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Résumé

De nombreux lymphomes B matures sont caractérisés par une translocation onco-
génique au locus des chaines lourdes des immunoglobulines (IgH). Elles surviennent, le
plus souvent, lors des différents remaniements géniques du locus IgH qui ponctuent la
vie du lymphocyte B. L’oncogéne transloqué est alors dérégulé sous 'action des deux
principaux activateurs transcriptionnels qui y résident : Ey et 3’'RR. Il a précédem-
ment été montré que la 3’'RR est 'acteur majeur régulant les commutations de classes
(CSR) notamment en participant au recrutement de 'enzyme AID et donc des cassures
doubles brins (DSBs). Au cours de ma thése, 'analyse de lymphomes B développés par
trois modéles murins portant des KI de c-myc en différentes positions du locus IgH a
permis de montrer une coopération des deux éléments Eu et 3'RR afin de promouvoir
la lymphomagenése B bien que la 3’'RR suffit, a elle seule, a induire le développement
de lymphomes B matures. Nous montrons que son absence perturbe le bon recrutement
des facteurs de réparation lors de la résolution des DSBs suite a la CSR, suggérant que
sa défaillance pourrait représenter un risque de translocation oncogénique au locus IgH.
L’étude du mécanisme d’action de la 3’'RR a montré une différence entre les cellules
B normales dans lesquelles HDAC1 est recrutée par son élément central hsl.2 et les
cellules B lymphomateuses issues de nos lignées murines ot ¢’est 'HAT CBP qui est
recrutée sur les éléments hs3a et hs3b de la 3’RR. L’utilisation de 'HDACi SAHA
impacte significativement la prolifération B, ainsi que les processus de CSR et de syn-
thése d’Ig dans les cellules B normales mais a un effet inconsistant sur la prolifération
in-vitro de nos lymphomes B murins. Enfin, le développement de souris KI CmycCa
homozygotes a permis la mise en évidence d’un nouveau modéle murin développant
des lymphomes B présentant un profil cellulaire et moléculaire myélome-like, faisant
de ces souris un modéle intéressant pour la mise au point de nouvelles stratégies thé-
rapeutiques dans le traitement de myélomes humains.

Mots clés : Locus IgH, 3’'RR, Translocation oncogénique, C-myc, Lymphomes B ma-
tures, HDAC, HDACi, Myélomes.






Abstract

Numerous mature B cell lymphomas are characterized by oncogenic translocation
to the immunoglobulin heavy chain locus (IgH). Most of these translocations occur du-
ring the different IgH gene rearrangements punctuating the B cell life. The translocated
oncogene appears deregulated by the two main IgH locus transcriptional activators :
Eup and 3’RR. It has been previously shown that the 3’RR is the major player regu-
lating class switch recombination (CSR), through AID recruitment and the induction
of DNA double strand breaks (DSBs). During my thesis, the analysis of lymphomas
developed by three mouse models bearing c-myc insertion at different positions of the
IgH locus showed a transcriptional cooperation of Ex and 3’RR to promote B cell lym-
phomagenesis although 3’RR alone is sufficient to induce the development of mature B
cell lymphomas. We also showed that 3’'RR absence disrupted the proper recruitment
of repair factors when resolving CSR breakouts suggesting that 3’'RR failure could
represent a risk of oncogenic translocation to the IgH locus. The study of the 3’'RR
mechanism of action showed a difference between normal B cells in which HDAC1 is
recruited by the hsl.2 3’'RR central element and murin B cell lymphomas where it is
the HAT CBP which was recruited by the hs3a and hs3b 3’RR elements. The use of
the HDACi SAHA significantly impacted normal B cell proliferation, CSR and Ig syn-
thesis. Only an inconsistent effect was observed during in-vitro murin B cell lymphoma
growth. Finally, generation of homozygous kI CmycCa mice lead to the development
of an interesting model of mature CD138% B cell lymphomas that can be used for
investigations of therapeutics strategies against human myelomas.

Key words : IgH locus, 3’'RR, Oncogenic transclocation, C-myc, Mature B-cell lym-
phoma, HDAC, HDACi, Myelomas.

il



=== P

o REGION
" 3= Nouvelle-
<7 Aquitaine

MINISTERE
E . DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR,
) DE LA RECHERCHE

Likerté + Egalité + Praternité
REPUBLIQUE FRANCAISE

ET DE L'INNOVATION

Durant mes trois ans de thése j’ai été financée par une bourse
de I'école doctorale Sciences Biologiques et Santé de I’Université
de Limoges et de la région Nouvelle-Aquitaine

o
. '..
@
® :
9 :
.t S S
Sciences Biologiques & Santé

torale 615

LA Li8UE

CONTRE LE CANCER

*
L
')
‘&
‘.

v

B l. ymphoproliférations

ATARN
AR

DS C TS — o

—r\ 4
PRV

er—o>—w-r30‘ ’
rDmDO'U(‘D~ﬂ

AGENCE NATIONALE DE LA RECHERCHE

il



v
Remerciements

Je tiens d’abord & exprimer toute ma reconnaissance et ma gratitude a mon direc-
teur de thése Yves DENIZOT, pour sa disponibilité, ses conseils et son soutien sans
faille durant ces trois années. Merci pour nos échanges enrichissants, pour votre bonne
humeur au quotidien et surtout vos blagues...

Je tiens a remercier les membres de mon jury. Merci au Pr Marie Odile JAUBER-
TEAU de me faire ’honneur de présider mon jury de thése. Merci aux Pr Pierre DUBUS
et Pr Edith CHEVRET de m’avoir fait I’honneur d’étre les rapporteurs de cette thése.

Je tiens & temoigner ma reconnaissance a Karine DURAND, pour son soutien et
son aide durant la rédaction de ma thése. Merci d’avoir été la.

Je remercie tout particuliérement la Denizot team, Hussein et Nour pour leur aide
et leur sympathie. Un trés grand merci & Iman DALLOUL pour son aide. Merci de
m’avoir accompagné durant mes débuts. J’ai également une sympathique pensée pour
Zineb.

Je remercie également tous les membres du CRIBL. Merci a tous les membres de
I’équipe Michel COGNE, Merci & Jeane, Eric, Jean-Claud et Sandrine. Un grand merci
a Christelle Vincent-Fabert pour sa précieuse aide gréace a laquelle les KI n’ont plus de
secret pour moi. Merci a Christelle Oblet pour son aide en Western. Merci & Sandrine
Lecardeur, Claire et Tiffany. Une pensée a tous les doctorants du CRIBL. Je vous sou-
haite a tous une bonne continuation.

Je remercie tout particulierement Marine Cahen. Merci d’avoir toujours été la.
Merci pour ton soutien et pour nos discussions sans fin. Ton amitié m’est précieuse. Je
te souhaite bonne chance pour la fin de ta thése.

Merci aussi a kerthe. Les quelques mois passés ensemble ont été remplis de joie de vivre
et de bonne humeur.

Mes remerciements vont aussi & toutes les personnes qui m’ont soutenue et cru
en moi durant ces trois derniéres années. Je ne remercierai jamais assez ma tatie de
coeur, tatie Vénérande, pour sa grande bonté, sa gentillesse et son dévouement pour les
autres. Ne change rien, tu es la meilleure. Merci & mes chéres et tendres amies Larissa et
Meriem. Une mention particuliére & JR (je te vois sourire en lisant ces remerciements).
Je n’oublierai pas mon ami et compagnon de longue date Farid. Tu as été la pour moi
avant méme le début de 'histoire.



Merci & mes parents. Ma trés chére maman pour sa présence, ses sacrifices et sa
force qu’elle a su me transmettre et qui a fait de moi ce que je suis aujourd’hui. Mon
papa pour son soutien infaillible. Ma tendre sceur vanessa (aucun mot ne saura expri-
mer ma gratitude et mon amour pour toi) et mon frére Mohamed. Merci & ma grande
famille, mes grands parents, Faiza, Nadir, Yasmine et Nesrine. Merci a mes trés chérs
tantes et oncles. Je suis trés chanceuse d’avoir autant de personnes qui me soutiennent
et qui croient en moi.

Enfin, je remercie mon conjoint Djaber pour son soutien, ses encouragements, sa
foi en moi et son amour. Merci d’avoir toujours été 1a . Tu m’as permis de m’accrocher
a mes objectifs et de les atteindre, Je t’en serai éternellement reconnaissante.



« Ne tenez pour certain que ce qui est démontré »
Isaac Newton

« La connaissance s’acquiert par I’expérience,

tout le reste n’est que de I'information »
Albert Einstein

« La science moderne est un admirable monument

qui fait honneur a l'espéce humaine et qui compense

(un peu) 'immensité de sa bétise guerriere »

Hubert Reeves

vi



Abréviations

3’'RR : 3’ Regulatory Region
3C : Capture de Conformation chromoso-
mique
A
Ag : Antigéne
AEJ : Alternative End-Joining Pathway
AID : Activated Induced Deaminase
ATM : Ataxia-Telangiectasia Mutated
APOBEC Apolipoprotein B RNA-
Editing catalytic Component
B
bcl-2 : B-Cell Lymphoma 2
bcl-6 : B-Cell Lymphoma 6
BCR : B Cell Receptor
BER : Base Excision Repair
Bright : B-cell Regulator of IgH Transcrip-
tion
C
CCNDL1 : cycline D1
CBE : CTCF binding elements
Cdk : Cyclin-dependent kinase
CDRs : Complementary Determining Re-
gion
C/EBP : CCAAT-Enhancer Binding Pro-
teins
ChIP : Immunoprécipitation de la chro-
matine
CLP : Common Lymphoid Progenitor
CSR : Class Switch Recombination
D
D : Diversitée

Da : Dalton
DDR : DSB Dependent Response
DICE Downsteam Immunoglobulin

control elements

DNasel : DésoxyriboNucléase 1
DSBs : Double Strand Breaks
DZ : Dark Zone

E

E2A : E box protein binding 2 A
EBF1 : Early B Cell Factor

vii

ELP : Early Lymphoid Progenitor
ERk : Extracellular Regulated kinase
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NLS : Nuclear Localization Sequence
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PAIRS : Pax-5 Activated Intergenic Re-
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PAMPs : Pathogen Associated Molecular
Pattern
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PKA : Protéine Kinase A

PKC : Protéine Kinase C

PKo¢ : Protéine Kinase Cé
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PU1 : Purine box factor-1

pVH : Promoteur de région variable
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RNA Pol II : ARN Polymérase II

RAG : Recombination-Activating Gene
RSS : Recombination Sequence Signal

S

S : Switch

SI : Systéme immunitaire

SHM : Somatic HyperMutation
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TAD : Transcription Activation Domaine
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cing
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Table des figures

1 Structure des Immunoglobulines (Ig) Représentation d’une IgG1 de sou-
ris. Les chaines lourdes sont représentées en vert, les chaines légéres en bleu.
Les ponts disulfures sont en gris. Les régions variables des chaines lourdes et
Iégéres sont notées Vg et Vi. Les régions constantes des chaines lourdes et
légéres sont notées Cy et Cr.

2 Représentation schématique des loci d'immunoglobulines chez la sou-
ris A : Représentation schématique du locus /gk. B : Representation schéma-
tique du locus IgA. C : Représentation schématique du locus IgH et représen-
tation détaillée des exons du géne Cu. Les segments V sont représentés en bleu
fonce, les segments D en gris, les segments J en bleu clair et les genes constants
par des rectangles verts.

3 Origine de la lignée lymphocytaire B La lignée lymphocytaire B est issue
de cellules souches multipotentes (HSC), une ascendance qu’elle partage avec
toutes les autres lignées sanguines. Sous I’influence de facteurs de transcription,
ces cellules s’engagent progressivement dans les lignées lymphocytaires. Le CLP
est un précurseur commun aux lymphocytes T et B et aux cellules NK issues
des HSC, qui par la suite donne le premier stade du développement précoce
B : la cellule prépro B qui poursuit sa maturation jusqu’a atteindre le dernier
stade de plasmocyte.

4 Représentation schématique du dévloppement B précoce Les différents
stades de I’ontogenése B précoce sont représentés ainsi que les marqueurs de
surface les caractérisant. Les réarrangements des génes d’Ig qui ont lieu a ces
différents stades sont représentés dans les cadrans.

5 Représentation schématique du mécanisme des recombinaisons V(D)J
Les recombinaisons V(D)J se déroulent en deux étapes : une phase d’induction
de cassures doubles brins et une phase de réparation. Le complexe RAG-1 RAG-
2 se fixe au niveau de chague RSS. Un second complexe est recruté ensuite sur
une RSS partenaire de taille différente pour former une « synapse ». Des cas-
sures doubles brins sont alors induites par I’enzyme RAG. Elles sont détectées
et prises en charge par le systéme de réparation NHEJ. Les extrémités franches
formées par les RSS sont raboutées et forment des jonctions signals qui seront
éliminées. Les extrémités en épingle a cheveux sont réparées par les protéines
de la voie NHEJ et forment les segments codants.(Extrait de Schatz and Ji, 2011).

6 Représentation des différentes populations B matures et leur origine
Repreésentation de 1’origine des deux principales populations B matures : les
LB1 et les LB2 ainsi que les sous populations B2 MZ et FO.
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Représentation schématique de 'initiation d’'un centre germinatif au
sein d’'une structure lymphoide secondaire Représentation schématique
d’une structure lymphoide secondaire, et des interactions entre cellules pré-
sentatrices de I’Ag et les lymphocytes T helper au niveau de la zone T. Les
différentes interactions LTry , LB de la zone folliculaire et cellules dendritiques
folliculaires FDC nécessaires pour I’initiation et 1’établissement d’un centre
germinatif sont également schématisees. Les fleches indiquent les étapes et le
cheminement suivi par les LB entre zone claire et zone sombre du centre ger-
minatif CG.

Représentation schématique du mode d’action d’AID sur ’ADN et
de la prise en charge des dommages lors de la SHM Lors de la SHM,
I’enzyme AID cible des hotspots au niveau des régions variables du locus IgH.
Elle agit en désaminant une cytosine en uracile créant un mismatch qui peut
étre pris en charge par les trois voies représentées dans la figure. Soit il est
ignoré par I’ADN polymérase qui le considére comme étant une thymidine, soit
il est pris en charge par la voie BER ou la voie MMR aboutissant a 1’apparition
de mutations qui conférent une plus grande affinité a I’Ig vis-a-vis de I’Ag.
Représentation schématique du mécanisme de la CSR Lors de la CSR,
AID cible des séquences dites switch situées en amont des génes constants in-
duisant des DSBs. La prise en charge de ces cassures par les voies de réparation
NHEJ ou AEJ aboutit, dans ce cas, au remplacement du géne Cu par le géne
Cy1l. Les génes situés entre les régions switchs Su et Syl sont circularisés et
élimines.

Représentation schématique du locus IgH et ses éléments cis-régulateurs

La ligne supérieure représente le locus IgH murin dans sa conformation germi-
nale avec ses principaux éléments cis-régulateurs. Le promoteur DQ52, I’en-
hancer Eu, la 3’RR et la région en 3’ sont représentés en rouge. Les promoteurs
Vu sont représentés par des fléches noires et les promoteurs PI par des fleches
rouges. Sur la deuxieme ligne est détaillée la structure de 1’enhancer Eu avec
le core Eu et les deux régions MAR (Matrix Attachment Region). La structure
de la 3’RR est représentée sur la ligne inférieure avec la région palindromique
constituée des enhancers hs1.2, hs3a et hs3b en rouge et les régions IR représen-
tées par des fleches rouge clair. L’orientation des différents éléments est indiquée
avec des fleches noires. A I’extérieur du palindrome on retrouve ’enhancer hs4.
Sur la méme ligne on retrouve les éléments hs5, hsé et hs7 composants la région
en 3.
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Transcription germinale des régions variables lors des recombinaisons
VDJ Les génes des régions variables sont représentés par des rectangles bleu
foncé pour les régions Vg, gris pour les segments D et bleu clair pour les
segments Jy . Les fleches représentent les transcrits et leur sens. A : Les régions
variables du locus IgH sont représentées dans leur conformation germinale.
Des transcrits sens et antisens partent du promoteur DQ52 permettant ainsi
I’accessibilité des segments D et Jg . B : Aprés les recombinaisons D — Jg , la
transcription sens et antisens part du promoteur de segment D réarrangé. Les
segments Vg sont transcrits a partir de leurs promoteurs respectifs représentés
ici par des fleches noires.

Transcription germinale des régions constantes Les génes constants consti-
tuent des unités transcriptionnelles formées d’un promoteur inductible, pl,
d’une séquence I, d’une région S et des exons C. Ici est représentée la trans-
cription germinale du géne Cu. Aprés épissage et polyadénylation, un transcrit
mature est obtenu. D’aprés Matthews et al.,2014.

Modéles murins de délétion de la région 3’RR Représentation des dif-
férents modeles murins de délétions de la région 3’RR. La délétion d’un seul
activateur transcriptionnel n’a pas d’effet, confirmant la répétition et la syner-
gie d’activité entre les différents éléments de la 3’'RR. La délétion de plusieurs
activateurs perturbe fortement la CSR, la SHM et la synthese d’Ig. La suppres-
sion du palindrome a un effet notable sur la SHM et la délétion compléte de
la 3’RR affecte considérablement les réarrangements secondaires et la synthése
d’Ig. Les blocs gris, violet et rouge représentent respectivement les enhancers
hs3a et hs3b, hs1.2 et hs4. Les fleches grises représentent les IR du palindréme
de la 3’RR. Le point d’interrogation ( ?) indique un parametre non étudié. Le
nombre de fleches vers le bas indique I’intensité de la diminution du paramétre
étudié. Adapté de Saintamant et al.,2017.

Origine cellulaire des lymphomes B Les lymphomes B sont désignés d’apreés
la contrepartie normale des cellules lymphomateuses. La majorité des lym-
phomes dérivent du centre germinatif ou de cellules ayant subi la réaction
du centre germinatif, soulignant son role important dans la lymphomagenese.
Les fleches continues indiquent le cheminement des cellules lors des différentes
étapes de maturations. Les fleches en pointillé désignent les lymphomes et leur
cellule d’origine. D’aprés Kippers, 2005.

Caractéristiques acquises par les cellules lors de leur cancérisation. La
transformation maligne d’une cellule necessite 1’accumulation de plusieurs alté-
rations geniques aboutissant a sa dérégulation. Ces mutations peuvent affecter
différentes fonctions physiologiques de la cellule et conditionnent 1’évolution de
la tumeur.

Translocations récurrentes dans les lymphomes B Le diagramme circu-
laire représente I’ensemble du génome humain. Les arcs relient les partenaires
impliqués dans des réarrangements chromosomiques récurrents lors des patho-
logies malignes B. Les traits colorés indiquent les translocations concernant les
génes d’Ig. D’aprés Robbiani et Nussenzweig, 2014.
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Translocations récurrentes au sein du locus IgH liées aux mécanismes
de diversification des Ig Les différents remaniements géniques qui ont lieu
sur le locus IgH au cours du développement B en font un « hotspot » de
translocation. Selon le mécanisme impliqué, la translocation peut avoir lieu
dans les régions variables ou constantes et impliquer différents oncogenes.
Structure du géne et de la proteine c-myc A : La premiére ligne représente
la structure du gene c-myc avec ses trois exons, Les promoteurs sont indiqués
par des fleches noires. La seconde ligne représente le transcrit mature d’apreés
Ryan et Birnie, 1996. B : Représentation de la proteine c-myc avec ses trois
domaines essentiels. Le premier, dans la partie N-terminale, contient les deux
régions MBI et MBIl (MYC Box). Le deuxieme, central, contient MBIII et
MBIV ainsi que le signal de localisation nucléaire (NLS). Le troisiéme, dans la
partie C-terminale, contient une région basique et les deux séquences HLH «
hélice-boucle-hélice » et Lzi « leucine-zipper ».

Activité transcriptionnelle de Myc A : La fixation de ’hétérodimére Myc/Max

sur I’E-box (CACGTG) active la transcription du géne cible par la RNA po-
lymérase Il. B : La fixation du complexe MAD/MAX sur I’E-box réprime la
transcription du gene cible par le recrutement de répresseurs transcriptionnels
(Sin3, SAP et HDAC). D’aprés Adhikary et Eilers, 2005.

