatifs a I'état basal, ce qui est cohérent avec le

déficit observé en IgG et IgM totales.

Il est a noter que I'ensemble de ces éléments était principalement observé pour
les SoZAPHieh  renforgant I'hypothése d’altérations induites en rapport avec
'expression de ZAP-70 mais surtout en lien avec l'intensité d’expression de cette

protéine. Ceci sera discuté dans le chapitre suivant.
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Tableau 18. Principales altérations phénotypiques et fonctionnelles du modéle murin Kl ZAP-Mb1

A) Comparaisons phénotypiques a I'état basal et des stimulations in vitro entre les souris KI ZAP et les souris KI-ZAP-Mb1 selon la proportion de LyGFP"ih:
SoZAPLov (LyGFPHi9" < 50 % des LyGFP Totale) et SoZAP"is" (LyGFPHis" > 50 % des LyGFP Totale)
B) Comparaisons des réponses anticorps aprés immunisations entre les souris Kl ZAP et les souris KI-ZAP-Mb1 (les différentes souris disponibles au moment
de ces expériences ayant globalement le méme profil d’expression de ZAP (entre 40 et 60 % de LyGFP"9") la comparaison des sous-groupes SoZAPL" vs
SoZAPH9" n’a pu étre effectuée)
C) Principales différences phénotypiques a I'état basal entre les LyGFP™" et les LyGFPH9", et comparaison aux LB Kl ZAP de la différenciation des LyGFP-o"
et des LyGFP"9" aprés immunisations
NS : non stimulés ; CG : centres germinatifs ; ZM : zone marginale ; OVA : ovalbumine ; CSA : cellules sécrétrices d’anticorps

A

Phénotypage état basal Stimulations in vitro B triés
Immatures Mat.t.lres switchés| €6 Bla B2 [IgG totales’][[lgM totales] 1gG et'/ou .IgM Prolifération Activation [1gG totales] ][IgM totales]
naifs Sérum autoréactives (Brdu) CD69+CD86+ Flux Ca Surnageants
Souris ZAP“" AR Ny o N “ o N N © o < < 2 N
Souris ZAP" 2 N N NY N 2 N N 2 2 2 2 N
Aussi pour NS
Commentaires M2/M4 >M12 A.g n‘uclealres Aussi pour NS + BCR-dépendantes
principalement +BCR-
indépendantes
Immunisations
OVA + FREUND NP(0,3)-LPS
Ig CSA Ig CSA
IgG IgM IgG IgM 1gG IgM 1g8G IgM
- . - - Spécifiqu Spécifiqu Spécifiqu Spécifiqu
Totales |Spécifiques| Totales |Spécifiques| Totales |Spécifiques| Totales |Spécifiques| Totales o Totales o Totales o Totales o
. 4 N 4 N « 4 « N « 4 « N 4 4 (4 4
Souris ZAP Totales
J10etJ30 J30 17
Phénotype état basal Immunisations
Apoptose médullaire M OVA + FREUND NP(0,3)-LPS
ProB I PréB I Immatures | Matures Switchés| CG  |Switchés| CG
LB GFP*" NA <« &« & & &
LB GFp'ie" Y N N - A 7 & 2 2
Comparaison Low vs High Vs LB KI ZAP
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V. DISCUSSION ET

PERSPECTIVES
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L’expression de ZAP-70 n’est pas restreinte aux LT, NK et aux LB LLC. Les
résultats initiaux du projet avait en effet permis de d’identifier qu’une fraction des LB
non tumoraux des patients atteints de LLC exprimaient aussi ZAP-70, et que l'intensité
de cette expression était corrélée positivement a celle dans les LB tumoraux. Il existe
ainsi dans la LLC quatre grandes populations de LB : tumoraux CD5", pouvant étre
ZAP-70" ou ZAP-70, et non tumoraux résiduels CD5 pouvant étre aussi ZAP-70* ou
ZAP-70.

Toutefois, a ce jour, il n’existe aucune donnée concernant la caractérisation et
le r6le des LyB non tumoraux CD5ZAP-70" dans la LLC.

Nous avons vu que l'expression de ZAP-70 ds les cellules tumroales est
corrélée a une hypersignalisation de la voie du BCR, a une prolifération cellulaire
accrue et que les LB non tumoraux sont a l'origine de la production des auto-Ac

polyclonaux responsables des CAl dans la LLC.

Notre travail, portant d’'une part sur les LB CD5-ZAP-70+ de patients atteints de
LLC et d’autre part sur un modéle murin original, exprimant de maniére conditionnelle
ZAP-70 dans les LB dés le stade proB, a permis d’étudier pour la premiére fois les
conséquences fonctionnelles ex vivo et in vivo de I'expression de ZAP-70 sur les LB
et d’apporter des éléments de réponse novateurs aux interrogations initiales

suivantes concernant les LB non tumoraux ZAP-70" :
Du point de vue oncologique :

e Ces LB partagent-ils des caractéristiques communes moléculaires avec le clone
tumoral correspondant, pouvant suggérer que ces LB soient des cellules
précancéreuses ?

e La surexpression précoce de ZAP-70 dans les LB prédispose-t-elle a la

survenue d’'une lymphoprolifération B maligne in vivo ?

283



Du point de vue immunitaire :

e Ces LB sont-ils autoréactifs, pouvant suggérer qu’ils soient a l'origine de la
production des Ac polyclonaux responsables des CAl dans la LLC ?
e La surexpression précoce de ZAP-70 dans les LB prédispose-t-elle a la

survenue de manifestations auto-immunes in vivo ?

Ainsi, les données de la partie humaine ont permis de confirmer tout d’abord que
les LB non tumoraux CD5ZAP-70* sont bien polyclonaux et sans lien moléculaire
avec le clone tumoral correspondant. Ces LB sont principalement mutés par
pression de sélection antigénique variée avec une absence de stéréotypie de leur
BCR. Enfin, il semblerait que ces LB non tumoraux CD5ZAP-70* présentent
toutefois un enrichissement en BCR autoréactifs (réactivité anti-nucléaire et/ou

polyréactivité) mais ceci reste a confirmer sur un plus large panel.

Les résultats de la partie murine ont montré qu’une forte expression de ZAP-
70 est associée a un avantage sélectif médullaire des LB, un enrichissement en
LB de la ZM, ainsi qu’a un blocage partiel de la maturation et de la différentiation
périphérique : augmentation des LB immatures, réduction des LB matures naifs,
des LB des centres germinatuifs, des LB matures switchés et réduction des IgG

et IgM totales sériques.

La forte expression de ZAP-70 est aussi associée a un enrichissement en IgG
et IgM sériques autoréactives, une hyperactivation et une prolifération
augmentée des LB suite a la stimulation du BCR, mais aussi a une capacité

augmentée de ces LB a s’activer sous des stimuli BCR-indépendants.

Dans cette partie, nous discuterons tout d’abord dans des sous-chapitres
différents points techniques et les principaux résultats ci-dessus, puis nous
terminerons par une synthése générale exposant les points discordants concernant

les conséquences de I'expression de ZAP-70 dans notre modéle murin.
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Détection de ZAP-70 par cytométrie en flux pour le statut des patients LLC ZAP-
70*

Concernant les LB humains non tumoraux ZAP-70*, il était crucial pour
I'interprétation des résultats de disposer d’'une technique fiable et reproductible
permettant de distinguer ces cellules des LB non tumoraux ZAP-70" d’une part, et des
LB LLC ZAP-70* d’autre part.

Diverses techniques de détection et de quantification de I'expression de ZAP-
70 ont été proposées, telles que la PCR quantitative temps réel, 'immunohistochimie,
le Western blot ou encore la cytométrie en flux (Crespo et al., 2003; Wiestner et al.,
2003).

L’'immunohistochimie, principalement utilisée sur coupes de moelle osseuse,
est une technique assez facile et peu onéreuse, mais limitée d'une part par
I'accessibilité du matériel organique, les explorations médullaires étant peu fréquentes
dans la LLC, et d’autre part par le caractere non quantitatif de la méthode de détection
et son interprétation subjective. Le Western blot est une méthode longue et
compliquée, nécessitant une isolation pure des différentes populations cellulaire au
préalable. La PCR quantitative temps-réel est sensible et précise pour la détection de
I'expression de Zap-70, mais reste chére et surtout, de méme que pour le Western
blot, nécessite I'isolement pur des LB afin d’éviter la contamination par des LT/NK qui
sont ZAP-70". La cytométrie en flux reste a ce jour la méthode la plus facile et la plus
utilisée en pratique clinique pour la détection de ZAP-70. En effet, c’est une technique
simple et peu onéreuse, permettant de distinguer I'expression de ZAP-70 de fagon
séparée dans les différentes populations (LB LLC, LB normaux, LT, LK) sans tri

préalable.

Pour toutes ces raisons, la technique de choix retenue pour la détection
des LB ZAP-70* dans notre projet a été la cytométrie en flux. Toutefois, la méthode
de détection n’est toujours pas standardisée a ce jour, les résultats pouvant varier
selon : i) les kits de fixation/perméabilisation de ZAP-70 ; ii) 'Ac et le fluorochrome
utilisé ; iii) la stratégie de fenétrage des différentes populations cellulaires et surtout iv)

le seuil de positivité utilisé pour la définition de la positivité pour ZAP-70.
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Le type de prélevement et les conditions de stockage des cellules
préalablement au marquage de ZAP-70 ont aussi une influence. Ainsi, I'expression de
ZAP-70 étant significativement modifiée en présence d’anticoagulant si I'analyse est
effectuée au-dela de 24h apres le prélévement (Best et al., 2006; Letestu et al., 2006)
pour I'ensemble des patients, les PBMC ont été isolées par centrifugation par gradient
de densité puis immédiatement congelées a -80°c a partir des tubes EDTA contenant
le sang total des patients au maximum dans les 12h suivant le prélévement.
L’ensemble des analyses de I'expression de ZAP-70 des LB CD5  ayant été faite a
partir de PBMC congelés et son expression ne semblant de toute fagon pas différer
entre les cellules fraiches ou congelées (Orchard et al., 2004), cet éventuel biais

d’analyse était trés limité dans notre étude.

Le clone utilisé pour le marquage de ZAP-70 tout au long de notre projet
a été le méme pour la partie humaine et murine (1E7.2, BD Bioscience). |l reconnait
un épitope conservé a lintérieur du domaine tyrosine kinase et a été développé
spécifiquement pour la cytométrie en flux, ce qui n’est pas le cas pour d’autre Ac
monoclonaux reconnaissant anti-ZAP-70 (Best et al., 2006). Ce clone présente aussi
une des meilleure résolution discriminative disponible entre les cellules ZAP-70*
et ZAP-70" (Shankey et al., 2006). De plus, pour le dépistage des LLC ZAP-70*, nous
avons utilisé le kit de fixation/perméabilisation FACS Lysing Solution (BD
Bioscience) qui est recommandé pour la meilleure efficience avec I'Ac

monoclonal correspondant (Bekkema et al., 2008).

