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INTRODUCTION

Les lymphomes sont des cancers hématologiques qui représentent le 7éme cancer humain
le plus répandu dans le monde. L’OMS a classé 80 sous-types de lymphomes répartis en deux
formes les lymphomes hodgkiniens (maladie de Hodgkin) et les lymphomes non hodgkiniens
(LNH). Le lymphome folliculaire (LF) est le deuxieme lymphome spécifique des lymphocytes
B le plus courant chez les adultes dans les pays occidentaux. Le LF est class¢ comme le
lymphome indolent le plus fréquent. Cependant, cette maladie reste incurable avec I’arsenal
thérapeutique existant a ce jour. Une partie des patients présente une maladie qui rechute ou
qui progresse, entrainant un pronostic défavorable. A ce jour, il n’existe aucun moyen afin
d’identifier les patients avec un risque important de rechute ou de progression. De plus, aucun
traitement spécifique pour ces patients n’est disponible sur le marché. Les progres des méthodes
et des pratiques scientifiques des dernicres années ont permis d’avoir une meilleure
connaissance de la lymphomagenése de cette pathologie. L’émergence de ces nouvelles
techniques d’analyses ont mis en évidence un pool de cellules correspondant a un ancétre
précoce commun du LF et pouvant étre responsable des rechutes. Ces cellules doivent étre
formellement identifiées et caractérisées pour pouvoir les cibler avec des approches

thérapeutiques afin d’améliorer le pronostic et la survie de la maladie.



I. Lelymphome folliculaire

A. Généralités

Les lymphomes sont des tumeurs solides du systéme immunitaire. Ils peuvent étre divisés
en deux grandes catégories : les lymphomes non hodgkiniens (90%) et les lymphomes
hodgkiniens (10%). La plupart des LNH, environ 90%, ont pour origine une transformation
maligne des lymphocytes B (LB), mais ils peuvent également étre d’origine T ou Natural Killer
(NK). Les LNH présentent un large éventail d'apparences histologiques et de caractéristiques
cliniques, ce qui peut rendre le diagnostic difficile. En effet, les LNH constituent un ensemble
de néoplasies hétérogenes divisées en une classification complexe et en constante évolution,
avec plus de 50 sous-types différents répertoriés dans la dernicre classification de 1'organisation
mondiale de la santé¢ 2016 (OMS 2016) (1). La classification de ’OMS 2016 regroupe les
différentes pathologies au sein des néoplasmes a cellules B matures, les néoplasmes a cellules
T et NK matures, les lymphomes hodgkiniens, les syndromes lymphoprolifératifs post-
transplantation et les tumeurs des cellules histiocytaires et dendritiques. Le LF se trouve au sein
du groupe des néoplasmes a cellules B matures habituellement regroupés dans des structures
d’architecture folliculaires. Cependant, il existe quatre variants histologiques du LF qui sont
détaillés dans la classification de I’OMS 2016. Ces variants sont la néoplasie folliculaire in situ,
le variant diffus du LF, le LF de type duodénal et le LF de type testiculaire. A noter que la
néoplasie folliculaire in situ correspond a un diagnostic anatomo-pathologique pouvant ensuite
conduire au diagnostic d’un LF concomitant dans un autre site ganglionnaire. Le LF reste, a ce
jour, une maladie incurable, indolente et ponctuée de multiples rechutes qui deviennent

résistantes au cours du temps et pouvant évoluer vers un lymphome agressif.

1. Epidémiologie du lymphome folliculaire

1.1 Tendance générale de I’incidence

Le LF est un lymphome indolent dans 80% des cas et représente le 2™ sous type de
LNH le plus fréquent apres le lymphome B diffus a grandes cellules (DLBCL) dans les pays
occidentaux (2). Le LF représente 35% de tous les LNH et 70% des LNH de bas grade (3). Le
LF touche principalement les adultes, rarement observé chez les patients agés de moins de 18

ans. Au moment du diagnostic, I’age médian des patients se situe autour de 60-65 ans (2).



L’évolution de cette pathologie est hétérogeéne d’un patient a I’autre. En effet, 20% des patients
vont rechuter dans les deux ans suivant le traitement dont le pronostic est défavorable avec une
survie sans progression a 5 ans de 60%. Alors que la moyenne de la survie sans progression des
patients atteint de LF est de 7 ans. De plus, la transformation histologique (TH) des LF en une
forme plus agressive comme le DLBCL se produit chez 2 a 3% des patients par an. D’apres une
¢tude de Santé Publique France I’incidence du LF en 2018 était d’environ 3 000 nouveaux cas
avec un age médian au diagnostic de 66 ans (4). Une étude rétrospective récente du Spanish
Lymphoma Oncology Group a enregistré une incidence cumulée sur 5 ans de 7% de
transformation dans une population de plus de 1 000 patients (5). Plusieurs études
épidémiologiques ont montré que le LF a une incidence plus élevée dans les populations
caucasiennes que dans les populations africaines ou asiatiques (6). En étudiant I’incidence du
LF chez les américains d’origine asiatique, Clarke ef al. ont trouvé que I’incidence était
significativement plus faible chez les Américains d’origine Asiatiques nés a 1’étranger que ceux
nés aux Etats-Unis, ce qui suggére un réle des facteurs environnementaux dans la pathogénése
dans le LF (6). La plupart des malignités lymphoides présentaient un exces de risque pour les
hommes dans I’étude de Teras et al, mais ce n’était pas le cas pour le LF qui avait un sex-ratio
de 1.18 (7). Les données d’un programme national américain (SEER) montrent que le taux
d’incidence pour 100 000 personnes a augmenté de 1,3 cas en 1975 a 3,9 cas en 1986. Le taux
s’est depuis stabilisé¢ aux alentours 3,3 cas pour 100 000 personnes. Depuis 2001, on observe
une baisse du taux d’incidence pour les deux sexes, avec une diminution du taux de 3,1 en 2001
a2,5en 2018. En parallele, la survie a 5 ans est restée stable dans les années 1990 avec un taux
de 70%, puis elle a augmenté jusqu’a 92,4% en 2014. Le sexe, [’age et la race n’a pas
d’influence significative sur les taux de survie a 5 ans (7). En somme, le LF est une pathologie
équilibrée entres les hommes et les femmes. Cette pathologie est plus répandue aux Etats-Unis
et en Europe dont le taux d’incidence diminue et la survie a 5 ans augmente au cours des
derniéres années. La baisse du taux d’incidence pourrait étre due a la diminution des taux de
tabagisme au cours de cette période, ainsi qu’aux changements des modes de vie ou a
I’exposition environnementale. L’augmentation du taux de survie a 5 ans est expliquée par
I’introduction du rituximab (anticorps anti-CD20) dans la thérapeutique du LF et par les

différents progres thérapeutiques (8).



1.2 Facteurs génétiques et environnementaux

Les données d’incidence suggerent que le LF pourrait résulter d’une interaction
complexe de facteurs génétiques et environnementaux, bien que la plupart des patients ne
présentent pas de facteurs de risque clairement identifiables au moment du diagnostic. Le
consortium InterLymph qui regroupe 19 études cas-témoins avec 3 530 cas et 22 639 témoins
en Europe, en Amérique du Nord et en Australie a montré que les antécédents familiaux de
LNH chez un parent au premier degré conferent un risque multiplié par 2 de LF (2). Lorsqu’un
parent masculin au premier degré est atteint de myélome multiple, le risque de développer un
LF est 3,6 fois plus ¢élevé que dans la population générale, cependant ce risque augmenté n’est
pas si évident lorsqu’un parent féminin au premier degré est atteint d’'un myélome. De plus, le
fait d’avoir des parents au premier degré atteints de leucémie ou de lymphome de hodgkin ne
semblait pas présenter un risque accru de LF (2). Depuis quelques années, de nombreuses
¢tudes d’association pangénomique (GWAS ou Genome Wide Association Study) ont identifié
des polymorphismes nucléotidiques pouvant expliquer la susceptibilité héréditaire (6). En effet,
les polymorphismes génétiques retrouvés dans les génes codant pour les molécules de
présentation antigénique (CMH de classe I et de classe II) sont associés a risque plus élevé de
développer un LF. Des polymorphismes ont également été retrouvés preés d’oncogenes
potentiels et d’oncogenes avérés sans qu’un lien fonctionnel biologique de causalité n’ait pu
étre établi (8).

L’¢étude des facteurs de risque environnementaux est régulierement source de confusion
et de biais inévitables, par conséquent il est difficile d’établir des liens entre 1’origine naturelle
du LF et les différents facteurs car les données des études épidémiologiques sont souvent
contradictoires. La plupart des études considérent les LNH dans leur ensemble et non
spécifiquement le LF, ce qui en limite les conclusions vis-a-vis du LF. Parmi les facteurs
retrouvés de maniere récurrente dans la littérature, le risque de LF augmente de manicre
significative avec I’exposition a des solvants chimiques connus pour étre cancérigene tels que
le benzéne, le toluéne, le xyléne et le styréene (OR 1,7) (9). L’ exposition professionnelle aux
pesticides augmente la prévalence et la fréquence de cellules porteuses de la translocation
t(14 ;18), a ’origine de la pathogénése du LF, en particulier pendant les périodes d’utilisation
intensive de pesticides (10). Une étude épidémiologique a montré un risque accru associé a
I’exposition de pesticides pour les lymphomes non hodgkinien possédant la translocation
t(14 ;18) mais pas pour ceux ne la présentant pas (8). La translocation t(14 ;18) entraine la

juxtaposition du géne anti-apoptotique BCL2 sous le promoteur de I’'immunoglobuline, elle se



produit dans 70% a 90% des cas de LF et a également été associée a certains pesticides dans
deux études (6). Des études ont indiqué un risque accru de LF pour les fumeurs actuels par
rapport aux non-fumeurs, de plus I’association entre le tabagisme et le LF est biologiquement
plausible étant donné la fréquence accrue de cellules t(14 ;18) chez les gros fumeurs (6).
Cependant, deux études prospectives ont montré des résultats contraires, suggérant un risque
plus faible de LF chez les fumeurs actuels ou les anciens fumeurs (6). La méta-analyse
InterLymph a montré que le fait d’étre en surpoids ou obese a 1’age adulte confere un risque
1,5 fois plus ¢élevé de LF (2) et une autre étude confirme que 1’augmentation de I’indice de

masse corporelle est positivement associée au risque de LF (11).

2. Présentation clinico-biologique du lymphome folliculaire

2.1 Généralités

La présentation clinique du LF est le plus généralement caractérisée par la forme
ganglionnaire. Les patients peuvent présenter un tableau clinique variable, avec la présence
d’adénopathies superficielles de volume modéré, évoluant depuis plusieurs mois et
généralement non douloureuses et non inflammatoires qui peuvent se localiser au niveau
fémorale, inguinale, axillaire et cervicale. Des symptdmes au niveau abdominal d’apparence
banale peuvent mettre en évidence des ganglions se développant trés lentement et nécessitant
une imagerie. Les symptdmes B comme la fi¢vre, ’amaigrissement et les sueurs nocturnes
peuvent également étre retrouvés chez ces patients. On retrouve également une élévation des
lactates déshydrogénases (LDH) sur le plan biologique chez environ un patient sur 4 et une
anémie chez un patient sur 5. Les cellules du LF au diagnostic peuvent envahir les ganglions,
la rate et la moelle osseuse. En effet, une atteinte de la moelle osseuse est retrouvée dans 70%
des cas, alors que Dl’atteinte d’autres organes extra-nodaux est plus rare. L’envahissement
sanguin des cellules tumorales est tres rare (<5%) mais peut étre observé sur I’hémogramme
avec une analyse microscopique et par I’immunophénotypage, le pronostic est alors défavorable
(12) (13). Un bilan rénal et hépatique est nécessaire pour exclure tout dysfonctionnement de
ces organes, ainsi qu’une électrophorése des protides qui peut mettre en évidence chez certains
patients une discréte hypogammaglobulinémie et/ou un composant monoclonal de faible taux.
La lenteur de I’évolution de la pathologie, ainsi que les longues phases de stabilité caractérisent
I’histoire naturelle de la maladie pour 80% des patients. Il existe différentes formes cliniques

plus rares de LF pouvant étre différencier en termes de comportements cliniques et de résultats



apres thérapie. La fréquence de cellules porteuses d’une translocation t(14 ;18) plusieurs années
en amont du diagnostic pourrait étre également utilis¢é comme un biomarqueur prédictif du
risque de développer un LF bien que non-utilisé en pratique du fait de la faible incidence de LF

dans la population générale (14).

2.2 Formes cliniques particulieres

La néoplasie folliculaire in situ désigne des follicules néoplasiques composés par de
nombreux LB porteurs de la translocation t(14 ;18) au sein d’un ganglion ou ’on ne retrouve
pas d’évidence histologique d’envahissement par un LF manifeste (15). L’architecture des
ganglions lymphatiques est préservée, a premiere vue, le follicule néoplasique est généralement
imperceptible et difficile a distinguer d’un centre germinatif (CG) normal (16). L’identification
de ce follicule est définie par I’identification d’une population uniforme de petits centrocytes
néoplasiques qui peut étre confirmé par une analyse d’immunohistochimie. La présence de
cellule au sein du follicule exprimant fortement BCL2 et CD10 est caractéristique de la
néoplasie folliculaire in situ (Figure 1). Un bilan d’extension en imagerie est alors effectu¢ afin
d’¢liminer d’autres localisations de la maladie. La néoplasie folliculaire peut étre associée a
une progression vers un LF de forme classique dans 5 a 10% des cas pouvant étre diagnostiquée
entre 23 mois et jusqu’a 10 ans plus tard (17). On retrouve dans les in sifu des cellules
circulantes porteuses de la t(14;18) issues du méme clone que dans le ganglion (14).
Cependant, ces LB présentent peu d’altérations génétiques supplémentaires suggérant qu’il
s’agit d’une étape précoce dans le processus de lymphomagenése (18) (19). Parmi les
altérations retrouvées, on retrouve des mutations de régulateurs épigénétiques (CREBBP) et
’acquisition de site de N-glycosylations du récepteur aux cellules B (BCR) qui pourrait fournir
un signal de survie a ces cellules via des contacts avec les lectines du microenvironnement (20)
(21).

Une atteinte duodénale isolée est caractérisée par des douleurs abdominales ou
épigastriques banales conduisant a la réalisation d’une biopsie endoscopique et pouvant aboutir
au diagnostic du LF de type duodénal. Ce sous-type de LF est présenté comme des 1ésions
polyploides solitaires ou multiples qui sont confinées a la muqueuse ou la sous-muqueuse de la
deuxieéme partie du duodénum (17). L’évolution de cette forme de LF est trés indolente et
évolue rarement vers un LF « classique » (< 10%). Le pronostic est excellent mais nécessite

une prise en charge thérapeutique distincte.



Le LF de type pédiatrique est devenu une entité définitive dans la révision en 2016 de la
classification ’OMS 2008 (1). Ce sont des LF retrouvés principalement chez I’enfant,
I’adolescent et 1’adulte jeune. Le tableau clinique présente le plus souvent une adénopathie
isolée, souvent inguinale. L’analyse histologique met en évidence de grandes cellules faisant
évoquer une pathologie plutdt agressive, cependant il s’agit une pathologie bénigne car
I’exérése de 1’adénopathie atteinte est souvent le seul traitement nécessaire. Le LF de type
pédiatrique est caractérisé pathologiquement par une forte prolifération et une absence de
réarrangement t(14 ;18) (17). L’étude des mutations des génes rencontrées dans les LF de type
pédiatrique a permis d’améliorer I’identification cette forme particuliére de lymphome chez
I’adolescent ou I’adulte jeune. En effet, le LF de type pédiatrique se distingue du LF classique
par des altérations génomiques de TNFRSF14, d’IRF4 qui sont fréquemment retrouvées. Les
mutations de MAP2K1 sont également retrouvées dans 43% des cas (15).

Le LF testiculaire est rare et plus fréquent chez les enfants. Généralement, ce sont des
lymphomes a un stade limité et se limitent au testicule et a I’épididyme. Ils ne présentent pas la
translocation t(14 ;18) et le taux de guérison chez les patients est élevé aprés une résection

chirurgicale (17).



Figure 1. Aspect histologique de coupe de ganglions lymphatiques colorés
par HE, BCL2 et CD10 (15).

L’unique follicule impliqué est fortement positif pour BCL2 et CD10. Les cellules B
et les cellules T de la zone du manteau présentent une positivité moins intense pour
BCL2. Les CG normaux sont BCL2 négatif et faiblement positif pour CD10.

2.3 Transformation et progression précoce de la maladie

L’évolution du LF est trés variable selon les patients. En effet, environ 20 a 30% des patients
rechutent au cours des deux ans suivant le traitement de 1% ligne. Cette rechute constitue un
facteur de mauvais pronostic entrainant une survie globale défavorable avec un risque de déces
dans les 5 ans estimé a 50% contre 90% pour le reste des patients (22). On retrouve également
des patients qui présentent des tumeurs qui vont se transformer en lymphome agressif. La TH
est associée a un trés mauvais pronostic. Le risque de TH semble étre stable et constant a
environ 2 a 3% par an pendant au moins les 10 a 15 premicres années suivant le diagnostic (17).
Cependant, la survie a 5 ans est significativement plus mauvaise pour les patients ayant subi
une TH a 75% contre 85% pour les patients non transformés (17). Cette TH correspond le plus
souvent, environ 80% des cas, a un DLBCL et moins fréquemment a d’autres types de DLBCL,
a un lymphome a cellules B de haut grade avec translocation MYC. Le LF peut s’orienter, plus
rarement, vers un lymphome lymphoblastique ou en sarcome histiocytaire (23). Le tableau

clinique correspond a une accélération de I’atteinte ganglionnaire ou extra-ganglionnaire,
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associ¢ ou non a une altération de 1’état général et a des symptdmes B. Une élévation des LDH
sérique, avec parfois une hypercalcémie sont retrouvées lors d’une analyse sanguine.

Une analyse rétrospective de différents cas de LF ayant rechuter précocement a permis
d’identifier plusieurs génes mutés responsables : TP53, BTGI, XBP1, KMT2C ou encore
MYDSS (24). L analyse a également permis de mettre en évidence un faible degré de divergence
clonale et une évolution linéaire lors des rechutes précoces. Cela suggére que ces génes mutés
sont le plus souvent présents dés le diagnostic conférant a la tumeur sa capacité a rechuter
précocement. La TH repose sur I’activation de certains oncogenes, comme cMYC ou CCND3,
et sur I’inactivation de genes suppresseurs de tumeurs, comme 7P53 ou B2M (15). En effet, un
des génes qui a été impliqué dans la transformation du LF vers un néoplasme plus agressif est
TP53 (25). La présence d’une anomalie sur ce géne est trés rare dans les échantillons au
diagnostic (<5% de tous les LF), cependant dans les LF transformés sont particuli¢rement
enrichis (25-30%) pour ces anomalies. Ces mutations conduisent a I’inactivation du géne
suppresseur de tumeur P53. De plus, la translocation du géne MYC est également rare dans les
LF mais peut se produire plus fréquemment lors des TH. Les LF transformés comportent des
altérations génétiques plus nombreuses qu’au moment du diagnostic. Le séquencage de 'ADN
circulant des tumeurs est apparu comme une nouvelle approche pour le suivi de 1'évolution des
tumeurs et est prometteur pour la détection précoce de la TH (26). En effet, ’analyse
d’échantillons appariées de LF et de LF transformé ont montré une grande divergence clonale
par rapport a leur dernier progéniteur clonal commun. Ainsi en incorporant ces différences
génomiques dans un modele, des chercheurs ont constaté que la TH des LF pouvait étre prédite

avec une sensibilité et une spécificité élevée a partir de I’ADN circulant (26).
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B. Diagnostic de lymphome folliculaire

1. Biopsie et/ou ponction ganglionnaire

La réalisation d’une biopsie tumorale permet de poser le diagnostic de LF (1). Il peut
s’agir, le plus souvent, d’une biopsie ganglionnaire et, dans de rares cas, d’un autre organe
atteint comme le foie, la rate, le poumon, etc... Mais dans le cas d’une atteinte ganglionnaire et
extra-ganglionnaire, la biopsie ganglionnaire est privilégiée. Il peut exister une hétérogénéité
cellulaire et architecturale au sein d’'un méme ganglion, il est donc important de réaliser une
biopsie chirurgicale lorsque les cas le permettent au lieu d’une biopsie transcutanée (ponction).
La détection des plages de grandes cellules pouvant faire suspecter une TH sera également
améliorée lors des biopsies chirurgicales (27). La biopsie est ensuite analysée dans un service
d’anatomopathologie pour une analyse histologique, d’un immunophénotypage, d’un caryotype

ou d’analyses en biologie moléculaire.