Représentation schématique des divers fonctions biologiques contro-
lées parMyc A droite sont représentés les phénomeénes et mécanismes cellu-
laires contrdlés par c-myc en conditions physiologiques normales. Les fonctions
contrblées par c-myc au cours de la tumorigenése sont représentées a gauche.
D’apres Vita et Henriksson, 2006.

xiil



Table des matiéres

I Introduction au systéme immunitaire] 1

Il  Rappels bibliographiques| 4
(1 Lymphopoiése B| 5
(1.1 Phase précoce du développement Bf . . . . . .. .. ... ... ... .. 5
(1.1.1  Les différents stades de la l[ymphopoieése B précoce|. . . . . . . . 6

(I.1.2  [es recombinaisons VDJI . . .. ... ... ... 7

(1.2 Phase tardive du développement B . . . . . ... ... ... ... ... 9
[1.2.1 Le stade B transistionnell . . . . . . . . .. ... ... ... ... 9

[1.2.2  Les populations B matures| . . . . . . . ... ... ... ... .. 9

[1.2.3  Diversification secondaire du répértoire antigénique via la SHM
I et JTa CSRI . . . . . . . .. 12

2 Les éléments cis-régulateurs et les remaniements géniques au locus

[ IgH] 5

2.1 Les promoteurs| . . . . . . . ... . ... 15
[2.1.1 Les promoteurs Vgl . . . . . . .. . . ... L. 15
[2.1.2  Le promoteur DQb52] . . . . .. ... ... ... ... 16
2.1.3  Les promoteurs | . . . . . ... ... ... ... ... ... 16

2.2 L’activateur kgf . . . . . . 0000 oo 17

[2.3 La région régulatriceen 3’ (3’RR)[ . . . . . . . ... ..o o0 18
[2.3.1 Historique| . . . . . . . . . ... 18
2.3.2  Structure et évolutionde [a 3'RRI . . . . . ... ... ... ... 19
[2.3.3  Activité de la 3’'RR et sa régulation au cours du développement B| 20

[3 Lymphomagenese Bj 22

[3.1 Caractéristiques des cellules B malignes|. . . . . .. ... ... ... .. 22
[3.1.1  Lésions oncogeniques et origine des cellules des lymphomes B|. . 22
[3.1.2  BCR et activation antigénique des cellules B malignes|. . . . . . 24
[3.1.3  Role du micro-environnement! . . . . . ... ... ... ... .. 24

[3.2  "Translocations oncogeniques au locus IgH lors de la lymphopoiese B| . . 24
[3.2.1 Translocations lors des réarrangements VDJ| . . . . . . . . . .. 25

xiil



TABLE DES MATIERES XV

[3.2.2  Translocations lors des réarrangements secondaires| . . . . . . . 25

[3.3  Translocations de c-myc au locus IgH et lymphomes B| . . . . . . . .. 26
[3.3.1 Legéne C-myc| . . . ... .. ... ... ... 27

[3.3.2 La proteine C-myc| . . . .. .. ... ... ... ... ... 27

[3.3.3  Régulation de ['expression et de 'activité de c-mycf . . . . . . . 28

[3.3.4  Le facteur de transcription c-myc : activation et répression trans- |

| criptionelles| . . . . . . .. ... 28
[3.3.5  Les fonctions biologiques controlées par c-mycf . . . . . . . . .. 29

4 3’RR, c-myc et lymphomagenése B| 32
4.1 Dérégulation de ccmyc par la3'RR| . . ... ... ... ... ... .. 32
4.2 Modeéles murins de lymphomagnese B . . . . . . . ... ... ... ... 32
LIl Reésultats 42

[Article 1 : Ex and 3’RR transcriptional enhancers of the IgH locus co- |
[ operate to promote c-myc-induced mature B-cell [ymphomas| 43

[Article 2 : Deletion of the 3’RR cis-enhancer IgH element affects DNA |
[  repair junctions during B-cell class switch recombination| 57

[Article 3 : HDAC recruitment in the IgH locus 3’ regulatory region is |
| different between mature B-cells and mature B-cell lymphomas| 61

[Article 4 : Homozygous iMycCa transgenic mice as a model of plasma |

[ B-cell lymphomas| 91
IV Discussion et perspectives| 116
[Les enhancers Eu et 3’RR coopérent pour promouvoir la lymphomagenése] . 117
[La 3'RR est impliquée dans le recrutement des voies de répartition lors de la |
I £ <1 119
HDACSs et activation de la 3'RR. dans les B normaux et tumoraux| . . . . . . 120
[Les souris Cmyc-Ca homozygotes comme nouveau modele de myélome| . . . 122
[Conclusions et résumeél 124
Append 154

[A Class switch recombination junctions are not affected by the absence |
[ of the immunoglobulin heavy chain E; enhancer| 155

(B Molecular analysis of 71,73, and o class switch recombination junc- |
[ tions in APOBEC3-deficient mice using high-throughput sequencing|159







Premiére partie

Introduction au systéme immunitaire






Le systéme immunitaire est constitué d’'un ensemble de tissus et d’organes dont
la fonction est de protéger I'organisme contre les diverses agressions externes (agents
infectieux) et internes (transformations tumorales). A cet effet, deux types de réponse
immunitaire peuvent se mettre en place : les immunités innées et adaptatives. L’im-
munité dite innée constitue la premiére barriére defensive. C’est une réponse rapide
et constitutive qui repose sur une capacité a distinguer les éléments du soi et du non
soi. Ce systéme fait intervenir, entre autres, des éléments tels que le complément, les
macrophages et les cellules tueuses NK. L’immunité acquise ou adaptative, propre aux
vertébrés, repose quant a elle sur une reconnaissance spécifique de I'antigéne (Ag). La
réponse immunitaire adaptative peut étre soit & médiation cellulaire impliquant la toxi-
cité des lymphocytes T, soit & médiation humorale dont le support est le lymphocyte
B (LB) producteur de molécules effectrices appelées immunoglobulines (Ig). Les Ig se
lient spécifiquement aux Ag du corps étranger afin de le neutraliser. Dans ce travail je

décrirai uniquement le systéme immunitaire chez la souris

Les Ig sont des hétérodiméres protéiques, pouvant se présenter sous forme membra-
naire a la surface des LB ou sous forme sécrétée circulante. Leur poids moléculaire est
d’environ 150 KD et elles sont constituces de deux chaines lourdes H (pour heavy chain)
et deux chaines légéres L (pour light chain) que relient des ponts disulfures. Figure
1 Il existe deux types de chaines L : les chaines x et A. On distingue également cinq
différentes classes de chaines H, (y, 0, 7, € et «) qui correspondent respectivement aux
IgM, IgD, IgG (subdivisées chez la souris en 4 sous classes qui sont [gG1, IgG2a [gG2b
et [gG3), IgE et IgA. Chaque type de chaine posséde un domaine variable (V ou V)
chargé de la reconnaissance et de la liaison a ’Ag et un domaine constant (Cr, ou Cp)

déterminant les fonctions effectrices de I'lg.

Les génes codants pour les Ig sont répartis sur trois loci différents dotés d’une
structure morcelée dans leur conformation germinale. Figure 2 Le domaine variable
est codé par les segments de variabilité "V"| les segments de jonctions "J" (uniquement
pour les chaines H) et les segments de diversité "D". Les segments "C" codent pour le

domaine constant.

Les chaines L sont codées par les loci Igk et Ig.
Le locus I gk est situé sur le chromosome 6 chez la souris. Il est composé de 161 segments

V dont une centaine est fonctionnelles et cinq segments J. Le locus Ig est, quant a lui,
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Figure 1: Structure des Immunoglobulines (Ig)

Représentation d’une IgG1 de souris. Les chaines lourdes sont représentées en vert,
les chaines légéres en bleu. Les ponts disulfures sont en gris. Les régions variables
des chaines lourdes et légéres sont notées Vi et Vi,. Les régions constantes des
chaines lourdes et légéres sont notées Cpy et Cp,.
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Figure 2: Représentation schématique des loci d’immunoglobulines chez
la souris

A : Représentation schématique du locus Igk. B : Representation schématique du
locus Ig\. C : Représentation schématique du locus IgH et représentation détaillée
des exons du géne Cu. Les segments V sont représentés en bleu foncé, les segments
D en gris, les segments J en bleu clair et les genes constants par des rectangles
verts.



situé sur le chromosome 16 chez la souris. Il comporte seulement trois segments V, cinqg
segments J et quatre segments C dont deux a trois sont fonctionnels. Igk est organisé
en deux sub-loci qui se présentent comme suit de 5" a 3’ : VyoViz — JyoCAy puis Vi —
JrsC Az — Sy CAL

Le locus IgH murin codant pour les chaines H des Ig est situé sur le chromosome 12.

C’est un locus qui s’étend sur 2300 kb environ et s’organise en deux parties : une
partie codant pour le domaine variable, organisée de 5 a 3’ en 152 génes V dont
97 fonctionnels répartis en 15 familles, suivis de 17 a 20 segments D regroupés en
quatre familles (DFL16, DSP2, DST4, DQ52) et enfin quatre segments J. La deuxiéme
partie du locus est constituée de huit génes codants pour les différentes classes des
régions C, de 5" a 3" : u, 6, v3, v1, v2b, 72a, € et «. Les génes C comportent les
exons Cyl, Cy2, Cy3 et Cy4, codant les parties structurales de I'lg. Afin de produire
une Ig fonctionnelle, ces loci doivent subir une succession de remaniements géniques
nécessaires pour la maturation et le développement du lymphocyte B. Ces événements

sont hautement régulés par un certain nombre d’éléments cis régulateurs.

Dans ce travail nous nous intéresserons principalement au locus IgH murin pouvant étre
le siége de translocations oncogéniques facilitées par sa grande instabilité génomique.
Les oncogénes transloqués sont ensuite dérégulés et surexprimés sous le controle de ses

activateurs transcriptionnels ce qui favorise I’émergence de lymphomes.



Deuxiéme partie

Rappels bibliographiques
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La lignée lymphocytaire B est issue de cellules souches multipotentes (HSC), une
ascendance qu’elle partage avec toutes les autres lignées sanguines. Sous Uinfluence
de facteurs de transcription, ces cellules s’engagent progressivement dans les li-
gnées lymphocytaires. Le CLP est un précurseur commun auz lymphocytes T et
B et aux cellules NK issues des HSC, qui par la suite donne le premier stade du
développement précoce B : la cellule prépro B qui poursuit sa maturation jusqu’a

atteindre le dernier stade de plasmocyte.



Chapitre 1
Lymphopoiése B

Les LB sont le support de la réponse immunitaire humorale. Durant leur dévelop-
pement, ils circulent dans plusieurs organes ot ils rencontrent différents microenviron-
nements qui les font s’engager dans des voies de prolifération et/ou de différenciation
sous leffet de certains facteurs, ce qui est déterminant pour leur devenir.(Wilson &
Trumpp 2006, |[Nagasawal2006])

La lymphopoiése B passe par deux principaux stades de développement : un stade pré-
coce qui se déroule dans les organes lymphoides centraux (foie foetal et moelle osseuse),
et un stade tardif, antigéne dépendant, qui se déroule dans les organes lymphoides se-

condaires. Figure 3

1.1 Phase précoce du développement B

La lignée lymphocytaire est issue d'une population de cellules souches dite cellule
souche hématopoiétique HSC (hematopetic stem cell). Elle partage cette ascendance

avec toutes les autres lignées sanguines (Hardy et al.[2007).

L’ontogenése B s’initie dans le foie feetal & partir du jour 12,5 du développement em-
bryonnaire et se poursuit dans la moelle osseuse & partir du jour 13,5. A ce stade les
HSC subissent plusieurs différenciations qui les engagent progressivement dans les dif-

férentes lignées myéloides et lymphoides (Tsuneto et al.|[2014]).

Les HSC se différencient d’abord en progéniteurs lymphoides précoces ELP (pour Early
Lymphoid Progenitor) qui donnent sous l'effet d’un jeu de facteurs de transcription

(E2A, Tkaros et PU1) une population de précurseurs lymphoides communs CLP (pour
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Common Lymphoid progenitor) précurseur des lignées B, T et NK (Ramirez et al.

2010, Miyazaki et al.[2014)).
Les facteurs E2A, EBF1, PAX5 et FOXO1 favorisent I'engagement vers la lignée B

au détriment des lignées T et NK. Enfin, 'expression de Pax5 induit ’expression du
récepteur CD45 (B220) et 'engagement définitif dans la lignée B (Zhang et al. 2013,
Welinder et al.|[2011]).

1.1.1 Les différents stades de la lymphopoiése B précoce

Avant de quitter la moelle osseuse et rejoindre les organes lymphoides secondaires,
les LB passent par plusieurs stades de développement précoces durant lesquels ils ac-
quiérent un BCR (B Cell Receptor) naif fonctionnel. Figure 4 Ces stades sont ca-
ractérisés par I'expression de différents facteurs de transcription et de marqueurs de
surface. Ils sont également ponctués par plusieurs réarrangements des régions V des
loci IgH et Igl. (Hardy et al.| 2007, Meffre et al.|[2000]).

Le stade Pré-Pro-B est le plus précoce du développement B. Les cellules expriment
déja le B220 mais aussi les proteines CD79a et CD79b (Osmond Denis G||1998, |[Hardy
et al.|2007)). Les facteurs Pax5 et EBF1 continuent & étre exprimés durant ce stade, ce
qui permet aux cellules B d’acquérir le marqueur CD19 et de passer au stade Pro-B
(Hardy et al.2007). A ce stade sont initiées les recombinaisons VDJ (dont je détaillerai
le mécanisme un peu plus loin).

Dans un premier temps, des recombinaisons dites ordonnées ont lieu sur le locus IgH, ce
qui permettra ’expression d’une chaine H d’Ig. Ces recombinaisons sont aussi séquen-
tielles. La premiére étape consiste en 'association aléatoire d'un segment D et d’un
segment Jy et ce simultanément sur les deux alleles. Il est suivi par un réarrangement
Vy-DJy par association aléatoire d’un segment Vg au segment D-Jy précédemment
formé (Alt et al.[1984, Jung et al.[2006). Ce dernier réarrangement n’a lieu que sur un
alléle. S’il aboutit & un segment V5 DJyg non fonctionnel, alors une autre recombinaison
a lieu sur le second alléle. Dans ce dernier cas, soit il aboutit & une combinaison non-
productive et la cellule rentre alors en apoptose ou en anergie, soit elle est productive
et la cellule exprimera une chaine H (Daly et al.|[2007)).

En association avec une pseudo chaine L, cette chaine H permet I'expression d’'un pré-
BCR a la surface de la cellule B et le passage au stade pre-B (Kudo & Melchers| /1987,
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Figure 4: Représentation schématique du dévloppement B précoce
Les différents stades de l’ontogenése B précoce sont représentés ainsi que les mar-
queurs de surface les caractérisant. Les réarrangements des génes d’lg qui ont lieu

a ces différents stades sont représentés dans les cadrans.
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Martensson et al.[2002).

Au stade pré-B on peut distinguer deux sous populations : les grandes cellules pré-B
(large pre-B) exprimant le marqueur CD43 mais pas le CD25, et les petites cellules pré-
B (Small pre-B) qui n’expriment plus le CD43 mais le CD25. Ces derniéres sont issues
d’un certain nombre de cycles de divisions des larges pré-B. Ce n’est qu’a ce stade que
seront initiées les recombinaisons sur les régions V des loci des chaines L (Rolink et al.
2000, [Clark et al.[2014). De fagon ordonnée la aussi, un premier réarrangement a lieu
sur le locus Igk puis sur le locus IgA (Engel et al.|[1999)). Un mécanisme d’exclusion
allélique permet 'arrét des recombinaisons sur ’autre alléle si un segment fonctionnel
est formé sur le premier allele (Mostoslavsky et al. 2004 [Jung et al.|2006). L’exon
V1.J fonctionnel permet la production d’une chaine L, qui en s’associant & la chaine
H, forme une IgM de membrane. Un BCR est alors formé de 'association de cette
IgM avec les protéines CD79a et CD79b ce qui permet le passage au dernier stade du

développement précoce : le stade B immature.

Les cellules B immatures exprimant un BCR naif doivent passer par un checkpoint
qui grace a un mécanisme de sélection négative permet 1’élimination par apoptose ou
anergie des cellules B présentant un BCR autoréactif (Pike et al.|[1982, |Russell et al.
1991)). Ces cellules ont une derniére chance de passer la sélection en procédant a I’édition
du BCR. De nouvelles recombinaisons peuvent alors étre effectuées notamment sur les
loci des chaines L (Halverson et al.|[2004)). Si ces cellules parviennent & modifier leur
BCR de telle sorte qu’il ne soit plus autoréactif, alors elles peuvent poursuivre leur
développement. Les cellules ayant passées le point de controle avec succés rejoignent la
circulation pour atteindre les organes lymphoides secondaires et y subissent la deuxiéme

phase de leur développement.

1.1.2 Les recombinaisons VDJ

Les réarrangements VDJ se déroulent en deux étapes. Figure 5
La premiére consiste en I'induction de cassures doubles brins (DSBs pour Double Strand
Breaks) par I'endonuclease RAG (Recombination-Activating-Gene) constituée de deux
sous-unités RAG1 et RAG2 (Mombaerts et al.| 1992 [Shinkai et al.[1992)). L’induc-
tion de ces DSBs est initiée par la reconnaissance et la fixation du complexe RAG

aux séquences signals appelées RSS (Recombination Sequence Signal) qui encadrent



Phase de cassure Phase de réparation par le NHEJ
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Figure 5: Représentation schématique du mécanisme des recombinai-
sons V(D)J

Les recombinaisons V(D)J se déroulent en deux étapes : une phase d’induction
de cassures doubles brins et une phase de réparation. Le complexe RAG-1 RAG-
2 se fize au niveau de chaque RSS. Un second complexe est recruté ensuite sur
une RSS partenaire de taille différente pour former une « synapse ». Des cassures
doubles brins sont alors induites par 'enzyme RAG. Elles sont détectées et prises
en charge par le systéeme de réparation NHEJ. Les extrémités franches formées par
les RSS sont raboutées et forment des jonctions signals qui seront éliminées. Les
extrémités en épingle & cheveux sont réparées par les protéines de la voie NHEJ et
forment les segments codants. (Extrait de Schatz and Ji, 2011)
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les différents segments. Elles sont constituées d’une séquence heptameérique et dune
séquence nonamérique séparées par des séquences de 12 ou 23 paires de bases appelées
"spacers". Les recombinaisons ne sont possibles qu’entre des RSS possédant des spacers
de tailles différentes ce qui prévient l'apparition d’appariements VyJy. Le complexe
RAG se fixe dans un premier temps sur une premiére RSS puis sur une RSS partenaire,
ce qui permet la formation d’une synapse et induit une premiére cassure simple brin
et la libération d’un groupement 3’hydroxyle qui attaque le second brin et induit une
DSB. Deux types d’extrémités sont générées : une structure en épingle a cheveux aux
extrémités des segments codants et des extrémités franches au niveau des RSS (Jones
& Gellert| 2002, Mundy et al.|[2002, Schatz & Spanopoulou/2005)).

La deuxiéme phase de ces réarrangements implique la détection et la réparation rapide
des cassures d’ADN qui constitue un événement dangereux qui doit étre pris en charge
rapidement afin d’éviter la survenue de translocation oncogénique (Brandt & Roth
2009). Afin de limiter ce risque, le complexe RAG reste fixé aux extrémités générées
par les cassures (McBlane et al||[1995). Puis ces derniéres sont détectées et stabilisées
par la voie de réponse aux dommages & ’ADN DDR (pour DSB Dependent Response).
C’est la voie de réparation NHEJ (pour non homologous end Joining) qui prend en
charge les cassures. Les extrémités franches des RSS sont liées par jonction directe for-
mant des jonctions signals qui seront éliminées par la cellule. Les extrémités en épingle
a cheveux, quant a elles, subissent des modifications. Des insertions de nucléotides ont
lieu sur le brin le plus court et des nucléotides homologues sont insérés sur le brin
complémentaire, donnant naissance a de courtes séquences palindromiques appelées
nucléotides P (pour Palindromique nucleotide). D’autres nucléotides sont ajoutés aux
extrémités des segments codants par ’enzyme TdT (Terminal deoxynucleotidyltransfe-
rase) ce qui contribue a augmenter la diversité du répertoire antigénique de cellules B.
Cette diversité dite combinatoire vient s’ajouter & une diversité germinale assurée par
les séquences codants les CDR1 et CDR2 situées dans les segments Vg et la diversité
dite somatique assurée par la séquence codant le CDR3 localisé entre les segments.
VuDJg (Jung et al. 2006, |Sakano et al. 1981 |Alt & Baltimore|[1982, Desiderio et al.
1984, [Schatz & Spanopoulou/2005)).
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1.2 Phase tardive du développement B

1.2.1 Le stade B transistionnel

C’est dans les organes lymphoides secondaires dont la rate, les ganglions lympha-
tiques et les MALT (Mucosae Associated Lymphoid Tissue) que va se poursuivre et
s’achever la maturation des LB. Cette derniére phase du développement sera dépen-
dante de I’Ag. Trés peu de B immatures parviennent a quitter la moelle osseuse et
rejoindre la circulation et environ 40% de ces B sont auto réactifs (Wardemann et al.
2003)). Ils passent alors par un nouveau checkpoint durant le stade transitionnel. Trois
populations sont & distinguer a ce stade du développement, les T1, T2 et les T3, qui

sont caractérisées par des marqueurs spécifiques.

Les lymphocytes T1 sont CD93", IgM"9" IgDlw CD21% et CD23~. Ils subissent
une sélection négative. Les T1 autoréactifs sont éliminés par apoptose. Ce point de
controle implique la protéine kinase C'd (PKCJ) et induit la voie pré-apoptotique Ca?’-
ERK (Limnander et al.|?2014)). Les cellules ayant passées ce dernier checkpoint avec

succes migrent vers les follicules pour se différencier en lymphocytes B T2.

Les lymphocytes T2 sont caractérisés par I'expression des marqueurs CD93*, IgM"9"
IgDM9h  CD21%v et CD23"9". A ce stade le LB co-exprime une IgD grace un a méca-
nisme d’épissage alternatif d’un long transcrit des régions constantes Cu et C§ (Enders
et al.[[2014, Maki et al.[[1981). Contrairement aux T1, la fixation d’un antigéne au BCR
des T2 induit plutot la prolifération et un effet anti-apoptotique. Le devenir des LB est
déterminé par la signalisation du BCR et son intensité. Cela détermine la répartition

des différentes populations matures (Allman et al.[2004, Chung et al.|2003).

La population T3 n’est, quant a elle, pas trés bien définie. Elle regrouperait des
cellules anergiques ou autoréactives exprimant les marqueurs IgM“¥, IgD"9" CD23+
(Chung et al.|[2003, |Allman et al.[2001).

1.2.2 Les populations B matures

On distingue deux principales populations de cellules B matures qui différent de
par leur origine, localisation, réles, leur mode d’activation et phénotype. Ce sont les
lymphocytes B1 et B2 (Sagaert & De Wolf-Peeters| 2003, Pillai & Cariappa;2009). Fi-
gure 6

La population B1 ne représente que 5% des B totaux. Les LB1 ont une origine différente
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Figure 6: Représentation des différentes populations B matures et leur
origine

Représentation de lorigine des deux principales populations B matures : les LB1
et les LB2 ainsi que les sous populations B2 MZ et FO.



CHAPITRE 1. LYMPHOPOIESE B 10

des LB2 et se développent trés tot dans le foie foetale. Ils sont principalement localisés
dans la cavité péritonéale et pleurale ou ils représentent environ 50% des LB (Kantor &
Herzenberg||1993, Kroese et al.[1992)). Les B1 expriment a leur surface CD19", B220*,
[gMhigh TgDPw et CD11b*. On distingue deux sous populations de LB1 : les Bla CD5*
et les Blb CD5. De par leur BCR peu diversifié et une réponse T indépendante, les
B1 produisent principalement des IgM polyréactives a faible affinitée & I’Ag procurant
ainsi a l'organisme une réponse défensive rapide se rapprochant davantage de I'immu-
nité innée (Aziz et al.|2015, Baumgarth| 2011, Ehrenstein & Notley 2010, |[Holodick &
Rothstein 2015| Tung & Herzenberg |2007, Hardy et al./|1989).

Les lymphocytes B2 : On distingue les lymphocytes B de la zone marginale (MZ)
et les B de la zone folliculaire (FO).

Les lymphocytes B MZ : Ces cellules engendrées suite a une faible signalisation du
BCR des T2 sont localisées dans la MZ entre la pulpe blanche et la pulpe rouge de la
rate (Cariappa et al. 2001} Zouali & Richard|[2011}, |Weill et al.2009). Sur le plan phéno-
typique les B MZ sont IgM"9" TgD'w CD21%9" CD1d* et CD23"". Leur principale
fonction consiste a produire un grand nombre d’Ig afin de neutraliser les pathogénes
apportés par le flux sanguin induit par les sinus marginaux (Cerutti et al.|2013, Mebius
& Kraal 2005). Ces cellules, qui partagent des similitudes avec les LB1, présentent un
BCR peu diversifié et non muté et produisent principalement des IgM polyréactives
(Martin et al|[2001). Suite & une activation T-indépendante, les cellules MZ sont ca-
pables de se différencier en plasmocytes a courte durée de vie. Il a été démontré que
ces derniéres pouvaient également, en contact avec certaines protéines membranaires
ou lipides bactériens, induire une activation T-dépendante, une différenciation en plas-
mocytes a longue durée de vie et une production d’Ig de classes G ou A (Cerutti 2010,
Pone et al.[2012).