Nous avons choisi de définir le seuil de positivité pour ZAP-70 dans les LB CD5"
et CD5" en fonction du contrdle isotypique (moins de 0,5 % de LB LLC ZAP-70%) (Durig
et al., 2003; Orchard et al., 2004) pour plusieurs raisons. Tout d’abord, il est plus
difficile de se baser sur un seuil de MIF car celui-ci est sujet a des variations entre les
différentes expériences et doit ainsi plutét étre utilisé dans un ratio de MIF sur un
contrdle interne qu’en tant que valeur individuelle indépendante. D’autre part, le choix
du contréle interne est primordial car I'expression de ZAP-70 peut varier dans les
autres populations. En effet, des données ancillaires au début de notre projet ont
montré qu’il existait une corrélation positive de 'intensité d’expression de ZAP-70 entre

les LB tumoraux et les LB non tumoraux. De plus, il était observé que les LT des
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patients atteints de LLC exprimaient aussi plus fortement ZAP-70 que les LT de sujets
contréles. Ceci a aussi été montré dans une étude récente (Rizzo et al., 2013),
confirmant que I'évaluation de I'expression de ZAP-70 dans les LB LLC basée sur les
différents ratio T/B pour chaque patient n’était pas fiable, que cela soit en termes de
pourcentages (Crespo et al., 2003), de MIF (Rossi et al., 2010), ou bien de médianes
(Bakke et al., 2006). L’approche par MESF (molecule of equivalent soluble
fluorochrome) pourrait représenter une alternative intéressante pour la quantification
de I'expression de ZAP-70, basée sur la comparaison avec une courbe étalon (Chen
et al.,, 2007; Kay et al., 2006). Toutefois, le peu de données publiées avec cette
méthode malgré le recul laisse suggérer que son utilisation n’est pas si pertinente ou
aisée. Ainsi, le seuil de contréle isotypique sur LB LLC nous a paru le meilleur
compromis pour la quantification de I’expression de ZAP-70 dans les LB

tumoraux et surtout non tumoraux.

Utilisation d’une RT-PCR spécifique ZAP-70 pour I'étude du répertoire et

production des Ac monoclonaux

La stratégie initiale de tri des LB non tumoraux ZAP-70"* directement en pools
cellulaires par cytométrie en flux comportait 'avantage d’étre plus simple et moins
couteuse en temps et financieérement que le tri sur cellule unique hors marquage ZAP-
70. Malheureusement, nous nous sommes heurtés a de trés importantes difficultés
techniques d’amplification des IGHV et IGLV. Ceci était inattendu car le kit d’extraction
d’ARN et les amorces utilisées étaient pourtant théoriquement adaptées pour tissus
fixés. La possibilité d’amplification de la B-actine par RT-PCR sur ces mémes cellules,
bien que moins efficiente que sur cellules non fixées/perméabilisées, plaidait pour un
manque de sensibilité de la technique, liée non pas a la dégradation des ARN ou un
échec de la transcription inverse, mais aux amorces et/ou aux conditions des PCR1/2.
Le facteur responsable le plus évident était probablement une persistance partielle de
la liaison du formaldéhyde sur les acides nucléiques, empéchant la fixation correcte

des amorces et 'amplification de 'ADNc. La quantité d’ARN codant pour la B-actine
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étant physiologiquement plus importante que celle des chaines lourdes et Iégéres des
Ig, ceci peut aussi expliquer la difficulté sélective de 'amplification de ces séquences

géniques.

Devant cette impasse technique, nous avons réussi a réduire la quantité de
formaldéhyde par quatre tout en gardant un marquage discriminant de ZAP-70. Ceci
n’a malheureusement pas suffit a augmenter la sensibilité de la PCR avec les amorces
adaptées sur cellules fixées/perméabilisées. Bien que permettant I'obtention de
meilleurs résultats d’amplification, l'utilisation d’amorces, plus sensibles, capables
d’amplifier des séquences d’'lg sur ADNc synthétisé a partir de cellule unique, donc a
partir d’'une quantité extrémement faible d’ADN, n’a hélas pas non plus permis des

résultats fiables et reproductibles selon les expériences.

Ainsi, le recours a été de d'éviter I'étape du formaldéhyde afin de pouvoir
secondairement amplifier plus facilement les segments de génes des Ig, mais ceci
impliquait donc de se passer de I'étape permettant le dépistage rapide par cytométrie
en flux des LB ZAP-70* au profit d’'un dépistage par RT-PCR sur cellules uniques
CD19*CD5% triées préalablement par cytométrie en flux. Cette technique était longue,
difficile et couteuse car elle nécessitait le dépistage d’'un grand nombre de LB CD5, la

majeure partie de ces cellules étant ZAP-70".

Des LT de patients LLC triés en cellule unique ont été initialement utilisés
comme contréle positif pour la mise au point de la RT-PCR ZAP-70 sur cellule unique
dans notre laboratoire. Bien que I'amplification de Zap-70 soit de 100 % sur ces
cellules, nous ne pouvons exclure que seules les cellules exprimant fortement ZAP-70
soient détectées par notre technique. Ainsi, nous ne pouvons pas conclure de fagon
certaine qu’une cellule unique est bien ZAP-70" si la PCR est négative, cette cellule
pouvant étre en deca du seuil de détection de la PCR (ZAP-*") ou bien ZAP-70-.

Les premiéres bandes d’intéréts obtenues correspondant a I'amplification des
ARNmM de Zap-70 ont été séquencées afin de vérifier ’homologie et la fiabilité de notre
RT-PCR spécifique sur cellule unique. Il a ainsi été observé une homologie de 100 %
avec la séquence de Zap-70 antérieurement décrite dans les LT, ce qui est en accord
avec les données de la littérature indiquant que les LT et les LB (de LLC et non

tumoraux) utilisent le méme géne Zap-70, qui est aussi identique a celui de la
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séquence originale déposée dans les banques de données (Cutrona et al., 2006;
Rosenwald et al., 2001). De plus, notre équipe avait confirmé que 'ARNm amplifié de
Zap-70 dans les LB CD5" correspondait bien a celui de la classique isoforme1 et non
a la forme tronquée TZK (truncated ZAP kinase) dans laquelle il manque les domaines

SH2 et une partie de l'interdomaine B (Kuroyama et al., 2004).

Il est a noter que notre équipe est la premiére a notre connaissance a avoir
réussi a détecter I’expression de Zap-70 par RT-PCR sur cellule unique et de

plus dans des LB non tumoraux.

Vérification de I’absence de contamination par le clone tumoral

Un autre aspect important pour I'interprétation correcte des résultats de la partie
humaine du projet était de s’assurer que les LB non tumoraux CD5. exprimant
ZAP-70 n’étaient pas le reflet d’'une contamination par un contingent du clone

tumoral correspondant qui aurait perdu en partie I’expression du CD5.

Pour limiter ce risque, le tri cellulaire des LB (CD19*) s’est effectué selon
l'intensité d’expression de CD5, avec la sélection des LB bien en deca du seuil de
positivitt pour CD5 concernant les LB non tumoraux et au contraire CD5Mign
concernant les LB LLC. De plus, les résultats initiaux des tris cellulaires avec cette
méthode avaient objectivé que LB CD5 exprimaient plus fortement CD19 et la chaine
légere de surface comparativement aux LB CD5", et surtout que ces LB CD5" étaient
polyclonaux, avec un ratio ratio kappa/lambda normal. Ceci avait aussi été
démontré au niveau nucléique par RT-qPCR sur cellules uniques préalablement
triées selon la méme stratégie de fenétrage par cytométrie en flux. Le caractere
polyclonal et distinct du clone tumoral de ces LB non tumoraux ZAP-70" a

définitivement été prouvé par I’analyse de leur répertoire (cf ci-dessous).
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Absence de stéréotypie des LB CD5ZAP-70" et de filiation moléculaire évidente

avec le clone tumoral

Nos résultats ont montré que les LB non tumoraux CD5ZAP-70" différaient
entre eux dans l'utilisation des segments de génes VH, DH, JH et VL, JL utilisés. Ceci
était vrai entre les différents LB non tumoraux d’'un méme patient, mais aussi entre les
différents patients. Ces génes et les CDR3 (chaine lourde et Iégére) étaient aussi
différents de ceux du clone tumoral correspondant pour chaque patient analysé. Ceci
confirme donc d’une part, au niveau moléculaire, le caractére polyclonal de ces
LB CD5ZAP-70" et suggére fortement d’autre part, malgré le faible nombre de
cellules analysées au total, qu’il n’existe généralement pas de lien moléculaire

clonal entre eux ni avec le clone tumoral.

Une exception concerne le patient 2 pour lequel la chaine Iégére du seul LB non
tumoral disponible était en tout point identique a celle du clone tumoral (cellules 2.A.x
vs 2.CM.k), en termes de séquences des VL et JL utilisés mais aussi en termes de
séquence de la CDR3 et du nombre et du type de mutations. La chaine lourde est par

contre totalement distincte de celle du clone tumoral.

Une hypothése serait que ce LB non tumoral ZAP-70" soit une cellule
autoréactive a partir de laquelle le clone tumoral a émergé par édition du BCR via le
remplacement du VH (Garcia-Mufioz et al., 2012; Zhang et al., 2004). Toutefois,
plusieurs éléments vont a I'encontre de cette hypothése : i) I'édition du BCR concerne
plus classiquement la chaine légére (Garcia-Munoz et al., 2012), ii) en cas de
remplacement du VH par édition du BCR, la CDR3 est le plus souvent allongée par
incorporation de codons supplémentaire (Zhang et al., 2004), ce qui n’est pas le cas
ici avec des CDR3 de taille identique entre le LB tumoral et non tumoral et iii) cette

similarité moléculaire n’est observée pour aucune des autres cellules analysées.

Ainsi, il est plus probable que, malgré les précautions prise, ceci résulte d’'une
contamination par la chaine légére du clone malin lors des étapes de PCR.
L’amplification des différentes chaines se faisant dans des puits séparés, une

contamination peut trés bien ne concerner qu’un seul puit.
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A I'exception du patient n°3, les HCDR3 des clones tumoraux étaient plus
longues que celles des LB non tumoraux. Ceci étant une des caractéristiques des LB
ayant subi une édition de leur BCR, incluant le remplacement du VH (Garcia-Mufioz
et al., 2012; Zhang et al., 2004), il est ainsi possible que les LB LLC dérivent de

LB autoréactifs.

Concernant le détail des génes utilisés, la famille V-3 étant celle comptant le
plus de geénes, cette famille était de maniére attendue la plus représentée dans les
chaines lourdes, mais ceci n’était pas observée pour les chaines lIégéres ou la famille
V-1 était majoritaire, principalement représentée par le sous-groupe 1-39. Cette
répartition préférentielle dans les chaines légéres de la famille V-1 pourrait
laisser suggérer une pression de sélection. Une explication a la sélection de ces
segments de génes particulier pourrait étre que certaines de ces cellules ont subi une
édition du BCR, incluant le remplacement des VL, du fait d’'une potentielle
autoréactivité initiale (Garcia-Munoz et al., 2012). Toutefois, les CDR3 de ces cellules
n’étaient pas plus longues que celles des LB CD5ZAP-70* utilisant la famille V-3 dans
leur VL, ce qui plaide contre I'édition du BCR (Zhang et al., 2004).