1.1  Caractéristiques morphologiques

L’analyse histologique repose sur 1’examen macroscopique et microscopique de la
biopsie. Ces examens permettent de définir différents grades (bas, intermédiaire et haut grade)
a partir des résultats de la biopsie ganglionnaire. En effet, I’analyse microscopique permet de
mettre en évidence des follicules néoplasiques qui semblent homogénes avec une perte de
polarité ainsi qu’une prolifération en proportion variable de petites cellules clivées (centrocytes)
et de grandes cellules (centroblastes). Les centrocytes néoplasiques sont deux fois plus grand
que les lymphocytes matures réactifs avec des noyaux hyperchromatiques, dentelés ou tordus
sans nucléole. Les centroblastes sont deux a trois fois plus grand que les lymphocytes matures
et présentent un noyau ovale a rond avec un a trois nucléoles basophiles, ils présentent
¢galement un cytoplasme basophile. On retrouve également dans des proportions variables des
cellules folliculaires dendritiques au niveau des espaces inter-folliculaires, ainsi qu’une
infiltration de lymphocytes T (LT) dans les espaces inter-folliculaires et folliculaires, pouvant
avoir une certaine importance pronostique (28). L appréciation de la proportion de centrocytes
et de centroblastes permet de classer les LF en différents grades allant de I (bas) a III (haut)
(Tableau 1) :
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e Grade I : moins de 5 centroblastes par champ microscopique
e Grade II : entre 6 et 15 centroblastes par champ microscopique
e Grade III : plus de 15 centroblastes par champ microscopique
o IIA : persistance de centrocytes dans les follicules
o IIIB : plages homogenes de centroblastes
Le grade IIIB est considéré comme une forme agressive et est assimilé a un DLBCL pour le

traitement et 1’évolution clinique (Tableau 1).

Centrocytes Centroblastes Grades histologiques Evolution
++ /[ +++ 0 a 15 par champ I-1I Indolente
+ > 15 par champ Il1a Agressive
Absence > 15 par champ I1Ib Agressive

Tableau 1. Les différents grades histologiques du lymphome folliculaire (29).

1.2  Caractéristiques phénotypiques

L’analyse par immunohistochimie ou par cytométrie en flux permet de caractériser les
cellules du LF qui possédent le méme phénotype que les cellules B du CG en associant
I’expression des antigeénes des cellules B (CD19, CD20, CD22...) ainsi que la chaine 1égére
monotypique des immunoglobulines de surface et des marqueurs de CG, comme CDI10 ou
BCL6. Les LF de grade bas et intermédiaire (grade I et II) sur-expriment presque tout le temps
la protéine BCL2 alors qu’on retrouve moins fréquemment cette protéine dans le LF de haut
grade (grade IIIA et IIIB). L’expression de BCL2 et de BCL6 normalement mutuellement
exclusive dans les CG normaux est co-exprimée dans les CG du LF. La majorité des cas de LF
sont également positives pour BCL6 et CD10, cependant les cellules néoplasiques peuvent
réguler a la baisse 1’expression de ces deux marqueurs dans les zones inter-folliculaires (17).
L’indice de prolifération Ki67 est généralement corrélé avec les grades histologiques du LF.
Les bas grades ont généralement un faible taux de prolifération, inférieur a 30%, tandis que les

LF de haut grade ont un taux de prolifération ¢élevé, généralement supérieur a 40%.
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1.3  Caractéristiques moléculaires

La cytogénétique permet d’identifier des anomalies génétiques au niveau des
chromosomes par caryotype ou par la technique FISH (hybridation in situ en fluorescence). Le
LF dans sa forme classique présente dans plus de 70% des cas de fagon caractéristique la
translocation t(14 ;18) entre le géne anti-apoptotique BCL?2 et les régions régulatrices du géne
IGH (30) qui est mis en évidence par ces deux techniques. L’amplification par PCR
(« Polymerase Chain Reaction ») est une méthode de biologie moléculaire permettant la
détection de la translocation. Cette technique peut étre utilisée pour le suivi de la maladie
résiduelle bien que celle-ci n’ait pas montré d’intérét pronostique. La PCR permet aussi la
détection des cellules précurseurs t(14 ;18) circulantes détectables chez la plupart des individus

sains sans signe manifeste de LF.

2. Examens paracliniques et facteurs pronostiques

2.1 Scores pronostiques

Des analyses paracliniques sont nécessaires pour établir un diagnostic pronostique,
comme la tomographie par émission de positron (TEP), la biopsie de la moelle osseuse
complété par un myélogramme. Le TEP-scanner est le plus souvent utilisé car plus de 99% des
patients ont une atteinte ganglionnaire fixant le 18-fluorodéoxyglucose (16) (27). Cette
technique d’imagerie permet d’identifier de fagon précise la présence des ganglions
pathologiques de petit volume. La biopsie ostéomédullaire et le myélogramme sont utiles pour
apprécier I’envahissement médullaire qui est retrouvé dans 50 a 60% des cas.

De multiples facteurs cliniques au moment du diagnostic ont été identifiées comme ayant une
importance pronostique dans le LF. Les caractéristiques cliniques de 4 167 patients au moment
du diagnostic atteint de LF entre 1985 et 1992 ont été analysées pour identifier les facteurs les
plus fortement prédictifs du pronostic ce qui a abouti a I’indice international de pronostic du
lymphome folliculaire (FLIPI) (31). Le FLIPI, publi¢ en 2004, est composé de 5 facteurs
pronostics : 1’age, le stade, le nombre de zone ganglionnaire atteinte, la lactate déshydrogénase
sérique et I’hémoglobine (Tableau 2). Le score FLIPI permet de classer les patients en trois
groupes avec des pronostics distincts en terme de progression et de survie globale. Le groupe
avec un risque faible et intermédiaire a un score entre 0 et 2 et une survie globale a 5 ans entre

89 et 91%. Puis le groupe a haut risque avec un score compris entre 3 et 5 et donc une survie
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globale a 5 ans oscillant entre 59 et 75% (Tableau 2) (32). FLIPI a été développé avant
I’introduction de la thérapie contenant le rituximab, mais ce score a depuis été validé chez des
patients traités par le protocole R-CHOP (33). Cependant, il y a des limites sur I’index pronostic
FLIPI car ce score est basé sur des données rétrospectives, qu’il ne définit pas d’indication de
traitement et ne prends pas en compte certains facteurs couramment utilis¢é comme la 2-
microglobuline. Ainsi, pour remédier a certaines de ces limites, un modele pronostic (FLIPI 2)
a été ¢laboré en 2009 en collectant des données prospectivement aupres de 1 093 patients et
permettant d’identifier 5 facteurs : P2-microglobuline, envahissement médullaire, 1’age,
I’hémoglobine et le diamétre du plus gros ganglion (34). Ainsi, ce score permet de définir des
groupes de patients avec un risque faible, intermédiaire et élevé avec une survie sans
progression a 3 ans respectivement de 91%, 69% et 51% (32). Plus récemment, un score
pronostique reposant uniquement sur deux parametres (2-microglobuline et envahissement
médullaire) PRIMA-PI a été proposé (32) ainsi que le score m7-FLIPI prenant en compte le

statut mutationnel de 7 geénes en plus des 5 critéres clinico-biologiques (35).

Paramétres Facteurs défavorables

Age > 60 ans
Grades histologiques > Grade III
LDH > Normale
Hémoglobine <120 g/L
Nombre de sites ganglionnaires > 4 sites ganglionnaires

Groupes de risque Nombres de facteurs défavorables | Survie globale
Faible - 0al 89% 3 91%
Intermédiaire 2
Elevé 3as 59% a 75%

Tableau 2. Index pronostique international des lymphomes folliculaires (FLIPI) et les
différents groupes de risques (31).
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2.2  Mesure de la masse tumorale

L’¢évaluation de la masse tumorale peut étre réalisée a 1’aide des critéres du Groupe
d’Etudes des Lymphomes Folliculaires (GELF) et permettra de déterminer la stratégie
thérapeutique adéquate. On considére que la maladie est de forte masse tumorale s’il y a la
présence d’au moins un critére parmi : une masse ganglionnaire ou extra-ganglionnaire > 7cm,
des symptomes B (fievre, sueurs nocturnes ou perte de poids), un taux de lactate
déshydrogénase ou de 2-microglobuline supérieur a la normale, envahissement d’au moins 3
sites ganglionnaires, une splénomégalie symptomatique, des cytopénies, un syndrome
compressif et un épanchement pleural ou péritonéal (Tableau 3). Les patients n’ayant aucun de
ces critéres sont alors considérés comme atteint d’une tumeur de faible masse tumorale. Ces

tumeurs représentent environ un tiers des patients au diagnostic.

Paramétres Critére de forte masse tumorale
Ganglion Ganglion de plus de 7 cm ou 3 aires ganglionnaires distinctes de plus de
3 cm
Rate Splénomégalie symptomatique
Complication Syndrome tumoral compressif, épanchement pleural ou ascite
Biologie Lactate déshydrogénase ou f2-microglobuline élevés, cytopénies
Signe clinique Symptdmes B (fievre, sueurs nocturnes ou perte de poids)

Tableau 3. Les différents critéres de masse tumorale dans les lymphomes folliculaires du
GELF (36).
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3. Suivi de la maladie résiduelle minimale

Le suivi de la maladie résiduelle minimale nécessite un niveau de sensibilité élevé pouvant
étre atteint avec des technologies moléculaires. Ces technologies ont été développées a partir
de la PCR « classique » qualitatives et/ou quantitatives jusqu’aux techniques de séquencages
de nouvelle génération. La translocation t(14 ;18) donne lieu au géne de fusion BCL2/IGH. Les
niveaux de ce réarrangement peuvent étre utilisés pour surveiller le LF par PCR quantitative
dans différents compartiments comme la moelle osseuse ou le sang. Cependant, le rdle
pronostique de la maladie résiduelle minimale aprés une immunochimiothérapie
conventionnelle est controversé, en effet le géne de fusion BCL2/IGH peut ne pas étre détecté
chez tous les patients, notamment chez les 10 a 15% des patients atteints de LF sans la
translocation t(14 ;18) et les compartiments sanguins et médullaires peuvent ne pas étre

représentatifs du statut des ganglions.

C. Stratégies thérapeutiques

Malgré que le LF soit une maladie incurable avec les options thérapeutiques actuelles, elle
reste une maladie qui répond a diverses modalités de traitement telles que la radiothérapie, la
chimiothérapie, I’immunothérapie et les thérapies ciblées. Cependant, les décisions
thérapeutiques doivent étre prises au cas par cas en fonction de facteurs a la fois spécifiques au
patient et a la maladie. Une évaluation pré-thérapeutique, a 1’aide des examens paracliniques et
des scores pronostiques, va permettre de déterminer le traitement adapté selon I’agressivité de
la maladie, 1’étendue de la maladie et 1’état général du patient. La pratique générale consiste a
traiter les patients sur la base d’une maladie limitée (stades I ou II, non volumineuse) ou avancée
(stades III ou IV) (Tableau 4). De plus le marqueur post-traitement est la progression de la

maladie dans les 24 mois (POD24) mais il n’est pas congu pour guider le traitement initial.
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Stade Envahissement Statut extra-nodal
Limité
I Un ganglion ou un groupe de Lésion extra-nodal unique sans
ganglion adjacent envahissement ganglionnaire
Deux ou plusieurs groupes de .
I . . . g’ P ., Envahissement extra-nodal de
ganglions atteints d’un seul coté e
; contiguité limité
du diaphragme
II bulky Une masse unique > 6 cm
Avancé

Ganglions envahis des deux
1 cotés du diaphragme (rate et
ganglions sus-diaphragmatique)

Envahissement extra-nodal en
v dehors d’une atteinte de
contiguité

Tableau 4. Classification des lymphomes folliculaires déterminant le traitement (37).

1. Traitements des formes localisées (Stade I/IT)

On retrouve environ 10 a 15% des patients avec une maladie localisée au moment du
diagnostic (38). La radiothérapie est une approche raisonnable pour un LF localis¢ et une faible
charge tumorale. Le suivi a long terme des patients atteints d’une maladie localisée traités par
radiothérapie seule suggere des taux de survie globale a 10 ans allant jusqu’a 80% et une survie
globale médiane de 20 ans (39). L’abstention thérapeutique (‘Watch and Wait”) associée a une
surveillance du patient peut également étre préconisé pour les formes asymptomatiques de
faible masse tumorale (39). L’introduction dans 1’arsenal thérapeutique du rituximab, un
anticorps monoclonal anti-CD20, a permis de nouvelles perspectives pour les traitements. Cet
anticorps monoclonal cible toutes les cellules exprimant le marqueur membranaire CD20, il est
incapable de différencier les cellules B normales des cellules lymphomateuses. L utilisation du
rituximab en monothérapie est donc une possibilité pour les patients selon les résultats
cliniques. En effet, Ardeshna ef al. ont mené une étude randomisée de phase 3 en comparant un
groupe sans traitement ‘Watch and Wait’ , un groupe traité initialement par rituximab et un
autre traité par rituximab puis par une phase d’entretien avec également du rituximab (39). Ils
ont observé une différence significative dans le délai d’instauration d’un nouveau traitement.

Dans le groupe « wait and watch », 46% des patients n’ont pas eu besoin de traitement a 3 ans,
group p p

18



contre 88% dans le groupe traité avec une phase d’entretien au rituximab et 78% pour le groupe
traité par du rituximab. De plus, les patients recevant une phase d’entretien ont signalé une nette
amélioration de la qualité de vie avec une diminution de 1’anxiété et dépression par rapport au
groupe de surveillance. Ces résultats suggerent qu’en initiant le traitement tot chez les patients
atteints de LF de faible masse tumorale, on retarde la reprise d’une thérapeutique ultérieure
(39). Le rituximab en monothérapie utilisé en tant qu'induction suivie d'un entretien a été
associ¢ a une bonne qualité de vie et a des comorbidités limitées et constitue donc une option
raisonnable pour les patients présentant une faible charge tumorale. Cependant, le véritable
impact de cette intervention sur l'issue a long terme de la maladie est probablement modeste
car presque tous les patients atteints de LF avec une faible charge tumorale auront une survie
prolongée et une intervention précoce ne semble pas entrainer de différence appréciable. De
plus, un essai prospectif récent a comparé la radiothérapie seul par rapport a la radiothérapie
associée au rituximab et a démontré une amélioration de la survie sans progression a 10 ans
avec I’association radiothérapie-rituximab par rapport a la radiothérapie seule (59% vs 41%,
respectivement) sans impact sur la survie globale (39). Les patients présentant une maladie de
bas grade mais avec une charge tumorale élevée selon les critéres GELF peuvent étre traités

comme pour une maladie & un stade de haut grade (Grade 3).

2. Traitements des formes avancées (Stade I11/IV)

La plupart des patients atteints de LF ont une maladie a un stade avancé au moment du
diagnostic, entre 70 a 85%. Ces patients ne nécessitent pas de traitement immédiat & moins
qu’ils soient symptomatiques ou présentent une charge tumorale élevée. Pour ceux qui
nécessitent un traitement, le rituximab, utilisé seul ou en association avec une chimiothérapie
est treés efficace, bien que non curatif. L’ objectif principal pour ces patients est I’amélioration
de la qualité de vie et la régression des symptomes. L’amélioration de la survie du LF au cours
des 20 dernieres années est largement due a I’utilisation de cet anticorps anti-CD20. Des études
ont démontré que I’association du rituximab a la chimiothérapie (chimio-immunothérapie) pour
le traitement du LF au stade avancé améliore les taux de réponse, le délai de progression et la
survie globale. Ce traitement permet une survie sans progression de 50% et une survie globale
d’environ 80% a 10 ans (40). De plus, des progres de la chimiothérapie ont permis d’améliorer
les résultats. La bendamustine associée au rituximab a été comparé au protocole de

chimiothérapie CHOP (Cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone) associé au
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rituximab dans une étude de phase III randomisée menée auprés de 513 patients atteints de
lymphomes indolents de stade avancé, dont la majorité était des LF. Les patients traités par
I’association bendamustine-rituximab ont obtenu une survie sans progression supérieure (69,5
vs 31,2 mois) avec moins de toxicité.

L’association d’une thérapie « chimio-free » combinant le 1énalidomide avec du rituximab
(aussi connue sous 1’acronyme R?) chez des patients non traités auparavant semble montrer une
efficacit¢ équivalente a la chimiothérapie associé au rituximab avec des survies sans
progression a 3 ans de 77% et de 78%, respectivement (41). Des études récentes ont montré
que le Iénalidomide et le rituximab offrent une alternative sans chimiothérapie, tant en premicre
ligne que dans les cas de rechute. En effet, les immunomodulateurs tel que le 1énalidomide en
combinaison avec le rituximab permettent d’augmenter I’activité de ce dernier. Une étude de
phase II de I’association entre le 1énalidomide et le rituximab a fait état d’un taux de réponse
global de 95%. Le taux de rémission compléte était de 72% et la survie sans progression a 5
ans était de 100% (39). La transplantation de cellules souches autologues et allogéniques est
trés efficace (42), mais il existe un risque accru de cancers secondaires, notamment de
syndromes my¢lodysplasiques, de leucémies aigues my¢loides et de tumeurs solides. Dans un
sous-groupe de patients, la TH reste un probléme majeur. En effet, la recommandation est la
mise en place d’un traitement de rattrapage suivi d’une intensification thérapeutique avec
autogreffe (38). En conclusion, il existe de nombreuses options thérapeutiques pour les patients
atteints de formes avancées avec des faibles ou fortes masses tumorales permettant au clinicien
d’adapter la stratégie thérapeutique en fonction du patient (Figure 2). Bien que le pronostic du
LF soit excellent, la majorité des patients vont rechuter inexorablement a plus au moins long
terme et la maladie peut toujours étre mortelle. Malgré une survie globale favorable (80 %) a
10 ans, le lymphome représente la principale cause de déces au cours de la premicre décennie
apres le diagnostic. Ceci est particulierement vrai pour les patients qui présentent un score
FLIPI élevé, pour ceux dont la maladie s'est transformée et pour ceux qui n'ont pas atteint
I’EFS24 (la survie sans événement a 24 mois). Compte tenu du pronostic défavorable associé¢ a
I'échec précoce du traitement (EFS24) et la TH, les efforts doivent se concentrer sur le
développement de modeles cliniques ou biologiques pour mieux identifier les patients a risque

et leur proposer une thérapie personnalisée.
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Figure 2. Algorithme de prise en charge thérapeutique des
lymphomes folliculaires (32).

3. Traitements des formes en rechute

Lorsque les patients atteints de LF en rechute ont besoin d’un traitement, il existe de
nombreuses options, allant du rituximab en monothérapie ou combiné a la chimiothérapie, ou
la transplantation de cellules souches. Les patients en rechute peuvent également étre traités
avec des thérapies ciblées dont les inhibiteurs de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et une
thérapie a base d’anti-CD20, avec ou sans chimiothérapie. Chez les patients en rechute et
réfractaires a la LF, I’idelalisib a été le premier de ces inhibiteurs de la PI3K a étre étudié avec
un taux de réponse global de 57% (43) mais une toxicité importante limitant de facto son
utilisation en pratique clinique. Deux autres inhibiteurs de la PI3K, le copanlisib et le duvelisib
ont une activité similaire a celle de 1’idelalisib et une toxicité moindre bien que cette toxicité
en limite le plus souvent leur usage. L’obinutuzumab est un anticorps monoclonal anti-CD20
de nouvelle génération donnant un taux de réponse de 55% avec une survie sans progression

médiane de 11,9 mois chez les patients réfractaires au rituximab (44). L’obinutuzumab posseéde
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une cytotoxicité complément-dépendant inférieure au rituximab mais une cytotoxicité cellulaire
anticorps dépendante supérieure ainsi qu’un effet cytotoxique direct sur les LB. La thérapie
cellulaire CAR-T semble trés prometteuse chez les patients atteints de LF en rechute et peut
modifier radicalement le paradigme de traitement pour ces patients. Un taux de réponse de 71%
a ¢té rapporté chez 14 patients traités (45). Avec un suivi médian de 29 mois, 89% des
répondeurs étaient sans progression. Il existe actuellement deux produits CAR-T anti-CD19
approuvés pour la transformation du LF qui est en rechute/réfractaire apres deux thérapies
antérieures. Des thérapies innovantes sont également en cours d’évaluation comme les
anticorps bispécifiques ciblant deux cibles, le CD20 et CD3, comme le glofitamab (46). Cela
permet d’obtenir une double action en ciblant les cellules cancéreuses et en activant/ formant
une synapse immune entre les B et les T permettant d’éliminer les cellules cancéreuses. De
nombreux essais cliniques sont en cours dans le LF avec les anticorps bi-spécifiques et les CAR-
T et on peut s’attendre a une évolution rapide des pratiques de traitement dans les rechutes voire

en premicre ligne si les résultats continuent d’étre prometteurs.
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II. Ontogénie des lymphocytes B
A.Développement physiologique des lymphocytes B

1. Lymphopoiese B dans la moelle osseuse

Comme toutes les autres cellules sanguines, les LB proviennent d’un précurseur
commun, la cellule souche hématopoiétique, nichée dans la moelle osseuse. La moelle osseuse,
ainsi que le thymus, sont appelées organes lymphoides primaires car ils fournissent un
microenvironnement unique dont les cellules stromales qui sont essentielles a la lymphopoicse.
Les LB sont les cellules a ’origine de la production des anticorps vis-a-vis a une stimulation
antigénique spécifique.