Les lymphocytes B FO et réaction du centre germinatif : Ces lymphocytes
générés suite a un plus fort signal du BCR représentent la majorité des B de la rate.
Ils sont principalement localisés, comme leur nom 'indique, dans les follicules des gan-
glions et de la rate. Ces structures folliculaires riches en cellules dendritiques, les FDC
(pour Follicular dendritic Cell), sont encadrées par des PALS (Periarteriolar Lymphoid
sheath) riches en lymphocytes Try (pour follicular helper CD4™) aussi appelé zone T
(Allman & Pillai 2008|, |Cariappa et al. 2001). Ils expriment & leur surface en plus du
B220 (plus faiblement que les MZ) des IgM et d’IgD. Ils expriment fortement CD23
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Figure 7: Représentation schématique de linitiation d’un centre germi-
natif au sein d’une structure lymphoide secondaire

Représentation schématique d’une structure lymphoide secondaire, et des interac-
tions entre cellules présentatrices de I’Ag et les lymphocytes T helper au niveau de
la zone T. Les différentes interactions LTry, LB de la zone folliculaire et cellules
dendritiques folliculaires FDC nécessaires pour linitiation et ’établissement d’un
centre germinatif sont également schématisées. Les fleches indiquent les étapes et

le cheminement suivi par les LB entre zone claire et zone sombre du centre ger-
manatif CG
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et faiblement CD21. Les lymphocytes B FO s’activent de fagon T-dépendante et im-
pliquent la création d’un centre germinatif (GC). La collaboration entre LB FO, LT
CD4% et les FDC permet la mise en place du GC (MacLennan|1994). Figure 7 Lorsque
les LB FO rentrent en contact avec un Ag, ils se dirigent vers la zone interfolliculaire
ou ils interagissent avec de LTy activées par le méme Ag présenté par les FDC. Ceci
va induire la création d’'un GC (Okada & Cyster 2006, Qi et al. 2008, Batista & Har-
wo0d|2009, \Good-Jacobson & Tarlinton|[2012)). Les recombinaisons VDJ et les premiers
stades du développement B leur conférent une importante diversité d’Ig leur permet-
tant de reconnaitre un large éventail d’Ag. Toutefois une meilleure efficacité et une plus
grande spécificité a I’Ag est requise pour une réponse immunitaire optimale. C’est 1a
qu’interviennent les mécanismes d’hypermutations somatiques (SHM pour Somatic Hy-
permutations) et de commutation de classe (CSR pour Class Switch Recombination)
(que je détaillerai un peu plus loin) qui vont permettre, respectivement, de générer
des mutations dans les domaines variables d’Ig et de changer 'isotype de I'lg induite
(Victora & Nussenzweig|2012). C’est au sein du GC que proliférent les LB activés et
subissent ces réarrangements secondaires suivis par une sélection des clones les plus
affins. La prolifération des B a lieu dans une zone du GC appelé zone claire LZ (pour
Light Zone). Les LB de cette zone sont appelés centroblastes séparés physiquement des
centrocytes de la zone sombre DZ (Dark Zone) (Allen et al.|2004). Les LB réalisent
alors des cycles d’allers-retours entre ces deux zones afin de sélectionner les clones pré-
sentant la meilleure affinité a I’Ag. Ces derniers pourront se différencier en plasmocytes
sécréteurs d’Ig ou en LB mémoire tandis que les clones moins affins ou autoréactifs sont
éliminés par apoptose ou rentrent en anergie (MacLennan 1994, |Victora & Nussenzweig
2012).

Les plasmocytes constituent le stade ultime du développement B. Ces cellules, qui
ont perdu leur capacité a se diviser, produisent en grande quantité des Ig. Elles sont
CD138™" et on en distingue deux types : les plasmocytes a courte durée de vie issus des
populations B1 et LB MZ (dont l'activation est T-indépendante et produisant princi-
palement des IgM) et les plasmocytes a longue durée de vie issus de LB FO activés de
facon T-dépendante. Ces derniers sont capables de produire des Ig de différentes classes
et migrent dans la moelle osseuse ol une sous-population est capable de continuer a
sécréter des Ig a haute affinité encore longtemps (Gunn & Brewer|[2006). 11 existe une

derniére population de B mature : les LB mémoires.
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Les LB mémoires sont des cellules quiescentes qui ont déja rencontré ’Ag. On en
distingue plusieurs sous-populations dont I'origine peut étre différente. Les B mémoires
issus d’une réponse T-dépendante et donc du GC sont B220" et CD38*. Ils expriment
une Ig de surface de classe différente de 1'lgM, souvent une IgG. Ce sont ces derniers
qui vont assurer une réponse rapide et efficace lors d’une rencontre ultérieure de I’Ag et
sur lesquels repose le principe de la vaccination. En revanche les B mémoires originaires
d’une réponse T-indépendante de cellules B1, expriment fortement & leur surface les
marqueurs IgM et CD19 et plus faiblement B220 et IgD (Good-Jacobson & Tarlinton
2012)). Ils ne sont pas capables d’induire une réponse secondaire forte et efficace mais
permettent d’accroitre le nombre de clones B1 spécifiques en réponse a I’Ag (Kurosaki
et al.[2015).

1.2.3 Diversification secondaire du répértoire antigénique via
la SHM et la CSR

Deux principaux mécanismes de remaniement des génes du locus IgH contribuent
a I’élaboration du répertoire antigénique secondaire des Ig et & augmenter leur effica-
cité en leur conférant des fonctions effectrices adaptées aux types d’Ag rencontrés. 11
s’agit de la SHM et de la CSR impliquant des altérations géniques au locus IgH fai-
sant intervenir un acteur majeur : 'enzyme AID (pour Activated Induced Deaminase)
(Muramatsu et al.|[1999, [2000))

AID est une cytidine deasaminase qui fait partie de la famille des APOBEC (Apolipo-
protein B RNA-Editing Catalytic Component) (Muramatsu et al.[1999)). Cette protéine
de 26 KDa est codée par le géne aicda. Elle est principalement exprimée dans le GC
ol ont lieu les événements de SHM et de CSR. Elle agit dans le noyau en désaminant
une cytidine en uracil (Rebhandl et al.| 2015, [Ito et al.[2004). Lors de la SHM ou de la
CSR, AID cible préférentiellement des points chauds ou hotspots au locus IgH. Consis-
tant en un motif particulier WRCY (W = dA/dT; R = dA/dG; Y = dT/dC/dA)
(Hwang et al.[|2015). Une action "off-target" d’AID existe, ce qui la rend dangereuse et
exige une haute régulation. Cette derniére est assurée, entre autre, par une répression
du géne Aicda par une hyperméthylation de son promoteur dans les B resting, par la
phosphorylation d’AID par les protéines kinases A et C (PKA et PKC) (Storb 2014)
mais aussi par son élimination rapide par le proteasome. L’enzyme agit sur un simple

brin d’ADN en désaminant une cytosine en uracil induisant ainsi un mésappariement
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Figure 8: Représentation schématique du mode d’action d’AID sur
I’ADN et de la prise en charge des dommages lors de la SHM

Lors de la SHM, l’enzyme AID cible des hotspots au niveau des régions variables
du locus IgH. Elle agit en désaminant une cytosine en uracile créant un mismatch
qui peut étre pris en charge par les trois voies représentées dans la figure. Soit il
est ignoré par ’ADN polymérase qui le considére comme étant une thymidine, soit
il est pris en charge par la vote BER ou la voie MMR aboutissant a ’apparition
de mutations qui conférent une plus grande affinité a l’lg vis-a-vis de [’Ag.
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dU :dG (Chaudhuri et al.|2003| 2004, |Dickerson et al. 2003, |Pham et al.[2003) qui est
pris en charge par un systéme de réparation de ’ADN BER (Base Excision Repair) ou
MMR (Mismatch Repair) induisant, selon la situation, des mutations (SHM) ou des
cassures doubles brins (CSR).

La SHM

La SHM induit des mutations & haute fréquence (environ 10 mutations toutes les
100 bases) principalement dans les régions CDRs afin d’augmenter I'affinité de 'lg a
I’Ag (Seki et al.2005). Ces mutations sont induites suite & la réparation des mésappa-
riements causés par AID. Les voies de réparation impliquées dans ce processus doivent
étre infideles afin d’engendrer de nombreuses mutations. On en distingue trois diffé-
rentes (Peled et al.|2008). L’uracile générée par AID peut simplement étre ignorée par
I’ADN polymérase lors de la réplication ce qui a comme conséquence ’apparition d’une
mutation de type transition. La voie dite BER peut également prendre en charge le
mésappariement. Dans ce cas la base U est excisée par UNG (Uracil DNA-Glycosylase)
générant un site abasique qui est remplacé par une autre base au hasard par une poly-
mérase infidéle aboutissant ainsi & une transition ou une inversion (Pérez-Duran et al.
2012)). La derniére voie de réparation pouvant intervenir est la voie MMR. Elle permet
Iinsertion de multiples mutations et agit en plusieurs étapes. La premiére consiste en
la reconnaissance des mésappariements par ’hétérodimeére Msh2/Msh6 (pour Mus Ho-
mologue 2 et 6) qui recrute un complexe Mlh1l/Pms2 (pour Mut Homologue 1 et Post
meiotic ségrégation 2). Le fragment d’ADN entourant le mésappariement est ensuite
éliminé suite au recrutement de ’exonucléase I (Exol). Enfin une polymérase infidéle
se charge de produire un nouveau brin d’ADN (Hwang et al.|[2015, Rada et al./[1998).
Figure 8

La CSR

En fonction des stimulations que le LB percoit de son microenvironnement, il peut
opérer un switch vers une classe d’Ig particuliére. Ce mécanisme de CSR se déroule en

deux étapes : I'induction des DSBs et la prise en charge de leur réparation. Figure 9

Induction des DSBs : Ces cassures sont induites au niveau de séquences particulie-
rement riches en G/C, d’environ 1 kb a 12 kb, situées en amont des génes constants

appelées régions S. Lors du switch, deux régions S sont impliquées : une région dite



A

AID ID
EI-|l sy §3V1
Locus IgH | |
réartangé ViDJy - 3o L o3 -3 -3

Ep
|
Induction de DSB au . . " M | ™ . W
niveau des régions switch
Sy et Sy1

Prise en chage des DSB Episom
par les voies pisome
de réparation dADN NHE

Figure 9: Représentation schématique du mécanisme de la CSR

Lors de la CSR, AID cible des séquences dites switch situées en amont des génes
constants induisant des DSBs. La prise en charge de ces cassures par les voies de
réparation NHEJ ou AEJ aboutit, dans ce cas, au remplacement du géne Cu par

le géne Cy1. Les génes situés entre les régions switchs Su et Syl sont circularisés
et éliminés.
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donneuse qui est trés souvent la région Sy et une autre région dite acceptrice Sx. A la
fin du processus ceci aboutit au remplacement de Cu par Cx et a I'expression d’une Ig
de la classe correspondante (Xu et al.[[2012). Une transcription germinale de ces régions
est nécessaire pour les exposer a 'enzyme AID (Chaudhuri et al.|2004). Le nombre de
cibles d’AID dans les régions S (pour switch) est trés élevé. Les mésappariements in-
duits par cette derniére générent simultanément plusieurs cassures simples brins (SSBs
pour Simple Strand Breaks) rapprochées qui seraient alors convertis en DSBs lors de
leur prise en charge par les voies BER et MMR (Hackney et al.|2009).

Prise en charge et réparation des DSBs : Les DSBs sont détectées par le sys-
téme de surveillance de ’ADN et une synapse entre la région S donneuse et receveuse
est créée. Les cassures sont alors réparées par la voie de réparation NHEJ (pour Non-
Homologous End Joining pathway) ou AEJ (pour Alternative End-Joining Pathway)
(Boboila et al.[2012, Matthews, Zheng, DiMenna & Chaudhuri 2014, |Vaidyanathan
et al.[2014).

La voie de réparation NHEJ est le plus souvent impliquée dans la résolution des
cassures. Le choix de cette voie est dii notamment & la position du locus dans le noyau,
et le taux de mésappariements induits par AID (Aymard et al. 2014, |Cortizas et al.
2013)). Cette voie, trés efficace dans la réparation de cassures séparées par une longue
distance, génére le plus souvent des jonctions franches (Stavnezer & Schrader|2014)) . La
voie AEJ utilise des protéines indépendantes de la précédente. Elle génére majoritai-
rement des jonctions présentant des longues homologies. Toutefois cette voie présente
un plus grand risque de translocation oncogénique a cause de I'excision des extrémités
qu’elle prend en charge (Boboila et al.|2010} 2012).



Chapitre 2

Les éléments cis-régulateurs du locus
IgH

Les différents événements géniques qui marquent la lymphopoiése B nécessitent
une haute régulation afin de prévenir la survenue d’événements oncogéniques. Cette
régulation est assurée, entre autres, par les différents éléments cis-régulateurs du locus
IgH. Figure 10 Dans ce chapitre, je décrirai les principaux éléments controlant ces
différents remaniements géniques. Je détaillerai davantage la 3’'RR incriminée dans la

surexpression d’oncogénes transloqués au locus IgH.

2.1 Les promoteurs

Plusieurs promoteurs répartis tout au long du locus IgH sont activés de fagon sé-
quentielle. L’activation de ces derniers aboutit a la synthése de courts transcrits germi-
naux non codants aussi bien au niveau des régions variables que constantes. Ils seraient
liés a l'initiation des événements de recombinaisons géniques (Banerji et al.||1983, Yan-
copoulos & Alt||1985)), en permettant aux recombinases d’accéder plus facilement a
la chromatine (Sun & Storb| 2001, Sen & Oltz 2006). On en distingue 3 types : les

promoteurs Vy, le promoteur DQ52 et les promoteurs I.

2.1.1 Les promoteurs Vpy

Les promoteurs Vg sont localisés en amont de chaque segment V. Ils sont requis

pour la transcription germinale de ces derniers mais aussi pour l'expression d’une Ig
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Figure 10: Représentation schématique du locus IgH et ses éléments
cis-régulateurs

La ligne supérieure représente le locus IgH murin dans sa conformation germinale
avec ses principaux €léments cis-régulateurs. Le promoteur DQ52, l'enhancer Ep,
la 3’RR et la région en 3’ sont représentés en rouge. Les promoteurs Vg sont
représentés par des fleches noires et les promoteurs PI par des fleches rouges. Sur
la deuxiéme ligne est détaillée la structure de ’enhancer Eu avec le core Ep et les
deuzx régions MAR (Matriz Attachment Region). La structure de la 3’RR est repré-
sentée sur la ligne inférieure avec la région palindromique constituée des enhancers
hs1.2, hs3a et hs3b en rouge et les régions IR représentées par des fleches rouge
clair. L’orientation des différents éléments est indiquée avec des fleches noires.
A Vextérieur du palindrome on retrouve enhancer hsj. Sur la méme ligne on
retrouve les éléments hs5, hs6 et hs7 composants la région en 3’.

hs7
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mature une fois les réarrangements VDJ accomplis (Yancopoulos & Alt||1986). Ils sont
constitués d’un élément initiateur (Inr) et d’'une TATA box en amont de laquelle on
retrouve une séquence octamérique hautement conservée, ATGCAAAT (Parslow et al.
1984} Buchanan et al.[[1997).

Des facteurs de transcription de la famille oct (oct1 et oct2), qui sont propres a la li-
gnée B, se fixent sur ces octameéres afin d’activer la transcription (LeBowitz et al.|1988|,
Pfisterer et al.|1994, |Pierani & Heguy|1990)). En plus de ces séquences octamériques, la
majorité des promoteurs Vy contiennent un heptameétre (CTCATGA) qui permettrait
une activation optimale de la transcription (Eaton & Calame|[1987). Certains promo-
teurs, notamment ceux des segments Vy (appartenant a la famille J558 connue pour
son activité trés intense), possédent en plus des séquences appelées DICE (Downsteam
Immunoglobulin Control Elements), en amont des sites d’initiations (Buchanan et al.
1995, Tantin et al.|[2004, Roy et al.2011)). D’autres éléments jouant un roéle dans la
régulation des recombinaisons VDJ sont identifiés dans les promoteurs des segments Vi
distaux. Ce sont les éléments PAIRS (Pax-5 Activated Intergenic Repeat) sur lesquels
se fixent des facteurs de transcription dont CTCF, Pax5 et E2 A (Ebert et al.[2011).

2.1.2 Le promoteur DQ52

Le promoteur DQ52 est un activateur synergique d’Eu. Situé en 5 du segment
DQ52, il est activé des les premiers stades du développement B, bien avant les recom-
binaisons VDJ. Ce promoteur permet la production d’un transcrit germinal appelé 10
qui faciliterait ’accessibilité des régions D-J et I'initiation des recombinaisons. Figure
11 (Thompson et al.|1995) Tous les autres segments D possédent également des promo-
teurs bidirectionnels qui ne seront actifs qu’une fois les recombinaisons D.Jy accomplies
permettant la transcription sens et antisens du segment DJ produit (Alessandrini &
Desiderio 1991} (Chakraborty et al.|[2007, Bolland et al.[2007).

2.1.3 Les promoteurs I

La CSR nécessite la transcription germinale des différents geénes constants. Cette
transcription est induite par I'activation des promoteurs pl (Intervening), situés en 5’
de chaque géne constant & l'exception de CJd. Les génes constants sont organisés en
unités transcriptionnelles formées d'un promoteur pl, d’une région S et des exons C.

Suite a une stimulation cytokinique adéquate, la transcription germinale de chaque
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Figure 11: Transcription germinale des régions variables lors des re-
combinaisons VDJ

Les génes des régions variables sont représentés par des rectangles bleu foncé pour
les régions Vi, gris pour les segments D et bleu clair pour les segments Jg. Les
fleches représentent les transcrits et leur sens. A : Les régions variables du locus
IgH sont représentées dans leur conformation germinale. Des transcrits sens et
antisens partent du promoteur DQS52 permettant ainsi l’accessibilité des segments
D et Jg. B : Apres les recombinaisons D — Jy, la transcription sens et antisens
part du promoteur de segment D réarrangé. Les segments Vi sont transcrits a
partir de leurs promoteurs respectifs représentés ici par des fleches noires.
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géne C est initiée a partir du promoteur pl. Le transcrit germinal primaire produit va
ensuite étre épissé pour produire un transcrit mature ne contenant que la séquence I
et les exons C (Matthews, Zheng, DiMenna & Chaudhuri2014). Figure 12. Aprés la
CSR le promoteur ply permettra la synthése d’un transcrit 1u-Cx.

2.2 L’activateur Eu

L’activateur intronique Epu est situé en 3’ du segment Jy4 et en 5 du géne Cp. 11
est constitué d'un core central (Core Epn) entouré par deux régions d’attachement a la
matrice nucléaire (MAR, pour Matrix Attachement Region) (Cockerill et al.|1987). Eu
maintient son activité tout au long du développement B avec un pic durant la phase

précoce suggérant son implication lors des recombinaisons VDJ.

Le core Ep est constitué de plusieurs sites de fixation de facteurs activateurs/inhibiteurs
de la transcription C/EBP (CCAAT-Enhancers Binding Proteins). Il s’organise comme
suit, de 5" a 3" : plE, pu2E, u3E, pdE, pbE ainsi qu’une séquence octamérique sur la-
quelle se fixent des facteurs de transcription dont Oct-1 et Oct2 (Ernst & Smale||1995]).
La fixation de la protéine inhibitrice ZEB sur les éléments pE4 et pk5 permet d’inac-
tiver Eu dans les lignées non B, tandis que la fixation de protéines de la famille E2A

permet son activation lors des recombinaisons VDJ (Genetta et al.[[1994).

Les séquences MARs, quant a elles, sont de courtes régions riches en C/T ou en G/C.
On distingue les MARs dites "constitutives," attachées a la matrice nucléaire de fa-
¢on permanente, des MARs "facultatives" qui flanquent Core Eu. Ces derniéres sont
inactivées dans les cellules non B par des facteurs répresseurs. La fixation réversible
du facteur de transcription Bright (B-cell Regulator of IgH Transcription) permet leur
activation (Lin et al|2007, Kaplan et al.|2001, |Zong et al. 2000). Ces séquences ne
sont pas nécessaires pour le déroulement des réarrangements VDJ. Cependant elles

joueraient un role dans la régulation de la SHM.

Des modéles de délétion de la totalité d’Ep ou de 'un ou 'autre de ses éléments par
Knock-Out (KO) ont permis d’étudier sa fonction. La délétion d’Ex inhibe la trans-
cription sens de p0 et antisens des segments D et Jy ce qui affecte les réarrangements
VDJ (Chen et al.| 1993, Serwe & Sablitzky| 1993, Perlot et al. 2005, Bolland et al.
2007)). La transcription des segments Vi n’est pas trés affectée par son absence. Cette

délétion induit une baisse de 'expression de la chaine H d’Ig au stade B immature
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Figure 12: Transcription germinale des régions constantes
Les génes constants constituent des unités transcriptionnelles formées d’un pro-
moteur inductible, pl, d’une séquence I, d’une région S et des exons C. Ici est
représentée la transcription germinale du géne Cu. Aprés épissage et polyadényla-
tion, un transcrit mature est obtenu. D’aprés Matthews et al.,2014
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et transitionnel. Ceci impacte significativement le nombre de LB matures ainsi que la

répartition des sous-populations B.

Au stade B mature, les expressions du BCR et de la SHM ne semblent pas étre affectées
par 'absence de 'enhancer Epu alors qu'un léger effet sur la CSR est suggéré (Bottaro
et al.|1998| [Li & Eckhardt| 2009, [Li et al.|2010). Des travaux récemment menés par
notre laboratoire ont cependant montré que la CSR n’est pas affectée chez les souris

délétées de cet activateur (Issaoui et al.[2019).

2.3 La région régulatrice en 3’ (3’'RR)

La 3’'RR est une région régulatrice d’environ 30 kb située en 3" du locus IgH. Elle
est enrichie en sites de fixation pour des facteurs de transcription et des marqueurs
épigéniques. Cette région contrdle la transcription de plusieurs génes avec lesquels elle
peut avoir des interactions longues distances en formant des boucles chromatiniennes.
Toutes ces caractéristiques permettent de définir la 3’RR comme un "super enhancer"

jouant le role de chef d’orchestre de divers événements géniques au locus IgH.

2.3.1 Historique

Eu a longtemps été considéré comme étant le principal élément régulateur du locus
IgH. Une étude menée sur des lignées cellulaires délétées pour Ep n’a montré aucun
impact sur le taux d’Ig produit (Aguilera et al.||1985, |Klein et al. 1984, Wabl & Bur-
rows| |1984) Zaller & FEckhardt||1985). La disparition d’Eu, suite a une translocation
chromosomique rapprochant ’oncogéne c-myc du géne Cv2, ne diminuait pas la forte
expression de c-myc (Neuberger & Calabi |1983). Les résultats de ces études ont alors

suggéré 'existence d’autres éléments régulateurs de la transcription au locus IgH.

Une premiére région a été identifiée comme étant un activateur transcriptionnel loca-
lisé & 25 kb en aval de Ca . Il s’agit de 'enhancer hs1.2. Cette appellation est die a
la présence de deux sites hypersensibles & la DNase sur cet élément (Dariavach et al.
1991}, [Lieber|2010)).

D’autres travaux de recherche ont permis, par la suite, d’identifier 3 autres enhancers :
Cad’E et hs3, flanquant hsl.2, et 3’a-hs4, situé en 3’ de hs3. Ces éléments ont été
découverts notamment grace a ’étude de la présence de sites d’hypersensibilité a la
DNasel (Giannini et al. 1993 Matthias & Baltimore 1993, Madisen & Groudine||1994).
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Ce n’est que plus tard que les différents éléments composant la 3’'RR ont été correcte-
ment délimités grace a l'isolation d’'un BAC murin comprenant la totalité de la 3'RR
(Zhou et al.|2002).

La nomenclature retenue pour les 4 enhancers constituants la 3'RR a été proposée par
Saleque en 1997. Ainsi on retrouve de 5" en 3’ : hs3a (pour Ca3’E), hs1.2 (pour 3’aE),
hs3b (pour hs3) et hs4 (pour 3’a-hs4).