Les IGHV des LB non tumoraux ZAP-70" analysés étaient principalement
mutés (14/19). Ceci est cohérent avec le fait que ces LB soient des cellules ayant subi
la commutation isotypique dans les centres germinatifs suite a un contact antigénique.
En effet, nous avons triés uniquement les LB IgM-IgD- afin d’enrichir la population
d’'intérét en LB switchés, ces cellules étant hypothétiquement celles a l'origine des
plasmocytes sécréteurs des Ac polyclonaux responsables des CAI. Un élément
renforcant le fait que ces cellules ont subi un contact antigénique est la trés forte

majorité de mutations de type non silencieuses (remplagantes) dans les CDRs.

L’objectif principal n’étant pas d’étudier précisément la pression de sélection
antigénique subie par ces cellules, et le faible nombre de cellules analysées a ce jour
ne permettant d’analyses statistiques pertinentes, nous avons opté de rester sur le
modele d’analyse binomiale simple proposée par Shlomchik et al (Shlomchik et al.,
1987). Ce modele considéere que les mutations peuvent survenir de fagon aléatoire

dans toutes les parties du géne de maniére égale et qu'un ratio R/S > 2,925 dans les
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CDRs est considéré comme la signature d’'une sélection antigénique. Ceci est toutefois
approximatif car il a été démontré depuis que les HCDRs sont plus susceptibles de
subir des mutations non silencieuses que les régions framework suite aux contacts
antigéniques (Chang and Casali, 1994). De plus, il existe une variabilité intrinséque
des régions codantes des IGHV, faisant que les CDRs ont une tendance a accumuler
plus de mutations R que de mutations S et ce, indépendamment de la pression de
sélection antigénique (Dunn-Walters and Spencer, 1998). Cette variabilité intrinséque
devrait étre prise en compte dans les analyses de mutations des génes d’lg (Bose and
Sinha, 2005).

Ainsi, une perspective sera d’augmenter le nombre de LB CD5ZAP-70" étudiés,

a partir d’autres patients, afin de confirmer et d’affiner ces résultats, et de permettre

notamment des comparaisons statistiques et I'étude d’éventuels biais de sélection

antigénique.

Les LB CD5ZAP-70* seraient enrichis en cellules autoréactives ?

De la méme maniére que pour I'étude du répertoire, les LB CD5ZAP-70* ont
été triés en cellule unique pour la production d’Ac monoclonaux afin de tester leur
autoréactivité(s). Ceci permettait d’évaluer si ces LB étaient enrichis en cellules
autoréactives et si les cellules a 'origine de la production des auto-Ac responsables

des CAl dans la LLC appartiennent au pool de LB non tumoraux ZAP-70*.

La relative négativité des ELISA anti-ADNdb, anti-actine et anti-thyroglobuline
et la stricte négativité des tests de Coombs direct et des MAIPA ne permettait pas
d’exclure la possibilité que les LB CD5ZAP-70" puissent tout de méme étre a I'origine
de la production des Ac autoréactifs pathogénes chez les patients. En effet, d’une part,
seul un faible nombre d’Ac monoclonaux ont été testés, or la proportion de LB
autoréactifs parmi 'ensemble des LB de maniére générale trés faible. D’autre part, les
surnageants ont été utilisés purs et les concentrations en Ac monoclonaux dans ces

surnageants étaient faibles, potentiellement en deca du seuil minimal nécessaire de
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positivité de ces tests. De plus, pour des raisons techniques non connues, les
concentrations en Ac monoclonaux obtenus dans les surnageants étaient bien
inférieures a celles obtenues par I'équipe du Pr Eric Meffre a Yale plaidant pour un
plus faible rendement de la transfection dans notre laboratoire. Enfin, les tests de
Coombs direct et MAIPA utilisés ici ont par ailleurs été développés pour des analyses
de routine en pratique clinique et leurs sensibilités respectives pour les Ac

monoclonaux n’est pas connue.

Il est clairement établi que durant 'ontogénie B, un grand nombre de BCR
autoréactifs disparaissent du répertoire au stade immature dans la moelle osseuse, de
méme que durant le passage du stade B transitionnels a B matures naifs en périphérie,
constituant les deux principaux points de contrbdles immunologiques des LB
(Wardemann et al., 2003). Ainsi, avec les mémes techniques que celles utilisées dans
notre projet, cette étude rapportait que 6 % des BCR des LB matures naifs présentent
une réactivité anti-nucléaire (seule ou cytoplasmique associée) et que 4,3 % sont
polyréactifs. Dans notre projet, il était observé des fréquences plus importantes
avec les BCR issus des LBCD5ZAP-70* switchés. En effet, 155 % (2/13)
présentaient une réactivité antinucléaire (seule ou cytoplasmique associée) et 15,5 %
(2/13) étaient polyréactifs, ces 4 Ac étaient par ailleurs issus de 4 LB CD5ZAP-70*

différents.

Ainsi, ces résultats peuvent laisser suggérer que les LB non tumoraux
ZAP-70* sont enrichis en cellules autoréactives. Toutefois, ils portent sur un
nombre trés limité de cellules qui ne différait pourtant pas des autres en termes
d’intensité d’expression de ZAP-70 dans ses LB LLC, de présentation clinique ou du

type ce CAl compliquant sa LLC (syndrome d’Evans).

La production et les tests complémentaire de 7 autres clones issus de 3 patients

différents sont en cours. Si ces résultats préliminaires se confirment, une deuxiéme

étape sera de produire des Ac monoclonaux issus cette fois-ci de LB non tumoraux

ZAP-70 et de comparer leurs autoréactivités a celles des LB ZAP-70".

En cas d’autoréactivité significativement plus importante dans ces derniers, ceci

sera alors un argument fort pour une imputabilté de I'expression de ZAP-70 dans la

rupture de tolérance de ces LB dans la LLC qui a ce stade, n’est que suspectée.
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Nous n’avons par contre pas pu apporter d’éléments de réponse a ce jour
concernant I'éventuelle imputabilité des LB non tumoraux ZAP-70* dans les CAl de la
LLC en raison des limitations liées a la sensibilité des techniques de Coombs direct et

de MAIPA, comme ceci a été discuté précédemment.

Par ailleurs, une approche alternative de détection des LB ZAP-70* autoréactifs
par cytométrie avait aussi été essayée dans notre laboratoire (thése de Dana
Gerghus). Ceci consistait a la détection couplée des LB ZAP-70" et de leur liaison
spécifique via leur BCR a des auto-Antigénes purifiés marqués (GPlIb/llla et RhCE

pour les patients LLC compliquée respectivement de PTI et d’AHAI).

Malheureusement, l'analyse du marquage anti-GPlIb/llla était rendue
impossible du fait de 'absence de contréle négatif, 'ensemble des sujets sains utilisés
comme contréles présentant des IgM polyréactives liant la GPIIb/llla (résultats non

montrés). Cette approche a été abandonnée.

La seconde méthode, visant a détecter les LB ZAP-70" reconnaissant les
érythrocytes n'a pas encore pu étre mise en pratique a ce jour. Des peptides
synthétisés a partir de la protéine RhCE, principale cible des Ac dans 'AHAI, ont
toutefois été générés. Brievement, 8 peptides, correspondant a chaque boucle
extracellulaire de la protéine RhCE avec 2 peptides pour la seconde et la quatrieme
boucle, correspondant aux 2 Ag a ces sites (C/c et E/e). Ces peptides ont été biotinylés
pour la détection par streptavidine et sont préts a étre testés pour leur interaction avec
les LB de patients avec LLC compliquée de CAIl. En cas de tests concluants, cette
technique de détection pourrait étre aussi intéressante dans la caractérisation es LB
autoréactifs dans 'AHAI en générale, pas seulement liée a la LLC. De plus, ces
peptides pourraient aussi étre testés en ELISA afin d’étudier la réactivité des Ac
monoclonaux issus des LB non tumoraux ZAP-70* mais aussi de fagon plus globale la

présence d’auto-Ac dans le sérum des patients avec AHAL.

Une limitation de ces techniques est aussi en lien avec le faible nombre de LB
autoréactifs. En effet, comme dans les maladies auto-immunes typiques (ex : LES),
les cellules autoréactives représentent une faible proportion des LB circulants (Lieby

et al., 2004; Wardemann et al., 2003). De plus, dans la LLC, les LB tumoraux sont
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rares (0,01-0,1 % des LB totaux). Ainsi, la détection simultanée des LB non tumoraux
et anti-GPIIBllla ou anti-RhCE revient a identifier un nombre infime de LB dans la LLC.
Toutefois, I'optimisation de ces techniques permettrait a terme leur utilisation pour le
tri en cellule unique afin de cibler directement les LB non tumoraux autoréactifs, pour
'amplification par RT-PCR de ZAP-70 et des IGHV, IgVK/IGVL selon les mémes
techniques que dans notre projet actuel, pour analyse de leur répertoire et la
production des Ac monoclonaux afin de tester leur(s) autoréactivité(s) autre(s) qu’anti-
GPllIbllla et anti-RhCE.

*kk*x

Notre modeéle murin original, exprimant de maniére conditionnelle ZAP-70
dans les LB dés le stade proB, a permis d’étudier, pour la premiére fois a notre
connaissance, les conséquences fonctionnelles de la surexpression précoce et

prolongée de ZAP-70 sur les LB a I’échelle d’un organisme entier.

ZAP-70 est exprimé selon 2 niveaux d’intensité dans les LB

Nous avons été surpris de constater 2 populations de LB bien distinctes
LyGFP™°" et LyGFPHigh correspondant respectivement aux LB exprimant faiblement
et fortement ZAP-70. Le caractére totalement aléatoire entre les souris, 'absence
d’effet fondateur, d'impact du sexe ou de I'age des souris, et d’'arguments pour une
sélection positive ou négative des cellules selon leur profil d’expression de GFP, ont
fait évoquer une variabilité d’expression imputable au construit génique et non

au transgeéne.

Cette hypothése était renforcée par les mémes observations, bien que dans une
moindre mesure, dans une autre lignée murine Kl Trib1-Mb1, obtenue en utilisant
exactement la méme construction génique que notre modéle et par croisement avec
la méme lignée Mb1-Cre* afin de surexprimer TRIB1 de maniére conditionnelle

spécifiquement dans les LB dés le stade proB.
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De plus, Mb1 ne semble pas non plus étre en cause. En effet, aprés croisement
de quelques souris ZAP-70** avec des souris Lck-Cre*-, les souris obtenues KI ZAP-
Lck (Zap-70*| Lck-Cre*-), il était aussi observé des LyGFP™" et des LyGFPHis" au
sein d’'une méme souris, en proportions variables selon les souris (résultats non

montrés).

Ces 2 profils d’expression de ZAP-70 et de la GFP n’étaient pas en rapport
avec des variations de traduction car d'une part les résultats de RT-qPCR
confirmaient les données protéiques en montrant 2 profils d’expression des ARNm de
ZAP-70 (o et i9") et d’autre part tous ces ARNm étaient porteurs de la méme
séquence Kozak, permettant une traduction amplifiée de ZAP-70 et de la GFP. Ainsi,
ces variations interindividuelles interviennent trés probablement au stade de la
transcription, pour des raisons encore inconnues, au niveau de |la
fixation/activation de 'ARN polymérase Il sur le promoteur synthétique CAG, et/ou

plus en amont au niveau des facteurs de transcription régulant ’ARN polymérase lII.