Quatre étapes successives de différenciation cellulaire permettent la formation des LB
matures et naifs. Ce sont donc des étapes qui ont lieu indépendamment de la présence d’un
antigeéne. Lors de la premiére étape, le progéniteur lymphoide B se différencie en pro-B avec
I’acquisition des marqueurs de surface spécifique de la lignée B, le CD19 et le CD22. Ce sont
les premicres cellules de la lignée B a exprimer une forme de précurseur du BCR associée a des
molécules de signalisation intracellulaire CD79a et CD79b (47). A chaque étape de
différenciation, le LB va acquérir de nouveaux marqueurs comme le CD10 chez le pré-B, puis
la chaine lourde p intracytoplasmique et enfin la présence de I’immunoglobuline M (IgM) a la
surface du LB qui sera dit mature et naif, n’ayant pas encore eu de challenge antigénique, ou

n’a pas encore ¢té sensibilisé par un antigéne (Figure 3).
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Figure 3. La composition et I’expression du récepteur des cellules B (BCR) et du pré-BCR.
(41)

1.1 Diversité et spécificité du BCR

La cellule souche hématopoiétique produit constamment des LB dans la moelle osseuse.
Les LB qui en résultent sont tous caractérisés par la présence d’une immunoglobuline de surface
différente, appelée BCR, qui est un récepteur membranaire ayant la propriété de reconnaitre
directement des antigénes présents sur des agents pathogénes. Cependant chaque LB est unique
car il posséde un BCR spécifique a sa surface ce qui permet constituer un large répertoire de
cellules B pouvant arborer un panel de BCR différents pouvant se lier aux antigeénes
potentiellement pathogénes pour 1’hote humain. Le BCR possede la structure d’une
immunoglobuline, une protéine composée de deux chaines lourdes et de deux chaines légeres
formées chacune d’une région variable V, qui va reconnaitre I’antigéne, et d’une région
constante C, permettant les fonctions effectrices (Figure 4). Les régions constantes des chalnes
lourdes permettent de définir 5 isotypes différents correspondant a 5 classes d’anticorps
différents (IgA, IgD, IgE, IgG et IgM) et les régions constantes des chalnes légeres sont de deux
types, kappa ou lambda. Les 5 isotypes différents d’immunoglobuline ont donc des fonctions
biologiques différentes. Par exemple, les IgM sont des anticorps pouvant agglutiner et lyser les
micro-organismes alors que les IgE jouent un role dans la défense antiparasitaire ou dans les

réactions allergiques. La diversité¢ du BCR se réalise par une étape clé de la lymphopoiese qui
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est la recombinaison somatique. Elle est défini par la recombinaison des segments de geénes
codant pour les immunoglobulines dans les progéniteurs B de la moelle osseuse au cours de la
lymphopoiése (48). En effet, plusieurs remaniements successifs des geénes codant pour les
domaines variables des chaines lourdes et 1égeéres des immunoglobulines surviennent pour
permettre de générer une importante diversité de BCR. Les domaines constants des différentes
chaines lourdes et 1égéres sont invariables. Les domaines variables de la chaine lourde et 1égere
sont le site de liaison a I’antigéne. Ces domaines sont codés par différents exons ; environ 200
genes de variabilité V (V1 a V200), environ 20 génes de diversité D (D1 a D20) et 6 geénes de
jonction J (J1 a J6), ce qui permet d’obtenir des domaines variables alternant entre des régions
peu variables, dites de « charpente » ou « framework », avec des régions hypervariables
appelées « complementary determining region » (Figure 4). Les génes V et J permettent
d’obtenir le domaine variable d’une chaine légére et les geénes V, D et J celui d’une chaine
lourde. Les recombinaisons V(D)J sont effectuées par deux enzymes, RAG1 et RAG2
(Recombination Activating Genes) (49). Ces deux protéines sont exprimées de manicre
simultanée, exclusivement dans les LB et LT. Au cours de la lymphopoigse, il se produit donc
une recombinaison génétique, faite de maniére aléatoire, permettant de sélectionner et de
rapprocher un segment Vx, un segment Dx et un segment Jx entres eux. Dans un premier temps,
un segment Dx va s’associer a un segment Jx puis s’y lier, ce qui va former un segment DxJx
recombiné alors que les autres segments D et J sont excisés. Dans un second temps, le segment
Vx s’assemble avec le segment DxJx recombiné, une fois les autres segments V éliminés, on
obtient le segment VDJ recombiné permettant de coder une chaine lourde (50). On observe le
méme mécanisme avec la juxtaposition d’un segment Vx avec un segment Jx pour une chaine
légere. Les recombinaisons différent d’une cellule a I’autre et par conséquent les segments VDJ
ou VJ obtenues sont structurellement différents d’une cellule a I’autre. De plus, des nucléotides
vont étre ajouté ou retiré au hasard entre les jonctions des segments Dx et Jx, puis Vx et DxJx,
par I’enzyme désoxynucléotidyltransférase terminale (TdT) ce qui permet d’augmenter encore
d’un degré la diversité de structure des segments VDJ. La particularité des LB de ne synthétiser
qu’un seul type d’anticorps a la fois est permise par I’exclusion allélique. En effet, une premicre
recombinaison est réalisée sur 1’'une des copies des deux genes qui peut aboutir, soit a un
réarrangement productif si une chaine fonctionnelle peut étre synthétisée, soit a un
réarrangement abortif sans production de chaine. Dans ce cas, une nouvelle recombinaison est
tentée sur 1’autre copie du gene. Sur le méme principe, on observe ¢galement une exclusion
isotypique dans une cellule B qui n’exprimera donc jamais a la fois une chaine l1égere kappa et

une chaine légeére lambda. Apres les réarrangements VDJ de la chaine lourde et de la chaine
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légére kappa ou lambda, les LB obtenus présentent a leur surface un IgM kappa ou lambda mais
sont encore au stade immature et vont subir une sélection pour atteindre le stade final de leur

différenciation dans la moelle osseuse en cellules B matures (47).

Régions
hypervariables H
VH Lkoul
CH1
VL
Fab
= CL
CH2 + Liaisons disulfures

Figure 4. Structure du récepteur des cellules B (BCR) (45).

Le BCR est composé d’une immunoglobuline ancrée a la surface d’une cellule B. Abréviations ;
CL = Région constante de la chaine légere ; CH = région constante de la chaine lourde ; Fab =
fragment fixant I’Ag ; Fc = fragment cristallisable ; Lk ou LA = 2 types de chaines légéres ; VL
= régions variables de la chaine légere ; VH = régions variables de la chaine lourde

1.2 Sélection des lymphocytes B dans la moelle osseuse

Afin de s’assurer d’une production efficace et d’une spécificité unique du BCR, des
sélections dites « positive » et « négative » ont lieu lors des dernieres étapes de différenciation
du LB dans la moelle osseuse. Ces points de controle empéchent le développement de LB qui
ne parviennent pas a exprimer une immunoglobuline fonctionnelle, ou portant des
immunoglobulines « auto-réactive ».

La «sélection positive » permet de vérifier que 1’expression du BCR est fonctionnelle et
productive, dans ce cas-1a, la cellule regoit un signal de survie pour poursuivre sa maturation,
dans le cas contraire la cellule meurt. En effet, un BCR fonctionnel et non li¢ a un antigéne
favorise la voie de la PI3K (51). La phosphorylation tonique des tyrosines des protéines

adaptatrices CD19 et/ou BCAP (« B-cell adaptator for PI3K ») par SFK, et éventuellement par
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SYK, entraine le recrutement de la PI3K par le biais de sa sous-unité de régulation p85 (51).
Le recrutement de PI3K entraine la phosphorylation des phospholipides membranaires, puis la
phosphorylation de la protéine kinase AKT. L’activité AKT supprime la localisation nucléaire
du facteur de transcription FOXO1, ce qui empéche 1’expression du gene codant pour RAGI et
RAG?2 et augmente la production du facteur de transcription MYC. En somme, 1’activation de
la voie tonique d’un BCR fonctionnel en absence d’antigéne favorise la survie cellulaire de la
cellule B (51). L’activit¢ de PI3K s’oppose a celle de PTEN (« phosphatase and tensin
homologue »), une phosphatase qui catalyse la réaction inverse et qui est particulierement
abondante dans les cellules B immatures. Une deuxiéme voie, éventucllement liée, serait
impliqué dans la « sélection positive » par I’activation de RAS. L’expression de RAS actif
favorise le développement des cellules B et favorise indirectement 1’activité de PI3K et donc la
régulation négative de 1’expression de RAG1 et RAG2. La voie RAS-ERK peut également
réguler le facteur de transcription des cellules B E2A (ou TCF3), qui est requis pour
I’expression de RAG et I’accessibilité aux geénes codant pour les chaines 1égeres (52).

La « sélection négative » a lieu a la fin de la lymphopoiese pour permettre 1’acquisition de la
tolérance au soi en purgeant les lymphocytes B auto-réactifs. Des antigénes du « soi » sont
présentés aux LB par les molécules du CMH présentent a la surface des cellules stromales de
la moelle osseuse. La cellule B qui est capable de reconnaitre I’antigéne du « soi » avec une
forte affinité est alors considérée comme délétére et sera sélectionnée négativement en recevant
un signal de mort cellulaire. Cependant la cellule B qui n’interagit pas avec la molécule du
« sol » sera sélectionnée positivement et pourra acquérir une immunoglobuline D (IgD) de
surface. A I’issue de la lymphopoiése B, des lymphocytes naifs et matures sont produits, ils
sont caractérisés par la présence a leur surface d’une IgM unique et spécifique avec, comme vu
précédemment, une chaine 1égére kappa ou lambda et d’une IgD. Ces LB portant un BCR
fonctionnel quittent la moelle osseuse pour rejoindre les organes lymphoides secondaires, en
particulier la rate et les ganglions lymphatiques ou ils termineront leur différenciation en

plasmocyte ou en B mémoire (47).
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2. Différenciation des lymphocytes B dans les organes lymphoides

secondaires

Les étapes suivantes de la différenciation des LB matures se produisent dans les organes
lymphoides secondaires ou périphériques et requierent la reconnaissance d'un antigéne par le
BCR pour établir une réponse immunitaire spécifique et adaptée faisant intervenir deux
processus de maturation de 1’affinité du récepteur ; ’hypermutation somatique (SHM) et la

commutation de classe des immunoglobulines (CSR).

2.1  Structure des organes lymphoides secondaires

Les organes lymphoides secondaires (OLS) sont le lieu de rencontre et de contact entre
les antigeénes et les cellules effectrices. L’activation des lymphocytes naifs qui en découle va
permettre d’amorcer la réponse immunitaire adaptative. On distingue plusieurs OLS ; la rate,

les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoides associés aux muqueuses.

a. Larate

La rate, située dans I’hypochondre gauche, est I’organe lymphoide le plus volumineux.
La particularité de cet OLS est qu’il ne possede pas de drainage par la circulation lymphatique
mais est branché sur la circulation sanguine. Son role est donc d’épurer et de filtrer le sang par
la capture des antigénes de la circulation sanguine. Cet organe est composé de deux
compartiments anatomiques distincts (Figure 5) : la pulpe blanche et la pulpe rouge (53). La
pulpe blanche est un tissu lymphoide situé¢ autour des artérioles centrales. Ce tissu comprend
une zone de LT entourant les artérioles et d’une zone de LB organisées en follicules (Figure 5).
Les follicules primaires sont formés par les cellules B naives caractérisées par I’'IgD et les
follicules secondaires apparaissent apres activation d’une cellule B spécifique d’un antigéne.
C’est dans ce follicule secondaire que les centres germinatifs se forment et permettent la
différenciation des cellules B activées en plasmocytes ou en cellules B mémoires. On observe
¢galement une zone marginale dans ce tissu lymphoide située a la frontiére entre la pulpe rouge
et la pulpe blanche. La pulpe rouge est principalement constituée de sinus veineux et de cellules
immunitaires, dont les macrophages, hématies et plaquettes. C’est le lieu de destruction des

hématies et des plaquettes sénescentes.
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Figure 5. Schéma d’une coupe transversale de rate (49).

b. Les ganglions lymphatiques

Les ganglions lymphatiques sont des OLS bien structurés. Ils sont environs 1 000 dans
tout I’organisme, a la jonction des vaisseaux lymphatiques. Ils forment un vaste réseau qui
draine et filtre les antigénes qui sont transportés par la lymphe. Le parenchyme ganglionnaire
est compos¢ de trois régions distinctes, a partir d’une coupe transversale on trouve
respectivement de I’intérieur vers I’extérieur : la zone médullaire, le paracortex et le cortex
(Figure 6) (54). La région médullaire est une zone mixte correspondant & un cordon cellulaire
comportant des LB et LT, des plasmocytes et des macrophages. Le paracortex, une zone T-
dépendante, est un tissu lymphoide diffus composé de LT et de cellules présentatrice
d’antigéne. La zone corticale est une zone B-dépendante et correspond aux follicules
lymphoides primaires similaire a la rate, qui sans stimulation antigénique d’un pathogene
contiennent principalement des LB matures naifs (Figure 6). Ce n’est qu’apres 3 a 4 jours apres
activation du LB par un antigéne que les follicules secondaires se forment de la méme fagon

que dans la rate.
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Figure 6. Structure d’une coupe transversale d’un ganglion lymphatique (55).

c. Les tissus lymphoides associées aux muqueuses

Les tissus lymphoides associés aux muqueuses représentent la partie la plus étendue du
systéme immunitaire. Ce sont des tissus lymphoides non encapsulées présentes dans des
organes et associés aux muqueuses (48). Ils assurent la protection de plus de 400 m? de
muqueuses. Par exemple, les amygdales font parties du tissu lymphoide associé aux muqueuses,
ainsi que les plaques de Pleyer qui sont situés dans la partie basse de I’intestin gréle. Au niveau
de I’épithélium de ces structures, on trouve les cellules M (Microfold, micropolis) qui captent
I’antigéne et le transfert dans une zone contenant des lymphocytes et des cellules présentatrice
d’antigene. Les lymphocytes forment un follicule constitué¢ d’un grand dome central de LB

entourés par un plus petit nombre de LT (54).
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2.2 Dynamique cellulaire des lymphocytes B

a. Présentation antigénique

Pour initier la réponse immunitaire humorale, il est nécessaire que les LB naifs entrent
en contact avec les différents antigénes ayant atteint I’organisme. Ces rencontres se produisent
principalement dans les tissus lymphoides secondaires car ces tissus sont spécialisés pour filtrer
les fluides corporels (sanguin, lymphatique et muqueux), ainsi que pour capturer les antigénes
étrangers afin de les présenter aux cellules B naives. De plus, ces tissus permettent la migration
des lymphocytes dans les follicules lymphoides, ou les antigénes leurs seront présentés (51).
La présentation de ces antigenes se fait par différents types cellulaires qui varient selon le tissu
lymphoide. Dans les ganglions lymphatiques et la zone marginale de la rate, par exemple, on
retrouve des macrophages spécialisés résidant dans un emplacement sous-capsulaire qui
retiennent 1’antigéne a leur surface au lieu de I’ingérer et de le dégrader (51). Mais les
macrophages sous-capsulaires peuvent également phagocyter les antigénes pour limiter la
dissémination de I’infection. Au cceur des follicules lymphoides se trouvent des cellules
dendritiques folliculaires (CDF), des cellules stromales spécialisées qui sont tres efficaces pour
capturer et présenter les antigénes opsonisés, c’est a dire des antigénes recouverts d’anticorps
et/ou de complément. A 1’aide de la technologie RNAseq a I’échelle unicellulaire, il a été
montré que les CDF n’ont pas d’activité phagocytaire et ont la particularité de conserver et de
présenter des antigeénes intacts a leur surface pendant des semaines (51). Une fois les antigénes
disposés a la surface de ces différents types cellulaires, ils peuvent enfin étre présentés aux
cellules B naives.

La migration des cellules B vers les follicules est guidée par la chimiokine CXCL13 qui est
produite par les CDF et par d’autres cellules stromales associées aux follicules. En effet, les
cellules B naives circulantes expriment CXCRS, le récepteur de CXCL13, permettant ainsi leur
migration dans les tissus lymphoides secondaires ou elles résideront dans les follicules
lymphoides primaires (56). A I’intérieur du follicule, les cellules B migrent en continu le long
du stroma folliculaire examinant les antigénes solubles dans I’environnement et les antigeénes
affichés a la surface des macrophages sous-capsulaire et des CDF (51). Les cellules stromales
lymphoides dans les follicules sont une source de cytokine soluble BAFF, qui agit comme un
facteur de survie pour les cellules B (51). BAFF peut agir sur trois récepteurs différents (BAFF-
R, TACI et BCMA) mais son rdle principal est médié par le récepteur BAFF-R. Une fois
stimulé, le récepteur BAFF-R active la voie de NF«kB qui induit I’expression de BCL2
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permettant la survie des cellules B (51). Si apres plusieurs heures aucun antigéne n’est détecté,
les cellules B quittent les tissus lymphoides en réponse a la présence de la sphingoshine-1-
phosphtate (SP1) via le récepteur SP1R1 a la surface des cellules B (51). Les cellules B sortant
de la rate rejoignent ensuite les vaisseaux sanguins. Ceux sortant des ganglions lymphatiques
et des tissus lymphoides associés aux muqueuses rejoignent les vaisseaux lymphatiques. Ils
peuvent alors se déplacer jusqu'a un autre tissu lymphoide en quelques minutes pour poursuivre
leur programme de « surveillance ». Des travaux récents ont montré que I’entrée et la sortie des
lymphocytes des tissus lymphoides a une composante circadienne ; les lymphocytes
s’accumulent plus dans ces tissus pendant une activité physique plus élevée.

Cependant, lorsqu’une cellule B naive rencontre un antigéne spécifique a son propre BCR, elle
se positionnera dans les parties externes du follicule. L’acces a ces parties externes est favorisé
par la production du 7a,25-dihydroxycholestérol produit par les cellules stromales qui agit sur

le récepteur de chimiokine EBI2 (GRP183) a la surface des cellules B (57).

b. Activation antigénique

b.1 Activation précoce des cellules B

Lors de la rencontre avec I’antigéne, la signalisation via le BCR initie I’activation des
cellules B. La transduction du signal repose sur les molécules associées a I’immunoglobuline
du BCR. En particulier, Iga et IgB (CD79a et CD79b) sont nécessaires pour le transport du
récepteur a la surface et pour la signalisation du récepteur des LB. Ce sont ces deux protéines
transmembranaires qui contiennent des motifs ITAM (« immunoreceptor tyrosine-based
activation motif», motif d’activation des récepteurs immuns basé sur la tyrosine)
intracellulaires et forment un hétérodimeére associé aux chaines lourdes de I’immunoglobuline.
Ces motifs ITAM sont essentiels dans la transduction du signal car ils peuvent étre
phosphorylés par trois tyrosines kinases de la famille Src (BLK, LYN et FYN) (58). Les
tyrosines kinases de la famille Src sont associées via une interaction de faible affinité aux
récepteurs présent au niveau des motifs ITAM non phosphorylés. Lorsqu’il y a liaison de
I’antigéne aux récepteurs, les kinases sont alors activées et phosphorylent les résidus tyrosine
dans les motifs ITAM. La tyrosine kinase SYK est alors recrutée dans le motif ITAM
phosphorylé par I’intermédiaire de ces deux domaines SH2, qui reconnaissent spécifiquement
des motifs contenant des tyrosines phosphorylées. La tyrosine kinase SYK recrutée par les

motifs ITAM phosphorylés est la plus importante pour la signalisation du BCR (58). Ce
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recrutement conduit a une cascade d’événements de signalisation en aval, y compris I’activation
de multiples voies.