2.3.2 Structure et évolution de la 3’'RR

Le séquencage des 30 kb sur lesquels s’étale la 3’RR a permis de déterminer sa
spécificité structurale. En effet, la 3’'RR comprend 4 enhancers et des régions répétées
inversées IR (pour Inverted Repeat). Elle s’organise en deux unités. Un palindrome
qui comprend 1’élément hsl.2 flanqué par des régions IR et bordé, de part et d’autre,
par les enhancers hs3a et hs3b. Ils sont disposés en orientation inverse et présentent
au moins 97% d’homologie dans les séquences. A I'extérieur de cette premiére unité,
on retrouve l’enhancer hs4 qui constitue la limite de la 3’'RR (Saintamand et al.[2017,
Chauveau & Cogné||1996, Saleque et al.[1997, Pinaud et al.|2011a, Birshtein/2014). En
3’ de ces quatre, éléments on retrouve la région 3’ constituée des sites hsh, hs6 et hs7.
Elle contient de nombreux sites CBE qui lui conférent une activité isolatrice (Garrett
et al.|2005)). Cependant, il a été montré, suite a l'insertion d’une cassette néoR entre
hs4 et hsb, que cette région délimite le locus IgH sans avoir d’activité régulatrice sur

la transcription (Manis et al.[2003).

Des séquences répétitives similaires aux régions S appelé LS (pour Like Switch) ont
été identifiées lors d’une étude menée au laboratoire. Ces régions flanquent les quatre
enhancers de la 3’RR. Elles peuvent également étre la cible d’AID, ce qui aboutit a
une recombinaison Su — 3'RR. Cette recombinaison appelée LSR (pour Locus Suicide
Recombination) induit la délétion de l'ensemble des génes constants et la mort du
lymphocyte B par apoptose (Péron et al.|2012). La comparaison de la structure de
la 3’RR chez les vertébrés montre un polymorphisme des régions IR mais pas dans
les séquences des enhancers. La conservation des régions IR au cours de 1’évolution
(D’Addabbo et al. 2011), suggére qu’elles possédent un role fonctionnel important
(Saintamand et al. [2017). Chez ’homme, on retrouve deux 3’'RR. Les génes C sont
dupliqués et forment deux blocs avec chacun une 3’'RR en aval des génes Ca. Elles

comprennent chacune 3 enhancers (hs3 et hsd de part et d’autre de I’élément central
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hs1.2). L’activation de la 3’'RR lors du développement B chez 'homme présente un
profil similaire & celui de la souris, ce qui fait de cette derniére un modéle d’étude
pertinent (Mills et al.|1997 [Pinaud et al.|[1997).

2.3.3 Activité de la 3’'RR et sa régulation au cours du dévelop-

pement B

Plusieurs études, dont certaines menées au sein de notre laboratoire, ont permis de
mieux comprendre la fonction des différents éléments de la 3'RR ainsi que leur action
synergique. Ceci grace notamment & des modéles de souris transgéniques ou déficientes
pour un, plusieurs éléments ou la totalité de la 3’'RR (Saintamand et al.2017).Figure
13 La 3’RR ne semble pas étre impliquée lors des phases précoces de l'ontogenéese B
(contraction du locus IgH, recombinaison D.Jy et VyDJy) (Rouaud-Tinguely et al.
2012). La délétion totale ou partielle de la 3'RR a montré le réle important de la struc-
ture palindromique lors de la SHM (Saintamand et al.| 2016} [Le Noir et al.|2017)).

Il a été montré que ce sont les activateurs transcriptionnels qui régulent les phénomeénes
de CSR (Le Noir et al.[|2017, Vaidyanathan et al.|2014)) (Saintamand et al.|2015al)), ainsi
que la transcription des génes constants du locus IgH (Saintamand et al.|2015b). La
coopération entre les quatre enhancers est observée pour ces deux activités in-vitro et
in-vivo. Au stade B mature, c¢’est la 3’'RR qui prend le dessus et devient I'unique élé-
ment régulant tous les processus de transcription (sens, antisens, codant et non codant)
au locus IgH (Saintamand et al.[2017).

L’action de la 3’RR est régulée, entre autres, par des facteurs trans qui peuvent étre
recrutés sur les nombreux sites de fixations répartis sur les quatre enhancers (Pinaud
et al.|2011a). En effet, en plus des sites de fixation pour les facteurs oct1 et oct2 présents
sur les élements hs3a et hs3b, (Matthias & Baltimore||1993) on retrouve également des
sites de liaisons pour les protéines uE2 et uE5 de la famille E2A ou encore des sites de
fixation de protéines inhibitrices bloquant la transcription aux stades précoces avant

les réarrangements permettant 'expression d’une Ig fonctionnelle (Muto et al.|1998]).

L’élément hsl.2 est également parsemé de sites de fixation pour des facteurs per-
mettant son activation ou sa répression en fonction du stade de développement et de

I’état d’activation du LB. On retrouve par exemple des sites pour les protéines Oct-
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Figure 13: Modéles murins de délétion de la région 3’RR
Représentation des différents modéles murins de délétions de la région 3’RR. La
délétion d’un seul activateur transcriptionnel n’a pas d’effet, confirmant la répéti-
tion et la synergie d’activité entre les différents éléments de la 3’RR. La délétion
de plusieurs activateurs perturbe fortement la CSR, la SHM et la synthése d’Ig. La
suppression du palindrome a un effet notable sur la SHM et la délétion compléte
de la 3’RR affecte considérablement les réarrangements secondaires et la synthése
d’lg. Les blocs gris, violet et rouge représentent respectivement les enhancers hs3a
et hs3b, hsl1.2 et hsj. Les fleches grises représentent les IR du palindrome de la
3’RR. Le point d’interrogation ( ?) indique un paramétre non étudié. Le nombre de
fléches vers le bas indique 'intensité de la diminution du parameétre étudié. Adapté
de Saintamant et al.,2017
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2 et OCA-B permettant son activation au stade plasmocytaire (Tang & Sharp||1999)
ainsi que des sites de fixation de protéines nécessaires a ’engagement dans la lignée B
telles que E12 et E47. Dans les LB matures au repos ou au stade précoce, les protéines

inhibitrices Id1, Id2 et Id3 vont au contraire permettre de réprimer l'activation de la

3’RR (Kadesch!{1992, Meyer et al.|[1995).

D’autres sites sont également identifiés sur cet élément dont un pour NFxB qui va
jouer le role d’inhibiteur durant les stades précoces et d’activateur durant les stades
tardifs. Tout comme les autres enhancers de la 3’'RR, hs4 posséde également des sites
de fixation. Mais contrairement aux autres, ce dernier est activé dés les premiers stades

du développement B.

Il a été montré que la 3’'RR pouvait étre activée in-vitro par plusieurs molécules chi-
miques dont le ligand du récepteur d’hydrocarbure acrylique ou encore des HDACs
(Histone Desacetylase) bien qu’elles soient habituellement associées a une activité in-
hibitrice de la transcription des génes (Fischle et al.2003). En effet, des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont montré que HDAC1 est recruté
sur ’enhancer hs1.2 de la 3'RR alors que 'utilisation d’inhibiteurs I’'HDAC (HDACH)
diminuaient I'activité de la 3'RR (Lu et al. 2005, |Waibel et al. 2015). Certains de ces
d’HDACi sont déja utilisés en clinique comme traitements adjuvants de certaines hé-
mopathies malignes. Toutefois les mécanismes d’action justifiant leur utilisation restent
mal connus. C’est ce que nous avons essayé de comprendre lors d’une étude présentée

dans la partie résultat.



Chapitre 3

Lymphomagenése B

3.1 Caractéristiques des cellules B malignes

3.1.1 Lésions oncogéniques et origine des cellules des lymphomes
B

La perturbation du fragile équilibre entre apoptose et prolifération dans les cellules
B peut étre a l'origine de leucémies ou de lymphomes. Le lymphome B est induit par
un désordre lymphoprolifératif d’un clone de cellule B bloqué & un stade précis de ma-

turation.

En effet, chaque stade du développement de la cellule B présente des caractéristiques
phénotypiques et une structure du BCR spécifique. Lors d’une transformation ma-
ligne, cette cellule conserve certaines de ses caractéristiques. Leur analyse permet alors
d’identifier la cellule d’origine et le niveau de maturité du lymphome (Kippers 2005,
Shaffer et al.2002). Ainsi il existe environ 40 sous-types de lymphomes B dont une
majorité originaire de cellules B matures. Toutefois la transformation maligne d’une
cellule B peut survenir & n’importe quel stade de sa maturation : des plus précoces
comme dans les B-ALL, au dernier stade de différenciation comme dans le myélome
multiple (Robbiani & Nussenzweig 2013). Une grande partie de ces lymphomes sont
cependant issus de cellules du GC ou post-GC, ce qui peut s’expliquer par la prolifé-
ration intense de ces cellules ainsi que le déroulement des réarrangements secondaires
(SHM et CSR) accentuant ainsi le risque d’apparition de lésions oncogéniques.Figure
14
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Figure 14: Origine cellulaire des lymphomes B

Les lymphomes B sont désignés d’aprés la contrepartie normale des cellules lym-
phomateuses. La majorité des lymphomes dérivent du centre germinatif ou de cel-
lules ayant subi la réaction du centre germinatif, soulignant son réle important
dans la lymphomagenése. Les fleches continues indiquent le cheminement des cel-
lules lors des différentes étapes de maturations. Les fleches en pointillé désignent
les lymphomes et leur cellule d’origine. D’aprés Kiippers, 2005.
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plusieurs étapes. C’est par exemple le cas du lymphome folliculaire qui porte comme si-
gnature la translocation de 'oncogéne bcl-2 au locus IgH. Cette translocation survient
au stade pro-B mais les lymphomes n’émergent que durant les stades tardifs (Seifert
et al.|2013)). C’est pourquoi il est plus judicieux de parler de contrepartie normale que

de cellule d’origine d’un lymphome.

Ces transformations oncogéniques altérent considérablement 1’homéostasie du LB en
affectant son rapport avec son environnement et/ou ses fonctions en lien avec la proli-
fération, 'apoptose ou encore la différenciation. En effet, certains lymphomes comme
le lymphome de Burkitt ou certains lymphomes B diffus & grandes cellules sont ca-
ractérisés par une surexpression de c-myc, qui favorise la croissance et la prolifération.
Figure 15 A l'inverse, la surexpression de bcl-2 (comme dans le lymphome folliculaire)
ou l'activation de la voie NF-xkB (dans certains lymphomes B diffus a grandes cellules
et le lymphome d’'Hodgkin) permettent d’inhiber ’apoptose. Enfin, la différenciation
peut également étre bloquée dans certains lymphomes. C’est, par exemple, le cas dans
le lymphome non hodgkinien ou la dérégulation de bcl-6 bloquerait les cellules B au
stade du GC (Lenz & Staudt| 2010, [Shaffer et al.[2002).

Des lésions géniques souvent aléatoires mais pouvant aussi étre liées aux différents rema-
niements géniques qui surviennent tout au long de la lymphopoiése B sont & I'origine de
ces transformations (Robbiani & Nussenzweig|2013). Les premiéres translocations ré-
currentes a l'origine de la cancérisation des cellules B ont été identifiées dans les années
1970 grace au développement des techniques de cytogenétique (Rowley|1973alb). La
caractérisation de certaines de ces translocations, dont celle de c-myc, a été rendue
possible une décennie plus tard suite au développement de nouvelles techniques de bio-
logie moléculaire (Crews et al.|[1982, |Dalla-Favera et al.||[1982, Adams et al.[[1985, |Cory
et al.|1983). Plus récemment le développement des techniques de séquengage haut débit
(TC-seq Translocation Capture — sequencing) ont permis la découverte et ’étude de
nombreuses autres mutations et translocations a 'origine des lymphomes B (Campbell
et al.[2008, |Greenman et al.| 2007, Robbiani & Nussenzweig|2013)).

Ces translocations constituent le plus souvent I’événement initiateur de la lymphomage-
nése. Elles sont le plus souvent suivies par d’autres mutations ou "hit". Ces altérations
génétiques affectent notamment le cycle cellulaire, la résistance a I'apoptose, la signa-
lisation intracellulaire, la réponse immunitaire et permettrent a la cellule d’échapper a

différents checkpoints physiologiques (Vogelstein & Kinzler||1993, |[Hanahan & Weinberg
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Figure 15: Caractéristiques acquises par les cellules lors de leur cancé-
risation.

La transformation maligne d’une cellule necessite ’accumulation de plusieurs al-
térations géniques aboutissant & sa dérégulation. Ces mutations peuvent affecter

différentes fonctions physiologiques de la cellule et conditionnent I’évolution de la
tumeur.
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2011). Par exemple, une mutation du géne TP53 codant pour le facteur suppresseur
de tumeur P53 crée un environnement permissif qui favorise I’émergence de tumeurs.
Ce facteur a comme fonction d’induire I’apoptose ou I'arrét du cycle cellulaire suite un
défaut de réplication ou une lésion de ’ADN. Sa mutation est récurrente et retrouvée
dans un grand nombre de lymphomes ou de tumeurs non B (Zilfou & Lowe| 2009, Goh
et al.|[2011)).

3.1.2 BCR et activation antigénique des cellules B malignes

Tout comme dans les cellules B normales, le BCR joue également un role impor-
tant pour la survie des cellules tumorales. La majorité des cellules B de lymphomes
présentent un BCR a leur surface, les translocations oncogéniques n’affectant que trés
rarement ’alléle productif. En effet, I'inactivation de 'alléle exprimé serait incompa-
tible avec la survie de la cellule. La présence de SHM dans les régions variables d’Ig de
clones tumoraux montre que les cellules B malignes regoivent également des signaux
de survie transmis par le BCR. Les cellules de lymphomes sont également capables
de reconnaitre des Ag. Le contact avec I’Ag peut en effet contribuer a la survie et la
prolifération de ces cellules (Kiippers 2005, [Shaffer et al.[2002]).

3.1.3 Role du micro-environnement

Les interactions entre les cellules lymphomateuses et leur environnement sont d’une
grande importance pour beaucoup de lymphomes. C’est notamment le cas des lym-
phomes folliculaires nécessitant la présence de cellules T CD4™" pour proliférer in-vitro.
De plus, dans ce type de lymphomes, les cellules se concentrent dans les structures
folliculaires ou elles interagissent avec les cellules T et les FDC. Les cellules B pou-
vant se retrouver dans les zones intermoléculaires présentent une capacité proliférative

inférieure (Kiippers 2005).

3.2 'Translocations oncogéniques au locus IgH lors de
la lymphopoiése B

La majorité des lymphomes B portent les stigmates de translocations oncogéniques
au locus IgH. Figure 16 Au cours des différents stades de la lymphopoiése B, I'inté-

grité génomique de la cellule B est mise en danger durant les remaniements géniques



l;_||!.lh'*2
-6
RM BCL

' c
Mar ! X PR
..S'p'.lx?g L Y

FGFR3
flcjr:-: WHSC1 [MMSET)
FLI27352 RHOH (ARHH)
NBEAPT (BCL-8) AFET
IGH@

HSPIOAAT

N
N
AN Y
‘ .
Ld"'" " \ ! k
A - 5
B{_\. o .! - ‘ e W d ‘ﬁﬂ‘f L
& | %,
\*PL:‘@- » [~ -‘9:&;}4’" “
2 7
é\lh (‘05.0 «

i = mwe 0O = F]
§9 R85

g8

- =

=

Lo

Figure 16: Translocations récurrentes dans les lymphomes B

Le diagramme circulaire représente l’ensemble du génome humain. Les arcs relient
les partenaires impliqués dans des réarrangements chromosomiques récurrents lors
des pathologies malignes B. Les traits colorés indiquent les translocations concer-
nant les génes d’lg. D’aprés Robbiani et Nussenzweig, 2014.
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aboutissant a la formation des répertoires antigéniques primaires et secondaires.

En effet, comme cela a été expliqué dans le chapitre précédent, des DSBs sont générées
au cours de ces événements géniques. La résolution aberrante de ces cassures favorise
la survenue de translocations. La plupart d’entre elles vont induire la juxtaposition
d’un oncogéne a un élément cis-régulateurs du locus IgH. L’oncogéne transloqué va
alors étre transcrit de facon constitutive et dérégulé sous l'effet de l'activateur actif a

ce moment la (Kippers| 2005, Seifert et al.|2013| Nussenzweig & Nussenzweig[2010).

3.2.1 Translocations lors des réarrangements VDJ

Certains lymphomes sont caractérisés par des translocations oncogéniques au locus
IgH dont le point de cassure est situé a proximité de RSS de segments D ou J. C’est
le cas par exemple du lymphome du manteau qui présente une translocation CCND1-
IgH (cycline D1) ou encore du lymphome folliculaire caractérisé par une translocation
bel2-IgH (Kippers 2005, Robbiani & Nussenzweig2013)). Figure 16

Ces translocations impliquent le plus souvent des remaniements VDJ illégitimes. Elles
nécessitent 'induction de deux DSBs. L’une est induite au locus IgH par RAG et 'autre
générée suite a l'action "off-target" de cette méme enzyme. Ce deuxiéme DSB est généré
suite a 'attaque de RAG sur des séquences cryptiques similaires aux séquences RSS &
proximité d’un oncogéne. Des séquences de structure non B mais en mesure de recruter
le complexe RAG peuvent également étre ciblées. Une synapse est alors formée par les
complexes RAG recrutés sur les deux DSBs aboutissant a la juxtaposition de 'oncogéne
et d'un segment de la région variable. Il arrive également que la deuxieme DSB ne soit

pas dépendante de RAG (Mani & Chinnaiyan|2010).

3.2.2 Translocations lors des réarrangements secondaires

Des translocations oncogéniques peuvent également survenir lors des recombinai-

sons secondaires au locus IgH. Figure 17

Dans certains lymphomes, des points de cassures sont retrouvés sur le segment VDJ
réarrangé, suggérant que les translocations sont dues & un défaut de réparation lors
de la SHM. C’est le cas de la translocation c-myc-IgH lors du lymphome de Burkitt
endémique. Cette translocation est due a la génération simultanée de deux DSBs. La

premiére sur le locus IgH, suite a 'action d’AID au cours de la SHM et la deuxiéme &
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Figure 17: Translocations récurrentes au sein du locus IgH liées aux
mécanismes de diversification des Ig

Les différents remaniements géniques qui ont lieu sur le locus IgH au cours du
développement B en font un « hotspot » de translocation. Selon le mécanisme

impliqué, la translocation peut avoir lieu dans les régions variables ou constantes
et impliquer différents oncogénes.
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proximité d’un oncogéne suite & une action "off-target" de cette enzyme.

Un mécanisme similaire ciblant & la fois une région S et une séquence oncogénique lors
de la CSR est également a l’origine de translocations oncogéniques. C’est notamment
le cas lors de la translocation c-myc-IgH dans le lymphome de Burkitt sporadique ou

de c-maf-IgH dans le myélome multiple (MM).

Il a été démontré que de nombreux génes pouvaient étre la cible non spécifique d’AID
(Yamane et al.|2011). En effet, 'enzyme AID a été incriminée dans la lymphomage-
nése suite a de nombreuses études utilisant des modéles murins (Ramiro et al.|[2004,
Jankovic et al. 2010, [Matthews, Husain & Chaudhuri 2014). Certaines de ses cibles
"off-target" ont été identifiées sur certains oncogénes dont c-myc grace aux techniques
de TC-seq. La présence de mutations somatiques sur ces derniers confirme leur ciblage
par AID (Chiarle et al.[ 2011} Klein et al.|2011, [Robbiani & Nussenzweig[2013)).

La disposition spéciale des chromosomes au sein du noyau favoriserait la survenue de
translocation notamment lors du rapprochement ou le positionnement en cis du locus
IgH de certains génes (Klein et al. 2011, Zhang et al.|[2012]). Ce rapprochement favo-
riserait également des attaques "off-target" d’AID (Hakim et al.[2012, Gramlich et al.
2012, Rocha et al.[2013).

3.3 Translocations de c-myc au locus IgH et lym-

phomes B

La translocation c-myc est caractéristique de nombreux lymphomes B a l'instar du
lymhome de Burkitt (Dalla-Favera et al.[1982, Neel et al. 1982, Taub et al.[[1982). Il
a été démontré que lorsque c-myc est dérégulé sous l'effet des enhancers Ep ou Ex
dans des souris transgéniques, il pouvait promouvoir ’émergence de leucémies ou de
lymphomes (Adams et al.|[1985)).

C-myc est défini comme un facteur de transcription essentiel. Il est impliqué dans
plusieurs processus biologiques dont, entre autres, le cycle cellulaire, le métabolisme, la
survie, la croissance, etc. (Dang[1999, Dang et al.[2006). L’activité pro-proliférative de
c-myc est contrebalancée par son activité pro-apoptotique dans les cellules normales.
Cependant, dans les cellules tumorales, cette balance finement régulée est perturbée.

Ceci confére & c-myc une fonction transformante (Pelengaris et al,|2002)), lice a la
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Ceci confére & c-myc une fonction transformante (Pelengaris et al. 2002)), lice a la
surexpression de la protéine c-myc dans la cellule. Cette amplification peut étre induite
par 'insertion d’un stimulateur proviral en amont du géne c-myc (Dudley et al.|2002]).
Cependant elle est le plus souvent le résultat de sa translocation aux loci des Ig et de

sa dérégulation par leurs éléments régulateurs (Erikson et al.|1983)).

3.3.1 Le géne C-myc

Le géne c-myc murin est situé sur le chromosome 15. Il est formé de trois exons
dont le premier est non codant. La transcription de ce géne peut étre initiée depuis I'un
de ses trois promoteurs. Il en existe en effet 3 chez la souris qui sont les promoteurs P1,
P2 et P3. Les promoteurs P1 et P2 sont les plus utilisés dans les cellules normales &
raison de 75 & 90% pour P2 et 10 & 15% pour P1, donnant ainsi les protéine c-mycl (67
KDa) et c-myc2 (64 KDa). Deux sites d’initiation de la transcription sont également
retrouvés sur ce géne. Le premier "CTG" est situé a I'extrémité 3’ de I'exon 1 et un
deuxieme "ATG" & Pextrémité 5" de 'exon 2 (Facchini & Penn||1998| Ryan & Birnie
1996)). L’expression de ce géne est hautement régulée notamment via des facteurs de

transcription tels que NFx qui interagit avec ses promoteurs. Figure 18

3.3.2 La proteine C-myc

La protéine c-myc est formée de 3 domaines :
Le domaine d’activation de la transcription (TAD) :

Il est situé dans la partie N-terminale. Il est constitué de 2 régions hautement conser-
vées qui sont les boites d’homologie myc MBI et MBII (pour Myc Homology Boxes).

La régulation de c-myc est assurée par des phosphorylations sur la région MBI.

La boite MBII, quant a elle, est indispensable pour les activations et les répressions
transcriptionnelles. Cette région intéragit avec plusieurs cofacteurs impliqués dans la
transformation ainsi qu’avec TRRAP (transactivation/transformation-associated pro-

tein). Figure 18
Le domaine central :

Il est composé par une séquence de localisation nucléaire (NLS), d’un élément MBIIIa
jouant un réle dans la transformation cellulaire, d’un élément MBIIIb dont le role est

encore peu connu et d'une boite MBIV qui participe & des processus tels que ’apop-



P1 P2 P3

Site URE  Site IRE

Exon 2 Exon 3

o B e o w § -

Figure 18: Structure du géne et de la proteine c-myc

A : La premiére ligne représente la structure du gene c-myc avec ses trois exons,
Les promoteurs sont indiqués par des fleches noires. La seconde ligne représente le
transcrit mature d’aprés Ryan et Birnie, 1996. B : Représentation de la proteine
c-myc avec ses trois domaines essentiels. Le premier, dans la partie N-terminale,
contient les deux régions MBI et MBII (MYC Bozx). Le deuxiéme, central, contient
MBIIT et MBIV ainsi que le signal de localisation nucléaire (NLS). Le troisiéme,
dans la partie C-terminale, contient une région basique et les deux séquences HLH
« hélice-boucle-hélice » et Lzi « leucine-zipper ».
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tose, la transformation et Iarrét du cycle cellulaire en G2 (Cowling et al.|[2006)).
Le domaine C-terminal :

Il est formé d’une région basique permettant la liaison spécifique de c-myc a ses sé-
quences d’ADN cibles en collaborant avec son partenaire Max. Et d’un motif « hélice
boucle hélice leucine zipper » (HBH-LZ) possédant une fonction transformante (Fac-

chini & Penn|[1998, [Meyer & Penn|2008, Ryan & Birnie|/1996).