Nous avons pris contact avec I'’équipe a l'origine de la création du vecteur de
recombinaison utilisé (CTV, Dr Klaus Rajewsky (Xiao et al., 2007)). A ce jour, il n’a
jamais été observé de variations du niveau d’expression des transgénes utilisés dans
leurs différents modéles KI ROSA26. Ceci pose donc toute de méme la question de
imputabilité éventuelle du transgéne Zap-70 dans les différents profils d’expression
observés qui, a ce jour, restent non expliqués. Il pourrait étre intéressant, sur des LB

KI ZAP, de tester I'expression de la GFP induite par TAT-Cre, afin d’observer si la forte

expression de ZAP-70 serait uniforme ou non dans les différents LB.

Ainsi, il était nécessaire de comparer aux LB et souris contrbles tous les
résultats aussi selon les profils d’expression de ZAP-70 dans les LB. Bien que
compliquant et multipliant les analyses murines, le fait d’avoir 2 niveaux distincts
d’expression de ZAP-70 dans les LB conférait toutefois 'avantage de permettre I'étude
des conséquences de I'expression globale de ZAP-70 mais aussi selon son niveau
d’expression dans ces cellules. Ceci permettait ainsi 2 approches différentes mais
complémentaires : i) comparer pour chaque souris les LyGFP-" aux LyGFP"i" ; ii)
comparer les souris comportant majoritairement des LyGFPHi9" (SoZAP"9") aux souris

comportant majoritairement des LyGFP-*" (SoZAP-°%).
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Bien que la comparaison des LyGFP-" vs LyGFP"9" ait permis de montrer qu'il
existait un effet du niveau d’expression de ZAP-70, cette méthode n’analyse n’est pas
exempte de biais. En effet, certaines souris contenant une minorité de LyGFPHd" ou
au contraire de LyGFPv, il était difficile d’apprécier correctement la fréquence des
petites sous-populations B au sein de ces sous-groupes de GFP et la pertinence
physiologique d’un si petit nombre de cellules est discutable. De plus, les LyGFP-" et
LyGFPHi9" interagissant entre eux in vivo, il était plus pertinent, notamment pour les
analyses fonctionnelles (stimulations et immunisations) d’étudier 'impact de l'intensité
d’expression de ZAP-70 sur 'ensemble des LB au niveau d’'un organisme entier. Le
seuil de 50 % de LyBGFPHi9" utilisé pour la distinction des SoZAP-°" et des SoZAPHigh
est arbitraire et donc critiquable, mais nous paraissait le meilleur compromis compte
tenu du nombre limité de souris disponibles de chaque type. Il aurait été plus
discriminant, dans I'hypothése d’un effet du niveau d’expression de ZAP-70 dans les
LB, de pouvoir comparer pour chaque type d’expérience des souris trés
majoritairement vs trés minoritairement ZAP"9" (> 80 % vs < 20 % idéalement). Par
probléme d’effectifs et du caractére aléatoire de la proportion de SoZAPHi9" obtenue
dans chaque portée, ceci n’a pu étre effectué que pour les stimulations in vitro et reste

une limitation de notre projet.

Les LyGFPHigh présentent une apoptose des progéniteurs médullaires proB,

préB et immatures significativement réduite comparativement aux LyBGFP-°v,

La sélection positive médullaire des LB se fait lors de la transition proB-préB en
ne sélectionnant uniquement les cellules ayant un pré-BCR complet et fonctionnel
(Goodnow et al., 2005).

D’autre part, il a été démontré chez la souris que ZAP-70 a un role fonctionnel
redondant avec SYK au point de contrble du pré-BCR, les deux kinases étant
capables, a des degrés divers, de transduire le signal du pré-BCR permettant la

différentiation du stade pro-B a pré-B. En effet, un blocage complet au stade proB était

297



observé dans les souris double KO Syk”Zap-707, alors que ce blocage était partiel
dans les souris Syk”’"Zap-70** et absent dans les souris Syk**Zap-70" (Schweighoffer
et al., 2003). Toutefois, des données de transfection suggérent que la surexpression
de ZAP-70 dans les souris Syk KO permet une différentiation normale en préB et la
maturation en cellules immatures. (Fallah-Arani et al., 2008). || semblerait donc que
SYK soit la principale kinase pour l'ontogénie précoce des LB mais qu’une
surexpression de ZAP-70 puisse pallier a un déficit de SYK. De plus, les proB/PréB
contenant aussi LAT et SLP-76, impliquées dans la transduction du signal du TCR, il
est probable que ZAP-70 utilise soit les composants de la signalisation du BCR (PI3K
et PLC-y2), soit ceux du TCR (LAT et SLP-76) pour promouvoir 'expansion et la
différentiation des pro-B en pré-B (Oya et al., 2003; Su and Jumaa, 2003).

Ainsi, il est probable que I’expression plus importante de ZAP-70 dans les
LyGFPHig" de notre modéle, comparativement aux LyGFP'°%, leur confére un
avantage sélectif ontogénique trés précoce en facilitant la signalisation du pré-
BCR de fagon conjointe avec SYK, ce qui active de fagon plus intense et
soutenue la voie ERK1/2 et ainsi I’entrée en cycle cellulaire des préB et leur
expansion et expliquerait aussi I’'apoptose moins fréquente des proB et des préB
GFPHigh (Kdnigsberger et al., 2012).

D’autre part, la sélection négative médullaire des LB s’effectue au stade
immature par test de tolérance aux auto-Ag. Les LB immatures reconnaissant les
ligands du soi polyvalents subissent une délétion clonale par apoptose ou une édition
du BCR, ceux fixant des Ag du soi capables d’interconnecter les BCR vont devenir
anergiques, et ceux reconnaissant des Ag solubles du soi avec une faible affinité ou
des Ag monovalents incapables d’interconnexion des BCR vont devenir des clones

ignorants (Goodnow et al., 2005).

Ainsi, I'apoptose plus faible des immatures GFPHd" reflete une sélection
négative moindre de ces cellules. Si les LyGFP"9" sortant de la MO étaient
principalement de type anergique, il aurait été attendu d’observer un enrichissement
en LB T3 (CD93*CD23*IgM-°¥) (Merrell et al., 2006), et une incapacité de ces cellules

a s’activer et a proliférer suite a la stimulation du BCR, ce qui n’était pas le cas dans
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notre modeéle (cf discussion ci-apres). Une édition importante du BCR est aussi peu
probable car les SoZAPHigh présentent une net enrichissement en IgM et IgG
circulantes autoréactives. Les hypothéses les plus probables restent que les
LyGFPHigh soient des cellules ignorantes de par une faible affinité de leur BCR
ou que ces cellules aient une signalisation plus faible de leur BCR, permettant

dans les deux cas leur survie et leur migration en périphérie.

La forte expression de ZAP-70 dans les LB est associée a un enrichissement en

auto-Ac circulants, mais sans conséquences cliniques.

Comparativement aux SoZAP-% et aux souris controles, les SoZAPHigh
présentaient un enrichissement en IgG et IgM sériques autoréactives avec de
multiples spécificités antigéniques. Ces souris ne développaient toutefois pas de
symptomatologie auto-immune (absence de cytopénies ou de néphropathie). Il est a
noter qu’une auto-immunité purement sérologique est observé chez 8-41 % des
patients LLC (Hodgson et al.,, 2011). Toutefois, chez ces patients, les Ac étant
polyclonaux, il n’est pas possible d’évaluer précisément leur caractére polyréactif ou

non.

Il était aussi observé un enrichissement en LB de la ZM parmi les LyGFPHigh,
au dépend des LB folliculaires. Les LB de la ZM sont potentiellement autoréactifs car
ils produisent les Ac « naturels », polyréactifs, de faible affinité, dont les fonctions sont
multiples (élimination des débris cellulaires, transport de cytokines ou encore formation
des complexes antigénes/anticorps présentés aux cellules B folliculaires par les

cellules dendritiques folliculaires dans les centres germinatifs).

La force du signal médié par le BCR conditionne le devenir phénotypique des
LB en périphérie. En effet, il a clairement été démontré que les LB T2 recevant des

signaux de survie par BAFF pouvaient se différencier en LB de la ZM ou en LB
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folliculaires selon l'intensité du signal médié par le BCR. Ainsi, les LB de la ZM
semblent provenir de la différentiation des LB T2 CD21M9" une sous population des
LB T2, par sélection positive suite a la propagation d’un signal faible du BCR via
Notch2 et l'activation de NF-kB, alors que les LB folliculaires de type | semble dériver
des cellules T2 soit grace a une sélection positive par I'antigéne et un signal transduit
du BCR via BTK (type I), soit via un signal tonique du BCR en I'absence de stimulation

antigénique (type Il) (Cariappa et al., 2001; Pillai and Cariappa, 2009).

D’autre part, dans un modéle murin transgénique exprimant ZAP-70 en
remplacement de SYK, il existait un blocage partiel de 'ontogénie B au stade proB
avec réduction des LB totaux en périphérie, mais il était observé un enrichissement en
LB de la ZM qui était associé a une autoréactivité biologique, notamment anti-insuline,
pouvant refléter un défaut de sélection négative médullaire des progéniteurs parvenant
au stade immature (Konigsberger et al.,, 2012). Ceci confirme que ZAP-70 reste
inférieure a SYK pour la transmission du signal médié par le BCR, et qu’une plus faible
signalisation du BCR est associée au développement préférentiel de LB de la ZM et
d’'une auto-immunité. Enfin, de fagon plus générale, il est observé que I'expansion de
LB de la ZM, notamment dans les lymphomes, est associée a la survenue de
manifestations auto-immunes, principalement biologiques (CAI notamment) (Teixeira
Mendes and Wotherspoon, 2017). Ceci étant moins fréquemment observé dans les
autres lymphomes, l'imputabilité des LB de la ZM dans ces complications auto-

immunes est plausible ou probable .

Ainsi dans notre modéle, il est possible que les LyGFP"9" aient une
signalisation du BCR altérée résultant en un défaut de sélection négative
médullaire et une différentiation préférentielle en LB de la ZM, pouvant faciliter

la survenue d’une auto-immunité.

La forte expression de ZAP-70 pourrait entrer en compétition avec l'action
physiologique de SYK dans la signalisation du BCR, résultant en une plus faible
signalisation du BCR. Ceci semble étre effectivement le cas sur nos résultats

préliminaires et sera détaillée dans la section correspondante plus loin dans le texte.

Bien qu’il n'ai pas été observé de lymphopénie chez nos souris, il_serait

intéressant de doser BAFF car il a été montré que BAFF pouvait prévenir la délétion
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périphérique de LB autoréactifs non anergiques et permettre leur survie au sein de la

ZM (Thien et al., 2004). La voie du NF-kB semble aussi intéressante a analyser en

détail car des données ont montré que l'activation préférentielle de la voie canonique
NF-kB suite a I'activation du BCR, permette la différentiation préférentielle en ZM plutét

gu’en folliculaires (Sasaki et al., 2006).

Enfin, la réduction significative des LB1a dans les I’ensemble des souris
Kl ZAP-Mb1 et notamment dans les SoZAP"i9" pourrait aussi participer a la

rupture de tolérance.