De plus, la plupart des antigenes complexes engagent d’autres récepteurs sur les cellules B en
plus du BCR conduisant a une amplification et éventuellement a une modification quantitative
du signal BCR. On retrouve notamment un complexe de protéine de surface cellulaire
CD19/CD21/CD81 formant un récepteur accessoire avec des fonctions co-stimulatrices. La
signalisation est amplifiée si le ligand est simultanément li¢ a I’immunoglobuline et au
récepteur accessoire car cela induit la phosphorylation de la queue cytoplasmique de CD19 par
les tyrosines kinases, puis au recrutement de kinases supplémentaires aboutissant au
déclenchement de la voie de PI3K-AKT favorisant ainsi la survie et la prolifération cellulaire
(51). Lamolécule CD21 (récepteur du complément 2, CR2) de ce complexe peut également lier
des agents pathogenes bactériens exprimant le fragment C3dg du complément et donc activer
cette voie de signalisation supplémentaire. Le role de CD81 (TAPA-1) n’est pas encore bien
exploré. Les récepteurs de type Toll (TLR) peuvent également amplifier le signal. Ainsi, les co-
récepteurs des cellules B permettent de renforcer le signal résultant de la reconnaissance de
I’antigéne et peut également réduire le seuil d’antigéne nécessaire pour activer les cellules B.
Ensemble, les signaux transduits en aval du complexe BCR entrainent des changements dans
I’expression de nombreux génes, y compris la régulation positive des molécules costimulatrices
(CD80, CD86), des molécules d’adhésion (ICAM1), des récepteurs de migration, des molécules
pro-survie et des geénes liés au cycle cellulaire (51). A I’inverse, les cellules B expriment
plusieurs récepteurs contenant des motifs ITIM (motif d’inhibition des récepteurs immuns basé
sur la tyrosine), antagoniste des motifs ITAM, permettant le recrutement de phosphatases telles
que SHIP1 et SHP1 pour diminuer le signal BCR. En parall¢le, le déclenchement du BCR
provoque l’internalisation du complexe BCR/antigeéne. L’antigéne se déplace alors via les
endosomes vers les lysosomes afin de subir un traitement enzymatique le fragmentant en
plusieurs peptides. Les peptides sont ensuite ancrés sur le complexe majeur d’histocompatibilité
de classe II (CMH II) pour étre présenté aux LT dans le cas d’une réponse T-dépendante. Dans
certains cas, lorsque la signalisation via les co-récepteurs tels que TLR est forte, 1’interaction

entre le LB et LT n’est pas nécessaire et on parlera alors d’une réponse T-indépendante.
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b.2 Réponse T-dépendante

Pour que la réponse des cellules B vis-a-vis a 1’antigéne progresse et aboutisse a la
différenciation des cellules B, une étape de prolifération est nécessaire (Figure 7). Une
interaction entre une cellule B et une cellule T réagissant au méme antigéne permet, dans le cas
d’une réponse T-dépendante, d’obtenir cette prolifération. La surexpression des récepteurs
chimio-attractants CCR7 et EBI2 est I'une des premieres conséquence de 1’activation du BCR
permettant le déplacement du LB vers la partie externe du follicule ou se situe la zone des LT
(51). De plus, la régulation négative de SIPR1 garantit que les cellules activées sont retenues
dans le tissu lymphoide. A I’interface de la zone des cellules T du follicule, les cellules B
interagissent avec les LT CD4 auxiliaire par l’intermédiaire de différents partenaires.
L’intégrine LFA1 des cellules T auxiliaires se lie a ICAMI1 et ICAM2 des cellules B. Les
intégrines jouent des roles importants dans les interactions, dans la migration des cellules
leucocytaires et pour contrdler la qualité et la stabilité des interactions. La quantité d’antigéne
couplé au CMH II du LB contribue également a la stabilité de ces interactions. La signalisation
co-stimulatrice entre le CD86 du LB et le CD28 des LT est également cruciale dans la phase
précoce des réponses des cellules B. Ainsi, les cellules B qui ont regu 1’aide des cellules T dans
cette phase précoce vont s’activer et former une structure micro-anatomique particuliére : le

centre germinatif.

c. Réponse immunitaire humorale

Les LB ainsi activés par I’antigéne en présence des LT peuvent alors suivre deux voies :
certaines cellules vont migrer dans les zones médullaires des ganglions lymphatiques et de la
rate pour se différencier en plasmablastes et en cellules B mémoires extra-folliculaires, et
certains LB vont migrer dans un follicule lymphoide primaire ou ils seront a 1’origine de la
formation des centres germinatifs, lieu de production des cellules B mémoires et des

plasmocytes a longue durée de vie.
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c.l. Plasmablastes extra-folliculaire

Les plasmablastes sont des cellules B pouvant sécréter des anticorps tout en continuant
a se diviser afin de se différencier en cellules plasmatiques (59), une fois que ces cellules cessent
de se diviser et arrivent a maturité elles deviennent des plasmocytes. La diminution de
I’expression de CCR7, deux a trois jours apres 1’activation, permet aux LB de s’¢loigner de la
zone fronti¢re avec les cellules T. En parall¢le, I’augmentation de I’expression de EIB2 entraine
la migration des LB vers les zones extra-folliculaires des ganglions lymphatiques et de la rate.
L’accumulation des LB forme un agrégat cellulaire responsable de la premiere réponse des LB
vis-a-vis a 1’agent pathogene. Ces plasmocytes provenant de la premicre phase de réponse,
indépendamment du CG, reste généralement dans le tissu lymphoide périphérique et sont des
plasmocytes avec une durée de vie courte (59). Ils sont générés dans les premiers jours de la
réponse immunitaire et sont capable de produire des IgM ou des IgG de faible affinité, afin
d’obtenir une premicre réponse face a ’antigéne en attendant une réponse plus spécifique et

plus adaptée provenant des LB du CG (Figure 7).

c.2. Le centre germinatif

Les LB activées par les LT ne vont pas tous migrer vers le follicule externe pour établir
le foyer extra-folliculaire composé de plasmablastes. En effet, certaines cellules vont continuer

a proliférer afin de former un CG dans le follicule lymphoide, appel¢ follicule secondaire.

i. Description du centre germinatif

Le CG est une zone de division cellulaire active de cellule B en réponse a un agent
pathogéne et également le lieu ou se réalise la maturation et la sélection de I’affinit¢ du BCR
pour I’antigéne. Les LB non activés sont déplacées vers la périphérie du follicule afin de former
une zone manteau de LB quiescents naifs (Figure 7). Les CG sont des structures hautement
dynamiques qui se forment de maniére transitoire dans les organes lymphoides secondaires. Le
CG s’organise en deux compartiments fonctionnels avec la zone sombre (dark zone, DZ) et la
zone claire (light zone, LZ). Aprés 5 a 7 jours de prolifération, la structure caractéristique du
CG mature devient apparente avec la formation de ces deux zones dont chacune a des fonctions

précises sur le développement des LB (Figure 7). C’est donc au sein de ces CG que s’effectue
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la différenciation terminale des LB en cellules B mémoires ou en plasmocytes (51). En effet,
plusieurs processus ont lieu afin d’obtenir des anticorps plus efficaces et plus spécifiques pour
combattre I’infection. Les SHM, qui se déroulent principalement dans la DZ, permettent
I’augmentation de 1’affinité des anticorps par accumulation de mutations dans la partie variable
du BCR. La CSR, également dans la DZ, permet de sécréter des anticorps de méme affinité
mais d’isotype différent et donc avec des fonctions effectrices différentes. La formation du CG
est donc une étape primordiale pour établir des anticorps de haute affinité, pour la CSR, et pour

la constitution d’'une mémoire lymphocytaire B.

- La zone sombre :

La zone sombre est le lieu de l'expansion clonale des LB activés appelées centroblastes, qui
expriment fortement le récepteur de chimiokine CXCR4 et expriment peu I’immunoglobuline
de surface (60). Cette zone est située proche de la zone des cellules T. Le stroma de la DZ est
compos¢ d’un délicat maillage de cellules réticulaires exprimant le CXCL12 (SDF-1), le ligand
de CXCR4, permettant de maintenir les centroblastes dans la DZ (61). De plus, les
centroblastes ont une expression accrue en AID (Activation Induced cytidine Deaminase), qui
est une enzyme indispensable aux processus de SHM et de CSR. Une fois le mécanisme de
diversification de I'immunoglobuline terminé, 1’expression de CXCR4 des LB diminue pour
permettre la migration des cellules dans la LZ. L’affinité du BCR sera alors testée vis a vis de

I’antigéne au sein de cette zone.

- La zone claire :
La zone claire est composée de différents types cellulaires tels que les LB dont des LB venant
de la DZ, appelés aussi centrocytes, des CDF, des macrophages, des LT folliculaires helper
(LTrn) et de LT folliculaires régulateurs (LTrr). Les centrocytes expriment fortement le
récepteur de chimiokine CXCRS, permettant leurs déplacements a travers cette zone selon un
gradient de CXCL13. Cette zone est la région du CG ou le LB va terminer sa différentiation en
fonction de I’affinité de son BCR et de ’aide regue par les LTru. Les LB avec une tres forte
affinité a I’antigéne, correspondant a environ 10% des LB, se différencieront directement en
plasmocytes (25) et ceux d’affinité faible/modérée pourront ré-entrer dans un cycle dynamique
entre la DZ et la LZ pour de nouveaux cycles de mutation/sélection au terme desquels les
cellules pourront se différentier également en B mémoires (26). Une importante proportion de
LB subira une apoptose dii a I’absence d’affinité pour I’antigene. Dans la LZ, les LB présentent

un phénotype activé avec une expression plus élevée des marqueurs d’activation CD83 et CD86
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(60), la surexpression du CD40, I’activation de la voie du BCR et, pour une faible sous-
population de LB, I’expression de MYC permettant la réentrée des LB dans la DZ (Figure 8).
Cela suggere que la LZ est le lieu de sélection des cellules B de haute affinité (62). Cette
sélection est finement régulée par les CDF qui fournissent des signaux de survie et influencent
leur devenir. Les LTrn exercent également un role important dans la sélection des clones B les
plus affins. Les LTrr entrainent un effet modulateur sur les LB et les LTru durant la réponse
immunitaire. Par exemple, les LTrr inhibe la production de cytokines des LTru tel que I’1L4 et
I’IL21, qui sont nécessaires a la formation des CG et a la production d’anticorps (15). Elles

permettent d’éviter la survenue de réactions auto-immunes.
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Figure 7. Schéma représentant 1’initiation et la formation des centres germinatifs (59).

Au jour 0, les cellules B et les cellules T sont activées par la reconnaissance de leur antigéne. Au
jour 1, les cellules B et T activées migrent vers la région interfolliculaire et commencent a interagir.
Au deuxiéme jour, les cellules B et les cellules T forment des interactions de longue durée, ce qui
entraine ['activation complete des cellules B. Les cellules T acquicrent le phénotype caractéristique
des cellules auxiliaires folliculaires T (cellules Tru). Au troisiéme jour, les cellules Try migrent de
la région interfolliculaire vers le follicule. Certaines cellules B activées par l'antigéne se
différencient en cellules sécrétant des anticorps ou en plasmablastes précoces qui migrent vers une
région adjacente au sinus subcapsulaire (SCS). Au quatrieme jour, les cellules B migrent de la région
interfolliculaire vers le centre du follicule commencent a proliférer et, par conséquent, repoussent
les cellules B folliculaires résidentes pour former le centre germinal précoce (CG). Aux jours 5 et 6,
la CG s'é¢tend rapidement en raison de la prolifération rapide des blastes de cellules B. Au jour 7,
des zones sombres et des zones claires apparaissent. Au septiéme jour, des zones sombres et des
zones claires se forment, ce qui aboutit a I'établissement du CG mature.
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ii. Cinétique des lymphocytes B du centre germinatif

Les LB du CG se divisant rapidement, toutes les 6 a 8h, sont localisées au niveau de la
DZ. C’est également dans ce compartiment ou le LB va subir des SHM au niveau de la partie
variable de son immunoglobuline afin d’améliorer sa spécificité a I’antigéne (61). Les SHM
des génes variables des immunoglobulines est un mécanisme majeur dans la génération de la
diversité du répertoire des LB. Ce processus a lieu dans la DZ du CG, contrairement a la
recombinaison V(D)J qui a lieu dans la moelle osseuse. En effet, les LB de la DZ ont une
expression plus élevée de I’enzyme AID, codé par le géne AICDA, et de I’ADN polymérase
éta. Les SHM sont dépendantes de I’enzyme AID car c’est une enzyme entrainant une réaction
de désamination directement sur les bases cytosines de I’ADN les transformant en uracile.
L’ADN polymérase éta intervient ensuite dans la réparation des lésions de I’ADN induites par
AID, mais cette dernicre est sujette a des erreurs conduisant a I’incorporation de mutations
somatiques au niveau des lésions médiées par AID (60). L’expression accrue de ces deux
enzymes suggere que la DZ est le site des SHM et donc I’endroit ou sont générés les différents
clones ayant chacun une affinité différente pour le méme antigéne. Mayer et al ont réussi a
calculer, a I’aide d’un rapporteur in vivo d’apoptose, que la moiti¢ des LB dans le CG subissent
une apoptose toutes les 6h. En effet, les mutations somatiques peuvent, dans certains cas,
générer un changement du cadre de lecture ou un codon stop, ainsi la production de protéine et
I’expression du BCR seront altérées entrainant 1’apoptose de ces cellules B. Dans d’autres cas,
les mutations affecteront positivement ou négativement I’affinité du BCR a I’antigéne. Suite a
ces mutations aléatoires, les LB remplacent leur BCR par le nouveau BCR codé par les genes
nouvellement mutés. L’absence d’expression d’un BCR fonctionnel a cette étape empéchera la
migration de la cellule vers la LZ et déclenchera son apoptose (60). Les cellules n’ayant pas eu
de mutations déléteres et exprimant un BCR fonctionnel doivent ensuite subir une sélection de
I’affinité du BCR a I’antigéne dans la LZ. Ainsi, les cellules B doivent migrer entres ces deux
zones pour que la sélection d’affinité s’effectue. La migration est possible par des changements
dans I’expression des génes, notamment dans 1’expression des récepteurs des chimiokines
CXCR4 et CXCRS. Des les années 90, un modele théorique est proposé sous le nom de
« réentrée cyclique » correspondant a des cycles itératifs de SHM et de sélection clonale (63).
Selon ce modéle, une fraction de LB de la LZ ayant une forte affinité est capable de réentrer
via la surexpression de MYC dans la DZ pour de nouvelles séries de divisions cellulaires et de

SHM afin d’affiner encore plus leurs spécificités a 1’antigene. Des études récentes ont fourni
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de nombreuses preuves expérimentales de la réintroduction de cellules B de la LZ vers la DZ
(64) (65). En fonction de 1'impact des nouvelles mutations sur le BCR, les cellules filles du
clone initialement réentrée dans la DZ peuvent retourner dans la LZ ou leur nouveau BCR peut
a nouveau étre testé pour son affinité a l'antigeéne présenté par le CDF. Comme dans la DZ, une
partie des LB de la LZ qui auront un BCR de trés faible affinité seront éliminés par apoptose.
En utilisant une combinaison de GFP photoactivable, de microscopie photonique et de
cytométrie en flux, Victora et son équipe a mis en évidence cette migration des LB du CG entre

ces deux zones, ainsi que le phénomene de sélection qui se déroule au sein de la LZ (66).

iii.  Sélection positive des clones de haute affinité

On observe environ 50% des cellules de la DZ migrant vers la LZ toutes les 4h et
seulement 10% des cellules retournent vers la DZ (15). Les cellules non sélectionnées subissent
une apoptose par une expression accrue de genes pro-apoptotiques (66). Une fraction de cellule
sélectionnée va retourner dans la DZ et une faible proportion de cellule de haute affinité va
quitter le CG pour se différencier en cellules B mémoires ou en plasmocytes (Figure 8). Il existe
plusieurs mécanismes afin de sélectionner la population de cellules de haute affinité. Un signal
fort provenant du BCR permettra aux cellules de haute affinité de survivre, et une interaction
précieuse avec les LTru va fournir les signaux nécessaires a leur différenciation. Dans la LZ,
I’antigéne est présenté aux LB par les CDF afin de tester leur affinité (Figure 8). Ainsi, la
sélection est médiée par la signalisation du BCR activé ou non par la présence de 1’antigéne.
Les BCR de haute affinité entrainent des voies de signalisation plus stable et plus intense que
les BCR de faible affinité (15). Mais il a ét¢ montré que les signaux BCR des LB du CG sont
nettement atténués, par rapport aux LB naifs, di a une augmentation de I’activité¢ des
phosphatases (67). Un remaniement des voies de signalisation du BCR et du CD40 explique
¢galement ces signaux atténués. En effet, au sein des LB du CG, le BCR accentue la
signalisation passant par PI3K-AKT-FOXOI et inhibe la voie NF«kB, alors que le signal de
CDA40 passe par la voie NFxB (15). Alors que les LB naifs passent uniquement par la voie de
signalisation du BCR ou du CD40. Le remaniement de ces voies des LB du CG permet alors
d’obtenir un signal complémentaire et pouvant étre activés de manicre synergique afin de
déclencher I’expression de cMYC, facteur de transcription clé pour la survie des cellules B du
CG (Figure 8). De plus, cela active IRF4 qui permet de réprimer I’expression de BCL6

entrainant I’extinction du programme du CG et permettant la différenciation post-CG (68). Ce
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« recablage » des LB du CG entraine alors une exigence plus stricte pour I’antigéne et pour les
cellules T afin qu’elles soient activées. Cette signalisation du BCR favorise la présentation de
I’antigéne aux cellules T. En effet, en plus des voies de signalisation intracellulaire, le BCR est
¢galement un récepteur endocytaire qui capture I’antigéne afin de le présenter sous forme de
complexe CMHII-antigéne aux LTru. Un BCR de faible affinité ne pourra pas décrocher les
antigenes de la CDF et donc, ne bénéficiera pas de I’interaction avec les LTrn (15). La sélection
est donc également médiée par I’interaction avec les LTru. En effet, ’expression du CMH II
sur les LB est nécessaire pour le développement et le maintien du CG. Le role du BCR serait
donc de récupérer 1’antigéne a la surface des CDF afin de former les complexes CMHII-
antigéne a sa surface. La quantit¢ d’antigene présentée par le LB sera donc directement
proportionnelle a I’affinit¢é du BCR. Suite a la présentation antigénique au LTru, on observe
une compétition entre des LB de différentes affinités afin de recevoir le signal adéquat a leur
sélection. En effet I’affinit¢ du BCR influence donc directement la quantité d’antigene
présentée par le LB mais également I’expression du récepteur de co-stimulation ICOSL,
indispensable pour interagir avec ICOS des LTru. En réponse a cette présentation antigénique
des LB, plusieurs signaux se mettent en place permettant une interaction entre le LB et le LTrn.
Les interactions entre les cellules B et T sont nombreuses, essentielles et interviennent tout le
long du processus afin de maintenir les CG. Une étude a découvert que la dopamine est un
nouveau facteur sécrété¢ par les LTrn qui provoque une translocation rapide d’ICOSL
intracellulaire a la surface des cellules B, ce qui augmente I’expression de CD40 par les LB
(61). L’interaction entre CD40 et CD40L est I'une des plus importante avec la production
d’IL4, d’IL21 et de BAFF par les LTru (61). Les interactions entre le LB et le LTru
favoriseraient probablement la survie sur une période plus longue que le signal BCR. Les
molécules de la famille SLAM (molécule d’activation des lymphocytes de signalisation) sont
impliquées dans le prolongement et la stabilisation des contacts entres cellules. En effet, les
cellules Tru et les LB co-expriment CD150, CD84 et LY 108 favorisant ainsi 1’adhésion
cellulaire par des interactions homotypiques. Les protéines associées a SLAM (SAP) sont des
protéines adaptatrices fortement exprimé par les LTru qui interagissent avec les régions
cytoplasmiques des molécules SLAM. Cette interaction est nécessaire pour prolonger le contact
entres les cellules médiées par ces récepteurs. Cependant, lorsque les cellules Trn manquent de
molécule SAP, SLAM recrutent SHP1 ce qui limite la capacité des LTru a interagir avec les
LB. En plus de permettre la sélection des cellules B de haute affinité, les cellules Tru sont
également connues pour sécréter des cytokines qui régulent la prolifération des cellules B et la

production d’anticorps. En effet, le nombre de division du LB dans la DZ sera plus élevée si le
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signal recu, provenant de I’interaction B/Trp, est intense (15). L’IL4 et IL21, sécrétée par le
LTrn, favorisent la prolifération des cellules B, la CSR et la différenciation en plasmocytes.
Dans certains types de réponse immunitaire, les cellules Tru peuvent sécréter d’autres
cytokines, telles que IL10 et I’interféron gamma (IFNy) (69). La production d’interféron y est
notamment associée a une CSR vers les [gG2a/IgG2c. En conclusion, la sélection positive est
régulée par I’affinit¢ du BCR qui permet d’influencer la signalisation intra-cellulaire, la quantité
d’antigene présenté aux LTry et la stabilité de 1’interaction entre les cellules B et Tru (15).