3.3.3 Reégulation de I’expression et de ’activité de c-myc

L’expression et 'activité de c-myc sont régulées aux stades transcriptionnels et

post-transcriptionnels.

Plusieur voies de signalisation contribuent a la régulation positive ou négative de c-
myc. Il peut également s’autoréguler en réprimant son propre promoteur. Au niveau
post-transcriptionnel, c-myc est directement régulé par phosphorylation, glycosylation
et ubiquitination ou indirectement en interagissant avec des partenaires régulant son
activité. Les promoteurs de c-myc présentent également plusieurs sites de fixation de

facteurs de transcription (Arcinas & Boxer|[1994).

Une diminution du taux de transcrits c-myc dans la cellule peut aussi résulter d'un arrét
de I’élongation lors de la transcription (Bentley & Groudine||[1986, [Eick & Bornkamm
1986, [Nepveu & Marcul|1986)).

3.3.4 Le facteur de transcription c-myc : activation et répres-

sion transcriptionelles

L’association du domaine HBH-LZ de c-myc, avec un autre domaine HBH-LZ situé
sur son partenaire Max, forme un complexe Myc/Max. Cet hétérodimeére joue un role
activateur de plusieurs génes (Blackwood & Eisenman||1991). Il reconnait et fixe une
séquence d’ADN spécifique "CACGTG" dite E-box (Blackwell et al.|1993). Figure 19

Le facteur de transcription c-myc active le plus souvent la transcription de ses génes
cibles en induisant un remodelage chromatinien. Il a été montré que leur activité aug-

mentait suite au recrutement d’histone acétyltransférase (HAT) (Grandori et al.|2000)).

C-myc est également capable de réprimer I’expression de certains génes en intéragisant

avec les éléments initiateurs de leur région promotrice (Li et al.||[1994]).



RNA POL II

Figure 19: Activité transcriptionnelle de Myc

A : La fization de Uhétérodimeére Myc/Maz sur I’E-box (CACGTG) active la trans-
cription du géne cible par la RNA polymérase II.

B : La fization du complere MAD/MAX sur U’E-box réprime la transcription

du géne cible par le recrutement de répresseurs transcriptionnels (Sin3, SAP et
HDAC). D’aprés Adhikary et FEilers, 2005.
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avec les éléments initiateurs de leur région promotrice (Li et al.||1994]).

La stabilité de la protéine c-myc est assurée par la phosphorylation dans I'un des 2
sites situés dans le domaine N-terminal par ERk (Extracellular Regulated kinase).
Une phosphorylation sur le second site par GSK-3/ induit sa dégradation. Ce site est
d’ailleurs souvent muté dans de nombreux lymphomes dont le lymphome de Burkitt.
Ces mutations empéchent sa phosphorylation et induit I’accumulation de la protéine
c-myc dans la cellule (Bahram et al.2000)). Les mutations de ces sites peuvent égale-

ment affecter la fonction pré-apoptotique de c-myc (Hemann et al.|[2005).

La régulation de c-myc peut également passer par la protéine Max. En formant des
homodimeéres, la protéine Max peut rentrer en compétition avec c-myc en ciblant les
E-Boxes. Elle peut également réprimer les génes cibles de c-myc dans des cellules au
repos en s’associant a des protéines telles que MAD1, Mix1, MAD3, MAD4 et Mnt. Ces
complexes se fixent sur les E-boxes et induisent le recrutement d'HDACs (Adhikary &
Eilers |2005)).

3.3.5 Les fonctions biologiques contrdlées par c-myc

C-Myc est une protéine trés importante pour le développement cellulaire. Elle est
exprimée tout au long de la vie et dés les premiers stades de ’embryogenése. Des souris
c-myc déficientes sont incapables de franchir ce stade de développement (Davis et al.
1993)). Elle est impliquée dans plusieurs processus biologiques dont la prolifération,
I'apoptose, la différenciation et le métabolisme (Dang|1999, Vita & Henriksson/20006).
Figure 20

C-myc et le cycle cellulaire

Une étude réalisée sur une lignée de cellules fibroblastiques présentant une inactiva-
tion de c-myc a démontré son importance dans la prolifération cellulaire (Prochownik
& Kukowskal|1986). Il est & noter que c-myc cible de nombreux génes impliqués dans
le cycle cellulaire dont les cyclines D1, D2, E et A. Il permet 'activation de cyclines
dépendantes kinases (cdk) et régule ainsi la progression du cycle cellulaire (Hanson
et al.||1994] Hoang et al|[1994] Jansen-Diurr et al.|[1993]). C-myc en collaboration avec
RAS cible le promoteur de cdkl et 'active. Il agit également sur cdk4 (Born et al.|1994,

Hermeking et al.|2000)). L’action de c-myc sur les cdk passe par différents mécanismes.
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Figure 20: Représentation schématique des divers fonctions biologiques
controlées parMyc

A droite sont représentés les phénomeénes et mécanismes cellulaires controlés par c-
myc en conditions physiologiques normales. Les fonctions contrélées par c-myc au

cours de la tumorigenése sont représentées a gauche. D’aprés Vita et Henriksson,
2006.
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Il peut activer cdk2 et cdk4 en éliminant les groupements phosphates qui les inhibent
suite a lactivation du géne cdc25A codant pour une phosphatase (Galaktionov et al.
1996, |Steiner et al.[|1995). C-myc peut également réguler le cycle cellulaire en impac-
tant négativement l'activité de P27 et contrecarrer ainsi ’effet inhibiteur du complexe
cdk2-cycline E (Vlach et al.[1996, Yang et al.2001). Enfin c-myc peut empécher 'ar-
rét du cycle cellulaire en dérégulant ’expression de la cycline E. Ce qui aboutit & la

répression de l'activité de P16INK4a, un inhibiteur du complexe cycline D /cdk4.

Il a été montré que c-myec ciblait des génes codants pour des protéines impliquées dans
la réplication de I’ADN (Dominguez-Sola et al.|[2007)), la croissance et le métabolisme
cellulaire (Gallant et al.|1996] Johnston et al.|[1999, Gomez-Roman et al.[|2003, |(Grandori
et al.|[2005, Grewal et al. 2005, [Schmidt |2004).

C-myc et instabilité génomique

La surexpression de c-myc met en danger la stabilité génomique de la cellule (Meyer
& Penn| 2008, Oster et al.|2002, Prochownik & Li[2007). En effet, elle a comme consé-
quence l'accélération de la prolifération et la réduction des périodes de détection et
de prise en charge des erreurs de ’ADN avant sa duplication augmentant le risque

d’accumulation de mutations pouvant conférer a la cellule une résistance a ’apoptose.

En affectant le métabolisme, c-myc peut étre a 'origine d’un stress réplicatif indui-
sant des lésions de ’ADN (Dominguez-Sola et al.|[2007, (Cole & Cowling 2008). Il va
également abolir les points de controle durant les phases GO et S (Felsher & Bishop
1999). 11 permet de contourner tous les niveaux de sécurité et de mettre ainsi en péril

la stabilité génomique de la cellule.

C-myc et apoptose

C-myc possede également une fonction régulatrice de ’apoptose. Les mécanismes lui
permettant d’induire I'apoptose ou d’y sensibiliser les cellules sont encore mal définis
(Evan et al.[[1992, Shi et al.[1992)). Dans les lymphomes causés par c-myc, les fonctions
des suppresseurs de tumeurs de la voie ATM/ARF-MDM2-p53 sont altérées. C-myc
active 'expression de P19 ARF et stimule, via son effet génotoxique, ATM puis P53
(Bouchard et al.|[2007, Capoulade et al.|[1998| [Eischen et al. 1999, [Schmidt |1999).11
peut aussi affecter 'apoptose en réprimant des facteurs anti-apoptotiques de la famille

bcl-2. La fonction pro-apoptotique de c-myc constitue un mécanisme de sécurité censé
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prévenir la cancérisation des cellules. L’apparition d’événements mutagénes secondaires

contribue & promouvoir la tumorigenése.

C-myc et différentiation cellulaire

C-myc est impliqué dans les phénomeénes de différenciation et la régulation des
cellules souches. L’expression de c-myc a un effet inhibiteur de la différenciation dans
plusieurs types cellulaires (Meyer & Penn|[2008, |Oster et al|[2002, [Pelengaris et al.
2002). C-myc posséde également la faculté de transformer des cellules différenciées
en cellules souches pluripotentes suite a son association a des facteurs de transcription
propres aux cellules souches. Dans une population tumorale, il permet le maintien d’une
sous population de cellules cancéreuses présentant une capacité d’auto-renouvellement

similaire aux cellules souches.



Chapitre 4

3’RR, c-myc et lymphomagenése B

4.1 Dérégulation de c-myc par la 3’RR

De nombreux lymphomes B matures présentent une translocation de c-myc a diffé-
rentes positions du locus IgH en fonction de I’événement génique a l'origine de celle ci.
La 3’RR étant 1’élément régulateur dominant aux stades tardifs du développement B,
il est 'acteur critique prenant sous son contrdle I'oncogéne transloqué (Vincent-Fabert
et al.| 2010, Pinaud et al| 2011d). C-myc est alors constitutivement transcrit ce qui
aura pour conséquence I’augmentation de sa traduction et du taux de protéines c-myc
dans la cellule. A ces événements précurseurs viendront s’ajouter d’autres mutations
collaboratives, aboutissant a I’émergence de lymphomes. Le role de cette région dans
la dérégulation de c-myc a été mis en évidence grace a plusieurs modéles murins décrit

dans la revue ci-apres.

4.2 Modéles murins de lymphomagnése B

La revue ci-dessous décrit les divers modeéles murins publiés montrant le role des
deux principaux éléments régulateurs du locus IgH (Eu et 3'RR) dans la dérégulation

de c-myc et la génération de lymphomes B.
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Chromosomal translocations linking various oncogenes to transcriptional enhancers of
the immunoglobulin heavy chain (IgH) locus are often implicated as the cause of B-cell
malignancies. Two major IgH transcriptional enhancers have been reported so far. The
E,. enhancer located upstream of the C,, gene controls early events in B-cell maturation
such as VDJ recombination. The 3’ regulatory region (3’'RR) located downstream from
the C, gene controls late events in B-cell maturation such as IgH transcription, somatic
hypermutation, and class switch recombination. Convincing demonstrations of the
essential contributions of both E, and 3'RR in B-cell lymphomagenesis have been
provided by transgenic and knock-in animal models which bring the oncogene c-myc
under E,,/3’RR transcriptional control. This short review summarizes the different mouse
models so far available and their interests/limitations for progress in our understanding
of human c-myc-induced B-cell lymphomagenesis.

Keywords: MYC, B-cell ymphoma, transgenic mouse models, IgH locus, IgH transcriptional enhancers

INTRODUCTION

RAG-induced recombination, AID-induced DNA breaks and mutations throughout B-cell
development make the IgH locus a hotspot for translocations (1) (Figures 1A,B). Bcl-2
translocation, the typical hallmark of follicular lymphomas (FL), occurs during RAG-induced
VDJ recombination. Cyclin D1 translocation, associated with mantle cell lymphomas (MCL),
occurs either during AID-induced somatic hypermutation (SHM) or AID-induced class switch
recombination (CSR). C-myc translocation, the typical hallmark of Burkitt lymphoma (BL), takes
place during AID-induced SHM and CSR. Finally, several translocations (such as c¢-myc, c-maf,
cyclin D1/D3) found in myelomas are also related to AID-induced CSR. During CSR, AID-induced
DNA double strand breaks (DSB) appear in the switch (S) donor region (usually S;,) and in the S
acceptor region (for example S,; and Sy for CSR toward IgG1 and IgA, respectively). S regions are
of various lengths (for example 3.5 and 10 kb long for S,, and S,;, respectively) and are unusually
G-rich. AID deaminates C into U at preferential AID hotspot motifs located throughout S regions.
The AID-introduced U in S region DNA is removed by UNG to generate an abasic site that is
recognized by the endonuclease APE1 generating a nick. A closely spaced, similarly created nick on
the opposite strand induces a staggered DSB. Translocation of the DNA fragment encompassing
c-myc is due to an off target AID effect on the chromosome bearing c-myc. Since AID transforms C
to U all along S donor/acceptor regions, there is no common breakpoint identified in S regions for
mature B-cell lymphomas. It is the same AID effect for SHM where AID targets the VD$aearranged
segments (and up to several kB in 3’) and can induce DNA DSB for c-myc translocation. Similarly
to CSR, there is no common breakpoint established in VDJ regions for mature B-cell lymphomas.
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During VD] recombination RAG binds to recombination signal
sequences adjacent to V, D, and ] coding segments and induces
DNA DSB. C-myc translocation could take place during this
process. Similarly to CSR/SHM, there is no common breakpoint
singled out in VD] regions for B-cell lymphomas. The common
point for all these c-myc translocations is the occurrence of
DSB in the IgH locus during its remodeling required for B-
cell repertoire formation and B-cell maturation. All remodeling
events of the IgH locus (VD] recombination, SHM, and CSR)
require transcription to occur (2). Transcriptional control
and remodeling of the IgH locus are under the control of
several cis-regulatory elements located throughout the IgH locus.
In the murine IgH locus seven regions of interest can be
defined including cis-regulatory elements, matrix attachment
regions (MARs), and hypersensitivity (hs) sites with potential
transcriptional enhancer or insulator activity: 4 hs sites located 5’
of the first V segments, 6 hs sites in the V-D intergenic region, the
DQ52 promoter-enhancer, the E;, enhancer (between Ji and Cy,)
and its flanking MARs, the y1 enhancer element, the 3’ regulatory
region (3’'RR) downstream from C, with its four enhancers
(hs3a, hs1,2, hs3b, and 4) and the 3’CBE insulator region (hs5,
6, 7, 8) as the 3’ boundary of the locus (Figure 1A). Two
potent transcriptional enhancers act during B-cell maturation:
E,. (during early B-cell maturation stages) and 3’'RR (during late
B-cell maturation stages) (Figure 1A). These elements obviously
intervene in oncogene-induced B-cell lymphomagenesis as
reported by several transgenic mouse models (using both
transgene and knock-in (KI) strategies) developed in order to
mimic human mature B-cell lymphomagenesis. Since c-myc
is a key regulator of cell growth through its action on cell
cycle progression, metabolism, differentiation, death receptor
signaling, and DNA damage recovery, the vast majority of
available models use c-myc as a deregulated oncogene (3). This
short review describes how E,, and 3’RR enhancers might play a
critical role in c-myc deregulation during c-myc-induced mature
B-cell lymphomas, why these models are not silver bullets to
totally mimic human B-cell lymphomagenesis and why it is
possible that targeting the 3'RR would be an interesting strategy
in human B-cell lymphomagenesis.

THE E,, cis-TRANSCRIPTIONAL IGH
ENHANCER AND c-myc DEREGULATION

Forty years ago, E, was the first discovered IgH cis-
transcriptional enhancer (4-6). It is located upstream of the
C,. gene (Figure 1A). E, -deficient mice revealed its role in
controlling IgH locus access at immature B-cell stages and thus
its key role for efficient VDJ recombination (7, 8). In contrast,
E, is dispensable for late B-cell maturation events such as IgH
locus transcription for Ig synthesis and CSR (9, 10). In 1985,
transgenic mice bearing c-myc coupled to the E, enhancer
were reported to consistently develop immature (pre-B) and
sometimes mature B-cell lymphomas (11). Our entire knowledge
of E,, involvement in c-myc oncogenic deregulation for B-cell
lymphoma development was built from this model. Since 1985,
183 papers with “E,-Myc mice” in their abstract have been

referenced. Of note, 153 have been published in the last 15 years
showing the great interest of the scientific community for this
transgenic mouse model of B-cell lymphoma. It is thus impossible
in this short review to reference them all. Therefore, the authors
apologize in advance for the numerous interesting manuscripts
which have not been cited in the present review. Lymphomas
from Ep-Myc mice range from the pre-B to the mature B-cell
stages (Figure 1C). They are usually all positive for the CD45R
(B220), CD19 and CD93 (AA4.1) B-cell specific markers and
negative for the CD3 T-cell marker. Tumors of pre-B-cell type
are characterized by the lack of membrane IgM and no Ig light
chain (IgL) rearrangements. Tumors of immature B-cell types
are more mature and express membrane IgM after efficient IgL
rearrangements. Tumors of mature B-cell types are even more
mature and express both membrane IgM and IgD. The majority
of lymphomas in Ep-Myc mice are at the pre-B and immature B-
cell stages. In their original study, Adams et al. (11) stated that
“these myc mice should aid study of lymphoma development,
B-cell ontogeny and Ig regulation.” Clearly 35 years later this
is the case. Creation of these mice resulted in the dissection
of many mechanisms implicated in B-cell lymphomagenesis
(Figure 1D). They have highlighted the importance of several
signaling pathways (such as Ras/Mapk, mTOR, and Akt) (12-
14), several cell cycle check-points (such as Mdm2/p53/p73)
(15, 16) and processes that affect c-myc stability and action
(17, 18). Using these mice clearly demonstrated the importance
of numerous (new and well-known) tumor suppressor genes
(such as FoxO3, CDK4, Mtap, and Smchdl) (19-22). This model
reinforced our knowledge concerning the signaling/regulation
of the B-cell apoptotic program (members of the Bcl-2 family
of apoptosis regulator) and deficiencies in apoptotic pathways
leading to B-cell lymphomagenesis (23-28). To our knowledge
the influence of genetic background in the development of B-
cell lymphomas in Ep-Myc mice has not been documented.
The E,-Myc model has also opened a new area of research
concerning the role of tumor microenvironment via release
of angiocrine/chemokine factors (29-31) and the importance
of cells from the vascular niche for NK cell surveillance,
senescence, and homing of B-cell lymphomas (32-34). Perhaps
most importantly, this model is at the origin of a wide number
of publications investigating new therapeutic treatments or
combinations of drugs in order to affect (among various targets)
DNA synthesis (cytarabine, doxyrubicin, cyclophosphamide),
mTOR signaling (rapamycin analogs), microtubule formation
(vincristine), c-myc (decursin), apoptosis (venetoclax and BET
inhibitors), protein synthesis (silvestrol), or B-cell receptor
(BCR)-induced, or chemokine-mediated signaling (ibrutinib)
(35-42). The rapid occurrence of lymphoma in E-Myc mice
and its high penetrance make this mouse model an accurate,
reliable, easy, and fast experimental model not only to test
new therapeutic approaches but also combinatory associations.
This model is also unique by providing the possibility to
monitor the assay of new NK therapeutic vaccination strategies
(43, 44), to stimulate immune defenses for tumor rejection
(45) and to test protocols for monoclonal antibo&y* therapies
(46). E, -Myc mice have thus proven their great potential as
a model to study human B-cell lymphomagenesis during the
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FIGURE 1 | promoter-enhancer, the E,, enhancer (the core region (cEu) and its flanking MARSs), the y1 enhancer, the 3’ regulatory region (3'RR) [four enhancers
(namely hs3a, hs1,2, hs3b, and 4) with flanking inverted repeats] and the 3’CBE insulator region (hs5, 6, 7, and 8) as the 3’ boundary of the locus. (B) Schematic
representation of oncogene translocation affecting the IgH locus during VDJ recombination, CSR and SHM. Arrows indicate the site of oncogene translocation found
during follicular lymphomas, mantle cell ymphomas, myelomas, and Burkitt lymphomas. (C) Schematic representation of B-cell development from pro-B to mature
B-cells. Lymphomas from E,,-Myc mice are from the pre-B to the mature B-cell stages. The immature B-cell stage is characterized by the expression of membrane
IgM whereas membrane IgD occurs at the mature B-cell stage. (D) Schematic representation of the various field of research developed with E,,-Myc mice.

Bibliographic references are reported (number in parenthesis).

past decade. Moreover, arising lymphomas are heterogeneous
(47, 48) mirroring genomic differences observed between human
BL, germinal center B-cell lymphomas (GCBCL), activated B-
cell lymphomas (ABCL), and diffuse large B-cell lymphomas
(DLBCL). The different genomic signatures (toward specific
proliferative and/or apoptotic pathways) of B-cell lymphomas
in E,-Myc mice might be used as biomarkers of response
against specific therapeutic strategies. Thus, and especially with
the development of transcriptomic tools, E,-Myc mice can
serve as relevant model for human B-cell lymphoma subtype
experimental or associated treatments. The only but nevertheless
major drawback of E,, -Myc mice relates to the window of activity
for E,, which has been clearly demonstrated to occur at the
immature pro-B/pre-B B-cell stages (49, 50). E,, is not implicated
in IgH hypertranscription occurring at the mature/plasma cell
stages. E, is also not implicated in DNA breaks occurring
during SHM/CSR and thus clearly not implicated in oncogenic
translocation induced by off target AID action occurring during
CSR or SHM in the majority of human mature B-cell lymphoma
subtypes. As confirmation of this fact, the great majority of
lymphomas from E, -Myc mice have a pre-B/immature B-
cell stage.

THE 3’RR cis-TRANSCRIPTIONAL IgH
ENHANCER AND c-myc DEREGULATION

The second transcriptional enhancer located in the IgH locus
is the 3’'RR (Figure 1). The 3'RR is a complex element with
four transcriptional enhancers (namely hs3a, hs1,2, hs3b, and
hs4) encompassed in a unique and functional 3D palindromic
architecture (51). The 3’RR controls | transcription (7), CSR
(52, 53), and SHM (54) in mature B-cells. The transcriptional
activity of the 3’'RR occurs from pre-B to mature B-cell
stages (55) and thus has a much larger window of activity
than the E, enhancer. In 1994, Madisen and Groudine
reported (in stable transfection assays in plasmacytomas and
BL cells) that the 3’RR was efficient and sufficient to deregulate
c-myc transcription (56). Convincing demonstration of 3'RR
involvement in lymphomagenesis has been produced by a
transgenic 3’RR-deficient model of B-cell lymphomas with IgH-
c-myc translocations (57). The integrity of the 3’'RR (deletion of
hs3b to hs4) has been shown to be dispensable for development
of pro-B-cell lymphomas with V(D)J recombination-initiated
translocations suggesting the key role of E,. In contrast, 3RR
integrity (for its optimal transcriptional activity) is required for
B-cell lymphomas with CSR-associated translocations (57). In
another study modeling murine plasmacytomas with T (12, 15)

translocations, the same hs3b-hs4 deletion of the 3’'RR in Bcl-
xL transgenic mice was without effect for Myc deregulation
and mouse plasmacytoma generation (58). However, total 3’RR
deletion in these plasmacytomas lowered Myc expression and
cell growth confirming 3’RR involvement for myc deregulation
by T (12, 15). Nevertheless, these models are not sufficient to
monitor in detail and to modulate signaling pathways for B-
cell lymphoma development. The same comments can be made
for the transgenic mouse model of Wang and Boxer (59) which
develops mature B-cell lymphomas (CD19%B220+IgM* IgD!*")
after the KI of a 3’RR cassette upstream of the endogenous c-myc
gene (this model is the reverse of natural c-myc translocation
into the human IgH locus) (Figure2). More than 15 years
after the development of transgenic E, -Myc mice, transgenic
Mpyc-3’RR mice were generated and were shown to develop
BL-like proliferations and diffuse anaplastic B-cell lymphomas
(60). All these lymphomas exhibited a mature B-cell phenotype
(CD197B220+IgM+IgD™) but differed by their Ki67 status
(low and high for diffuse anaplastic B-cell lymphomas and BL
lymphomas, respectively). This model was used to study the role
of second hits such as p53 deficiency, Cdk4 mutation, and change
of class-specific B cell receptor (BCR) tonic signals. Results clearly
demonstrated that a second hit affects the phenotype of B-cell
lymphomas, their aggressiveness and transcriptomic signatures
differently (61-64). This model was, however, progressively
abandoned due to its medium B-cell lymphoma penetrance
(compared to E, -Myc mice), long delay for B-cell lymphoma
development (compared to E, -Myc mice), key differences with
human B-cell lymphomas (such as mutations lacking for the
p53-ARF-Mdm?2 apoptotic pathways in numerous cases) and the
description that the occurrence of B-cell lymphomas was much
too sensitive to genetic background [C57Bl/6 mice developed BL-
like lymphomas while none occurred in a Balb/c background
(65)]. All these points argued against the use of Myc-3’RR mice
as an accurate experimental model to test new pharmacologic or
vaccination strategies.