En effet, les LB1a sont une source importante de production d’IL-10, cytokine
immunosuppressive impliquée notamment dans la régulation négative des réponse
cellulaires immunes et la prévention de la rupture de tolérance (DiLillo et al., 2010).
D’autre part, il a été suggéré que I'induction d’'un phénotype B1 pourrait permettre de
tolériser des LB exprimant certaines spécificités antigéniques nécessaires pour la
production d’Ac naturels polyspécifiques de faible affinité (Berland and Wortis, 2002).
Toutefois, des données contradictoires montrent que la survenue d’auto-immunité
dans les modéles murins serait plutét associée a un expansion anormale des LB1, via
la production d’Ac naturels polyréactifs devenant de haute affinité et leur capacité
augmentée de présentation antigénique aux LT (Duan and Morel, 2006). Néanmoins,
un fort signal du BCR semblant nécessaire pour induire une différentiation en LB1
(Berland and Wortis, 2002; Pillai et al., 2005), I’hypothése d’une plus faible
signalisation du BCR en cas d’expression de ZAP-70 pourrait ainsi résulter en
partie a une incapacité a induire une différentiation en LB1 comme observé dans

notre modeéle, pouvant ainsi favoriser une rupture de tolérance.

Enfin, des données préliminaires trés intéressantes ont été présentées en
communication orale a ’'ASH en 2011, a partir d’'un modéle murin Kl ZAP-70
exprimant différents niveaux de ZAP-70 dans les LB non tumoraux (Gobessi et
al., 2011). Brievement, le géne Zap-70 était sous le contrdle, soit du promoteur VH
(VH-ZAPT70) permettant une expression faible de ZAP-70 (10 fois inférieure a celle
dans les LT murins normaux), soit du promoteur CD19 (CD19-ZAP70) permettant un

niveau d’expression de ZAP-70 comparable a celle des LT. Contrairement a notre
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modele, il n’était pas observé de différences en termes de pourcentages de LB ZM ou
folliculaires spléniques ni de LB1 péritonéaux entre les souris VH-ZAP70, CD19-
ZAPT70 et wild type. Les auteurs suggéraient qu’une expression anormale de ZAP-
70 dans les LB, méme de forte intensité, n’affectait pas le développement normal
des LB et leur maturation. Ceci est donc en contradiction avec notre modéle ou
il existe un enrichissement en LB de la ZM et une réduction des LB folliculaire

et des LB1a, notamment parmi les LB exprimant fortement ZAP-70.

L’expression de ZAP-70 altére la maturation des LB en périphérie et leur réponse

aux Ag T-dépendants.

En effet, nous observons que les SoZAPM9" mis aussi les SoZAP-" sont
enrichies en LB de type immatures (IgM*IgD") (et dans une moindre mesure en LB
transitionnels T1, T2 et T3) avec au contraire une réduction des LB matures naifs
(IgM*IgD*) et matures switchés (IgM-IgDIgG™). Il existe aussi une tendance a la
réduction des plasmablastes et des plasmocytes ainsi qu'une réduction
significative des LB de phénotype CG. L'ensemble de ces éléments est ainsi
cohérent avec la réduction observée en IgG et IgM totales sériques chez ces

souris.

L’hypogammaglobulinémie est fréquemment observée dans la LLC. Sa
physiopathologie est complexe et encore peu claire a ce jour, faisant intervenir entre
autres l'inhibition par le clone tumoral de la différentiation plasmocytaire des LB
résiduels non tumoraux, mais aussi des anomalies fonctionnelles intrinséques de ces
LB non tumoraux CD5" (Wadhwa and Morrison, 2006). Les résultats initiaux de ce
projet ayant montré pour la premiére fois que ces LB non tumoraux résiduels
exprimaient ZAP-70 et une réduction des IgG et IgM sériques totales étant observée
chez nos souris KI ZAP-Mb1, I'expression de ZAP-70 dans les LB CD5 pourrait étre

une piste physiopathologique intéressante a I’hypogammaglobulinémie dans la LLC.
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Différentes hypothéses peuvent étre avancées pour tenter d’expliquer les

anomalies phénotypiques observées dans notre modéle murin.

Les modéles KO Syk”Zap** ont montré que les LB immatures sont capables
de migrer en périphérie, mais subissent un phénoméne d’exclusion folliculaire
splénique en restant bloqués dans la pulpe rouge et hors des zones T, avec une durée
de vie réduite (Turner et al., 1995). Ces cellules sont de plus incapables de se
différencier en LB matures, imputable au défaut intrinseéque de SYK, qui ne permet
plus la transmission de la signalisation intracellulaire suite a l'activation du BCR
(Cornall et al., 2000; Turner et al., 1997). Notre modéle partage ce phénotype mais a
un degré moindre. Ceci est probablement di a I'expression conservée de SYK, qui
pourrait expliquer du moins en partie, qu'une partie des LB ZAP-70" puisse tout de
méme se différencier en LB matures en périphérie. Les niveaux d’expression de ZAP-
70 étant variables selon les souris, il est trés probable que ces 2 kinases interagissent
de fagons différentes dans la propagation du signal du BCR selon leur degré respectif
d’expression. Ainsi, comme évoqué précédemment, il est possible qu’en cas de
forte expression de ZAP-70, cette derniére entre en compétition avec le role
physiologique de SYK. Cet effet du niveau d’expression de ZAP-70 pourrait
expliquer, du moins en partie, les variations phénotypiques observées entre les
LyGFPL%/GFPHish et les SoZAP-°%/ZAP"ish,

La réduction des LB des CG pourrait résulter d’'un phénomeéne d’exclusion
folliculaire des LB ZAP-70*, ce qui empécherait ainsi une réponse T-dépendante au
sein des CG et résulterait en une absence de switch et de production d’IgG (Goodnow
et al., 2005).

Cette réduction des LB des CG et switchés ne semble pas étre uniquement le
reflet de la plus faible proportion de LB matures naifs. En effet, alors que ce sont les
SoZAPM¥ qui présentent majoritairement une réduction en LB matures naifs, c’est au
contraire parmi les SoZAPH9" que sont observées les plus fortes réductions en LB des

CG, en LB switchés et en IgG et IgM sériques.

Au total nos résultats suggérent que le niveau d’intensité d’expression de

ZAP-70 peut influencer différemment les caractéristiques des LB selon leur
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stade de maturation et semble entrainer un blocage partiel de différentiation au

stade immature.

D’autre part, il n’était pas observé de différences phénotypiques dans les
ganglions et ainsi ces résultats étaient discordants avec ceux observés dans les
spléniques. Ceci peut résulter du fait que nous avons effectué les analyses sur des
ganglions cutanés (axillaires et inguinaux) qui sont dans les territoires de drainages
des membres, sites les plus sujets aux Iésions cutanées. Ainsi, il est possible que les
disparités des valeurs observées dans ces ganglions soient liées a des niveaux
variables d’inflammations et d’activation locale du systéeme immunitaire, ne reflétant
pas un désordre systémique. Ainsi, a la différence de la rate, les ganglions
périphériques ne sont probablement pas un bon reflet du phénotype des LB dans les
OLS car satellites de Iésions cutanées. Il aurait été préférable d’analyser des ganglions
profonds notamment rétropéritonéaux ou thoracique. C’est ce qui a été fait pour les

analyses anatomopathologiques, dont les analyses sont en cours.

Les résultats des stimulations in vitro, bien que limités de par le faible effectif et
le nombre minime de cellules analysables, confortent en partie les résultats observés
a I'état basal en montrant aussi une réduction de la différentiation en plasmablastes et
dans une moindre mesure en plasmocytes sous LPS, ainsi qu’'une hypoproduction
significative d’IgM. Il est toutefois paradoxalement observé une hyperproduction d’IgG
sous anti-IgM + antiCD40 + IL-4 + IL-21 ainsi qu’un enrichissement en plasmablastes
et dans une moindre mesure en plasmocytes. Ceci suggére que l'effet du niveau
d’expression de ZAP-70 est probablement variable selon le stade de maturation

et/ou les conditions de stimulation des cellules.

Cette expérience de différentiation plasmocytaire in _vitro _méritera d’étre

renouvelée afin de confirmer ou non ces résultats préliminaires.

Il était intéressant d’analyser par des immunisations les conséquences
fonctionnelles in vivo de I'expression de ZAP-70 dans des LB stimulés soit par un Ag

T-dépendant (OVA) soit T-indépendant (NP(0,3)-LPS). De maniére intéressante, seule
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immunisation par OVA entrainait des différences, avec une réduction significative de
la production des IgG et IgM spécifiques anti-OVA, précoce et persistante pour les IgG
et plus tardive pour les IgM. Ceci est probablement en rapport avec la réduction du
nombre de cellules sécrétrices d’Ac spécifiques de 'OVA, comme le suggérent les

données des ELISPOTs, notamment pour les IgM.

Cela rappelle les caractéristiques de I’hypo-IgG basale observée a I'état basal,
précoce et perdurant a M14, alors que I'hypo-IgM ne débutait qu’a M12. Les causes

de ce phénomene seront a éclaircir.

L’absence de différences observées pour le NP(0,3)-LPS peut laisser
suggérer que I'activation T-dépendante des LB est altérée en cas d’expression
de ZAP-70, et ce malgré [utilisation de l'adjuvant de Freund qui entraine
classiguement une forte réponse Ac, alors que l'activation T-indépendante est
conservée Ce point est cohérent avec la réduction des LB des CG a I'état basal, lieu

privilégie des interactions T/B, ainsi qu’a I'inverse une expansion des LB de la ZM, qui

ne nécessitent pas ce type d’interaction. Les raisons de ces différences entre les

réponses T-dépendantes et T-indépendantes restent a préciser.

La forte expression de ZAP-70 dans les LB est associée a un phénotype activé

et a une prolifération augmentée de ces cellules

Alors que I'ensemble des résultats discutés précédemment vont plutét dans le
sens d’une signalisation altérée du BCR en cas de forte surexpression de ZAP-70 dans
ces cellules, nous observons paradoxalement chez les SoZAPHi9" un enrichissement
en LB proliférant de fagon spontanée, et conservant une prolifération augmentée
sous stimulation par anti-lgM + agoniste du CD40 + IL-4. Ces mémes souris
présentent aussi un enrichissement en LB activés a I’état basal et une
hyperactivation sous différents stimuli BCR-dépendants et BCR-indépendants
(LPS ou CpG).
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Les seules données disponibles a ce jour sur I'étude de la prolifération des LB
ZAP-70" concerne les LB LLC ou il est clairement démontré que I'expression de ZAP-
70 favorise leur prolifération clonale en entrainant une signalisation chronique et
accrue du BCR suite a sa stimulation directe (Chen, 2005; Zhang and Kipps, 2014).
Cette hypersignalisation du BCR résultant en une prolifération accrue des LB LLC
ZAP-70* est aussi observée via la stimulation directe du TLR9 par CpG, suggérant que
ZAP-70 est capable d’intégrer des signaux activateurs indépendants du BCR et de
faire le lien entre immunité innée et adaptatrice (Wagner et al., 2016). Toutefois, bien
que cela nécessite une faible présence de stimuli, ces derniers sont nécessaires et |l
n’est pas rapporté de prolifération spontanée de ces LB LLC ZAP-70" (Packham et al.,

2014), contrairement a notre modele.