En parallele de la sélection positive, il est nécessaire de controler les LB du CG face aux
antigénes du « soi » pour empécher I’émergence d’un clone auto-réactif. En effet, les LB du
CG qui n’ont pas augmentée voir méme diminuée 1’affinité de leur BCR pour I’antigéne ne
doivent pas étre sélectionnées positivement par les mécanismes vu précédemment. Un modele
suggere que I’augmentation de 1’activité des phosphatases entrainant une diminution du signal
du BCR au sein des CG serait un moyen de réaliser une sélection négative afin de discriminer
le soi et le non-soi (67). Ainsi, un signal trés fort provoqué, par exemple, par un antigéne du soi
pourrait surpasser I’activité des phosphatases entrainant une signalisation BCR compléte. Cette
signalisation BCR plus compleéte serait alors interpréter comme un signal négatif par la cellule
et pourrait conduire a son apoptose, comme cela se produit lors de la sélection négative dans la
moelle osseuse lors du développement des LB immatures (70). Néanmoins, ce modéle ne peut
pas expliquer I’¢limination de tous les LB auto-réactifs, il est évident qu’une partie de ces
cellules peuvent survivre suffisamment longtemps dans le CG pour acquérir des mutations
somatiques qui supprimeraient leur auto-réactivité tant qu’elles puissent maintenir ou
augmenter leur affinité pour les antigénes étrangers. La connaissance dans le fonctionnement

et ’échec de ces mécanismes reste 1’un des principaux défis a relever dans ce domaine.
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Figure 8. Vue d’ensemble de la dynamique du centre germinatif (57).

Abréviations ; TBM : tingible body macrophages ; PC : plasmocytes ; BMEM : lymphocyte B mémoire.

iv.  La commutation de classe isotypique

Le processus de CSR a également lieu dans les OLS. C’est un réarrangement
intrachromosomique de ’ADN d’un locus de la chaine lourde de I’immunoglobuline du LB,
médié par I’enzyme AID mais par un domaine différent de celui qui permet de réaliser les SHM.
En effet, il existe 5 classes d’immunoglobulines avec des fonctions effectrices différentes qui
différent par des variations de leur région constante : IgM, IgG, IgA, IgE et IgD. Pour chacun
de ses isotypes il existe un géne de région constante : Cu (pour les IgM), Co (pour les
IgD), Cy (pour les IgG), Ce (pour les IgE), Ca (pour les IgA). La sélection de 1’isotype
approprié pour obtenir une réponse adaptée a I’hote au cours de I’infection est déterminée par
les cytokines et les LTru. L’IL10, par exemple, permet de produire des IgG1 et IgG3 apres la
CSR (71). La CSR permet donc aux LB de changer I’isotype de leur BCR de I’'IgM et IgD en
IgG, IgA, IgD ou en IgE. Depuis de nombreuses années, la DZ des CG est considéré comme le
site principal ou s’effectue la CSR car I’activité de I’enzyme AID est plus élevée dans les LB
de la DZ, comme vu précédemment (72). La CSR a donc lieu en méme temps que les SHM
mais de maniére indépendante. Cependant une nouvelle étude suggére que la CSR des
immunoglobulines peut se dérouler, avant I’entrée du LB dans le CG, au niveau de la zone riche

en cellule T du paracortex (73). Pour montrer cela, ils ont étudi¢ 1’expression des transcrits

42



germinaux dans des LB activées par les lymphocytes T et des LB du CG. Les transcrits
germinaux correspondent a des transcrits des génes V, (D) et J non réarrangés ou partiellement
réarrangés, ils sont non codants et la synthése de ces transcrits est corrélée a la CSR. L’analyse
de I’expression montre que les transcrits germinaux sont produits en trés petites quantités dans
les CG matures, ce qui montre que la CSR peut étre activée avant la formation des CG et qu’elle
diminue rapidement lorsque les cellules B se différencient dans les CG au cours d’une réponse

immunitaire primaire contre les antigénes dépendants des cellules T.

v.  Différenciation en plasmocytes

Les LB du CG a plusieurs destins possibles, en effet son entrée dans un cycle de
mutation/sélection dans le CG aboutit soit a une différenciation en plasmocytes ou en cellules
B mémoires ou bien une mort cellulaire par apoptose en cas de non sélection (Figure 9). Les
mécanismes de différenciation en ces différents types cellulaires est dépendante en partie de
I’affinité du récepteur BCR et des signaux de survie provenant des LTru. Plusieurs études se
sont intéress€és aux mécanismes qui gouvernent le choix mémoire versus plasmocyte en
recherchant a caractériser les cellules précurseurs des plasmocytes parmi les CG. Krautler et
son équipe ont récemment signalé une petite population de cellules BLIMP1+ au sein des CG
qui étaient également CD38low et qui présentaient des genes surexprimés dans les plasmocytes
(74). Ces cellules avaient tendance a avoir une affinité plus élevée pour I’antigéne et ont été
désignées comme des précurseurs putatifs malgré 1’absence d’expérience le prouvant. Des
¢tudes antérieures affirment que les LB du CG ayant une affinité plus élevée seraient
sélectionnées pour se différencier en plasmocytes. Cependant, une étude a montré que les
cellules d’affinité élevée sont également sélectionnées afin de subir une expansion clonale et
de nouveaux cycles dans la DZ plut6t qu’une différenciation en plasmocyte (75). En effet, plus
la réponse immunitaire avance, plus I’affinité¢ des cellules B augmentent suite aux différents
cycles itératifs dans le CG, ce qui conduit a la production de plasmocytes (15). L association
entre une affinité élevée et la différenciation en plasmocyte est probablement liée au fait que le
plasmocyte se différencie plus tard dans la réaction du CG, permettant alors aux cellules B de
subir plusieurs cycles de mutations et de sélections afin d’améliorer leur affinité. Il semblerait
que le devenir des LB soit également influencé selon I’isotype du BCR obtenu apres la CSR
dans la DZ (Figure 9) (76). Une partie des plasmocytes ainsi produit, au sein des organes

lymphoides secondaires, peuvent devenir des cellules de longue durée de vie pouvant résider
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dans la moelle osseuse et pouvant €tre réactivés pour synthétiser de grandes quantités
d’anticorps a long terme. La différentiation en plasmocyte dans le CG nécessite que le
programme de transcription des cellules B du CG soit réduit au silence pour I’introduction d’un
nouveau transcriptome orienté vers la production d’une énorme quantité d’immunoglobulines,
ainsi que dans le surveillance immunitaire et la survie dans des niches comme la moelle osseuse.
L’interaction entre les LTrn et le LB active les voies de signalisation CD40/CD40L,
ICOS/ICOSL et I'IL21 qui permet d’initier la différenciation en plasmocyte. Ces voies de
signalisation entrainent I’expression de trois facteurs de transcription : IRF4, BLIMP1 et XBP1
(59). L’IRF4 fonctionne de manic¢re dose-dépendante ; a faibles doses il permet la formation
des cellules dans le CG et la CSR par ’activation du géne AICDA et BCL6, cependant a fortes
doses il réprime BCL6 et active BLIMPI facilitant la différenciation de la cellule en
plasmocyte. BLIMP1 est un répresseur transcriptionnel qui favorise la différenciation terminale
des LB. Enfin, XBP1 est impliqué dans le controle de la production de I’IL6, une cytokine
essentielle a la survie des plasmocytes (77). Ainsi, XBP1 permet de réguler 1I’expression de
genes importants pour le bon fonctionnement du systéeme immunitaire et dans la réponse au

stress cellulaire.

(hn I BCR signal
BCR affinity T cell help
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Figure 9. Le devenir des lymphocytes B selon 1’affinité de leur BCR et de I’interaction avec
les LTru (78).
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vi.  Différenciation en cellules B mémoires

Les cellules B mémoires proviennent soit des LB activés au niveau de la bordure des
cellules B et T lors de ’activation antigénique, soit des cellules du CG sélectionnées dans la
LZ. Cela permet la génération d’un pool de cellules B mémoires relativement quiescents et
pouvant étre réactivées en cas de nouvelles expositions au méme antigéne (79). Les LB du CG
donnent donc naissance a une grande partie du pool de cellules B mémoires, mais des cellules
B mémoires indépendantes du CG apparaissant treés tot dans la réponse immunitaire ont été
décrites (79). La voie de signalisation du CD40 permet la différenciation des LB activés en
cellules B mémoire au stade de pré-CG. La plupart des cellules B mémoires produites lors de
ce stade présentent une IgM au niveau de leur BCR de faible affinité (15). Les LB de la LZ
ayant une faible affinité pour I’antigéne vont également se différencier en cellules B mémoires.
Le mécanisme de sélection des cellules B mémoires n’est pas encore complétement €lucidé.
Une étude suggere que le mécanisme potentiel pourrait étre, 1’aide relativement faible des LTru
qui maintiennent I’expression de BACH2 a des taux ¢levés dans les LB de faible affinité de la
LZ, ce qui seraient un état avantageux pour I’entrée dans la voie de différenciation des cellules
B mémoires (78). Une faible quantité de BACH2 permettrait de maintenir les CG alors qu’une
concentration importante serait nécessaire pour générer des LB mémoires. L’inhibition
complete de I’expression de BACH2 aurait pour conséquence une diminution conséquente des
LB du CG (78). La concentration de BACH2 ne serait qu’un des nombreux facteurs qui
interviennent dans ce processus de sélection. Récemment, un marqueur caractéristique des
cellules B du CG destinées a se différencier en cellules B mémoires a été décrit : 1’expression
du récepteur de chimiokine CCR6 permet 1’identification des précurseurs des LB mémoires
dans le CG. Les analyses des SHM et de liaison a 1’antigéne ont révélé que les LB mémoires
émergent principalement de cellules CCR6+ de faible affinité de la LZ. Les cellules B mémoires
proviendraient de cellules de la LZ « non sélectionnées », ce qui est cohérent avec les données
que ces cellules B mémoires surviennent plus tot dans la réaction du CG et ont donc moins de
mutations dans les régions variables entrainant une affinité moindre pour I’antigéne (78). La
signature transcriptionnel des LB mémoires présente de nombreuses similitudes avec les LB
naifs. On note que 1’expression de PAXS est présente dans les LB naifs, les cellules B mémoires
et dans les LB du CG supposant donc un réle important de PAXS dans le programme
transcriptomique des cellules B lors de ces stades de développement. Les LB mémoires

expriment des niveaux plus ¢levés d’ARNm codant pour les récepteurs costimulateurs CD80 et
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CDS86 ainsi que pour les génes anti-apoptotiques BCL2 et BIRC6 (70). La concentration de
BACH?2 joue également un réle important dans la différenciation des B mémoires. L’expression
d’ABF1 (Facteur 1 des cellules B activées) favoriserait également la différenciation des cellules
B en mémoire. ABF1 et BLIMP1 se réprime mutuellement pour permettre une différenciation
soit en cellules mémoires soit en plasmocytes, respectivement. Plus récemment, le facteur de
transcription HHEX a été identifi¢é comme un promoteur important de la différenciation des
cellules B mémoires (80). Ce facteur est impliqué dans la répression de BCL6 permettant alors
I’expression de BCL2, ¢lément cl¢ de la survie des précurseurs B mémoires (80).

Une majorité des LB mémoires semble re-circuler via le sang et la lymphe a 1’aide de
I’expression sélective de molécules d’adhésions telle que la L-sélectine qui se lie a GlyCAM-1
exprimé sur les veinules endothéliales des ganglions lymphatiques et 8 MadCAM-1 exprimé
sur les cellules endothéliales. 11 existe également des LB mémoires « sentinelles » qui résident
dans les tissus, comme les poumons (81) et aux portes d’entrée des pathogenes. La premicre
ligne de défense des LB mémoires résidantes est assurée par les LB mémoires IgA+ qui se
trouvent au niveau des muco-cutanées exposées (82), la seconde par les LB mémoires IgG+ qui
sont situées dans les ganglions lymphatiques qui filtrent la lymphe dans une niche sous-
capsulaire permettant une rencontre rapide avec les macrophages et les cellules Tru. Puis la
troisieme, par les LB mémoires I[gM+ qui sont stationnées dans la zone marginale splénique.
Lors d’une nouvelle exposition a 1’antigéne les LB mémoires peuvent alors se différencier
directement en plasmocytes, soit sont capable de se « dé-différencier » pour reformer des CG
secondaires. Ces cellules offrent donc une deuxiéme vague de protection contre la réexposition
aux agents pathogenes. Une étude a observé que lors d’une réexposition a un antigeéne, les LB
mémoires I[gM+ ré-entrent dans le CG pour subir une CSR, contrairement aux LB mémoires
IgG+ qui se différencient en plasmocytes, puis migrent vers la moelle osseuse (76). Une autre
¢tude a identifié les deux sous-ensemble de LB mémoire sur la base de I’expression du CD80
et PDL2, indépendamment de I’isotype (83). Les CBM CD80+PDL2+ se sont différenciés en
plasmocytes et avaient une affinité relativement élevée, cependant les LB mémoires CD80-
PDL2- se sont différenciées en LB du CG avec une affinité plus faible. Les auteurs constatent
¢galement que le compartiment CD80+PDL2+ est enrichi en LB mémoires IgG+ et le
compartiment CD80-PDL2- est principalement constitué en LB mémoires IgM+. Dans une
étude récente, il a été démontré que les LB mémoires CD8O" provenaient de LB de haute
affinité et nécessitaient une forte signalisation CD40 avec les LTru (84). Le devenir des LB
mémoires dépend donc de plusieurs parametres : I’expression de CD80 et PDL2 et de I’isotype

de I’'Ig. Les LB mémoires sont une population cellulaire trés hétérogene mais un modele basé
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I’isotype du BCR (IgD+, IgM+ et IgG+) et I’expression de marqueurs de surface (CD73, CD80
et PDL2) permet de concilier des études pouvant étre contradictoires (85). Dans ce modele, les
LB mémoires IgD+ ré-entre dans le CG pour former de nouveaux LB mémoires. Les LB
mémoires CD73+CD80+PDL2+ avec un isotype IgM et IgG sont eux potentiellement limitées
a la production de plasmablastes et plasmocytes. En effet, des études ont démontré que les LB
mémoires non commuté ré-entrait dans les CG, tandis que les cellules IgG+ formaient
rapidement des plasmablastes (76). Cependant, a I’aide de mod¢les murins, Mesin et al. (86)
ont montré que les CG secondaires, lors d’une ré-immunisation, étaient presque exclusivement
composées d’un répertoire de LB naifs récemment activés. Seule une minorité¢ de LB mémoires
issus de la réponse primaire sont « réactivés » afin de ré-entrer dans le CG et se différencier en
plasmocyte. Cela suggere qu’une partie seulement de ces clones, initialement présents,
connaisse une expansion et une diversification clonale importante. Ainsi, la participation des
CG secondaires a la production des LB mémoires est relativement rare physiologiquement

contrairement aux situations pathologiques (87) (86).

2.3 Signature transcriptomique des lymphocytes B au sein du centre

germinatif

Les cellules de la DZ et de la LZ se trouvent dans des états fonctionnels distincts et
peuvent étre reconnus dans une certaine mesure par leur signature transcriptomique. Au sein
des CG, les programmes moléculaires complexes et hautement orchestrés doivent équilibrer la
prolifération, les SHM et la sélection pour a la fois fournir une immunité humorale efficace et

protéger contre l'instabilité génomique et la TH.

a. BCL6

La régulation positive de BCL6 est essentielle pour initier la réaction du CG car les LB
appauvris en BCL6 ne pénétrent pas dans le follicule (88). BCL6 est un puissant répresseur
transcriptionnel qui est absolument nécessaire pour le développement des CG (Figure 10). Les
signaux spécifiques qui entrainent une régulation positive de BCL6 aprés une stimulation
antigénique sont en grande partie inconnus. Cependant plusieurs facteurs de transcription ont
été impliqués dans ce processus comme IRF4, IRF8 et MEF2B (89). BCL6 permet de diminuer

I’expression de la protéine anti-apoptotique BCL2, des facteurs tels que p53, ce qui entraine
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une tolérance de la cellule B aux dommages a I’ADN induit par AID ou par une prolifération
intense (89). Il inhibe également 1’expression des genes impliqués dans ’activation des LB dans
les réponses immunitaires médiée par les LT, comme ceux codant pour CD69, STATI et le
récepteur co-stimulateur CD80. De plus, BCL6 inhibe la différenciation des LB du CG en
plasmocytes en réprimant le géne PRMDI qui code pour le facteur de transcription essentiel
pour le développement des plasmocytes, BLIMP1. BCL6 est donc un facteur important pour
établir le statut hyper-prolifératif des cellules B de la DZ tout en leur permettant de tolérer les
ruptures d’ADN associé¢s aux phénomenes des SHM et de CSR (89). De plus, BCL6 empéche
la transduction de signaux des récepteurs qui pourraient conduire a une activation et une
différenciation prématurée avant la sélection de clones de cellules B de haute affinité.
Cependant, une fois ces processus terminés, 1’expression de BCL6 doit étre réprimée au
moment de la différenciation terminale des cellules B. Les mécanismes responsables de cet
interrupteur moléculaire ont été partiellement élucidés et comprennent au moins deux signaux
qui opérent respectivement au niveau de la traduction et de la transcription: 1’activation de la
voie de signalisation du BCR par I'antigéne présenté par les CDF, et l'activation du récepteur

CDA40 par le ligand CD40L présent sur les cellules Tru (89).

b. MYC

Le facteur de transcription MYC se lie a ’ADN et cible des génes controlant un large
éventail de programmes cellulaires, notamment la prolifération, la croissance cellulaire, le
métabolisme énergétique, le maintien de la télomérase, la différenciation et I’apoptose (89). De
plus, il a ét¢ démontré que MYC contrdle la réplication de ’ADN par des mécanismes
indépendant de son activité transcriptionnelle, une propriété qui peut favoriser I’instabilité
génomique en induisant un stress de réplication. Au cours de la réaction du CG, 1’expression
de MYC est étroitement régulée, en effet la protéine est tout d’abord exprimée dans les LB a
I’origine de I’initiation du CG, peu aprés la liaison de I’antigene au BCR. La protéine est ensuite
réprimée par le facteur de transcription BCL6 dans les cellules B de la DZ, avant d’étre ré-
induite dans un petit sous-ensemble de LB de la LZ qui subissent une sélection positive basée
sur I’affinité (Figure 10) (62). Cependant 1’absence d’expression de MYC dans les cellules de
la DZ est une source de confusion, étant donné son role dans la prolifération cellulaire, ce
paradoxe n’a pas été encore ¢lucidé. Néanmoins, il a été démontré lors d’une étude in vivo

qu’une surexpression de MYC dans la LZ est nécessaire pour que les cellules B sélectionnées
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rentrent dans un cycle cellulaire en migrant une nouvelle fois vers la DZ pour des cycles
supplémentaires de prolifération et des SHM (62). La délétion de MYC dés la stimulation
antigénique abroge la formation des CG, et I’inhibition de son activité spécifiquement dans la
LZ conduit a la dissolution des CG établis (62). Une étude récente suggere que, dans les cellules
B de la LZ, le facteur de transcription MYC est induit par la stimulation BCR et CD40 via
I’activation de NFxB et FOXO1 respectivement (90).