THE COMBINATION OF E,, AND 3’'RR
cis-TRANSCRIPTIONAL ENHANCERS AND
c-myc DEREGULATION

As reported above, a transgenic model with IgH-c-myc
translocations in response to pristine demonstrated the
involvement of IgH cis-transcriptional enhancers in B-cell
lymphomagenesis (57). In another manner, this study¢onfirmed
results obtained with three transgenic mouse models with a
c-myc KI in various locations in the IgH locus (i.e., under the
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dependence of both E; and 3’RR elements) (Figure 2). These
models provided the most convincing data for the essential
roles of both E, and 3’RR in c-myc B-cell lymphomagenesis.

The KI of c-myc in the mouse IgH locus just 5 toaﬁ (namely
iMycE,, mice), thus modeling human endemic BL, induced,
as expected, B-cell lymphoma development with alterations
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in the p19A"-Mdm2-p53 tumor suppressor axis (66) and

NF?B/STAT3/PI3K signaling (67). In this model, c-myc is
under the control of both E, and 3'RR at immature and
mature B-cell stages, respectively. iMycEp mice also mimic
T (12, 15) mouse plasmacytoma translocation and thus also
lead to plasmacytomas (68). KI of c-myc directly into Cq just
5 to the 3'RR (iMycC, mice) produced B-cell lymphomas
with low kinetics which were increased after overexpression
of the anti-apoptotic Bcl-Xj, gene (69). In this model, c-myc
is located in a site where E;, has no transcriptional influence,
c-myc transcription being only under the dependence of 3’RR
at mature B-cell stages. ¢-myc KI in the mouse IgH locus
just 5 to C, with E, deletion (namely iMycC, mice), thus
modeling human sporadic BL, confirmed that 3’RR alone
is sufficient to deregulate c-myc in the B-cell lineage and to
induce B-cell lymphoma development (70). Taken altogether,
these KI models carrying c-myc at the IgH locus are prone
to B-cell lymphomas of various penetrance, kinetics, and fate
as recently reported in a study comparing the three mouse
models (71). The lymphoma signatures are also heterogeneous
even comparing lymphomas from a specific KI, mirroring the
genomic differences observed between the various subtypes of
human mature B-cell lymphomas and those previously reported
with the model of transgenic E,,-Myc mice. In our opinion, these
transgenic mouse models represent the “most physiological”
experimental mouse models by mimicking the direct effect of
c-myc in the context of the endogenous IgH locus. However,
the main drawbacks of these various KI mice (and similarly to
Myc-3’RR mice) remain their low lymphoma penetrance and
their low kinetics of B-cell lymphoma development arguing
against their use as efficient and easy experimental models to
test new experimental therapeutic approaches. The low kinetics
of B-cell lymphoma development compared with 3’RR-Myc
mice would be related to the 3°CBE insulator region at the 3’
boundary of the endogenous IgH locus (72, 73). This region
is not present in the transgenic mouse model of 3’RR-induced
c-myc deregulation. The 3’CBE insulator region contains a high
density of binding sites for CCCTC-binding factor (CTCF), a
protein associated with mammalian insulator activity. Deletion
of the 3°CBE insulator region resulted in significant effects
on VD] rearrangement, IgH locus compaction, and IgH locus
insulation. Furthermore, physical interactions occur in B-cells
between 3’CBE and 3’RR enhancers suggesting that the entire
3" region (3’RR enhancers + 3’CBE insulators) works as a
physical unit. The lack of 3’CBE in 3’RR-Myc mice could
induced stronger and longer c-myc deregulation (and thus faster
lymphoma emergence) than that obtained when c-myc is inserted
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Article 1 : Ex and 3’RR transcriptional enhancers of
the IgH locus cooperate to promote c-myc-induced ma-

ture B-cell lymphomas

La majorité des lymphomes B humains est caractérisée par une translocation onco-
génique au locus IgH. Ces oncogénes transloqués passent alors sous le controle trans-

criptionnel des principaux éléments régulateurs du locus IgH : I’élément intronique Epu

et la 3’RR.

L’objectif de cette étude était de comprendre le role de ces deux éléments et leur po-

tentielle collaboration lors de la lymphomagenése B.

Dans ce travail nous avons utilisé trois modéles murins développés par le laboratoire
du Pr janz (Université lowa, US). Ils consistent en des insertions, par KI, de 'oncogéne

c-myc a différentes positions du locus IgH :

Souris Cmyc-Ep @ c-myc est inséré en 5’ de 1’élément intronique Ep comme lors du

Burkitt endémique.

Souris Cmyc-Cp @ c-myc est inséré en 5 du géne constant Cu  avec déletion d'Ep

comme lors du Burkitt sporadique.

Souris Cmyc-Ca : c-myc est inséré dans le géne constant Ca mimmant partiellement

certains types de myélomes.

Nous avons analysé, dans les cellules B, les modifications que pouvait induire 1’inser-
tion de c-myc au locus IgH sur le taux de transcrit et I’expression de la protéine c-myec,
ainsi que son impact sur leur prolifération et ’apoptose. Nous nous sommes également
intéressés aux conséquences de I'insertion de cet oncogéne sur le développement de lym-
phomes B et le devenir du lymphocyte B. La cinétique d’émergence des tumeurs dans
les trois modeéles a été suivie durant deux ans, nous renseignant sur la participation et

la coopération de ces deux enhancers (Eu et 3’'RR) dans la dérégulation de c-myc.
Nos principaux résultats sont les suivants :

1. Les tumeurs apparaissent plus rapidement dans le modéle Cmyc-Ep ot 'onco-
gene est sous le controle des deux enhancers Eux et 3’RR indiquant une action
conjointe sur I'oncogéne transloqué. Le développement de tumeurs par le mo-

déle Cmyc-Cp démontre que la 3’'RR seule est capable de déréguler 'oncogéne
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transloqué induisant I’émergence de lymphomes.

2. L’analyse phénotypique des tumeurs développées montre une majorité de lym-
phomes B matures IgM™ IgD™ sans différence significative entre les trois mo-

déles.

3. L’analyse transcriptomique des lymphomes matures permet de distinguer deux
groupes : Le premier minoritaire présente une signature moléculaire similaire a
celle de LB activés, avec une prévalence des voies de régulation immunitaire,
le second, majoritaire, présente un profil transcriptionel Burkitt-like caractérisé
par un enrichissement des voies impliquées dans le cycle cellulaire et le métabo-

lisme.

En conclusion, cette étude a permis de démontrer I'action d’Ex et/ou de la 3'RR
sur l'oncogéne c-myc inséré au locus IgH. Leur effet cumulé ou l'action seule de la
3’RR sont capables de déréguler la transcription de cet oncogéne indépendamment de
sa position sur le locus. La surexpression de c-myc constitue un événement initiateur
pour le développement de lymphomes majoritairement IgM™IgD™ et dont la signature

transcriptome est proche de celle du lymphome de Burkitt humain.
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E, and 3'RR transcriptional enhancers of the IgH locus cooperate to
promote c-myc-induced mature B-cell lymphomas
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m Numerous B-cell lymphomas feature translocations linking oncogenes to different locations
in the immunoglobulin heavy chain (IgH) locus. During Burkitt lymphoma (BL), IgH
* Transcriptional cooper-
ation between IgH E,,
and 3'RR enhancers is
found during B-cell
lymphomagenesis in
IgH-c-myc mice.

breakpoints for c-myc translocation stand either close to Jy segments or within switch
regions. Transcription, accessibility, and remodeling of the IgH locus are under the control
of the 2 potent cis-acting enhancer elements: E, and the 3’ regulatory region (3'RR). To
ensure their respective contributions to oncogene deregulation in the context of the
endogenous IgH locus, we studied transgenic mice harboring a knock-in of c-myc in various
positions of the IgH locus (3’ to Jy segments, 5’ to C, with E, deletion and C,). The observed

Ld 1 i . . . . .
Transcriptome analysis spectrum of tumors, kinetics of emergence, and transcriptome analysis provide strong

reveals wide similarities
between human and
mouse Burkitt B-cell
lymphomas.

evidence that both E, and 3'RR deregulate c-myc and cooperate together to promote B-cell
lymphomagenesis. Transgenics mimicking endemic BL (with c-myc placed 3’ to Jz segments)
exhibited the highest rate of B-cell lymphoma emergence, the highest Ki67 index of
proliferation, and the highest transcriptomic similarities to human BL. The 3'RR enhancer
alone deregulated c-myc and initiated the development of BL-like lymphomas, suggesting
that its targeting would be of therapeutic interest to reduce c-myc oncogenicity in vivo.

Introduction

c-myc plays a critical role in cell proliferation, apoptosis, differentiation, metabolism, and genomic instability.!
Burkitt lymphoma (BL) is characterized by chromosomal translocations involving the c-myc gene and 1 of
the immunoglobulin (Ig) loci.? Once translocated and having lost its normal control, c-myc is constitutively
expressed throughout the cell cycle in B cells. In 80% of cases, the translocation involves the IgH locus,
itself regulated by a complex interplay of regulatory elements responsible for tissue- and stage-specific
regulation of both transcription and rearrangements. The oncogenic deregulation is considered, only with
partial scientific validation, to result from juxtaposition to IgH enhancers.® Two potent cis-acting elements are
proposed for c-myc deregulation in BL: the intronic E,, enhancer and the 3'RR. E,, is the key transcriptional
regulatory element for efficient variable-diversity-junction (VDJ) recombination.*® Associated with c-myc, E,,
has been shown to promote B-cell malignancies with a pro-B phenotype.®® The 3'RR encompasses the 4
transcriptional enhancers, hs3a, hs1,2, hs3b, and hs4; controls p transcription in mature B cells”; and is the
master control element of conventional class switch recombination (CSR),2° locus suicide recombination,'®
and somatic hypermutation,"" but with little role in VDJ recombination except for silencing early transcription in
pro-B cells.">"* In conjunction with c-myc, the 3'RR promotes B-cell malignancies with a mature B-cell
phenotype.®'>"”
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In B-cell lymphomas, c-myc is inserted in various positions of the IgH locus. IgH locus breakpoints are
located in either the VDJ (endemic BL) or the switch (S) regions (sporadic BL and myelomas). When

Submitted 27 August 2019; accepted 12 November 2019; published online 3 January RNAseq data reported in this article have been deposited in the Géb@ Expression

2020. DOI 10.1182/bloodadvances.2019000845. Omnibus database (accession number GSE132721).
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upstream of E,,, chromosomal breakage may result from abnormal
somatic hypermutation. Breakpoints located within S regions are
initiated by an erroneous CSR and link c-myc to a downstream
portion of the locus lacking E,. Thus, the 3’'RR is always
conserved on the c-myc translocated chromosome. During B-cell
maturation, IgH intrachromosomal interactions were found be-
tween the 3'RR and the E, enhancer, despite their 200-kb
distance on the chromosome.'® To ensure the real contribution
of these enhancer elements in c-myc deregulation in the context
of the IgH locus, we studied transgenic mice harboring a knock-in
(KI) of c-myc in various positions of this locus. The observed
spectrum of tumors, kinetics of emergence, and transcriptome
analysis provide strong evidence that both E, and 3'RR
deregulate c-myc and cooperate together to promote B-cell
lymphomagenesis.

Materials and methods

Transgenic mice

Mice housing and procedures were conducted in agreement with
European Directive 2010/63/EU on animals used for scientific
purposes, applied in France as the “Décret n°2012-118 du 1°"
février 2013 relatif a la protection des animaux utilisés a des fins
scientifiques.” Accordingly, the present project (APAFiS+#13855)
was authorized by the Ministére de I'Education Nationale, de
I'Enseignement Supérieur et de la Recherche, and reviewed by the
ethics committee of the University of Limoges. Thus, all methods in
the current study were carried out in accordance with relevant
guidelines and regulations, and all experimental protocols were
approved by French institutions. Three transgenic models
(c-myc-KIE,,, c-myc-KIC,,, and c-myc-KIC,) were used. c-myc-
KIE, mice have a c-myc Kl upstream of the E, enhancer.'®
c-myc-KIC,, mice have a c-myc Kl upstream of the C,, gene with
deletion of the E,, enhancer.?° c-myc-KIC, mice have a c-myc Kl
within C, exons.?’

B-cell purification

For studies evaluating proliferation, apoptosis, and mRNA expres-
sion, splenic B cells were purified using CD43-coupled beads from
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany) according to the
manufacturer's recommendations. Bone marrow immature B cells
were recovered from CD23-depleted cells (Miltenyi Biotec) with
the EasySep mouse B-cell isolation Kit (STEMCELL Technolo-
gies) designed to isolate B cells from single-cell suspensions by
negative selection.

Proliferation analysis

CD43"~ splenic B-cells (1 X 10° cells/well) were cultured (in
sextuplicates) in 96-well plates in Dulbecco’s modified Eagle
medium supplemented with 10% fetal calf serum, glutamine,
nonessential amino acids, and antibiotics either alone or in the
presence of lipopolysaccharide (LPS) (0.5 pg/mL) plus anti-
CD40 (0.1 pg/mL) for 72 hours. The number of viable cells was
assessed using the CellTiter 96 One Solution Cell Proliferation
assay (Promega Corporation) according to the manufacturer's
recommendations.

Apoptosis assay

Freshly isolated CD43~ B-splenocytes (1 X 10° cells/mL) were
cultured in growth medium (Dulbecco’s modified Eagle medium
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supplemented with 10% fetal calf serum, glutamine, nonessential
amino acids, and antibiotics) with 0.01 wuM H,O, in 24-well plates.
Immediately after isolation and after 24 hours'growth, cells were
incubated (15 minutes, 4°C) with 7-aminoactinomycine D and
fluorescein isothiocyanate-labeled Annexin V antibodies (Becton
Dickinson), and analyzed by flow cytometry.

mRNA expression

Total RNA was extracted using Trisol (Thermo Fisher Scientific)
according to the manufacturer's instructions. RNA was reverse-
transcribed into cDNA by the addition of reverse transcriptase (2 pg
total RNA, 20 plL final volume). Quantitative polymerase chain
reaction (QPCR) was performed in duplicate by using TagMan
assay reagents, and analyzed on an ABI| Prism 7000 system
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Product references for
c-myc and GAPDH were Mm00487803-m1 and Mm99999915-
g1, respectively (Applied Biosystems).

Clonality assay

Genomic DNA extracted from tumors was amplified by PCR with
the OneTaq DNA polymerase from New England Biolabs (Evry,
France). The following primers were used: forward primers:
VJ5568 5'-GCGAAGCTTARGCCTGGGRCTTCA GTGAAG-3';
reverse primer: Jys 5'-AGGCTCTGAGATCCCTAGACAG-3'.
PCR parameters: 95°C for 2 minutes (1 cycle); 95°C for
30 seconds, 60°C for 30 seconds, 68°C for 2 minutes (40 cycles);
68°C for 10 minutes (1 cycle). PCR products were migrated on
a 2% agarose gel.

Next-generation sequencing for repertoire analysis

Repertoire analysis was carried out on RNA from mouse tumor or
spleen samples after RACE PCR and library preparation. Total RNA
was extracted using Trisol (Thermo Fisher Scientific) according to
manufacturer's instructions. RACE was performed on 250 ng RNA
incubated at 72°C for 3 minutes and at 42°C for 2 minutes with
a specific mouse Cy1p-rev downstream primer and 1 pL dNTP
(10 Mm; MP Biomedicals). Caprace forward primer, dithiothreitol,
5X ProtoScript buffer, and ProtoScript enzyme (BioLabs) were
added to the mixture and incubated at 42°C for 90 minutes and
then at 70°C for 10 minutes. Libraries were prepared on RACE
products, using an upstream mix of 2 Cp.-reverse specific primers
(Cp-revl, Cp-rev 2) and a mix of 2 forward primers (UnivShortFw,
UnivLongFw; supplemental Table 1). For PCR, DNA was denatured
30 seconds at 98°C and then submitted to 30 cycles consisting
of 98°C for 10 seconds, 65°C for 30 seconds, and 72°C for
30 seconds, and followed by 72°C for 5 minutes as a final step.
Next, 400- to 600-bp PCR products were purified from gels using
PCR clean-up kit (Macherey-Nagel). Purified PCR products were
used to perform another PCR round using primers with adapters
(supplemental Table 1). Amplification was performed with Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) according
to the following program: DNA was denatured 30 seconds at
98°C and then submitted to 12 cycles consisting of 98°C for
10 seconds, 62°C for 30 seconds, and 72°C for 30 seconds, and
1 cycle at 72°C for 5 minutes. Next, 400- to 600-bp BEGR products
were purified from gels using PCR clean-up kit (Macherey-Nagel).
Purified PCR products (20 ng) were sequenced on an lllumina
Miseq sequencer as previously reported.?2
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RNAseq analysis

LPS-stimulated and unstimulated B-cell splenocytes of IgH-c-myc
transgenic mice were compared with wild-type animals. Experi-
ments were performed in duplicate (each sample consisted of
RNA from 3 mice). RNA from lymphoma cells (purified with B220-
coupled beads from Miltenyi Biotech) isolated from IgH-c-myc
mice was also analyzed by. microarray (Nice-Sophia Antipolis
Microarray Facility).?*?* Quantification of normalized gene expres-
sion (transcripts per million [TPM]) was obtained from raw RNAseq
data, using Kallisto.?® Principal component analysis (PCA) and
hierarchical clustering (Ward-Pearson) were performed, respec-
tively, with Easy Microarray Analysis and edgeR R packages, using
Kallisto TPM tables. Genes with low expression (TPM < 4 for < 4
samples), non-protein-coding genes, genes on sex chromosomes,
and gene model genes were removed from TPM tables. Differential
analysis was performed with Sleuth.>®> Gene set enrichment analysis
(GSEA) was used to evaluate enriched molecular signatures (either
gene ontology (GO) biological processes or BL signatures from
Hummel et al?® and Sha et al?”). RNAseq data were deposited in
the Gene Expression Omnibus database with accession number
GSE132721.

Flow cytometry analysis

Single-cell suspensions of lymphomas from spleen and/or lymph
nodes were labeled with various antibodies: anti-B220-BV510
(BioLegend), anti-CD19-PE (e-Bioscience), anti-CD117-BV421
(BD Biosciences), anti-lgM-fluorescein isothiocyanate (e-Bioscience),
anti-lgD-BV421 (BioLegend), anti-CD5-fluorescein isothiocya-
nate (BD Biosciences), anti-CD138-APC (BD Biosciences),
anti-CD4-PE (BD Biosciences), anti-CD8-PC5 (BD Biosciences),
anti-CD11b-APC-eF780 (e-Bioscience), and anti-CD43-PE (BD
Biosciences). Cells were analyzed on a Fortessa LSR2 (Beckman
Coulter, Fullerton, CA).

Results

The location of c-myc in the IgH locus for the 3 transgenic models
(c-myc-KIE,,, c-myc-KIC,,, and c-myc-KIC,) is schematized in
Figure 1A.

B-cell expression of c-myc in young IgH-c-myc
transgenic mice

We first used real-time PCR to analyze tissue c-myc RNA expression in
6- to 8-week-old IgH-c-myc transgenic mice. At this point, premalignant
mice showed markedly elevated levels of c-myc transcripts in B-cell
splenocytes compared with controls (Figure 1B). In agreement with
data reporting that at the mature B-cell stage, IgH transcription is totally
under the 3'RR control?®; no differences were documented among the
3 c-myc models. c-myc transcripts were also markedly elevated in
femoral bone marrow immature B cells of transgenic mice compared
with controls (Figure 1B). Because at the immature B-cell stage IgH
transcription is under both E,, and 3'RR control,?° c-myc transcrip-
tion in c-myc-KIE,, mice was significantly elevated compared with
c-myc-KIC,, mice (devoid of the E,, enhancer) and c-myc-KIC,, mice
(with a c-myc inserted in a position that is only accessible at late
stages of B-cell maturation). The overexpression of B-cell c-myc
transcripts translated into elevated levels of B-cell c-myc protein
(Figure 1C).
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B-cell proliferation and apoptosis in young IgH-c-myc
transgenic mice

As reported in Figure 1D, proliferation of B-cell splenocytes from
transgenic mice was significantly elevated in response to low
doses of anti-CD40 plus LPS compared with wt B cells. The rate
of HyOq-induced apoptosis was also significantly higher in transgenic
B-cell splenocytes compared with wt B cells (Figure 1D). Thus,
premalignant splenic B cells from IgH-c-myc mice showed
increased proliferation and apoptosis compared with wt B cells,
but with no differences between the 3 transgenic models.

Lifespan of IgH-c-myc transgenic mice

Beginning at age 4 months, transgenic mice progressively developed
profound enlargement of lymph nodes (inguinal/brachial, superficial/
deep cervical, mediastinal, and mesenteric) and spleens. Mice
exhibiting obvious tumors or presenting signs of illness were sacrificed.
Twenty-six c-myc-KIE,,, 21 ¢c-myc-KIC,,, and 42 ¢c-myc-KIC, mice were
followed to record their lifespan. The mean age of death for c-myc-
KIE, transgenic mice was approximatively 6 months. Mean survival
for c-myc-KIC,, and c-myc-KIC,, transgenic mice was approximately
13 months (Figure 2A). Tumors in c-myc-KIE, mice appeared
significantly sooner (P < .0001, Gehan-Breslow-Wilcoxon test)
than in c-myc-KIC,, and c-myc-KIC, mice. The locations (spleen,
mesenteric lymph nodes, inguinal/brachial lymph nodes, and
mediastinal lymph nodes) of these B-cell lymphomas were
similar in the 3 IgH-c-myc models (Figure 2B). The strong
proliferative activity of these tumor cells was highlighted by high
expression of the nuclear proliferation-associated antigen Ki67,
a nuclear protein present during G4, S, G, and M phases of the
cell cycle. In agreement with their kinetics of emergence, the Ki67
index was significantly elevated in c-myc-KIE, mice compared
with ¢-myc-KIC,, and c-myc-KIC,, mice (Figure 2C). PCR (with
a forward primer in the V3J558 family and a reverse 3’ to the Jy4
segment) on genomic B-cell ymphoma DNA revealed rearranged
bands indicating lymphoma cells from clonal origins (Figure 2D).
PCR on genomic DNA including various tissues (spleen, lymph
nodes) from the same lymphoma mice revealed similar rearranged
bands indicating that spleen and lymph nodes were invaded by
lymphoma cells from the same clonal origin (data not shown). VDJ
repertoire sequencing of B-cell ymphomas confirmed their clonal
status (Figure 2E) and revealed no bias compared with the normal
B-cell repertoire of healthy mice (Figure 2F). Thus, the insertion of
c-myc in the IgH locus did not favor the proliferation of a specific
B-cell subset such as those expressing an autoreactive BCR.
Finally, Ig Vi genes were sequenced in tumors. Strikingly, and as
previously reported for other murine B-cell lymphomas,*° all were
essentially un-mutated (0.27 = 0.08 vs 0.43 * 0.08 mutations per
100 bp for wt splenic B cells and lymphoma B cells, respectively;
P = .82, Mann-Whitney U test).