D’autre part, les LB LLC ont un phénotype de LB activés. Ceci a été observé
via I'expression constitutive de divers marqueurs membranaires tels que CD69, CD40
ou CD71 (Damle et al., 2002), mais aussi devant un profil transcriptomique similaire
aux LB non tumoraux activés (Li et al., 2011; Rosenwald et al., 2001). Ce phénotype
d’activation est d’autant plus marqué dans les LB LLC non mutés et donc
probablement dans les LB LLC ZAP-70" (Damle et al., 2002). Dans ces cellules,
I'activation cellulaire semble lié a la localisation nucléaire constitutive de NF-kB et de
NF-AT qui est une caractéristique des LB LLC, et cette affinité augmentée pour la
liaison a 'ADN est associée a un progression plus rapide la LLC (Hewamana et al.,
2008; Schuh et al., 1996).

Concernant les LB non tumoraux ZAP-70", les données sont peu nombreuses
mais ces cellules semblent avoir aussi un phénotype activé (CD38") (Cutrona et al.,
2006; Nolz et al., 2005; Tolusso et al., 2009), associé a l'intensité d’expression de ZAP-
70 dans ces cellules (Nolz et al., 2005). Les seules données indirectes concernant la
prolifération des LB non tumoraux ZAP-70* provient de I'étude d’un modéle murin Zap-
70 KO avec expression conservée de SYK ou il n’existait pas de différence en termes
de flux calcique ou de prolifération comparativement aux souris wild type (Fallah-Arani
et al., 2008). Les auteurs concluaient que le role de ZAP-70 dans l'activation et la
prolifération des LB non tumoraux est nul ou non détectable en présence de SYK. Ceci
est relativiser car le niveau d’expression de ZAP-70 dans les LB analysés était trés
faible, de I'ordre de 4-6 % de l'intensité des LT rendant possiblement son impact

fonctionnel effectivement nul ou négligeable dans ces cellules.
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Ainsi, aux vues de nos résultats, il est probable qu’en présence d’une
intensité plus forte de ZAP-70, comme dans les LyGFPHigh de notre modéle, cette

kinase ait une action pro-activatrice et proliférative sur les LB.

D’autre part, 'expression de CD38 dans les LB ZAP-70* est particulierement
intéressante. En effet, CD38 n’est pas qu’un marqueur d’activation cellulaire. Cette
molécule participe a la régulation des LB humains et murins via I'activation de substrats
intracellulaires tels que LYN et FYN menant a 'augmentation de 'activation de NF-kB,
et participe aussi a l'augmentation du flux calcique et de diverses molécules
impliquées dans la prolifération cellulaire. (voir pour revue (Vences-Catalan and
Santos-Argumedo, 2011). De maniére intéressante, I'expression de CD38 est
maximale dans les LB de la ZM, son engagement est associé a une augmentation de
la signalisation du BCR et possiblement a une inhibition partielle de la différentiation
plasmocytaire. CD38 est aussi un facteur de mauvais pronostic dans la LLC, car de
par sa liaison a CD31 présent a la surface de nombreux types cellulaires du
microenvironnement, CD38 est capable d’activer ZAP-70 et les voies des MAPK/ERK
et d’augmenter ainsi indirectement la signalisation du BCR et la prolifération des LB
LLC mais aussi indirectement via la formation d’'un complexe multiprotéique impliquant
CD38, ZAP-70, CD49d, CD44 et MMP-9 (Zhang and Kipps, 2014). Le(s) ligand(s)
naturel(s) de CD38 chez la souris est toutefois inconnu a ce jour. Ainsi, il est possible
que dans notre modéle murin, les LB des SoZAP"9" surexpriment CD38 de maniére
constitutive, et que cette co-expression ZAP-70/CD38 participe a une
hypersignalisation chronique du BCR, ainsi qu’a 'activation et la prolifération cellulaire

accrue observées dans ces cellules.

Il serait donc intéressant d’analyser I'expression de CD38 a la surface des

différentes populations de LB dans notre modéle.

Au total, nos données suggérent pour la premiére fois dans des LB non
tumoraux qu’une forte expression de ZAP-70 est associée a un phénotype activé
et a une prolifération accrue de ces cellules, a I’état basal et aprés stimulation
impliquant le BCR suggérant une signalisation tonique et facilitée du BCR par

ZAP-70. L’hyper-activation de ces cellules est aussi observé sous stimulation par CpG
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ou par LPS suggérant que ZAP-70 pourrait étre aussi impliqué dans I'intégration
d’autres signaux activateurs indépendants du BCR, et capable de transduire ces
signaux en intracellulaire comme cela est observé dans la LLC (Wagner et al.,
2016).

Ceci est donc discordant avec les données phénotypiques et I’hypo-
IgG/IgM plaidant plutét pour une signalisation altérée du BCR en cas de forte

expression de ZAP-70.

Des analyses complémentaires de stimulation des LB spléniques a différents
temps sont nécessaires pour étudier i) la prolifération incluant différents stimuli BCR-
indépendants ; ii) I'expression d’autre marqueurs membranaires tels que CD38 ; i)
I'apoptose et iv) la différentiation plasmocytaire. Ceci permettrait de mieux préciser s'il
existe un avantage prolifératif mais aussi de survie selon le niveau d’expression de
ZAP-70, et si les l'hyperactivation précoce observée a 48h se maintient plus

tardivement (72h ou 96h par exemple)

La forte expression de ZAP-70 dans les LB est associée a une augmentation du

flux calcique participant a I’activation cellulaire aprés stimulation du BCR.

Les interactions entre ZAP-70 et SYK dans les LB est trés peu connue.

Dans les LB normaux a I'état basal, SYK est déja a proximité ou fixée sur le
BCR (Alsadeq et al., 2014; Infantino et al., 2010). Lors de la stimulation du BCR par
une anti-lgM, le recrutement de SYK au BCR est fortement augmenté dés 1 min et
diminue a partir de la 5¢ minute de stimulation, et s’laccompagne d’une augmentation
du flux calcique. Le recrutement de ZAP-70 s’effectue beaucoup plus tardivement,
apres 15 et 30 min de stimulation, et sans modification du flux calcique (Alsadeq et al.,
2014). Dans les LB double KO pour Syk et I'inhibiteur du récepteur du BCR Ship-1,
une co-localisation BCR/ZAP-70 est observée a [I'état basal et augmente

significativement aprés 1 min de stimulation, comme dans les LB non mutés, mais
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toujours sans retentissement sur le flux calcique (Alsadeq et al., 2014). Ceci suggere
que ZAP-70 pourrait se substituer a SYK en cas d’absence de cette kinase, mais sans
sa capacité a activer le flux calcique, ce qui est cohérent avec les données
précédentes stipulant que ZAP-70 est moins efficient que SYK pour la transmission du

signal médié par le BCR.

Dans notre modéle ou I'expression de SYK est conservée et associée a une
surexpression de ZAP-70, nous observons une phosphorylation basale de SYK non
modifiée, mais qui est par contre diminuée dés les premiéres minutes de
stimulation par I'anti-IgM, ceci se maintenant jusqu’a la 10¢ minute. Au contraire, la
phosphorylation de ZAP-70 a I'’état basal augmentait dés 1 min pour un

maximum a 3’ pour tendre a diminuer a 5 minutes.

D’autre part le flux calcique était significativement augmenté dans les
SoZAPH9" aprés stimulation par I'anti-lgM mais pas dans les SoZAP-¥. Ces
données sont cohérentes avec l’enrichissement en LB activés (CD69*CD86")

observé a I’état basal et aprés stimulation du BCR chez les SoZAPHigh,

Cette phosphorylation basale de ZAP-70, augmentée rapidement aprés
stimulation du BCR, associée a I'augmentation significative du flux calcique sont
concordantes avec les données observées dans les LB LLC ZAP-70* ou les LB LLC
ZAP-70 transfectés a l'aide de vecteurs adénoviraux contenant le transgéne Zap-70
(Chen, 2005; Chen et al., 2002). Ces données de phosphorylation augmentée de ZAP-
70 aprés stimulation du BCR ont aussi été observées dans les LB non tumoraux
amygdalien issus de patients sains (Nolz et al., 2005). Dans ces études, il était par
contre observé une hyperphosphorylation de SYK, suggérant que cette derniére reste
la kinase principalement impliquée dans la signalisation suite a I'activation du BCR.
Toutefois, l'utilisation de LB de LLC a comme principale limitation que ces cellules
restent des LB tumoraux, bien que n’exprimant pas ZAP-70 de maniére constitutive
avant transfection. Les résultats ne peuvent donc pas étre extrapolés aux LB non
tumoraux, a la différence de notre modéle. D’autre part, les niveaux d’expression de
ZAP-70 dans les LB amygdaliens étant faibles, il est difficile d’effectuer une

comparaison de phosphorylation avec SYK.

309



Bien que trés intéressants, nos résultats sont toutefois préliminaires et |l
conviendra notamment de confirmer les résultats de phosphorylation de SYK et de
ZAP-70 sur d’autres SoZAPHigh et de les comparer aux SoZAPLow.

ZAP-70 étant négativement régulée par SHP-1 dans les LT (Kosugi et al., 2001;
Plas et al., 1996)et SHP-1 étant elle-méme inhibée par les ROS sous la dépendance

du flux calcique intracellullaire (Reth, 2002), il serait ainsi intéressant d’étudier dans

un second temps dans notre modeéle les effets des inhibiteurs et activateurs du BCR
tels que SHP-1 /SHIP et SHP-2 et CD148, ainsi que de la production des ROS.

Au total, la phosphorylation basale de ZAP-70 pourrait refléter dans notre
modele, a l'instar des LB LLC, une stimulation chronique du BCR (Petlickovski et al.,
2005) et en cas de forte expression de ZAP-70, cette kinase pourrait agir précocement
en lieu et place de SYK dans la signalisation précoce du BCR et permette

'augmentation du flux calcique intracellulaire.

Nos résultats suggérent ainsi, pour la premiére fois dans un modéle non
tumoral, que I'expression de ZAP-70 dans les LB est capable de sensibiliser le

signal calcique et d’activer précocement ces cellules par stimulation du BCR.

Ceci n’étant pas le cas en cas d’expression faible de ZAP-70 (SoZAP-°V),
cela renforce I’hypothése d’un effet du niveau d’intensité d’expression de ZAP-

70 dans la signalisation du BCR.

Nous avons donc cherché a étudier quelles pouvaient étre les voies de
signalisation du BCR impliquées dans cet état d’hyperactivation de ces cellules. Les
protéines du complexe du BCR (SYK, BLNK, PLC-y) étant a l'origine de I'activation
simultanée de différentes voies et leur phosphorylation étant moins stable que les
protéines d’aval aprées stimulation du BCR, nous avons privilégié I'étude d’effecteurs
plus en aval dans les voies de signalisation, tels que ERK, AKT et IkBa qui sont aussi
plus spécifiques des voies menant a lactivation des principaux facteurs de

transcription.

Le trés faible effectif et les écarts type obtenus ne nous ont hélas pas permis

d’observer de différence concernant pERK et pAKT, et I'activation de la voie médiée
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par IKK semblait méme retardée comparativement aux LB contrdles. A la différence
du flux calcique et des expériences de stimulations in vitro, ces résultats portent
toutefois sur un effectif trés limité d’échantillons avec une variabilité inter-expérience

importante et sont donc difficilement interprétables en I'état.

La répétition de ces expériences est nécessaire sur un plus grand nombre

d’échantillons.