c. FOXOI

FOXOL1 est un membre de la famille Fox-O des facteurs de transcription Forkhead qui
joue un role essentiel a des stades de transitions au cours du développement des LB (89). Au
sein du CG, FOXOI est presque omniprésent dans les cellules de la DZ (Figure 10), cette
observation est conforme a la faible activit¢ de la voie de signalisation PI3K-AKT, un
régulateur négatif majeur de FOXO1 qui n’est détectable que dans la LZ du CG (89). Ainsi,
FOXO1 est nécessaire a I’établissement et au maintien des différentes zones du CG et
¢galement au phénotype des LB de la DZ (89). Le maintien du phénotype des LB dans la DZ
se fait grace a FOXO1 qui va activer de multiples génes comme le récepteur de chimiokine
CXCRA4. Le facteur de transcription va également permettre une prolifération cellulaire intense
et une modulation négative de la réparation de I’ADN, qui est spécifique de la DZ. L’inhibition
des voies de signalisation caractéristiques du programme des LB de la LZ résulte de 1’action de

FOXO1 en coopération avec BCL6.

d. EZH2

L’activateur de I’homologue zeste 2 (EZH2) est une histone méthyltransférase du
domaine SET qui inhibe la transcription de certains génes en triméthylant le résidu Lysine 27
de I’histone H3 (H3K27me3) et en recrutant le complexe répressif polycomb 2 (PRC2) (89).
Cette triméthylation H3K27me3 est en corrélation avec une chromatine fermée et, par
conséquent entraine une inhibition de I’expression génique lors du développement des cellules
B matures. L’expression d’EZH?2 est induite dans les LB du CG et une expression élevée est
maintenue jusqu’a ce que les LB quittent le CG (Figure 10). EZH2 contrdle la transcription des
genes impliqués dans la régulation négative du cycle cellulaire (CDKNIA) et dans la

différenciation terminale (/IRF4, PRDM1) (89). Des études ont mis en évidence une boucle de

49



rétroaction positive par laquelle EZH2 permet I’expression d’un phénotype prolifératif
caractéristique des cellules B du CG en supprimant CDKNIA et en entrainant I’expression de
E2F1. In vivo, la perte de EZH2 a complétement abrogé la formation du CG, désignant cette

méthyltransférase comme un maitre régulateur de la CG (89).

e. MEF2B/MEF2C

Le facteur activateur spécifique des myocytes 2B (MEF2B) et 2C (MEF2C) appartient
a une ancienne famille de facteurs de transcription impliqués dans la régulation de multiples
programmes de développement par interaction avec des cofacteurs de transcription spécifiques
(89). MEF2B et MEF2C ont des rdles essentiels dans les cellules B du CG mais ont des
fonctions distinctes. Il a été démontré que MEF2C est exprimé a tous les stades de
différenciations des cellules B du CG (Figure 10). Il permet la régulation de la prolifération des
cellules en fonctionnant comme un effecteur transcriptionnel dans la voie de signalisation du
BCR via la voie MAPK/P38. La perte de fonction MEF2C a entrainé une réduction des réponses
immunitaires et une formation défectueuse du CG en raison d’une prolifération altérée des
cellules B. En revanche, la transcription de MEF2B est rapidement induite au sein des cellules
B apres I’activation de I’antigene dépendant des cellules T et avant la régulation a la hausse de
BCL6 (91). En effet, MEF2B possede la capacité a se lier directement aux séquences

promotrices de BCL6 et a activer son expression (91).
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Figure 10. Les différents profils d’expression des principaux genes au cours des différentes
¢tapes du centre germinatif (89) (bleu = exprimé, gris = non exprimé).

f. Hétérogeénéite des cellules du centre germinatif

Le développement des techniques d’analyse d’expression génique a 1’échelle de la
cellule unique a permis de mettre en évidence une hétérogénéité des cellules B du CG allant
plus loin que la simple séparation en DZ et en LZ. La division en deux sous-ensembles des LB
du CG remonte en 1930 a I’aide de colorations histologiques simples. Au fil des années, les
connaissances concernant ces deux zones se sont améliorées grace aux nouvelles technologies
de transcriptomique et d’imagerie. Les cellules B du CG ont historiquement été divisées en
centrocytes dans la LZ et en centroblastes dans la DZ. Cependant la diversité des programmes
moléculaires qui sont orchestrés dans le CG (prolifération/mutation dans la DZ et
sélection/différentiation dans la LZ) ont récemment conduit a proposer une vision plus
dynamique et complexe des cellules B du CG. Bien que la compartimentation DZ et LZ ait été

essentielle a la compréhension de la biologie du CG, elle représente trés probablement une
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simplification excessive de la dynamique complexe de la prolifération, du trafic et de la
différenciation des cellules B au sein du CG. Afin de mieux comprendre la réaction du CG, Il
est désormais possible d’étudier I’hétérogénéité des cellules B présentes au sein de la réaction
cyclique du CG a I’échelle unicellulaire et ce a différents niveaux : séquence et mutations du
BCR, expression de leurs génes et phénotype de surface (92) (93). En analysant la co-
expression des différents génes au cours du cycle du CG, différents sous-populations ont pu
étre identifiées reflétant des programmes d’expression génique synchronisée caractérisant
différentes phases du cycle du CG. Ces différents profils de co-expression génique définissant
le cycle du CG sont préservés entre les cellules normales issues de donneurs différents. La
technologie sur cellule unique a permis de décrypter I’hétérogénéité des cellules du CG dans
des conditions normales et de modéliser les différents états transitoires pouvant exister entre la
DZ et la LZ ainsi que les précurseurs des cellules B @ mémoire et des plasmocytes (93). Les
analyses du transcriptome sur cellule unique des cellules B du CG normales ont révélé qu’une
grande proportion de cellules, entre 30 & 50%, se trouvent dans un état intermédiaire (93). Des
¢tudes ont mis en évidence un état distinct de la LZ, correspondant probablement a des cellules
récemment sélectionnées, entrant dans une phase de prolifération avant de retourner au sein de
la DZ pour des cycles itératifs visant & améliorer 1’affinité du BCR (40). Ces cellules de la LZ
sélectionnées positivement expriment des niveaux élevés de MYC, BATF, des génes NkB, des
genes induits par CD40, comme EBI3 et MTORCI. L'analyse, en paralléle, du répertoire BCR
dans les cellules B du CG a mis en évidence certaines différences spécifiques a l'isotype dans
les programmes transcriptionnels pendant la maturation d'affinité, et a montré que la CSR se
produit principalement dans les cellules B activées avant I'entrée dans le CG (40).

Les cellules du LF ayant pour origine cellulaire la transformation de cellules B du CG,
I’équipe du CIML a appliqué une analyse transcriptomique single-cell (scRNA-seq) pour
caractériser 1’hétérogénéité des cellules du LF. Lorsque Milpied ef al. ont comparé les données
scRNA-seq de cellules B du LF malignes a des cellules B humaines normales du CG, mémoires
et plasmocytes provenant d’hyperplasies ganglionnaires et de rate normales par le biais de
l'analyse en composantes principales (ACP) ou de tSNE, les cellules B LF sont cartographiées
séparément des cellules B normales et clustérisent dans un espace transcriptionnel situé¢ entre
les cellules B du CG et les B mémoires. Les cellules B du LF expriment la plupart des genes
exprimés par les cellules du CG mais la co-expression des genes caractéristique du programme
synchronis¢ du CG est perdue dans tous les échantillons LF. Ce phénomene appelé
« désynchronisation » du programme transcriptionnel du CG révele que la plupart des cellules

B du LF malignes ne sont pas « bloquées » dans un stade spécifique du CG comme le prétend
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la majorité des études transcriptomique « bulk » (sur cellules totales) mais sont dans un état
transcriptionnel propre remettant en question la « cellule d’origine » du LF. Ainsi, étant donné
que la plupart des cellules B du LF malignes sont loin de leur cellule d'origine putative, une
classification des cellules LF basée sur le CG peut étre trompeuse pour comprendre la biologie
des cellules B tumorales, méme si elle peut s'avérer utile pour définir plusieurs groupes de

patients avec des résultats cliniques différents.

En conclusion, I’ontogénie des LB débute par la production dans moelle osseuse des LB
matures et naif a partir de progéniteurs hématopoiétiques. Le mécanisme de recombinaison
V(D)J s’effectue dans la moelle osseuse et aboutit a la constitution d’un BCR spécifique pour
chaque LB. Les sélections « positives » et « négatives » permettent de sélectionner les
réarrangements productifs des geénes des immunoglobulines et d’¢éliminer les clones « auto-
réactif ». Une fois dans la circulation sanguine et lymphatique, les LB rejoignent les organes
lymphoides secondaires et peuvent s’activer en rencontrant un antigéne ayant une affinité pour
leur BCR spécifique. Cette activation entraine la formation des CG dans les organes lymphoides
secondaires ou les LB proliférent et se différencient en cellules B mémoires et en plasmocytes
a vie longue. Les mécanismes des SHM et des CSR ont également lieu dans les CG. Ces deux
phénomenes vont permettre la production d’anticorps de haute affinité et a isotype modifié pour
obtenir une réponse immunitaire adaptée a l’agent pathogene. L’ontogénie des LB est
étroitement régulée par des interactions cellulaires mais également par le contrdle des

programmes transcriptionnels des LB tout au long de son développement.
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B. Lymphomagenése/Physiopathologie
1. Altérations génomiques

1.1 Latranslocation t(14 ;18)

La lymphomagenése du LF est un processus complexe qui se déroule sur plusieurs
années chez des patients initialement asymptomatiques. La translocation t(14 ;18) se produit
tot dans le développement des cellules B. Elle a lieu pendant la recombinaison V(D)J du locus
de la chaine lourde de I'immunoglobuline dans les précurseurs des cellules B de la moelle
osseuse (6). L’acquisition de cette translocation est détectée dans presque 90% des patients
atteint de LF, ce qui en fait une caractéristique génétique trés importante pour cette pathologie
(8). De plus, cette translocation est observée dans presque tous les cas de LF de bas grade,
tandis que sa fréquence diminue dans les cas de LF de haut grade. Cet événement précoce
entraine la juxtaposition du geéne de BCL2 sous le contrdle transcriptionnel des régions
régulatrices du gene de la chaine lourde des immunoglobulines, ce qui conduit a une
surexpression ectopique de la protéine anti-apoptotique BCL2 (8). Les ruptures au niveau de
BCL?2 sont probablement dues a une fragilité inhérente des ilots CpG a proximité de ce gene,
ce qui conduit a une recombinaison avec le géne de la chaine lourde d’immunoglobuline en
raison de la proximité de ces deux locus lors de la recombinaison V(D)J. La surproduction de
la protéine BCL2 bloque la derniére voie commune de la mort cellulaire programmée
empéchant I’apoptose et permettant donc la survie de ces cellules malgré leur affinité
potentiellement faible ou modérée vis-a-vis a un antigene. De plus, il existe un lien entre la
prévalence des cellules porteuses de la translocation t(14 ;18) et un risque plus élevé de
développer un LF (8). Des preuves ont montré que les cellules porteuses de la translocation et
qui sont en circulation dans le sang ne correspondent pas a des cellules B naives. Ce sont plutot
des clones cellulaires ayant subi une expansion dans le CG suggérant que la maladie clinique
nécessite d’autres événements mutationnels. En effet, I’entrée dans le CG des cellules porteuses
de la translocation t(14;18) semble étre un événement insuffisant pour déclencher une
progression pré-LF vers LF. De plus, une grande proportion des personnes en bonne santé,
environ 70%, présentent un faible taux de cellules t(14 ;18)+ dans le sang et/ou dans les tissus
lymphoides dont la grande majorité ne développeront jamais de LF, ainsi la dérégulation de
BCL2 n’est pas suffisante a elle seule pour la progression de la tumeur (8). Les cellules B du
CG doivent accumuler d’autres altérations génétiques au cours des dernieres phases de

maturation et notamment lors de son passage dans le CG. En effet, la surexpression de la
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protéine BCL2 médiée par la translocation t(14 ;18) provoque la persistance des cellules avec
des BCR de faible affinité permettant un plus large spectre de réactivité croisée avec des
antigénes. Ces cellules subiront probablement des cycles répétitifs de prolifération dans les CG
au cours des nombreux défis antigéniques auxquels le systéme immunitaire est confronté. Ces
cellules courent un risque accru d’acquérir des mutations oncogenes en raison de 1’exposition
répétée a ’enzyme AID impliquée dans les SHM. La survenue de manicre aléatoire des
altérations chromosomiques confére généralement un désavantage sélectif au cours des cycles
itératifs ultérieurs, cependant 1’expression ectopique de BCL2 bloque ce désavantage. Il y aurait
¢galement une nouvelle accumulation de 1ésions chromosomiques lors de ces cycles, dont
certaines présenteraient un avantage sélectif et une progression maligne. Une étude a montré a
I’aide d’un modé¢le de souris que les modifications des génes médiée par AID sont les
principaux facteurs contribuant a la pathogénese du LF (94). Ainsi, ’acquisition de mutations
secondaires qui se fait de maniére progressive est nécessaire, en plus de la translocation, pour

induire le LF.

1.2  Les altérations génétiques additionnelles

a. KMT2D/KMT2C

Le géne KMT2D (ou MLL2 ou MLL4) produit une lysine méthyltransférase contenant
un domaine SET qui fait partie de la lysine méthyltransférase 2 (KMT2). KMT2D et KMT2C
sont des membres de cette famille qui sont recrutés par des corécepteurs nucléaires ou des
facteurs de transcription afin de réaliser la monométhylation de H3K4 au niveau des éléments
enhanceurs qui représente une marque activatrice (95). KMT2D et KMT2C permet de catalyser
la méthylation de H3K4 de maniére indépendante, mais également dans le cadre d’un complexe
multi-protéique de protéine associées a des complexes de type Setl (COMPASS) qui sont
principalement associés a des génes régulés lors du développement. La monométhylation des
¢léments amplificateurs conduit au recrutement d’autres coactivateurs qui aboutissent a la
boucle promoteur-amplificateur, a I’activation de I’ARN polymérase II et a la transcription des
genes. KMT2C est muté dans environ 13% des cas de LF, ces mutations de KMT2C n’excluent
pas les mutations mutuelles avec KMT2D, ce qui suggere que ces genes peuvent fonctionner de
maniére non redondante. Le géne KMT2D est le géne modificateur de chromatine le plus
souvent muté dans le LF, dans environ 80-90% des cas (Tableau 5) (8). La majorité de ces

mutations sont des mutations non-sens ou un décalage du cadre de lecture entrainant la perte de
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la protéine KMT2D et donc une perte de fonction de son activité enzymatique (95). Des
mutations codantes, c’est-a-dire aboutissant a la production de la protéine peuvent survenir,
mais elles affectent principalement la partie C-terminale du géne contenant le domaine SET
entrainant une réduction de I’activité de la méthyltransférase. La perte de fonction de KMT2D
dans les modeles murins a été étudiée dans deux études qui ont montré que le knockout ou le
knockdown de KMT2D dans les cellules B murines n’a pas d’influence dans le développement
normal des cellules B, cependant I’augmentation de la fréquence des cellules B du CG et la
réduction du nombre de cellules B a classe commutée aprés immunisation a été observée (95).
Cela indique un défaut de maturation des cellules B et/ou un défaut de la recombinaison de
classe isotypique en 1’absence de KMT2D. Ces études ont également montré une perte de
méthylation de H3K4 au niveau des activateurs spécifiques des cellules B du CG et ont
confirmé le role de la perte de KTM2D dans la promotion de la lymphomagenéese lors d’un
contexte avec une surexpression de BCL2. Une étude a démontré que KMT2C et KMT2D
fonctionnent tous deux comme des coactivateurs a distance, indépendamment de leur activité
catalytique. Il n’est donc pas clair si les mutations faux-sens qui réduisent 1’activité de la
méthyltransférase mais qui maintiennent 1’expression de la protéine auraient la méme
conséquence fonctionnelle que les mutations non-sens ou de décalage du cadre de lecture qui

entrainent une perte de la protéine (95).

b. TNFRS14 (HVEM)

Ce gene code pour un membre de la superfamille des récepteurs du facteur de nécrose
tumorale (TNF) qui active la réponse immunitaire inflammatoire et inhibe les cellules T.
HVEM possede plusieurs fonctions en interagissant avec de multiples ligands, comme LIGHT,
BTLA, CD160 et lymphotoxine-a (95). Les mutations touchant HVEM sont des événements
fréquents dans le LF, allant de 18 a 50% des cas, qui entrainent généralement la perte du
récepteur (Tableau 5) (8). Mais certaines mutations peuvent affecter des fonctions spécifiques.
Les mutations du géne HVEM pourrait contribuer au développement du LF, bien qu’elles
représentent probablement des événements tardifs dans 1’évolution de la maladie. Une étude a
identifi¢ un mécanisme possible reliant le microenvironnement du CG a la pathogénese des
lymphomes en évaluant 1’expression des HVEM et BTLA dans 198 échantillons du LF. Les
auteurs ont rapporté que les interactions entre ces deux récepteurs sont perdues dans 75% des

cas de LF (96). La liaison entre HVEM et BTLA conduit a I’inhibition de la signalisation du
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BCR et bloque la prolifération des cellules, par conséquent la perte de HVEM stimule la
signalisation BCR et la croissance des cellules B de maniere autonome (96). De plus, la perte
de HVEM entraine des changements micro-environnementaux qui soutiennent la croissance du
lymphome marqué par une activation exacerbée du stroma lymphoide et d’un recrutement accru
des cellules Tru (96). En effet les lymphocytes B déficient en HVEM produisent des quantités
accrues de cytokines de la famille des TNF (TNF-a, LTa, LTB) qui sont les principaux
activateurs des cellules du stroma lymphoide telles que les CDF et les cellules réticulaires

fibroblastiques (CRF).

c. CREBBP

Le géne CREBBP (alias CBP) produit une lysine acétyltransférase (KAT) qui acétyle
I’histone 3 au lysine 18 (H3K18Ac) et 27 (H3K27Ac), ainsi que les protéines non-histones.
L’acétylation des histones modifie leur charge et relache leur association avec I’ADN pour le
rendre plus accessible aux facteurs de transcription (95). Les mutations de CREBBP se produit
dans environ 65% des cas de LF dont environ 80% créent des changements erronés d’acide
aminé dans le domaine KAT entrainant une réduction de ’activité de ’acétyltransférase
(Tableau 5) (95). Les mutations de CREBBP ont été identifiées comme des éveénements
précoces au cours de la genése de la maladie du LF. Il est intéressant de noter qu’une étude a
détecté une mutation de CREBBP dans le compartiment de cellules souches et progénitrices
hématopoiétiques chez un patient dont le lymphome était porteur de la méme mutation. Les
tumeurs de LF mutantes pour CREBBP ont montré une expression significativement réduite du
CMH de classe II par rapport aux tumeurs de LF sans mutation dans le géne CREBBP. Cette
réduction de D’expression du CMH de classe II des cellules tumorales accroit la
lymphomagenése et permet 1’évasion immunitaire par une présentation réduite de 1’antigéne.
La perte de CREBBP favorise le développement du lymphome en entrainant la dérépression
des genes cibles de BCL6 (95). De plus, la mutation de CREBBP peut également favoriser les
lymphomes par une réduction de I’acétylation de cible non-histone, telle que P53. En effet, le
knock-out de CREBBP conduit a une atténuation significative de I’acétylation de P53 et réduit
la réponse aux dommages de I’ADN (95). 1l est probable que I'expression de la protéine
CREBBP catalytiquement inactive résultant de mutations faux sens du domaine KAT ait des
conséquences fonctionnelles différentes de celles des mutations entrainant la perte de

l'expression de la protéine CREBBP.
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d. EZH2

Les mutations d’EZH?2 ont été les premieres mutations récurrentes de génes modifiant
la chromatine a étre signalées dans LF et ont ét¢ les premicéres a étre étudiées a I’aide de modeles
murins. La majorité de ces mutations sont des mutations faux-sens de la tyrosine 641 (Y641)
dans le domaine SET de EZH2 qui entraine une activité accrue de I’enzyme a catalyser le
H3K27me3, une marque répressive (95). Au niveau mécanistique, la protéine mutante a une
activité réduite pour I’ajout des deux premier groupes méthyles, ce qui peut expliquer pourquoi
on retrouve ce géne sous forme hétérozygote dans les tumeurs des patients et la nécessité de
conserver une forme WT sur un des all¢les. En effet, sous forme hétérozygote, la protéine EZH2
de type sauvage et mutée peut agir en coopération pour promouvoir la marque H3K27me3 et
le développement des tumeurs. Il a été montré que 1’expression du mutant Y641 de la protéine
peut coopérer avec la surexpression de BCL2 pour favoriser le développement du lymphome
folliculaire chez la souris. Des études sur I’évolution clonale ont caractérisé ces mutations
comme étant principalement subclonales au moment du diagnostic et ont montré qu’elles
restent subclonales au moment de la rechute. Cela suggére donc que les mutations EZH2 sont
des « événements tardifs » et des « accélérateurs » de la lymphomagenese. L hétéroclonalité
entre le clone sauvage et la mutation Y641 de EZH?2 peut présenter un avantage, en effet seul
un nombre mineur de cellules mutantes Y641 serait nécessaire pour donner un avantage de
prolifération a la population tumorale alors qu’en cas d’une importante population de cellules
mutantes Y641, I’effet pourrait étre délétére (95). Une compréhension plus aboutie de cette
hétéroclonalité est importante en raison du potentiel émergent des inhibiteurs d’EZH2 comme

nouvelle thérapie pour le LF.