Phenotypic analysis of B-cell lymphomas in
IgH-c-myc mice

Figure 3A reports typical flow cytometry analysis (B220, CD19,
CD43, CD117, CD138, IgM, IgD) for lymphoma phenotyping. All
lymphomas obviously have a B-cell phenotype assessed by the
presence of either B220 or CD19 B-cell surface gatigens and
the absence of CD4/CD8 T-cell antigens and CD11b monocyte
antigen (supplemental Table 2). Only 2 among 89 B-cell lymphomas
expressed CD5, which assigned their B2 (but not B1) phenotype.
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Figure 1. c-myc in IgH-c-myc transgenic mice. (A)
Schematic representation of the IgH locus (not to
scale) with the location of the inserted c-myc. (B)
QPCR analysis of c-myc transcripts in B-cell spleno-
cytes (left) and immature bone marrow B-cells (right).
B-cell splenocytes results are reported as means =
standard error of the mean (SEM) of 4 c-myc-KIE,,, 5
c-myc-KIC,,, 3 c-myc-KIC,,, and 8 wt mice. Immature
bone marrow B-cell results are reported as means *=
SEM of 5 ¢-myc-KIE,,, 3 c-myc-KIC,,, 4 c-myc-KIC,,
and 3 wt mice. Significances were determined with
the Mann-Whitney U test. (C) Western blot analysis of
c-myc in B-cell splenocytes from wt and transgenic
mice. An experiment with cells from 3 wt mice and

3 c-myc-KIC,, mice is reported. Significance de-
termined with the Mann-Whitney U test. Please note
that line 4 contains a too-diluted c-myc sample not in-
cluded in the statistical analysis (this line was kept to
conserve the original format of the western blot). The
original blot is reported in supplemental Figure 1.

(D) Proliferation (left) and apoptosis (right) in B
splenocytes from IgH c-myc Kl transgenic mice.

(Left) Proliferation was evaluated with the 3-(4,5
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium assay after 3 days stimula-
tion with 0.5 pg/mL LPS + 0.1 pg/mL anti-CD40.
Results (percentage of increase compared with unsti-
mulated cells) are reported as means + SEM of

4 c-myc-KIE,,, 8 c-myc-KIC,,, 7 c-myc-KIC,,, and 18 wt
mice. (Right) Apoptosis in B-cell splenocytes from IgH
c-myc Kl transgenic mice. Percentages of living cells
were determined after 24 hours treatment with

0.01 pM HyO,. Results are reported as means =
SEM of 4 c-myc-KIE,,, 6 c-myc-KIC,,, 6 c-myc-KIC,,
and 14 wt mice.

Flow cytometry analysis revealed a majority of mature B-cell
lymphomas (IgM*1gD ™) for the 3 IgH-c-myc models (Figure 3B). If
the ratio of mature (IgM*IgD*)/immature (IgM*IgD ™) B-cell lympho-
mas was similar between these mice, an elevated percentage of
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(Figure 3D).

plasmablastic CD138" lymphomas was found for c-rzlmﬁ:-KlEpL mice
(Figure 3C). Strikingly, an elevated percentage of B-c
with the loss of CD19 expression was found for c-myc-KIC,, mice
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Figure 2. Lifespan of IgH-c-myc transgenic mice.
A p<0.0001 B = c-myc-KIEp (A) Survival curves of 26 c-myc-KIE,,, 21 c-myc-KIC,,,
100 _— KIE 100 = c-myc-KICo, and 42 c-myc-KIC,, mice. Significance was determined
b - c-myc-
2 g0 Y KlCu © = c-myc-KICu with the Gehan-Breslow-Wilcoxon test. (B) Locations of
(=) _ - - -
E 60 crmye ¢ g lymphomas in c-myc-KIE,,, c-myc-KIC,,, and c-myc-KIC,,
. — O - =
% 40 c-mye-KICu 3; mice. Several sites were found in the same mouse. (C)
z 2 = Ki67 index of proliferation of B-cell lymphomas in IgH-c-
i myc transgenic mice. The Ki67 index was calculated in
0 0 é 1'0 1'5 2'0 B-cell lymphomas from 24 c-myc-KIE,,, 20 c-myc-KIC,,,
Ti 0 and 42 c-myc-KIC,, mice. (D) Clonal origin of B-cell lym-
ime (month) phomas of IgH-c-myc transgenic mice. The forward
primer was consensus for the VJssg family and the re-
verse primer was 3’ to the J4 segment, thus amplifying
in theory 4 rearranged bands (VJ558D,J4, Vi3J558D,J5,
C p=0.008 VJ558D,J3, and ViJ558D,J,) of various lengths. The
p=0.006 scheme represents a VDJ; rearrangement. Amplification
60 0, ] ) ) )
with several different genomic DNAs confirmed the
~ 40 clonal status of the B-cell ymphoma. The lack of amplifi-
[{=)
= cation indicated the use of a V segment different from
= 20 the V3J558 family. The size marker is in the first lane. (E)
Sequencing confirmed the clonal status of B-cell lym-
Y phoma of IgH-c-myc transgenic mice. Two representative
@QX @C)Q @00‘ experiments of 5 for wt mice (left) and of 27 for B-cell
A@\(’ ,@\\G ,@6 lymphomas from IgH-c-myc transgenic mice (right) are
© © © reported. (F) The V segments used for B-cell lympho-
mas from IgH-c-myc transgenic mice matched with the
E Distribution of dominant clones B-cell repertoire in wt mice (same mice as in panel E).
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Transcriptome analysis of nonmalignant and
malignant B cells

To document molecular signatures of tumors in the 3 IgH-c-myc
transgenic models, RNA sequencing of 28 B-cell samples (B220*
IgM*IgD*) was performed, and normalized expression data were
obtained for all protein-coding genes. In Figure 4A-B, PCA and
hierarchical clustering clearly defined groups of samples with similar
transcriptome signatures. Nonmalignant (resting and LPS-stimu-
lated) B-cell samples appear as distinct clusters from tumor
samples. These samples segregate as 2 distinct groups (of,
respectively, 6 and 13 samples) both in PCA and hierarchical
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clustering representations. We thus define group | as the 6-sample
cluster that shares more similarities with LPS-stimulated B-cell
samples and group Il as the other 13-sample cluster. Among 20
tumor samples, 4 CD138™ samples are found only in group II. Of
note, 1 c-myc-KIE, sample did not cluster in either of these 2
groups and was withdrawn from further differential analysis.
Nonmalignant B-cell samples not only provide reference data to
attest to the transcriptome signature of tumor samples but also
identify differences in gene expression, depending the c-myc
insertion. Figure 4C exhibits gene expression and hierarchical
clustering of the top 100 most variable genes across 8 non-
malignant B-cell samples. Again, independent of the c-myc insertion
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Figure 3. B-cell lymphoma phenotypes in IgH-

c-myc transgenic mice. (A) A typical flow cytom- A
etry analysis for B-cell lymphoma phenotyping. One g
representative experiment for a B220"CD19"IgM™* -
IgD"CD43~CD117-CD138~ B-cell lymphoma is % E,
shown. (B) Percentage of mature (IgM*IgD™) and T
immature (IgM*/~IgD™) B-cell lymphomas (24
c-myc-KIE,,, 19 c-myc-KIC,,, and 37 c-myc-KIC, 0t o o (X ff,?m, o 0@
mice). (C) Percentages of CD138" mature B-cell FSC-A CD19 —
lymphomas in ¢-myc-KIE,,, c-myc-KIC,,, and c-myc-
KIC,, mice. The number (n) of mice for each group 1o° 1o
is indicated. (D) Percentages of CD19™ mature 1 R
B-cell lymphomas in c-myc-KIE,,, c-myc-KIC,,, and T o o
c-myc-KIC, mice. Same mice as in panel C. g 2 2 ° 2 )
== T T @ T T T T T @ T T T T
-24; 020 10* 10 10* 10° 67 0 10° 10* 10° .8 0 10? 100 104 10°
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site, all 3 models share a common B-cell signature with the wt control,
under both resting and LPS-stimulated conditions. Figure 4D shows
expression data for 4 representative B-cell activation genes (AICDA,
EXOSC3, CCR6, CDH17), emphasizing similar gene regulation of
relevant biological processes. Functional profiling of tumor samples
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was achieved by analyzing differential gene expression between the
2 above-defined groups (group Il vs group |; Figure 5A), ﬁmong 9995
genes that passed the minimum-expression filter, 223(?genes exhibit
significantly different expression (adjusted P < .05), most of them
with slight to moderate differences. Limiting to genes changing
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Figure 4. RNAseq analysis of splenic B cells and B-cell lymphomas. (A) PCA of RNAseq gene expression data from 1 wt splenic B-cell sample (stimulated or not with

LPS), 3 premalignant B-cell samples (stimulated or not with LPS) and 20 tumor samples. Each wt and premalignant B-cell sample is pooled mRNA from 4 different mice. Same
mice for LPS-stimulated and unstimulated B cells. Premalignant splenic B-cell samples were from c-myc-KIE,,, c-myc-KIC,,, and c-myc-KIC, mice. (B) Heat map of the 100

most variable gene expressions across all samples; hierarchical clustering of genes per sample according to Pearson’s correlation metric and Ward’s method. Same symbols,

colors, and group definitions as in panel A. (C) Heat map of 100 most variable gene expressions across the wt and premalignant B-cell samples only; hierarchical clustering of

genes per sample according to Pearson’s correlation metric and Ward'’s method. (D) Expression of 4 representative genes (drawn from GO:0002312 “B-cell activation in-

volved in immune response”) in wt and premalignant samples. AICDA, gene for the AID protein implicated in Ig somatic hypermutation and CSR; CDH17, a member of the
cadherin superfamily; CCR8, the MIP-3a receptor; EXOSCS3, subunit of the RNA exosome.

by more than 2-fold, we found 225 upregulated genes and 588
downregulated genes in group Il compared with in group | samples
(>4-fold: 68 up genes, 231 down genes). The set of differentially
expressed genes indeed segregates samples according to
expected groups, as emphasized in Figure 56B. GSEA software
identified upregulated biological processes (as defined in gene
ontology) in each group (Figure 5C). Distribution of genotypes
according the group | and group Il classifications showed
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a significant commitment of c-myc-KIE, samples to group |l
(Figure 5C). Group | tumor samples revealed a prevalence of
immune regulation pathways, as one would expect from the
proximity of their transcriptomic profiles to those of activated
B cells (Figure 4A-B). Group Il tumor samples weregmaracterized
by enriched DNA metabolism and cell cycle pathways, indicative
of proliferative disorders. More specifically, enrichment of pre-
viously established®” human BL signatures was tested in group I
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Figure 5. Analysis of B-cell ymphomas in transgenic mice. (A) Volcano plot of differential gene expression in group Il vs group | tumor samples. Same B-cell lymphomas
as in Figure 4A. The numbers of significantly upregulated (in blue) and downregulated (in orange) genes are shown. (B) Heat map of the 100 most variable gene expressions

across all tumor samples; hierarchical clustering of genes/samples according to Pearson’s correlation metric and Ward's method. Same symbols, colors, and group definitions
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vs group | differential expression results. All BL up and down
signatures were significantly enriched at false discovery rate
g < 25%, emphasizing the molecular similarity of group Il tumor
samples to human BL cells (Figure 5E, left). Moreover, from
normalized enrichment scores and g-values, group Il vs group |
differential expression was closer to the BL vs DLBCL (diffuse
large B-cell lymphoma) signature (Figure 5E, medium) than it was
to the BL vs high-grade B-cell lymphoma signature (Figure 5E,
right), indicating molecular similarity of group | tumor samples to
DLBCL.

Discussion

c-myc translocation in the IgH locus followed by its deregulation
seems to be the key step in BL development. Consistent with this
critical role of c-myc, mouse models carrying insertions of c-myc
into the IgH locus develop B-cell and plasma cell neoplasms.' 2"
However, the precise role of IgH cis-transcriptional enhancers on
c-myc deregulation in the context of the IgH locus remains an open
question. Analysis of mice bearing c-myc insertion into 3 different
sites in the IgH locus showed the additive contribution of both E,,
and 3'RR cis-enhancers in c-myc deregulation. In agreement with
the pro-B to immature B-cell window of activity of E,,,*"%* E,, is
a c-myc deregulator during the immature steps of B-cell lympho-
poiesis. In agreement with its pre-B to mature B-cell window of
activity,2%*" the 3'RR deregulates c-myc from the immature to the
mature steps of B-cell lymphopoiesis. When both E,, and 3'RR are
present in the IgH locus, c-myc deregulation occurs during all
stages of B-cell maturation, as previously reported with an E,,-GFP-
3'RR transgene.®®

E, has been used to deregulate c-myc with the aim of mimicking
human BL, but E,,-c-myc transgenic mice developed malignancies
with a pro-B phenotype rather than the IgM*IgD™ mature phenotype
observed in BL.® The c-myc Kl into the IgH locus did not generate
B-cell malignancies with a pro-B phenotype suggesting that the
physiological window of activity of E, during B-cell maturation
(pro-B/pre-B-cell stages) is insufficient by itself to initiate their
development. However, the absence of E,, (c-myc-KIC,, mice) or
c-myc insertion into the constant heavy chain region (c-myc-KIC,,
mice) where E,, has no transcriptional role®® markedly delays the
rate of B-cell lymphoma occurrence. These results clearly show
a contribution (although nonessential) for E,, in B-cell lymphoma-
genesis. The ability of E,, alone, that is, in an IgH locus devoid of
a 3'RR, to induce B-cell lymphomagenesis remains an open
question. The physiological rationale of such mice for human
B-cell ymphomagenesis would be doubtful, as the 3'RR is always
conserved after oncogene translocation into the IgH locus. At this
time, the development of c-myc-induced plasmacytomas in mice
bearing a truncated 3'RR gave divergent results.3+3°

Insertion of c-myc into the IgH locus displayed an increase in c-myc
transcripts in B cells of young mice. In most cell types, c-myc
enforces proliferation but also triggers apoptosis. We demon-
strated such an effect in B splenocytes from young transgenic mice.

No differences were found with respect to the location of the
inserted c-myc. This result reinforces data reporting that in mature
B cells, the IgH locus falls totally under the transcriptional control of
the 3’RR.?8 Confirming these data, RNAseq analysis of resting and
LPS stimulated B cells from transgenic mice did not reveal specific
signatures between them. Furthermore, their transcriptome signa-
tures in response to LPS stimulation were similar to those of wt
B cells indicating that IgH c-myc insertion by itself is not sufficient to
dramatically affect B-cell physiology. These results confirm the
concept that if c-myc translocation into the IgH locus is the primum
movens of B-cell ymphomagenesis, it is the progressive accumu-
lation of mutations (affecting cell proliferation, apoptosis, differen-
tiation, and metabolism) generated by the c-myc-induced genomic
instability that plays the critical role in B-cell lymphoma emergence.

c-myc insertion in front of E,, or in front of C,, (with E,, deletion)
prevents the development of efficient VDJ recombination and BCR
expression by this chromosome. It is the other chromosome
carrying an intact IgH locus that will be used for B-cell development.
Insertion of c-myc in front of the 3'RR (into C,) does not prevent
VDJ recombination, BCR expression, and B-cell development.
During B-cell maturation, IgH loci of both chromosomes were
transcribed and underwent CSR. A 3-dimensional chromatin loop
bringing E,, and 3'RR into close proximity is found in resting B cells
and during CSR."® Could c-myc Kl between the enhancers disrupt
their cooperation, explaining that deleted E,, and mice with c-myc K
close to the 3'RR enhancer have a similar c-myc expression pattern,
tumor localization, and life expectancy? This seems unlikely
because no transcriptional cooperation has been documented
between E,, and 3'RR enhancers at mature®® and immature B-cell
stages.13 Moreover, deletion of the E,, enhancer did not affect CSR
and DNA repair.® Are these E,.-3'RR IgH intrachromosomal
interactions really relevant? We favor the hypothesis that they are
only mechanical because of the IgH location of both E, and 3'RR
and to 3-dimensional folding bringing switch regions into contact
with each other. The simplest explanation is an additive effect
of E, and 3'RR on c-myc transcription during B-cell maturation.
E,. deletion is thus equivalent to the c-myc Kl close to the 3'RR, as
E, has no transcriptional effect on transcription of IgH constant
genes at immature and mature B-cell stages.'®?®

5'E, and/or 3'RR oncogene-induced deregulations had no in-
fluence on the localization of B-cell ymphomas and a minor effect
on their degree of maturity and phenotypic characteristics (an
elevated percentage of CD138" lymphoma for c-myc-KIE,, mice
was, however, found). Two specific transcriptome signatures were
detected for mature (IgM*IgD™) B-cell lymphomas from c-myc-
KIE,,, c-myc-KIC,,, and c-myc-KIC,, mice. One is clearly a signature
that mimics that of human BL, which does not or only slightly
resembles that of LPS-activated B cells (such as those in indolent
B-cell lymphomas). These results reinforce the concept that
regardless of the location of the IgH c-myc insertion, it is the
progressive accumulation of mutations generated by c-myc-
induced genomic instability that participate in B-cell lymphoma

Figure 5. (continued) as in Figure 4A. (C) Number of RNAseq samples in each group according to genotype. P value from Fisher's exact test. (D) Summary;

GSEA

analysis of differential gene expression: top 5 enriched GO biological processes (false discovery rate <0.05, size >80) for both groups. (E) Detailed GSEA analysis of

differentially expressed genes against human BL signatures (up- and downregulated genes from Hummel et al?® [left] and from Sha et al?’ [middle and right]) defined by BL vs
germinal center (GC) B-cell like DLBCL (left), BL vs HGBVL (middle), or BL vs GC-DLBCL (right) comparisons.
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emergence. The emergence of B-cell lymphomas was significantly
elevated when c-myc was under the transcriptional control of both
5’ and 3’ IgH enhancers (schematized with c-myc-KIE,, mice). This
is the first report of their in vivo transcriptional cooperation for
oncogene deregulation in the context of the endogenous IgH locus.
Previous studies have highlighted such transcriptional cooperation
with transgenic models bearing a GFP cassette.2>®23% The most
notable difference for c-myc-KIE,, mice compared with c-myc-KIC,,
and c-myc-KIC, mice is their elevated amounts of c-myc transcripts
at immature B-cell stages when c-myc transcription is still under the
transcriptional control of the E, enhancer. The most important
effect of E,, and 3’'RR cooperation in c-myc deregulation is their
higher rate of B-cell ymphoma emergence that fits well with their
higher Ki67 proliferation index compared with B-cell lymphomas in
mice without E, or with c-myc inserted into C,. Transcriptome
analysis of B-cell lymphomas in c-myc-lgH transgenic mice
highlighted the prevalence of proliferative pathways instead of
alterations in apoptotic programs for their development. Similar
results were reported with c-myc-3'RR transgenic animal,'®'724
when more than half of the lymphomas arising in E,-myc mice,®” or
after insertion of truncated 3'lgH upstream of the c-myc coding
region,'® overexpressed the anti-apoptotic molecules Bcl-2 and
Bcl-xL.

If the vast majority of B-cell ymphomas expressed CD19, a specific
subset of CD19~ B-cell lymphomas was found for c-myc-KIC,,
mice. CD19 is a B-cell-specific membrane protein regulating BCR-
independent and BCR-dependent signal transduction pathways.
Loss of CD19 reduced lymphomagenesis in c-Myc-E,, transgenic
mice showing that a c-myc:CD19 regulatory loops positively
controls B-cell lymphoma progression.®® However CD19 deficiency
was reported to aggravate the antitumor immune response by
affecting T-cell activation.*® CD19 loss was also associated with
poorer survival in patients with diffuse large B-cell lymphoma.*®
Thus, in some cases, CD19 deficiency may be used by the B-cell
lymphoma for its progression and development. Why a specific
subset of B-cell ymphomas developed only in an E,,-deficient locus
remains an open question.

Our study primarily examines the contribution of E,, and/or 3'RR IgH
enhancers to c-myc deregulation and B-cell lymphomagenesis.
However, it also is relevant concerning different types of myc
rearrangements encountered in different human B-cell lympho-
mas. c-myc rearrangement not only is characteristic of BL but is
also found in high-grade B-cell lymphoma (in association with
bcl2 and/or bcl6 rearrangements), DLBCL (both not other-
wise specified or germinal center B-cell type), in plasmablastic
lymphoma, unclassifiable B-cell lymphoma with intermediate
features between DLBCL and BL (B-UNC/BL/DLBCL), and
myeloma.*'** Comparison of transcriptome analyses indicated
that group Il tumor samples had strong similarities to human BL,
whereas group | tumor samples were closer to DLBCL. These
results reinforce the suitability of IgH-c-myc mice as a model to
study human B-cell ymphomas with c-myc translocation to the
IgH locus.

In summary, we have shown with the synchronous usage of 3
transgenic mice models, the additive cooperation of the 2 IgH
transcriptional enhancers Ep and 3'RR in c-myc deregulation
leading to B-cell lymphomagenesis. We also assessed the

€ blood advances 14 January 2020 - voLUME 4, NUMBER 1

predominant contribution of the 3’RR transcriptional element to
mature B-cell lymphoma generation. This result is in agreement
with the long-distance effect of 3'RR on IgH transcription at
mature B-cell stages.?® Indeed, during B-cell development, the
3’RR is crucial for p chain transcription and density of BCR
expression at the B-cell membrane.” 3'RR knock-out models
indicate that its deletion affects mature B-cell lymphoma
occurrence, highlighting the key role of this IgH cis-regulatory
region for lymphoma progression.®*3°*° Therefore, as previously
reported by us and others,®3°“® 3'RR targeting would in theory
provide a potential strategy for the treatment of mature B-cell
lymphomas. Translocations in B-cell lymphomas induce epige-
netic changes,*” suggesting that epigenetic drugs that target
histone acetylation (inhibitors of histone deacetylases) and
histone methylation (EZH2 inhibitors) may provide a new strategy
to treat several B-cell lymphoid malignancies.*® Recently, data
demonstrated that direct inhibition of EZH2 and histone
deacetylases are synergistic in germinal center B-cell lympho-
mas.*® Reports have documented that 3'RR activation and
transcription can be downregulated by inhibitors of histone
deacetylases.®® 3'RR-induced effects are largely mediated
through activation of specific epigenetic marks in 3'RR targeted
DNA 2 reinforcing the idea that targeting the IgH 3'RR would be
of interest in the downregulation of oncogene transcription.
Furthermore, data obtained from mice are transferable to human
lymphomagenesis with respect to the strong structural homology
between mouse and human 3'RRs.°’ Altogether, these results
reinforce the hypothesis that considers 3'RR as an interesting
target for antilymphoma drug therapy.
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Article 2 : Deletion of the 3’RR cis-enhancer IgH ele-
ment affects DNA repair junctions during B-cell class

switch recombination

La 3’'RR est le chef d’orchestre régulant les principaux remaniements géniques du lo-
cus IgH au stade B mature, parmi lesquels sa transcription et la CSR. Le recrutement
de I'enzyme AID aux régions S et I'induction des DSBs sont régulés principalement
par la 3’'RR. D’autres activateurs transcriptionnels comme Ep et 5’Ev1 (situé entre
les génes Cvy1 et Cv2b) semblent impliqués dans la CSR, bien que dans une moindre

mesure.