Il serait aussi intéressant de pouvoir étudier plus précisément les sites de

phosphorylation de SYK et de ZAP-70 suite a la stimulation du BCR. Ceci est toutefois

difficile car de nombreux Ac ciblant les tyrosines phosphorylées de ZAP-70
reconnaissent aussi les phosphotyrosines de SYK, du fait de 'homologie entre ces
deux molécules. De plus, il semblait difficile de privilégier en premiére intention un site
de phosphorylation précis de ZAP-70 compte tenu de l'incertitude des mécanismes

d’action et de régulation de cette protéine dans les LB non tumoraux.

Les seules données de comparaison disponibles a ce jour concernant I'analyse
des voies d’activation du BCR dans des LB ZAP-70* proviennent d’'une communication
orale a ’ASH en 2011 a partir des modéles murins VH-ZAP70 et CD19-ZAP70 détaillés
précédemment (Gobessi et al., 2011). Il a ainsi été rapporté que les LB VH-ZAP70 ne
présentaient pas d’anomalies de la transduction du signal médié par le BCR, au
contraire des LB CD19-ZAP70 qui comportaient des altérations de la phosphorylation
de plusieurs molécules telles que SYK et BLNK. Les auteurs suggeérent donc que de
faibles niveaux d’expression de ZAP-70 dans les LB ne modifie pas la signalisation du
BCR au contraire d'une forte expression de ZAP-70. Le détail des anomalies
observées en cas de forte expression de ZAP-70 dans ces LB n’a toutefois toujours
pas été publié a ce jour a notre connaissance. Nos résultats préliminaires pourraient
aller dans ce sens avec une altération de la phosphorylation de SYK dans les LB

surexprimant fortement ZAP-70, mais nécessitent d’étre confirmés.

Les rares autre données disponibles concernent les LB LLC ZAP-70* dans
lesquels il a été observé une phosphorylation augmentée des protéines du complexe
du BCR (SYK, BLNK, PLC-y) aprés stimulation du BCR (Chen, 2005; Chen et al.,
2002, 2008). Toutefois, persiste la limitation de ne porter que sur des LB tumoraux

donc non extrapolable a des LB normaux comme discuté précédemment.

311



L’expression de ZAP-70 est-elle inductible par stimulations du BCR ou BCR-

indépendantes ?

A la différence de la LLC ou I'expression de ZAP-70 ne varie pas dans les LB
tumoraux pour un méme patient, son caractére inductible a été évoqué par quelques
équipes pour expliquer sa détection dans des LB non tumoraux de sujets sains avec
des résultats contradictoires. Ainsi, trois équipes différentes ont rapporté une
augmentation de I'expression protéique de ZAP-70 par immunoblot et/ou par
cytométrie en flux dans des LB du sang périphérique ou amygdaliens suite a
différentes stimulations comparativement aux LB non stimulés (anti-lgM seule, co-
stimulations polyclonales ou encore par CpG) (Bekeredjian-Ding et al., 2008; Nolz et
al., 2005; Scielzo et al., 2006). Inversement, une autre équipe observait des taux
stables de ZAP-70 dans les différentes sous-populations B suite a des stimulations
BCR-dépendantes ou par LPS ou IL-4 (Fallah-Arani et al., 2008).

Dans notre modéle, il existait une augmentation de la fluorescence de ZAP-
70 et de la GFP sous les différentes stimulations. Cette augmentation était
supérieure dans les souris KI ZAP-Mb1 comparativement a celle observée pour
les souris KI ZAP suggérant une possible induction de I’expression de ZAP-70

apres stimulation en plus d’une augmentation de I'autofluorescence.

Bien que moins marquées, les mémes constatations étaient observées dans le
modele Kl Trib1-Mb1.

Ainsi, a ce stade, et aux vues des données de la littérature ci-dessus, nous ne
pouvons ainsi ni exclure ni conclure que I’expression de ZAP-70 soit en partie
inductible dans notre modéle sous stimulations du BCR mais aussi BCR-

indépendantes.

L’augmentation conjointe de l'autofluorescence observée sous stimulation par
cytométrie en flux ne permettant pas de trancher, il conviendrait de s’affranchir de
I'autofluorescence en stimulant séparément des LyBGFP-" et des LyBGFP"9" puis
en comparant les quantités protéiques et/ou en ARNm de ZAP-70 respectivement en
immunoblot et/ou RT-qPCR avant et aprés stimulation afin de pouvoir conclure en une

expression inductible ou non de ZAP-70 dans notre modéle.
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Les souris Kl ZAP-Mb1 développent des caractéristiques de la LLC

Nos souris n‘ont pas développé de LLC, évaluée sur l'apparition d’une
lymphoprolifération périphérique, d’'un enrichissement en LB CD5" péritonéaux ou
médullaires, et/ou d’adénopathies/splénomégalie, comme cela est observé dans le

principal modéle murin spontané de LLC Eu-TCL1 (Bichi et al., 2002).

Ce modeéle Ep-TCL1 est toutefois différent, utilisant VH comme promoteur
conditionnel et IgH comme amplificateur pour '’hyperexepression de Tcl/1 dans les LB
a partir du stade immature, cette hyperexpression étant connue pour étre observée

dans une grande variété d’hémopathies dérivées de la lignée B (Narducci et al., 2000).

De plus, ce modéle n’exprime jamais ZAP-70 (Bichi et al., 2002). Ainsi une
équipe a tenter d’évaluer I'impact de différents niveaux d’expression de ZAP-70 dans
les souris Ep-TCL1, en les croisant avec les souris VH-ZAP70 ou CD19-ZAP70
détaillées précédemment (Gobessi et al., 2011). Ainsi, les souris VH-ZAP70/Eu-TCL1
développaient une LLC au méme age (7-8 mois) et avec la méme évolution que les
souris Eu-TCL1, suggérant que de faibles niveaux de ZAP-70 n’influengait pas sur la
survenue et I'évolution de la LLC. Les données concernant les souris CD19-ZAP-70/
Eu-TCL1 ont été présentées a 'ASH de 2011, mais a ce jour, ni ces données ni le

détail des souris VH-ZAP70/Eu-TCL1 n’ont été publiées a notre connaissance.

Dans notre modéle Kl ZAP-Mb1, les LB présentent de facon trés intéressante
des caractéristiques observées classiquement dans la LLC : un phénotype hyper-
activé, une prolifération et un flux calcique augmentés. De méme, il existe aussi une
réduction en IgG et IgM totales sériques, et un enrichissement en IgG et IgM sériques
poly-autoréactives sans développent de réelle maladie auto-immune, ce qui est aussi
fréequemment observé dans la LLC (Hodgson et al., 2011; Wadhwa and Morrison,
2006). Enfin, bien que non significative, il était aussi observé une augmentation de
I'expression de ZAP-70 dans les LT des souris KI ZAP-Mb1 comparativement aux
souris KI ZAP (Rizzo et al., 2013).

Ainsi, il serait important d’étudier le répertoire de ces LB murins CD5ZAP-70"

dans notre modeéle a la recherche d’une stéréotypie du BCR et/ou d’une clonalité.
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Les caractéristiques précédentes sont uniquement, ou principalement

observée dans les SoZAPHigh,

Toutefois, les analyses complémentaires n'‘ont pas montré de corrélation
positive entre le niveau d’expression de ZAP-70 (ou de la GFP) et les différentes
altérations observées pour chaque souris (résultats non montrés). En d’autres termes,
au sein des SoZAPM9", un taux plus faible d’lg n’était pas associé a une expression
plus intense de ZAP-70/GFP, comparativement aux souris avec des taux plus
importants d’lg. Les mémes constations étaient faites concernant les proportions de
LB activés ou proliférants ou encore d’lgG/IgM autoréactives. Ceci suggére un effet
on/off de I’expression de ZAP-70 dans les LB, sa seule présence au-dela d’un
certain seuil étant suffisante a modifier le phénotype et le comportement

cellulaire de ces cellules.

Ceci est en accord avec les données humaines initiale de notre projet ou, parmi
les patients ZAP-70" avec CAI, le niveau de ZAP-70 dans les LB CD5 n’était pas
statistiquement différent de celui dans les LB CD5" des patients ZAP-70* sans CAI.

Ces résultats sont aussi cohérents avec les données dans les LB LLC, ou un
certain seuil de quantité de protéine ZAP-70 est nécessaire pour augmenter la
signalisation du BCR (Chen, 2005).

Bien que le caractére aléatoire de la proportion de SoZAP"9" ne nous ai pas
permis d’affiner la distinction des groupes de souris autrement que par un seuil binaire
de 50 % de LyGFPHi9" pour définir une SoZAPHi9" cela a tout de méme révélé I'effet
significatif d’un niveau d’expression de ZAP-70 dans les LB sur leur survie,
maturation, différentiation, prolifération et activation, ainsi que sur la production

d’lg poly-autoréactives.
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Synthése de la partie murine

Au total, notre modéle murin original KI ZAP-Mb1 montre que la surexpression

précoce de ZAP-70 dans les LB dés la stade proB, ainsi que son niveau d’expression

sont associés a différentes altérations, en termes de phénotype, de différentiation,

d’activation et de prolifération ainsi qu’a la production d’auto-Ac circulants.

Certains résultats sont toutefois en I'apparence contradictoires, la forte

surexpression de ZAP-70 allant soit dans le sens d’une altération de la signalisation

du BCR soit au contraire dans le sens d’une hypersignalisation du BCR.

a) Arguments en faveurs d’une réduction du signal du BCR :

Réduction de I’apoptose des progéniteurs médullaires : un faible signal
médié par le BCR pourrait tout d’abord expliquer que les progéniteurs
médullaires exprimant fortement ZAP-70 (LyGFPH9") subissent moins de
sélection négative par apoptose et qu'’ils puissent donc plus facilement migrer
en périphérie sous forme immature/transitionnels (Goodnow et al., 2005)..
Enrichissement en LB de la ZM : en périphérie, via la propagation d’un signal
faible du BCR, les LyGFPHis" T2 pourraient préférentiellement se différencier en
LB de la ZM au dépend des LB folliculaires et des LB1 (Berland and Wortis,
2002; Cariappa et al., 2001; Pillai and Cariappa, 2009; Pillai et al., 2005).
Augmentation des LB immatures, réduction des LB matures (naifs,
switchés), des LB des CG, hypo-lgG et hypo-IgM : il a ét¢ montré qu’une
altération de la signalisation médiée par le BCR est associée a un exclusion
folliculaire des LB immatures et une capacité réduite de ces cellules a se
différentier en en LB matures (Cornall et al., 2000; Turner et al., 1995, 1997).
Défaut de production d’lgG et d’IgM spécifiques aprés immunisation T-
dépendante avec réduction du nombre de cellules sécrétrices d’Ac
spécifiques : ceci est cohérent avec les données précédentes a I'état basal et
la faible signalisation du BCR suite a sa stimulation antigénique ne permet pas
une différentiation correcte en plasmocytes sécréteurs d’Ac.