e. N-glycosylation

La N-glycosylation est une modification post-traductionnelle qui ajoute des glucides de
maniére covalente a 1’azote du groupement amide d’une asparagine. Les protéines glycosylées
sont alors soit sécrétées, soit intégrées a la membrane plasmique. Les immunoglobulines sont
glycosylées et cette modification post-traductionnelle joue un rdle structurel important dans la
modulation des fonctions des immunoglobulines. Dans les cellules B normales, la N-
glycosylation est principalement confinée aux sites conservés dans les régions constantes des

immunoglobulines, et quelques régions variables codées par la lignée germinale. En revanche,
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le nombre de sites potentiels de glycosylation des immunoglobulines augmente
considérablement dans le LF via le processus de SHM. Zhu ef al. ont montré que 50 patients
atteint de LF sur 70 avaient au moins un nouveau site potentiel de N-glycosylation dans la
séquence de la région variable de la chaine lourde des immunoglobulines (97). Les nouveaux
sites potentiels de N-glycosylation se produisent avec une faible fréquence (8%) dans les
cellules normales, ce qui suggere fortement que les sites sont sélectionnés de maniére positive
dans le LF. Des travaux supplémentaires ont démontré que les glucides ajoutés aux
immunoglobulines dans le LF sont exceptionnellement de type mannose. Cependant, les sucres
ajoutés lors de la mannosylation des protéines peuvent se lier a deux lectines de type C
majeures, le récepteur du mannose et DC-SIGN (dendfritic cell-specific intercellular adhesion
molecule-3-grabbing non-integrin) exprimés par les cellules de I’immunité innée, y compris
les macrophages et les cellules dendritiques. L’étude a permis de mettre en évidence une
différence entre 1’effet de la liaison des lectines de type C aux cellules du LF et aux cellules B
normales (98). Les lectines de type C assurent la médiation de la signalisation intracellulaire
dans le LF et non dans les cellules normales. En effet, I’activation des voies de phosphorylation
intracellulaire des récepteurs des cellules B du LF se produit lorsqu’elles rencontrent des

macrophages exprimant DC-SIGN et indépendamment de 1’antigéne (20).
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Gene Alterations (effect) Frequencyin  Effector function
FL (%)
Proliferation
KMT2D Mutation (}) 80-90 Histone modification; tumour suppressor
IgHV, IgLvV Mutation (1) 75-90 N-glycosylation of IgV region of BCR; BCR signalling
RB1 Deletion (}) 12 Impairment of cell cycle control
CDK4 Copy number gain (1) 29 Impairment of cell cycle control
BCL6 Translocation (1) 6-15 Transcription factor; tumour progression
Mutation (1) 47
H1-2,H1+4 Mutation (}) 44 Chromatin remodelling
MEF2B Mutation (]) 13-15 Transcription factor; transcriptional activator
EP300 Mutation (}) 10-20 Histone modification
SESN1 Epigeneticsilencing ({) ~20 Promotion of mTOR activity
RRAGC ATPovis2, ATPeAP: Mutation (1) 17 mTORC1 survival signal
EZH2 Mutation (1) 7-30 Histone modification
ARID1A Mutation (}) 15 Chromatin remodelling
GNA13 Mutation (]) ~10 B cell growth and lymphoma cell dissemination
SCK1 Mutation () ~10 Deregulation of FOXO transcription factors and NF-kB
FOXO1 Mutation (1) ~10 Transcription factor; survivaland proliferation
CARD11 Mutation (1) 10 Increased BCR signalling
STAT6 Mutation (1) 10 Activation of JAK-STAT signalling
Survival
BCL2 Translocation (1) 80-90 Suppression of apoptosis
Mutation (1) 50
TNFAIP3 Mutation (]) 2-26 Loss of tumour suppressor
Immune evasion
EPHA7 Deletion (]) 70 Tumour suppressor
Epigeneticsilencing ({)
TNFRSF14 Mutation (}) 18-50 Tumour suppressor; increased BCR signalling
CREBBP Mutation (}) 33-70 Histone modification; tumour suppressor

Tableau 5. Les différentes altérations génétiques et leurs fréquences retrouvées au sein des

lymphomes folliculaires (8).

2. Hétérogénéité clonale du lymphome folliculaire

L’hétérogénéité clonale peut étre définie comme la présence de plusieurs sous-clones
hébergeant différentes aberrations génomiques au sein d’une méme tumeur. Ce phénoméne
peut résulter d’altérations génétiques et épigénétiques, d’une interaction avec des facteurs
micro-environnementaux ou induit par des thérapies. La coopération entre différents sous-
clones peut apporter un avantage sélectif pour la croissance tumorale et pour la résistance
thérapeutique, et représente donc une cible potentielle pour inhiber la progression de la maladie
(99). Comme déja mentionné, la translocation t(14 ;18) représente un événement génétique
marqueur afin de définir le LF. Cependant, il existe une hétérogénéité inter et intra-tumorale
significative sur I’expression de la protéine BCL2 et sur la sensibilité aux thérapies des cellules
du LF chez les patients (100). La méme ¢étude a montré que la survie globale était

significativement plus élevée chez les patients exprimant des taux de BCL2 plus faibles, ce qui
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souligne D’'importance de [I’hétérogénéité inter-tumorale. Un acteur important dans
I’hétérogénéité clonale du LF est représenté par AID. Cette enzyme est requise au sein du CG
afin de réaliser les SHM et la CSR afin de générer des anticorps de haute affinité. Son action
est principalement limitée aux génes d’immunoglobulines, cependant il a ét¢ démontré que
I’activité aberrante de AID cible également des locus supplémentaires, dont la plupart sont
composés de grands réseaux de promoteurs et d’amplificateurs interconnectés, qui présentent
des niveaux de transcription et d’accessibilité épigénétique exceptionnellement élevés (119).
L’activité aberrante de AID entraine des « entailles » et des cassures double-brin favorisant les
translocations chromosomiques. Ainsi, un fonctionnement anormal du processus physiologique
de AID peut conduire a une instabilité génétique et entrainer une hétérogénéité clonale dans le
LF.

Le développement des techniques d’analyse d’expression génique a 1’échelle de la
cellule unique a permis également de mettre en évidence une hétérogénéité des cellules
tumorales comme vu précédemment (I. A. 2. 3. f. Hétérogénéité des cellules du centre
germinatif). L’hétérogénéité des cellules B normales présente au sein du CG est caractérisée
par la séquence du BCR, par I’expression des geénes et par le phénotype de surface des cellules
B (92) (93). A l’aide de leur profil d’expression génique, les cellules uniques du CG ont pu étre
placées le long des différentes étapes qui composent le cycle du CG. Cela permet de caractériser
la facon dont I’expression des geénes évoluent tout au long de ce cycle (120). En analysant
I’expression des différents génes au cours de la réaction du CG, différents clusters ont pu étre
identifiés et considérés comme le reflet de différents programmes d’expressions synchronisés
propre aux différentes phases du cycle du CG. Ces différents profils d’expression génique sont
préservés entre les cellules normales issues de donneurs différents. Ainsi, cette technique a
I’échelle de la cellule unique a permis de préciser 1I’hétérogénéité des cellules et de modéliser
les différents états transitoires pouvant exister entre la DZ et la LZ (93). Milpied et al. ont ainsi
mis en évidence que les cellules du LF sont désynchronisées du programme d’expression
génique du CG entrainant donc I’expression de geénes de maniére incohérente par rapport aux
cellules normales du CG. L’analyse de séquencage de ’ARN a partir de la cellule unique
(scRNAseq) des échantillons de LF a confirmé le concept de désynchronisation. En
conséquence, les cellules du LF doivent étre clairement distinguées de leurs homologues
normaux présents au sein du CG car ils ne sont pas éduqués par la méme dynamique
transcriptionnelle. Cette désynchronisation de I’expression génique des cellules du LF peut étre
provoquée par des modifications de facteurs extrinseques fournis par le microenvironnement

ou par une dérégulation génétique intrinséque de la cellule.
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3. Le role du microenvironnement

Le role majeur du microenvironnement dans le développement et 1’évolution du LF a
¢été mis en évidence par 1I’échec des cellules LF a survivre et a croitre de manire autonome in
vitro. Les cellules malignes se retrouvent au sein d’une niche composée des mémes cellules
accompagnant les cellules B normales des CG. En effet, les cellules B du LF présentent la
caractéristique générale des centrocytes et dépendent fortement de I’interaction directe avec un
microenvironnement de type CG, comprenant des cellules stromales lymphoides, des
macrophages et des cellules Trn CD4+. En cas d’infiltration de la moelle osseuse, on retrouve
une différenciation ectopique des cellules stromales de type lymphoide et un enrichissement
local en cellules T CD4+, ce qui suggere que les cellules B du LF sont dépendante de ces
cellules de soutien (102). Cependant, il existe des différences dans la composition cellulaire et
I’organisation cellulaire de la moelle osseuse et du ganglion lymphatique. En paralléle, les
cellules LF présentes dans la moelle osseuse sont caractérisées par un grade cytologique et une
prolifération plus faible, suggérant que le microenvironnement pourrait contribuer a la sélection
clonale et a I’hétérogénéité moléculaire. Le microenvironnement tumoral posseéde la capacité a
favoriser directement ou indirectement la croissance des cellules du LF ainsi que d’échapper au

contrble du systéme immunitaire.

3.1 Microenvironnement propice a la croissance tumorale

a. Les cellules stromales

Les cellules stromales jouent un role clé¢ dans le développement et la progression
tumorale dans divers modéles de cancer. En effet, les fibroblastes associés au cancer (CAF)
sont phénotypiquement et fonctionnellement différents de leur homologue normal. Les CAF
possedent des caractéristiques communes avec les cellules stromales lymphoides. Les cellules
stromales lymphoides sont organisées au sein d’un compartiment cellulaire hétérogene avec
trois niches cellulaires spécialisées au sein des organes lymphoides secondaires (102) :

— Un réseau stromal mésenchymateux au niveau de la zone des cellules T formé par les

CRF. Ce réseau cellulaire permet la délivrance des antigenes, le recrutement des cellules

immunitaires, la motilité, ’homéostasie par la sécrétion d’IL7, de VEGF, d’oxyde

nitrique et de chimiokines homéostatique (CCL19, CCL21 et CXCL12).
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— Les CDF qui permettent d’attirer les LB et les LTru dans les CG par I’intermédiaire de
CXCL13. Elles favorisent donc la sélection des LB de haute affinité par la rétention et
la présentation d’antigénes sous forme de complexes immuns, ainsi que la survie des
cellules B du CG par des facteurs solubles comme BAFF (Figure 11).

— Les cellules réticulaires marginales (CRM) délivrent de petits antigénes aux LB.

Les cellules stromales dans le LF présentent un phénotype et une signature transcriptomique
spécifique, notamment une activation uniforme et marquée du réseau de CRF. Cette
modification entraine un recrutement des cellules malignes du LF au sein de ce réseau par la
libération de CXCL12 et CXCL13 contribuant au développement tumoral. De plus, les cellules
stromales sur-expriment CCL2 qui favorise le recrutement de monocytes et déclenche leur
différenciation en macrophages pro-angiogéniques et anti-inflammatoires. Les cellules
stromales jouent un rdle cl¢ dans la pathogénése du LF par une activité directe de soutien des
cellules malignes et une activité indirecte sur I’organisation de la niche cellulaire. Malgré de
nombreux rapports montrant I’impact négatif du pronostic des CDF dans le LF, la présence
intra-tumorale de cellules dendritiques plasmacytoides (CD123+) a été associée a une
amélioration de la survie chez les patients atteints de LF, montrant que la compréhension de la
biologie des différents sous-ensembles de cellules dendritiques nécessite des recherches plus

approfondies (103).

b. Les cellules Tru

Les LTrn ont été initialement identifiés comme des cellules T CD4+ exprimant CXCRS,
permettant leur localisation dans les zones folliculaires des organes lymphoides secondaires.
Mais des données récentes ont défini les LTry comme une lignée distincte de LT auxiliaires,
sous le controle de BCLO6, et jouant un role central dans la localisation, la sélection, la
différenciation des cellules B normaux du CG. En somme, le compartiment Try semble
hétérogene et subdivisé en plusieurs sous-ensembles en fonction de la sécrétion de diverses
cytokines. Les LTru exprimant PD1, un marqueur d’épuisement, sont enrichis dans un ganglion
lymphatique envahi par le LF (Figure 11). Les LTrn exprimant la PD1 sont associées a une
survie globale plus courte chez les patients atteints de LF (104). Les LTrn du
microenvironnement tumoral produisent également des quantités élevées de CD40L et d’IL4
entrainant une stimulation directe des LB tumoraux (102). Les études montrent que les cellules

Tru jouent un role important dans la pathogenése du LF via I’activation de la voie

63



IL4/JAK/STATG6 (105), la présence de mutations activatrices dans STAT6 s’associe a des
niveaux accrus d’IL4 dans le microenvironnement de la tumeur (106). En effet, I’'TL4 entraine
I’augmentation du niveau d’expression du BCR a la surface des cellules tumorales, ainsi que
de DC-SIGN au niveau des macrophages (Figure 11). Les cellules tumorales sont alors
stimulées par 1’activation du BCR et son interaction avec le récepteur des macrophages (20).
Outre cette activité pro-tumorale directe, les LTru peuvent également moduler la niche
cellulaire par I’expression du TNF et de la lymphotoxine A (LTA) entrainant le maintien des

cellules stromales lymphoides, propice aux développement des cellules malignes (102).

3.2 Les mécanismes d’échappement immunitaire

a. La réduction de I’immunogénicité

Les cellules tumorales diminuent leur expression des molécules du CMH afin
d’échapper a la reconnaissance par les LT CD4+ et CD8+. Dans le LF, la perte d’expression du
CHM de classe I peut étre causée par des mutations de la f2-microglobuline (107). De plus, les
mutations précoces de CREBBP, fréquente dans le LF, a été récemment présenté¢ comme le
principal mécanisme soutenant la régulation négative des molécules du CMH de classe II (107).
Cela a pour conséquence une diminution de la prolifération des cellules T ainsi qu’une

réduction de infiltration T au sein de la tumeur.

b. L’inhibition des effecteurs immunitaires

Le second mécanisme d’échappement immunitaire est la réduction de ’activité des
cellules T et des cellules NK anti-tumorales. On retrouve une régulation positive des récepteurs
co-inhibiteurs sur les LT cytotoxiques au sein de la tumeur. De plus, la motilité et leur capacité
a former des synapses immunologiques avec les cellules tumorales sont également réduit. Les
cellules T CD8+ cytotoxiques intra-tumorales sont fréquentes dans les échantillons de tumeurs
provenant des patients atteints de LF, leur densité est en corrélation avec une survie globale
prolongée. Cependant, ces cellules peuvent également exprimer la protéine du récepteur de
mort programmé (PD1) ou le géne d’activation des lymphocytes 3 (LAG3), qui sont associés a
I’épuisement des cellules T et a des mauvais résultats cliniques chez les patients atteints de LF
(108). Un autre mécanisme d’épuisement des cellules T est I’expression du marqueur de

sénescence CD57, en effet les cellules T CD57+ sont incapables de proliférer et ne réagissent
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pas aux cellules du LF (109). Il est intéressant de noter que les cellules LF peuvent induire des
changements, affectant 1’activité anti-tumorale des cellules T qui infiltrent les tumeurs. Les
cellules LF peuvent en effet affecter la transcription de genes importants (PMCH, ETV 1,
TNFRSF9) dans les lymphocytes CD4 et CDS infiltrant les tumeurs influengant leur motilité et
leur survie (110). Les cellules NK pourraient également étre inhibées dans les niches cellulaires,
soit par I’expression de PD1, soit par interaction avec le transcrit de type lectine 1. Cette lectine
est le ligand du récepteur inhibiteur des NK, le CD161 qui s’est révélé fortement exprimé par

les cellules B du LF.

c. L’infiltration par des cellules immunosuppressives

On observe une expansion des cellules immunosuppressives, notamment les
lymphocytes T régulatrices (LTrec), les cellules myéloides suppressives (CMS) et les cellules
stromales.

Les LTreg CD25+ représente une population cellulaire quantitativement plus importante dans
le microenvironnement du LF par rapport a un tissu réactionnel normal. On note une proportion
importante de cellules T régulatrices folliculaires CXRC5+ ICOS+ PD1+ (LTrr) au sein de
cette population cellulaire. Des taux élevés de LTreg dans les follicules tumoraux sont associés
a des résultats cliniques mauvais suggérant qu’ils sont probablement la médiation de
I’immunosuppression chez les patients (111). Dans les CG normaux, les LTrr interférent avec
les LTrn, contrdlant ainsi négativement la réaction des CG. Dans le LF, les LTrr sont capable
d’inhiber les LT CD4+, dont les LTy, et les cellules B du LF ce qui suggere qu’elles pourraient
avoir une activité anti-tumorale (107). Ils interagissent avec les cellules tumorales via ICOS et
son ligand ICOSL, conduisant a une diminution secondaire des niveaux d’ICOSL produits par
les cellules tumorales (112). A I’inverse, les LTrr pourraient également inhiber les LT
cytotoxiques présent aux abords du CG entrainant un environnement propice a 1’échappement
immunitaire. Il semblerait que le changement de phénotype des cellules T vers les LTrr soit
régulé par les cellules B malignes par la production de CCL22 qui recrute les LTrec, par
I’expression de CD70 et par [COSL (Figure 11) (107). En effet, les cellules Trn intra-tumorales
favoriseraient indirectement 1’échappement immunitaire et la croissance de la tumeur en
induisant 1I’expression de CCL17 et CCL22 par les cellules LF, ce qui conduit au recrutement

de LTrec dans le microenvironnement tumoral (113).
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De plus, les CMS jouent également un réle dans I’échappement au contrdle du systéme
immunitaire dans les lymphomes B. Un nombre élevé de cellules myéloides circulantes, y
compris les monocytes et les neutrophiles, et un niveau élevé de marqueurs liés aux fonctions
suppressives myéloides, comme PDL1 soluble ou IL10, est associé a un mauvais pronostic. Il
existe deux sous-ensembles, les CMS monocytaires (M) et les CMS granulocytaires (G),
circulant dans le sang périphérique des patients et pouvant jouer des fonctions
immunosuppressives puissantes (15).

Enfin, les cellules stromales présentes au sein de la tumeurs du LF, sur-expriment la
prostaglandine E2 (107). Ce facteur immunosuppresseur favorise la croissance des cellules B

malignes par le recrutement des LTrec et des CMS.
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Figure 11. Le microenvironnement du lymphome folliculaire dans les organes
lymphoides secondaires (7).
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3.3 L’interaction entre le BCR et le microenvironnement

Le microenvironnement tumoral est un acteur clé dans 1’activation du BCR chez les
patients atteints de LF. Environ 25% des BCR des cellules malignes, essentiellement d’isotype
IgG, sont supposés étre auto-réactif. Le BCR des cellules B du LF est caractérisé¢ par une
pression sélective afin de conserver un isotype IgM malgré un processus actif de CSR. Le
maintien de I’IgM pourrait contribuer a bloquer la cellule maligne dans un phénotype de
cellules du CG-like et donc d’entrainer un risque plus élevé d’éveénements génétiques
supplémentaires (107). De plus, I’activation du BCR avec un isotype IgM est plus forte qu’avec
un isotype IgG. L’introduction des sites de N-glycosylation, dans plus de 80% des cas de LF,
permet ’ajout de glycanes inhabituels se terminant par un taux élevé de mannose. Ces BCR
glycosylés permet une interaction avec le DC-SIGN a la surface des macrophages et des cellules
dendritiques. Cette interaction entraine une activation de la voie de signalisation du BCR et
permet la survie des cellules malignes malgré 1’absence d’antigeéne. Les altérations génétiques
récurrentes sont donc associés a une capacité accrue des cellules malignes a interagir avec le
microenvironnement (107).