Enrichissement en auto-Ac circulants avec multiples cibles antigéniques :
ceci est cohérent avec l'enrichissement en LB de la ZM potentiellement
autoréactifs, avec la réduction des LB1, et avec la réduction de la sélection

négative médullaire ou des LB ignorants ou autoréactifs mais ayant échappé a
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la sélection négative du fait de la faible signalisation du BCR, ont pu migrer en
périphérie et devenir secondairement autoréactifs suite a leur activation par
différents auto-Ag et des molécules de co-stimulation

- Possible altération de la phosphorylation de SYK : or il a été montré dans
les LB normaux et de LLC que SYK reste la kinase principalement impliquée
dans la signalisation du BCR (Chen, 2005; Chen et al., 2002; Nolz et al., 2005;
Alsadeq et al., 2014).

b) Arguments en faveur d’une hypersignalisation du BCR dans les LB des
SoZAPHh

- Hyperactivation de ces cellules a I’état basal et aprés stimulation du BCR :
ceci a clairement été démontré dans les LB LLC ZAP-70* (Damle et al., 2002)

mais aussi dans les LB non tumoraux ZAP-70* humains (Cutrona et al., 2006;

Nolz et al., 2005; Tolusso et al., 2009) ou le statut activé était par ailleurs
associé a l'intensité d’expression de ZAP-70 dans ces cellules (Nolz et al.,
2005)

- Augmentation du flux calcique aprés stimulation du BCR: ceci est
cohérent avec une hypersignalisation du BCR observée dans les LB de LLC
ZAP-70" (Chen, 2005; Chen et al., 2002)

- Augmentation de la prolifération spontanée de ces cellules, ainsi qu’aprés
stimulation du BCR : une prolifération augmentée a clairement été montré
dans les LB tumoraux ZAP-70" de LLC via une signalisation chronique et accrue
du BCR suite a sa stimulation directe (Chen, 2005; Zhang and Kipps, 2014),
mais ceci n’a pas été démontré dans des LB non tumoraux

- Enrichissement en auto-Ac circulants : ceci peut aussi survenir en cas

d’hypersignalisation chronique du BCR, comme 'ont démontré des modéles KO
pour différentes molécules inhibitrices du signal du BCR (Nitschke, 2009;
Pritchard and Smith, 2003; Schickel et al., 2012).
Ces arguments, bien que factuels, ne permettent toutefois pas de
contrebalancer I'ensemble des arguments précédents en faveur d’une
altération de la signalisation du BCR dans les LB surexprimant ZAP-70 qui
peuvent expliquer la quasi-totalité du phénotype de nos souris.

¢) Proposition d’explication des discordances observées
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Bien que préliminaires, nos données de signalisation, suggérent que
ZAP-70 pourrait entrer en compétition avec SYK dans la signalisation du
BCR suite a sa stimulation. En effet, contrairement aux LB normaux (Alsadeq
et al.,, 2014; Nolz et al., 2005), il est observé une réduction précoce de la
phosphorylation de SYK au profit de celle de ZAP-70 aprés stimulation du BCR.

Ainsi, il est possible que dans notre modeéle, ZAP-70 ait un effet
biphasique :

e Un effet précoce activateur : il permettrait 'augmentation du flux calcique,
'expression de marqueurs d’activation précoces suite a la stimulation du
BCR (voire méme en intégrant des signaux BCR-indépendants tels que le
LPS et le CpG), ainsi qu’une prolifération rapide.

o Un effet tardif plutot inhibiteur : I'effet activateur initial pourrait en effet
étre insuffisant en termes d’intensité ou de durée, pour entrainer une
différentiation et la survie de ces LB, ZAP-70 étant rapporté comme moins
efficient que SYK pour la transmission du signal du BCR dans les LB murins
(Cornall et al., 2000; Turner et al., 1995, 1997). Ceci pourrait donc expliquer,
du moins en partie, le phénotype immature avec réduction en IgG et IgM

totales sériques observés a I'état basal décrit précédemment.

L’état d’hyperactivation et de prolifération a I'état basal pourrait s’expliquer par
une signalisation constitutive chronique mais faible du BCR médiée par ZAP-70.
Toutefois, en I'absence d’engagement du BCR et de signaux de survie, cet état
d’activation chronique entraine classiquement une mort cellulaire retardée de ces
cellules par AICD (activation-induced cell death) (Donjerkovi¢ and Scott, 2000). Ainsi,
si ZAP-70 entraine une stimulation chronique du BCR, il devrait exister une diminution
progressive avec I'adge de la proportion de LyGFP"s" par rapport aux LyGFP-", Or,
nous avons constaté la présence de LyGFPHi9" parfois > 50 % des LyGFP Totale dans
des souris agées de 12 mois (résultats non montrés). Nous n’avons toutefois pas de

comparatif pour ces mémes souris a un age plus jeune afin de s’assurer que le ratio

LyGFPHsh/l yGFP-°" ne varie pas au cours du temps. Ceci reste une perspective de

travail.
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail s’integre dans un projet vaste et ambitieux visant a étudier si
I'expression de ZAP-70 dans les LB non tumoraux favorise la rupture de tolérance

et/ou la transformation néoplasique de ces cellules.

Il fait directement suite et compléte les travaux Humains initiés dans notre
laboratoire par le Dr Dana Ghergus dans le cadre de sa thése de Science soutenue
en septembre 2015, ou il a notamment été montré pour la premiere fois chez les
patients atteints de LLC qu’une fraction des LB non tumoraux expriment anormalement
ZAP-70, et que lintensité de cette expression est corrélée a celle dans les LB
tumoraux. De plus, I'expression de ZAP-70 dans les LB non tumoraux est associée a
la survenue de CAI suggérant que ces cellules pourraient étre a l'origine des Ac

polyclonaux responsables des CAl de la LLC.

Le travail présenté ici confirme tout d’abord que ces LB non tumoraux ZAP-70*
sont bien polyclonaux et sans lien moléculaire avec le clone tumoral correspondant.
Ces cellules sont principalement mutées par pression de sélection antigénique variée

avec une absence de stéréotypie de leur BCR.

Il semblerait que ces LB non tumoraux ZAP-70" présentent toutefois un
enrichissement en BCR autoréactifs (réactivité anti-nucléaire et/ou polyréactivité) mais
ceci reste a confirmer sur un plus large panel. Des mises au point sont aussi
nécessaires pour tester la réactivité de ces BCR envers les Ag impliqués dans la

survenue de CAI.

Nous avons par ailleurs généré un modele murin original surexprimant de fagon
conditionnelle ZAP-70 dans les LB dés le stade proB permettant d’étudier les
conséquences fonctionnelles d’'une telle expression in vivo. Ce modéle est valide et
entraine l'expression de deux niveaux d’intensités de ZAP-70 dans les LB en
proportions variables selon les souris, permettant de définir des souris ZAP™" et
ZAPHigh,

Ainsi, ce modéle nous a permis de montrer qu’il existe un effet du niveau

d’intensité d’expression de ZAP-70, une forte expression étant associée a un avantage
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sélectif médullaire des LB, et a un enrichissement en cellules potentiellement
autoréactives de type ZM, ainsi qu’a un blocage partiel de la maturation et de la

différentiation périphérique.

De plus, bien que les SoZAPM9" ne développent pas de LLC, elles présentaient
des caractéristiques communes a la LLC : réduction en IgG et IgM totales sériques,
enrichissement en IgG et IgM sériques autoréactives, hyperactivation et prolifération
augmentée des LB suite a la stimulation du BCR. La forte expression de ZAP-70
confére aussi a ces LB la capacité de s’activer et de proliférer de fagon augmentée

sous des stimuli BCR-indépendants.

Il est possible, aux vues des données présentées, que ZAP-70 entre en
compétition avec SYK dans la signalisation du BCR suite a sa stimulation, avec un
effet précoce plutot activateur mais une signalisation du BCR globalement altérée,
responsable d’'un défaut de maturation et de différentiation normale des LB, pouvant
favoriser I'enrichissement en cellules immatures autoréactives. Le role mécanistique
précis de ZAP-70 dans les LB non tumoraux reste a préciser, en étudiant précisément
les interactions de ZAP-70 avec les protéines du complexe du BCR, notamment SYK,

et les différentes voies de signalisation d’aval.

Au final, les données humaines et murines de ce travail tendent a montrer que
I'expression de ZAP-70 dans les LB non tumoraux ne semble pas favoriser la survenue
d’une transformation néoplasique de ces cellules, mais par contre semble favoriser un

enrichissement en LB poly-autoréactifs.

A terme, si nous parvenons a confirmer que les LB non tumoraux ZAP-70* sont
a l'origine des CAl dans la LLC et qu’une forte expression de ZAP-70 dans des LB non
tumoraux est associée de fagon plus globale a une rupture de tolérance cela légitimera
des tests thérapeutiques ciblant ZAP-70 dans les complications auto-immunes des

néoplasies.

Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans la compréhension du
développement B et de la physiopathologie de la rupture de tolérance et de la

transformation néoplasique.
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Expression de ZAP-70 dans les lymphocytes

B non tumoraux
Implications dans la rupture de tolérance et la

transformation néoplasique

Résumé

L'expression de ZAP-70 dans la leucémie lymphoide chronique (LLC) est associée a une hypersignalisation du
BCR et a la survenue de cytopénies auto-immunes (CAl). Les LB non tumoraux expriment aussi ZAP-70,
expression corrélée a celle dans les LB tumoraux et aux CAI. Nous avons montré que ces LB non tumoraux
ZAP-70" sont polyclonaux, sans lien moléculaire entre eux ni avec le clone tumoral et qu'l n'existe pas de
stéréotypie de leur BCR. Ces LB présentent par contre un enrichissement en BCR autoréactifs. Notre modéle
murin knock in Zap-70""/ Mb1-Cre*" a montré qu'une forte expression précoce de ZAP-70 dans les LB est
associée a un avantage sélectif médullaire, un enrichissement en cellules potentiellement autoréactives de type
zone marginale, a un blocage partiel de la maturation et de la différentiation périphérique, ainsi qu’au
développement de caractéristiques de la LLC : hypogammaglobulinémie, enrichissement en auto-anticorps
circulants, hyperactivation et prolifération cellulaires augmentées. Ces résultats ouvrent de nouvelles
perspectives impliquant ZAP-70 dans la compréhension du développement B et de la physiopathologie de la

rupture de tolérance et de la transformation néoplasique.

Mots clés : leucémie lymphoide chronique, ZAP-70, auto-immunité, lymphocyte B

Abstract

ZAP-70 expression in chronic lymphocytic leukemia (CLL) is associated with BCR hypersignalling and
autoimmune cytopenia (AIC) occurrence. Non tumoral B cells also express ZAP-70, which is correlated with
those in tumoral B cells and AIC. We have shown that these non tumoral B cells ZAP-70+ are polyclonal, without
molecular link between each other and tumoral B cells, and without BCR stereotypy. These cells are however
enriched in autoreactive BCR. Our mouse model knock in Zap-70""/ Mb1-Cre*" revealed that a high and early
ZAP-70 expression is associated with medullar selective advantage, enrichment in potential autoreactive B cells
of marginal zone subtype, partial block for peripheral maturation and differentiation, along with some LLC
characteristics: hypogammaglobulinemia, enrichment in circulating auto-antibodies, increase in cellular
activation and proliferation. These results open new opportunities involving ZAP-70 in the understanding of B

cell development and physiopathology of tolerance breakdown and neoplastic transformation.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia, ZAP-70, autoimmunity, B lymphocyte
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