En conclusion, le microenvironnement du LF délivre une combinaison de signaux de survie et
de croissance aux cellules B malignes, favorisant le développement du LF et la résistance aux
médicaments. Les futurs essais cliniques devront prendre en compte le réle crucial joué par le
microenvironnement tumoral dans le LF, en ciblant un point de contr6le immunitaire pertinent
et en identifiant les premiers biomarqueurs de I’activité du microenvironnement et de la réponse
au traitement. Plusieurs nouveaux agents capables de cibler efficacement le
microenvironnement tumoral sont désormais disponibles pour le traitement des patients atteints
de LF. Ceux-ci incluent les anticorps monoclonaux anti-CD20, tels que I’obinutuzumab, les
inhibiteurs de la PI3K tels que le copanlisib et ’agent immunomodulateur Iénalidomide.
D’autres options thérapeutiques, encore a I’é¢tude, comprennent des modulateurs du récepteur
des lymphocytes B, tels que les inhibiteurs de SYK ou les inhibiteurs de la Bruton tyrosine
kinase (BTK). Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour déchiffrer les fonctions
complexes du microenvironnement du LF, cela meénera a terme a la découverte de nouvelles
stratégies thérapeutiques intéressantes pour I’amélioration des résultats cliniques chez les

patients atteints de LF.
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3.4  Hétérogeénéité¢ du microenvironnement et lien avec la génétique

des tumeurs

L'existence d'une relation directe entre des mutations génétiques spécifiques et la
capacit¢ des cellules B LF malignes a interagir avec, ou plus encore a instruire un
microenvironnement spécifique n'a émergé que récemment. Suite aux études initiales décrivant
la réduction de l'infiltration des cellules T chez les patients mutés CREBBP (114), et la capacité
accrue des BCR N-glycosylés a interagir avec les macrophages associés aux tumeurs exprimant
DC-SIGN (20), ce domaine de recherche a récemment émergé grace a l'analyse détaillée de
modeles de souris LF génétiquement modifiées.

Alors que I'impact de 'expression/perte d'une molécule membranaire de signalisation
comme HVEM sur l'organisation du microenvironnement tumoral est attendu (cfII. B. 1. 2. b.
TNFRS14 (HVEM)), d'autres événements (€pi)génétiques ont été plus récemment associ€s a
des modifications du dialogue entres les cellules B et le microenvironnement tumoral (Figure
12). En particulier, il a ét¢é démontré que les mutations de gain de fonction d'EZH2 survenant
précocement au cours de la transformation tumorale rendent les cellules indépendantes des
signaux Trh, tout en retenant une dépendance vis-a-vis des CDF pour s’accumuler en
centrocytes (Figure 12) (115). Cette observation a été validée chez I’homme ou les cellules LF
humaines mutées pour EZH?2 présentent une plus grande association avec un réseau intact des
CDF par rapport aux cellules LF non mutées. Des altérations de la cathepsine S (CTSS), qui
entrainent une hyperactivité de cette protéase et une présentation accrue des antigeénes par le
CMH de classe II, déclenchent une accélération du développement des lymphomes chez la
souris et sont associées a une infiltration accrue des cellules T CD4+, tandis que les cellules T
CD8+ sont réduites et exclues du CG (Figure 12) (116). A nouveau, les patients atteints de LF
dont la cathepsine S était dérégulé présentaient une plus grande infiltration intra-folliculaire de
cellules T CD4, ce qui soutient une plus forte dépendance vis-a-vis des cellules Tru et un role
clé des mutations de la capthepsine S dans la co-optation du microenvironnement tumoral dans
le LF. Il est intéressant de noter que les mutations de la capthepsine S, qui modulent 1'équilibre
entre les cellules Tra/CDS8, se sont révélées mutuellement exclusives des mutations HVEM
(116) (117). Dans I'ensemble, ces données démontrent que la génétique tumorale a un impact
énorme sur la reprogrammation du microenvironnement tumoral dans le LF. Il reste a
comprendre comment ces différentes mutations souvent présentes simultanément dans les

cellules du LF coopeérent et quelle est in fine leur impact sur le microenvironnement tumoral.
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Figure 12. Altérations génétiques des cellules B du LF et remodelage du microenvironnement
tumoral (118).

Représentation schématique des principaux mécanismes par lesquels les altérations (épi)génétiques
intrinseques des cellules B affectent 'interaction entre le microenvironnement immunitaire et stromal et
les cellules B (pré)malignes du LF pour promouvoir la lymphomagenese. La sélection des cellules B
dans la LZ CG implique la présentation des antigénes par le CMH de classe II aux cellules T CD4+ et
la reconnaissance des antigénes sur les CDF par le BCR. Les cellules B tumorales utilisent plusieurs
moyens pour échapper a la surveillance immunitaire : Les cellules B mutantes pour CREBBP entrainent
la perte d'expression du CMH de classe II empéchant la présentation de 'antigéne aux cellules T CD4+.
Le gain de fonction de la cathepsine S (CTSS) permet un meilleur apprétement des peptides antigéniques
et une meilleure présentation du CMH de classe Il liée a un recrutement accru des cellules Try CD4+
de soutien de la tumeur et a I'exclusion des cellules CD8+ du CG. Les mutations d'EZH2 reprogramment
la niche du CG en atténuant la dépendance des cellules B mutantes a I'égard des cellules T CD4+ tout
en gardant une forte dépendance des CDF. Les cellules B déficientes en HVEM induisent un
microenvironnement favorable a la tumeur marqué par un stroma lymphoide exacerbé et une activation
des cellules Tru. L'accumulation de motifs de N-glycosylation (N-gly) introduits par hypermutation
somatique dans la région variable du BCR déclenche I'activation et I'expansion du BCR par interaction
avec des lectines endogeénes liant le mannose comme DC-SIGN exprimée par les cellules myéloides
infiltrant le LF, fournissant ainsi un mécanisme de soutien tumoral indépendant de la reconnaissance
antigénique
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C. La cellule précurseur cancéreuse

Les deux principaux défis a relever chez les patients atteints de LF sont 1’optimisation
du traitement et de la stratification des patients au moment du diagnostic, notamment en
identifiant les 20% des patients a haut risque de rechute et d’aborder la question des rechutes
chimio-résistantes. Pour cela, il nous faut mieux définir la biologie des cellules (sous-clones)
d'ou émergent les rechutes, et comprendre en amont les étapes qui sous-tendent I’évolution
clonale de la maladie des stades les plus précoces jusqu’au LF manifeste. L’évolution clonale
du LF se met en place de maniere indolente qui commence des années, voire des décennies,
avant le diagnostic (118). L’apparition tardive du LF est due a 1’accumulation de plusieurs
¢léments oncogéniques au sein des LB dés les stades les plus précoces du développement. Le
LF est en effet précédé d’une phase insidieuse de croissance asymptomatique, provenant
probablement de clones précurseurs largement disséminés évoluant au fil du temps. La
caractéristique la plus récurrente du LF est la présence de la translocation t(14 ;18) chez plus
de 90% des patients, elle est considéré comme le premier événement dans la cascade
oncogénique survenant lors d’une recombinaison V(D)J fautive dans la moelle osseuse.
Cependant, une grande proportion (>70%) d’individus sains sont porteurs de faibles quantités
de cellules t(14 ;18)+, environ une cellule par million, dans le sang et/ou les tissus lymphoides
qui persistent a long terme (8). La grande majorité de ces patients ne développeront jamais de
LF, ce qui indique que la translocation t(14 ;18) seule est insuffisante pour entrainer la
progression vers la phase tumorale de la pathologie. Ainsi, les cellules B doivent accumuler
d’autres événements oncogéniques au cours de leur développement. Une étude sur une cohorte
épidémiologique d’individus sains ayant subi un prélévement de sang a 1’inclusion et suivis sur
plus de 20 ans a permis de comparer 165 individus qui ont développé un LF jusqu’a 20 ans
aprés par rapport a 346 témoins sains qui n’ont pas développé cette pathologie. Pour chaque
patient ayant développé un LF, des relations clonales basées sur la signature moléculaire de la
translocation t(14 ;18) ont été établies entre des échantillons appariés provenant de sang
périphérique et de biopsie de LF, prélevés a 10 ans d’intervalle montrant que ces cellules
t(14 ;18)+ chez I’individu sain sont de réels précurseurs de la maladie (14). Cela démontre que
la progression vers la phase tumorale s’est faite a partir de précurseur possédant la méme
translocation t(14 ;18) capable de persister a long terme dans 1’organisme (118). De plus, chez
environ 20% des patients « sains » qui ont ensuite développé un LF, la progression vers la

pathologie est précédée par une fréquence élevée de cellules t(14 ;18)+ supérieur a 1 pour

70



10 000 dans le sang. Cette fréquence est associée a un risque de développer un LF 23 fois plus
¢levé établissant la fréquence de t(14;18) circulante comme biomarqueur prédictif de
développement ultérieur de LF (14). De plus, des études génétiques d'échantillons de LF
apparié¢s au diagnostic et a la rechute ont montré que les rechutes proviennent rarement de
'évolution directe du clone dominant au moment du diagnostic, mais plutét de 1'évolution
divergente de clones ancestraux ou précurseurs moins évolués (118). Le modéle actuel de
lymphomagenése folliculaire converge donc vers l'existence d'une population de précurseurs
engagés a se transformer, qui sert de racine pour propager la rechute par I’intermédiaire de

différents sous-clones.

Pouvoir distinguer les individus porteurs de la translocation t(14 ;18) a des forts taux et
donc a risque de développer un LF représente un potentiel challenge avec des perspectives sur
la prévention primaire de ces maladies voire le mise en place de thérapies ciblant le phases
précoces de la maladie. Le fait que de tels précurseurs puissent étre retrouvés a différents stades
du développement du LF, y compris lors des stades précoces en amont de la maladie, mais
¢galement engendrer les rechutes constitue un changement de paradigme fondamental dans le
modele de la pathogénese du LF, avec un impact clinique majeur. L'apparition de rechutes
récurrentes apres une rémission a l'immunochimiothérapie chez les patients indique que ces
traitements n'éradiquent probablement pas les sous-clones précurseurs du LF. Ainsi, la
conséquence est I’existence potentielle de cellules précurseurs cancéreuses (CPC) engagées
dans la lymphomagenése chez des individus « asymptomatiques », qui finiront par évoluer vers
une phase tumorale du LF (Figure 13). Une autre preuve convaincante de I’existence des CPC
provient de I’apparition d’un LF de manicre synchrone chez des donneurs et des receveurs 3 a
10 ans apres une transplantation allogénique de cellules souches (8). Les deux clones LF du
donneur et du receveur étaient clonalement liés par la méme signature moléculaire de la
translocation et par le méme réarrangement du BCR. De plus, elles partageaient les mémes
événements génétiques, ce qui démontre qu’un transfert direct de la CPC de la moelle osseuse
du donneur au receveur a donné lieu & un LF concomitant. La présence du méme clone
t(14;18)+ chez deux hotes différents a fourni la preuve directe qu'un clone précurseur engagé
du LF peut étre présent dans le sang longtemps avant le diagnostic et étre capable de redonner
un LF. L’évolution clonale du LF est donc caractérisé par le fait que les cellules tumorales ne
partagent qu’un ensemble restreint de mutations provenant d’une cellule ancestrale, les CPC,
mais différentes par un important nombre de mutations secondaires uniques entrainant une

divergence clonale. En effet, les analyses du réarrangement de VDIJ et du schéma des
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hypermutations somatiques du locus variable de la chaine lourde de I’immunoglobuline ont
démontré que les clones de LF au diagnostic et a la transformation ont le plus souvent une
origine commune et qu’elles proviennent probablement d’une évolution ramifiée de la CPC

(Figure 13).

Le LF est une pathologie présentant de multiples mutations somatiques avec un
enrichissement en mutations des régulateurs épigénétiques de la chromatine, retrouvés dans
90% des cas de LF en association avec la t(14 ;18) et combine ainsi une forte dépendance au
microenvironnement (118). Dans le modé¢le actuel de la lymphomageneése des LF, les CG sont
au cceur de la génération des clones précurseurs et de leur évolution vers phase tumorale du LF.
En effet, I'expression constitutive de BCL2, secondaire a la translocation t(14 ;18), permet la
différenciation des cellules pré-B en cellules B naives et la sortie de la moelle osseuse en tant
que cellules B matures naives. La stimulation chronique de ces cellules B t(14;18)+ par des
antigénes récurrents au cours de la vie provoquerait des entrées itératives dans les CG, générant
de multiples cycles d'expansion clonale et un processus de diversification des anticorps, et
augmentant ainsi le risque d'accumulation d'événements oncogéniques secondaires. Les cellules
t(14;18)+ exposées aux CG se disséminent trés tot dans tout I'organisme, y compris dans la
moelle osseuse, pour devenir des précurseurs engagés. Comme certains de ces cellules pré-
malignes pourraient &tre a l'origine des rechutes, une meilleure caractérisation des clones
précurseurs du LF est essentielle. La pathogenese des LF précoces est moins claire et peu
¢tudiée dans les cas t(14;18) négatifs qui représentent environ < 30-50% des LF de stade I/II et
15% des LF au stade III/IV. Les événements génétiques précoces sont acquis au cours des
premicres étapes et partagés par toute la descendance, comme par exemple les mutations de
CREBBP ou t(14;18), tandis que les autres mutations reflétent I'évolution séparée des différents
clones (119) (Figure 13). La dissémination de ces cellules t(14 ;18) et leur capacité a ré-entrer
de maniére itérative dans les CG est probablement un des mécanismes qui sous-tend
I’hétérogénéité sous-clonale mais aussi transcriptomique observée au diagnostic expliquant la
nature prolongée et incurable de la maladie. De plus, cette évolution clonale du LF conduit a

une hétérogénéité clonale inter-patient et intra-patient.

Dans I’ensemble, les données disponibles convergent vers un scénario de
lymphomagenése du LF selon lequel le clone retrouvé au diagnostic, a la TH et aux rechutes
proviennent toutes d’un « réservoir caché » de CPC engagées dans 1’évolution vers le LF,

résistantes aux thérapies actuelles et pouvant disséminer largement pendant des décennies chez
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des patients asymptomatiques (8). Les principales mutations précoces des CPC (en dehors de
la t(14 ;18)) et déduites des analyses génétiques sont celles qui impliquent les régulateurs
épigénétiques, comme KMT2D et CREBBP, et I’acquisition de sites de N-glycosylation au
niveau du BCR. En outre, les rares cas de transformation de LF en leucémie lymphoblastique
aigué de type B ou en sarcome histiocytaire, qui sont liés a un clone ou la translocation t(14;18)
est partagée, suggerent que la population de précurseurs pourrait se dédifférencier en entités
lymphoides immatures ou se trans-différencier en entités non lymphoides, respectivement, et
suggerent donc que les CPC possédent une plasticité¢ phénotypique (120). Il semble donc que
chez une partie des individus, I'engagement dans la phase tumorale du LF est associ¢ a la
prolifération et a la libération de clones précurseurs des tissus vers le sang, et probablement
vers les niches de la moelle osseuse, puisque les fréquences de cellules t(14;18)+ ¢élevées dans
le sang sont corrélées aux fréquences t(14;18)+ élevées dans la moelle osseuse. A ce jour, les
CPC restent une population cellulaire qui n’a jamais été isolée du fait de sa faible fréquence et
qui échappe également aux stratégies thérapeutiques. Ces cellules représentent probablement
un sous-ensemble mineur de la population tumorale qui pourrait étre absente de la masse ou
étre indétectable avec les méthodes existantes. L’éradication des CPC est une promesse de
prévention des rechutes ou des TH, voire de guérison de la maladie (120). Par conséquent, le
phénotype précis, la niche et les vulnérabilités thérapeutiques de cette population putative

représentent un domaine d'intérét intense pour la recherche.
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Figure 13. Les différentes étapes représentant la lymphomagenése du lymphome folliculaire

(8).

La complexité biologique du lymphome folliculaire est décrite comme un processus se déroulant le
long des stades de différenciation des cellules B pendant des années/décennies. Plusieurs intermédiaires
« pré malins » ont ét¢ identifiés en tant que « précurseurs » ou « CPC », chacun d'entre eux pouvant étre
a l'origine des rechutes. La caractérisation des différentes entit¢ts de CPC
(moléculaire/phénotypique/fonctionnel) est un défi majeur actuel. Les fleches représentent la trajectoire
supposée des cellules précurseurs du lymphome folliculaire le long de la différenciation normale des
cellules B. BM = moelle osseuse ; CPC = cellules précurseurs engagés ; GC = centre germinatif ; FLLC
= cellules FL-like ; ISFN = in situ néoplasie folliculaire; LN = ganglion lymphatique ; tFL = lymphome
folliculaire transformé. Schéma adapté (118).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’introduction du rituximab dans 1’arsenal thérapeutique contre le LF donne des
rémissions plus longues, probablement en limitant/contrdlant le pool de précurseurs de LF ou
leurs sous-clones descendants. La réponse au probleme des rechutes est intimement liée a
I'éradication de ces précurseurs engagés qui échappent a la thérapie pour une raison inconnue,
et ne sera pas obtenue avec des thérapies ciblant les altérations génétiques tardives présentes
uniquement dans les sous-clones de LF évolués. La caractérisation et la cartographie du paysage
mutationnel des précurseurs génétiques est un défi majeur actuellement en cours dans plusieurs
laboratoires de recherche. La présence de mutations précoces des génes modificateurs de la
chromatine dans les précurseurs suggere que le ciblage de ces mutations pourrait étre intéressant
et des thérapies épigénétiques dont les inhibiteurs d’histone déacétylase (HDAC) pourraient
restaurer la perte de fonction de CREBBP. Ainsi, la caractérisation précise de ces cellules tant
sur un versant génétique que sur un versant transcriptomique permettrait de proposer une
approche ciblée pour éradiquer cette population cellulaire et prévenir les rechutes. L’association
de médicaments épigénétiques avec des immunothérapies ciblées pourrait constituer une bonne
approche pour éradiquer les précurseurs du LF. Les futurs essais devront intégrer de nouveaux
outils pour surveiller les précurseurs du LF et les cellules initiatrices de rechute dans le sang et

la moelle osseuse.
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Résumé

Les lymphomes sont des cancers hématologiques qui représentent le 7éme cancer
humain le plus répandu dans le monde. Le lymphome folliculaire (LF) est le deuxiéme
lymphome le plus courant chez les adultes dans les pays occidentaux. Cette hémopathie
lymphoide dérive des cellules B du centre germinatif (CG). La lymphomagenése est un
processus dynamique débutant dans les précurseurs des cellules B, puis se développe dans les
cellules du CG. Le LF débute par une phase préclinique asymptomatique avec 1’apparition de
la translocation t(14 ;18) dans plus de 80% des cas. Les cellules B porteuses de cette
translocation acquicrent des altérations génétiques supplémentaires lors de leur passage au sein
du CG. Ces cellules peuvent alors progresser vers la phase tumorale. Le LF est le lymphome
indolent le plus fréquent, dont 1’évolution est largement favorable. Bien qu’une partie des
patients soit a risque de progression et de rechute entrainant une évolution défavorable. De plus,
cette maladie reste incurable avec 1’arsenal thérapeutique existant a ce jour. L’introduction du
rituximab dans la stratégie thérapeutique a permis d’obtenir une amélioration de la survie
globale. Malgré cela, cette maladie reste, a ce jour, incurable avec 1’arsenal thérapeutique
existant. Il n’existe également aucun moyen afin d’identifier les patients avec un risque
important de rechute ou de progression. De plus, aucun traitement spécifique pour les patients
présentant une progression ou une rechute de la maladie n’est disponible sur le marché. Pour
relever les défis cliniques du LF, il est nécessaire de comprendre en profondeur la nature des
cellules résistantes au traitement qui alimentent les rechutes, ainsi que les bases biologiques de
la progression précoce de la maladie. Les progres des méthodes et des pratiques scientifiques
des derni¢res années ont permis d’avoir une meilleure connaissance dans le paysage
épigénétique du LF, du microenvironnement tumoral et de la lymphomagenése. L’émergence
de ces nouvelles techniques d’analyses a mis en évidence un pool de cellules correspondant a
un ancétre précoce commun du LF et pouvant étre responsable des rechutes : les cellules
précurseurs cancéreuses. Ces cellules doivent donc étre formellement identifiées et
caractérisées pour pouvoir les cibler avec des approches thérapeutiques afin d’améliorer le

pronostic et la survie de la maladie.

Mot-clé : Lymphome folliculaire, cellule précurseur cancéreuse, translocation, t(14 ;18)
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