Le role joué par ces éléments lors de la réparation des DSBs générés au cours de la CSR
est encore mal connu. L’objectif de cette étude était de déterminer la contribution de
ces 3 éléments cis-régulateurs dans le recrutement des voies de réparation lors de la
CSR. La voie de réparation conventionnelle NHEJ est préférentiellement utilisée lors de
la CSR dans les cellules B normales. Elle induit, le plus souvent, des jonctions franches
ou a micro-homologies alors que la voie AEJ, moins utilisée, induit plutot des jonctions

a longues homologies.

Dans cet 'article nous montrons par analyse NGS de jonctions Su-Sv3, Su-Svy1 et
Sp-Sa induites chez des cellules B matures issues de souris délétées pour chacun des

enhancers, que seul la 3'RR intervient dans I’étape de résolutions des DSBs.

La délétion de la 3’RR induit, en plus d’une baisse significative du switch vers les
différents isotopes, une différence dans le type de jonctions générées. En effet, le type
de jonctions induit, lors du switch risiduel vers differents isotypes, présente une aug-
mentation significative du nombre de jonctions avec insertions et longues homologies.
Ceci suggére que la voie AEJ intervient plus lors de la résolution des DSBs. La 3'RR
participerait donc au recrutement et la stabilisation de facteurs de réparations lors de
la CSR. Ces résultats sont a mettre en perspective par rapport au role de la 3’RR
lors de la lymhomagenése B. Une 3’'RR defaillante serait-elle a l'origine de certaines

translocations au locus IgH ?
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Deletion of the 3'RR cis-enhancer IgH element affects DNA repair junctions during B-cell class odatzs

switch recombination.

In mature B-cells class switch recombination (CSR) substitutes the
immunoglobulin heavy chain (IgH) constant (C), gene with C,,C. or Cy,
thereby generating IgG, IgE or IgA antibodies. These antibodies have,
thus, new effector functions but the same antigenic specificity [1]. The
DNA-editing enzyme activation-induced deaminase (AID) is required for
CSR. AID targets specific DNA switch (S) regions preceding C regions
[2]. S, is usually the donor region whereas S, .., are the acceptor regions.
AID generates double stand breaks (DSBs) in rich GC donor and acceptor
regions separated by up to 200 kb. DSBs activate a wide range of damage
response proteins that promote repair and long-range recombination.
The classical non-homogenous end joining (c-NHEJ) and the alternative
end joining (A-EJ) DNA repair pathways are implicated in the resolution
of DNA breaks during CSR. The c-NHEJ pathway preferentially leads to
blunt and micro-homology structure junctions whereas the A-EJ
pathway favors junctions with large-homologies [3-5]. When an
element of the DNA damage response pathway is defective, the molec-
ular signature of CSR junctions is affected suggesting that junctions are
repaired through a different DNA repair pathway [5]. Three IgH cis--
transcriptional elements are reported to control (near or far) CSR
(Fig. 1A). The IgH 3’ regulatory region (3'RR) enhancers are essential to
poise AID on the S acceptor region during CSR through long range IgH
intrachromosomal interactions [6]. The 5'E, element that plays a key
role during DJ recombination is also implicated during these
CSR-induced IgH intrachromosomal interactions although CSR is (at
most) only modestly influenced by 5'E, deletion [7-10]. Genomic
deletion of the 3'E,; located between C,; and C,o; has been reported to
affect CSR in an isotype dependent-manner [11]. The contributions of
these IgH cis-enhancer elements in the resolution of DSBs remain largely
unknown. We developed a computational tool (CSReport) for automatic
analysis of CSR junctions sequenced by high-throughput sequencing
[12], and used it to analyze rare CSR junctions [13, 14], and junctions in
deficient conditions [10, 15-18]. We thus used this technical approach
to analyze the molecular signature of y3,ylanda junctions in
3'RR-deficient and 3'E,; -deficient mice to search for a difference in their
DNA repair pathways compared to wt mice.

Mice were housed in a conventional animal facility and procedures
were conducted in agreement with European Directive 2010/63/EU on
animals used for scientific purposes applied in France as the « Décret
n°2012-118 du 1% février 2013 relatif a la protection des animaux
utilisés a des fins scientifiques». The present project (APAFiS#13,855)
was authorized by the « Ministéere de I’Education Nationale, de I’En-
seignement Supérieur et de la Recherche ». Single-cell suspensions of
spleen cells from cis-enhancer deficient mice [6, 11] and wt mice
(C57BL6 and 129 background) were cultured 4 days (1 x 10° cells/ml)
in RPMI 1640 with 10% fetal calf serum and 5 ug/ml LPS, with (CSR
toward IgG;) or without (CSR toward IgGs) addition of 20 ng/ml IL-4 or

https://doi.org/10.1016/j.imlet.2021.09.010
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5 ng/ml TGFp (CSR toward IgA) (PeproTech, Rocky Hill, NJ) [10,
15-18]. Similar stimulations were done with purified follicular (FO) and
marginal zone (MZ) spleen B-cells (MZ and FO B-cell isolation kit, Mil-
tenyi Biotec) from 129 wt mice. Stimulated spleen B-cell DNA was
extracted for determination of S, — S,3,S, — S;1 and S, — S, junctions. As
previously described [12], junctions were PCR amplified. Libraries of
200 bp were prepared from the 1-2 kb PCR products of
S, —5,3,S, — Sy1andS, — S, amplification for Ion Proton sequencing
(“GénoLim platform” of the Limoges University, France). Sequenced
reads were then mapped to S,,S,1,S,3andS, regions using the BLAST
algorithm. As previously reported [12], the computational tool devel-
oped for experiments performs junction assembly, identifies breakpoints
inS,,S,1,S,3 and S, identifies junction structure (blunt, micro-homology,
large-homology or junction with insertions) and outputs a statistical
summarization of these junctions.

While a few dozen of CSR junctions are reported after cloning and
subsequent sequencing by the Sanger method, several hundred junctions
can be documented using our computational tool of CSR junctions
sequenced by high-throughput sequencing. The IgH locations of S, ;3.1 4,
Cuy341.a: 5'Ey, 3'E;1 and 3'RR are schematized in Fig. 1A. 3'RR-deficient
junctions (mice with a 129 background) and 3'E,;-deficient junctions
(mice with a C57BL6 background) were compared with junctions ob-
tained with their appropriate controls (129 and C57BL6 wt mice,
respectively). We previously reported that deletion of the 5'E, element
(without significant role for CSR efficiency) had no effect on the profiles
of y3,yland @ Ig junctions [10]. Similarly, deletion of 3'Eg;, known to
affect CSR in an isotype dependent manner, did not affect y3,y1 anda
junction profiles (Fig. 1B). In contrast, deletion of the conductor CSR
element 3'RR had a significant effect on the profiles of remaining
y3,71 and a junctions with less blunt junctions and more junctions with
insertions (Fig. 1C). 3'RR deletion has been reported to reduce the
percentage of MZ spleen B-cells compared to FO spleen B-cells [19]. This
observation could explain junction differences in 3'RR-deficient mice
especially since class switching was described as being different between
FO and MZ cells for certain isotypes [20]. To test this hypothesis we
compared S, — S,3,S, — S,1 andS, — S, junctions obtained with FO and
MZ B-cells from 129 wt mice and found identical junctions (Fig. 1D).

During CSR the 3'RR is required for IgH intrachromosomal in-
teractions between S donor/acceptor regions, to poise AID on S regions
and, thus, for the generation of DSBs. These IgH intrachromosomal in-
teractions included interactions with 5'E, and 3'E,; elements outside
and inside the intrachromosomal loop, respectively (Fig. 1A). Results of
this study clearly indicate that among these 3 cis-transcriptional ele-
ments, only 3'RR enhancers are of importance to recruit/stabilize DNA
repair factors. When 3'RR is absent DNA repair is oriented toward more
junctions with insertions suggesting that repair factors are not optimally
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recruited for the resolution of DNA breaks. This effect appears more

pronounced for y1 and «a isotypes. This result would suggest either a B-

cell signaling dependent effect or would be linked to the distance to S,
(5,1 and S, being further away than S,3 to S, breaks). While authors
intuitively favor the second hypothesis, the experimental resolution of

this question is an interesting challenge to address.
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Fig. 1. CSR in IgH cis-enhancer-deficient mice. A:
Representation (not to scale) of the IgH locus and IgH
intrachromosomal interactions during CSR. CSR to « is
shown. B: Structure profiles for
S, —S,3,S, —S,1 and S, — S, junctions in 3'E,; -deficient
mice. Junctions are classified as blunt, with insertions,
with micro-homologies (<4 bp) or with large-
homologies (>4 bp). As previously reported a clear
drop in the number of junction is observed starting at a
threshold of 4 [10]. This representation has been vali-
dated in previous publications [16, 17]. For y3: 5952
junctions (10 mice) and 5470 junctions (6 mice) for
3'E,; -deficient and C57BL6 wt mice, respectively. For
y1: 4204 junctions (5 mice) and 14,630 junctions (6
mice) for 3'Egy-deficient and C57BL6 wt mice, respec-
tively. For a: 7447 junctions (9 mice) and 2977 junc-
tions (6 mice) for 3'E,; -deficient and C57BL6 wt mice,
respectively. No significant difference (chi-squared
test) compared to wt mice. C: Structure profiles for S, —
S,3,8: — S, andS, — S, junctions in 3'RR-deficient
mice. For y3: 379 junctions (13 mice) and 5942 junc-
tions (6 mice) for 3'RR-deficient and 129 wt mice,
respectively. For y3: 1143 junctions (9 mice) and 12,
306 junctions (6 mice) for 3'RR-deficient and 129 wt
mice, respectively. For a: 242 junctions (7 mice) and
1646 junctions (4 mice) for 3'RR-deficient and 129 wt
mice, respectively. Significance difference (chi-squared
test) compared to wt mice. D: Structure profiles for S, —
S,3,S, —S,1and S, — S, junctions in FO and MZ B-cells
from 129 wt mice. For y3: 2050 junctions (4 mice) and
2824 junctions (4 mice) for FO and MZ B-cells,
respectively. For y1: 324 junctions (8 mice) and 768
junctions (7 mice) for FO and MZ B-cells, respectively.
For a: 3164 junctions (5 mice) and 3802 junctions (5
mice) for FO and MZ B-cells, respectively. No signifi-
cant difference (chi-squared test) between FO and MZ
B-cells.
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Article 3 : HDAC recruitment in the IgH locus 3’ regu-
latory region is different between mature B-cells and

mature B-cell lymphomas

Nous avons précédemment montré que la 3’'RR était capable de déréguler un onco-
géne inséré au locus IgH et promouvoir I'apparition de lymphomes B matures. Toute-
fois sa mécanistique d’activation reste encore peu connue. Une meilleure compréhension
permettrait des avancés conceptuelles sur son mode d’action sur I’'oncogéne transloqué
et donc dans la lymphomagenése B. Une précédente étude avait montré que la surex-
pression de I'histone déacétylase 1 (HDAC1) entrainait une augmentation de I'activité
de la 3’'RR. Un traitement par des HDACi diminuait son activité et la transcription du
locus IgH (Lu et al.[2005, [Waibel et al.|2015).

Le premier objectif de cette étude était de déterminer le role de divers HDAC dans
l'activation de la 3’'RR (sites de fixation) et les conséquences de celle ci sur la trans-
cription au locus IgH, la prolifération des LB, la CSR et la synthése d’Ig. Le second
objectif était de voir si les résulats obtenus sur les LB normaux se retrouveraient sur

des lymphomes B fraichement isolés.

Les résultats de notre étude montrent que HDAC1 est recruté sur I’enhancer hsl.2
lors de 'activation de la 3’RR. L’utilisant de 'HDACi SAHA (Vorinostat) sous dif-
férentes conditions expérimentales (stimulation LPS/LPS+IL4) montre un effet-dose

dépendant sur la prolifération et isotype dépendant sur le switch ainsi que la synthése

dTg.

Le SAHA est utilisé en clinique comme traitement adjuvant de certains lymphomes,
bien que son mode d’action reste mal défini. Nous avons émis I'hypothése que le ci-
blage de l'activité de la 3'RR par THDACi SAHA permettrait de diminuer son impact
transcriptionnel sur 'oncogéne transloqué. L’analyse transcriptomique de splénocytes
stimulés au LPS et traitées au SAHA a montré qu’il n’affecte pas le taux d’enhancer
RNA (eRNA) de la 3’RR signifiant que les effets observés sur la prolifération, le switch
et la synthése d’Ig dans les LB normaux ne sont pas médiés par une action directe sur
la 3’RR.

Enfin des expériences de chromatine immuno-précipitation (ChIP) ont montré que dans

les cellules B tumorales HDACT ne se fixe plus sur ’élément hs1.2, au contraire de ’acé-
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tyltransférase CPB qui se lie aux éléments hs3a et hs3b constituant la bordure de la

structure palindromique de la 3’'RR.

Nous avons enfin analysé l'effet du SAHA sur la prolifération in-vitro des cellules lym-
phomateuses issues de nos modeéles de souris Cmyc-IgH. Les résultats montrent une
réponse tumeur dépendante au SAHA. La prolifération diminue dans certaines tumeurs
pendant qu’elle augmente dans d’autres sans aucun lien apparant avec le phénotype

tumoral.

Cette étude montre que la voie HDAC/HAT est différemment régulée chez les LB
normaux et leucémiques. L’hypothése de réduire 'activité de la 3’'RR par un HDACi
(ici le vorinostat) s’est révélée non concluante. Les résultats de notre étude ont fait
I'objet d’une lettre dans Leukemia Lymphoma et d’un chapitre de livre ot nous de-

taillons/discutons plus longuement nos résultats et hypothéses.
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Transcription of the immunoglobulin heavy chain (IgH)
locus is controlled in cis by the 3’regulatory region (3'RR)
[1]. The 3'RR thus control somatic hypermutation, class
switch recombination (CSR), Ig secretion and B-cell fate in
mature B-cells. Previous studies with transgenic mice
(IgH-KI-c-myc) bearing an IgH inserted c-myc (i.e. under
transcriptional dependence of the 3'RR) have suggested
that targeting the 3'RR with histone deacetylase inhibi-
tors (HDACi) would be of interest in order to down regu-
late c-myc deregulated transcripts leading to B-cell
lymphomagenesis [2,3]. The 3'RR is a complex element
with four transcriptional enhancers (namely hs3a, hs1,2,
hs3b and hs4) encompassed in a unique and functional
3D palindromic architecture [4,5]. The aim of this study
was to compare 3'RR HDAC binding on normal mouse B-
cells and B-cell lymphomas and if the effect of the HDACi
SAHA (suberanilohydroxamic acid also known as vorino-
stat) on B-cell responses was mediated by a direct effect
on 3'RR enhancer activation.

Mice were housed and procedures were conducted in
agreement with European directive 2010/63/EU on ani-
mals used for scientific purposes (APAFiS = 13855).
CDA43 spleen cells from wt mice (and AIRIS mice for ChIP
experiments) were cultured at 1 x 10% cells/ml in RPMI
1640 with 10% FCS, 5ung/ml LPS with or without 20 ng/
ml IL4 in presence or not of SAHA. At day 2, cells were
recovered and ChIP experiments were done as described
[6,7] with HDAC1, HDAC2, HDAC3 and CBP specific anti-
bodies (Abcam). At day 3, cell proliferation (six replicates)
was evaluated using the MTS assay [6]. At day 3, cells
were recovered and RNA extracted using miRNeasy kit
from QIAGEN. RNA libraries were obtained using TruSeq
Stranded Total RNA with Ribo-Zero Gold (lllumina).
Libraries were sequenced on a NextSeq500 sequencer,
using NextSeq 500/550 High Output Kit (lllumina) (Nice
Sophia-Antipolis Functional Genomics Platform, France)

[71. RNAseq data were deposited (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc) under accession numbers
GSE169690/GSE169691. At day 3, 1 x 10° cells were cul-
tured for 24h in medium without LPS/cytokine/SAHA.
Supernatants were used for Ig quantification (specific
1gG+/1gGs ELISA assays) [4,6]. At day 4, CSR was evaluated
by incubating cultured B-cells with anti-B220-
SpectralRed-labeled antibodies and anti-lgG,/anti-lgGs-
fluorescein-isothiocyanate labeled antibodies and ana-
lyzed on a Fortessa LSR2 (Beckton-Dickinson).

A schematic representation of the IgH locus (not to
scale) is reported in Figure 1(A). The IgH 3'RR palindromic
structure (to scale) with its four enhancer elements (hs3a,
hs1,2, hs3b and hs4) and the intervening response
inverted sequences (IRIS) are represented. We investi-
gated CD43" mature spleen B-cells (i.e. depleted CD43"
T-cells/monocytes). The vast majority (>90%) of spleen B-
cells had a mature B220"CD19"IgM*IgD™ phenotype.
The remaining cells consisted of transitional B-cells
(IgM*1gD"). Less than 1% expressed the CD138 plasmo-
cyte antigen (data not shown). Confirming a previous
study [8], ChIP assays indicated that HDAC1 bound to the
3'RR hs1,2 enhancer in LPS-stimulated B-cell splenocytes
(Figure 1(B)). No significant HDAC1 binding was found for
the 3 other 3'RR enhancers (Figure 1(B)). No HDAC2 and
HDAC3 binding to hs1,2 was found (not shown).
Deconstructing the palindromic 3'RR structure by delet-
ing the 5'IRIS [4], precluded hs1,2 HDACT binding (Figure
1(B)). SAHA selectively inhibited HDAC I/l classes. We
thus investigated the role of SAHA on B-cell growth, CSR
and Ig synthesis. As shown in Figure 1(C), SAHA
decreased B-cell growth in two experimental conditions
(LPS+1L4). SAHA decreased IgGs CSR (LPS stimulation)
and increased IgG; CSR (LPS+IL4 stimulation) (Figure
1(Q)). The effects of SAHA on IgGs; and IgG; CSR paral-
leled those on IgGs and IgG; secretion (Figure 1(Q))
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Figure 1. HDAC, HDACi and wt B-cells. (A) IgH locus (not to scale). The locations of V-D-J segments, En enhancer, constant genes
and 3'RR are indicated. The palindromic structure of the IgH 3'RR (to scale) with its four enhancer elements (hs3a, hs1,2, hs3b
and hs4) and the IRIS sequences are represented. (B) HDAC1 fixation on enhancer elements of the 3'RR. ChIP experiméus were
performed on 2-day LPS-stimulated wt B-cell splenocytes (mean = SEM of 5 experiments) and on 2-day LPS-stimulated AIRIS B-cell
splenocytes (mean = SEM of 6 experiments). The mock immunoprecipitation (IP) during ChiP is the control IP to avoid unspecific
antigen-antibody reactions. Quantitative PCR experiments were compared between samples treated with HDAC1 antibodies (white



HDAC/HDACI AND 3'RR IN B-CELL/B-CELL LYMPHOMAS . 3

Figure 1. (Continued)

bars) and unspecific antibodies (mock, black bars). Significance with the student-t-test for paired data. PCR primers for quantitative
PCR are the following: hs4-Fw-ChIP 5'-CCATGGGACTGAAACTCAGGGAACCAGAAC-3’; hs4-Rev-ChIP5'-CTCTGTGACTCGTCCTTAGC-3;
hs3b-Fw-ChIP  5-TGGTTTGGGCCACCTGTGCTGAG-3; hs3b-Rev-ChIP  5'-GGGTAGGGCAGGGATGTT CACAT-3'; hs3a-Fw-ChIP  5-
GGGTAGGGCAGGGATGCTCACAT-3’; hs3a-Rev-ChIP 5'-GCTCTGGTTTGGGGCACCTGTGC-3; hs1,2-Fw-ChIP 5-AGCATACACTGGGACTGG-
3’; hs1,2-Fw-ChIP 5'-CTCTCACTTCCCTGGGGTGTT-3". ChIP experiments were done with HDAC1 (ab7028, Abcam) specific antibodies.
(Q) Influence of SAHA on in vitro B-cell growth, CSR and lg secretion. Proliferation (six replicates) was evaluated with the MTS
assay after 3 days stimulation with LPS (5 pg/ml) £+ IL-4 (20ng/ml) in the presence of 2uM and 200nM SAHA. Results
(mean = SEM of 4 experiments) are reported as % of variations as compared to stimulated cells without SAHA (Mann-Whitney U-
test for significance). 1gG3 CSR (LPS stimulation) and IgG1 CSR (LPS + IL4 stimulation) were evaluated by flow cytometry. Results
are reported as mean £ SEM of 4 and 5 experiments for IgGs and IgG;, respectively (Mann-Whitney U-test for significance). In vitro
Ig secretion was evaluated at day 4 by specific ELISAs. Results are reported as mean + SEM of 4 and 5 experiments for IgGs and
IgG;, respectively (Mann-Whitney U-test for significance). (D) Influence of SAHA on 3'RR eRNAs. Sense (in black) and antisense (in
grey) transcription in two-day LPS (5pg/ml) £ SAHA (200 nM) stimulated B-cell splenocytes of wt mice. One representative experi-
ment out of two (pooled cells from three mice per group) is reported. The locations of the various 3'RR enhancer elements are
reported. (E) Influence of SAHA on IgH locus transcription. IgM and 1gG, sense (in black) and antisense (in grey) transcription in

LPS (5ug/ml) £ SAHA (200 nM) stimulated B-cell splenocytes of wt mice. Same samples as in D.

suggesting that levels of Ig production depend on the
number of switched cells. CSR and Ig synthesis are con-
trolled through IgH locus transcription with 3'RR as a
conductor [1]. RNAseq experiments indicated that SAHA
treatment had no effect on 3'RR activation judging by
the expression of 3'RR sense and antisense enhancer
RNAs (eRNAs) (Figure 1(D)). RNAseq data indicated no
effect on IgM transcription and increased IgG; transcrip-
tion in response to LPS+IL4 (Figure 1(E)). This result
would be related to the increased amount of IgG,
switched cells in response to SAHA. RNAseq experiments
indicated 112 genes down regulated by SAHA with genes
implicated in epigenetic-related processes (Smyd2, Nek2,
Trmt10a, Rnmtl1) and histone markers (Hist1h2ai/2an/
2ah/2ag/2af/2ab/3b/3g) highlighting effectiveness of
SAHA treatment. Seventy seven genes were up regulated
by SAHA including genes of DNA reparation (Msh5) and
inflammation processes (Tnf/Tnfrsf18, Naip5) without evi-
dent links with HDAC/AID pathways and switch processes
(data not shown). Convincing demonstrations of the
essential contributions of 3'RR in B-cell lymphomagenesis
have been provided by knock-in (KI) animal models
which bring the oncogene c-myc under 3'RR transcrip-
tional control [2,9]. We next examined the effect of SAHA
on growth of IgH-KI-c-myc mouse B-cell lymphomas. As
shown in Figure 2(A), results indicated an inconsistent
effect (when wusing iMycEy, iMycCp and iMycCo
IgM*IgD™ B-cell lymphomas) of SAHA on B-cell lymph-
oma growth; some increased their LPS stimulated
growth, some had unchanged growth and some reduced
their growth (despite same B220"IgM*IgD™ mature B-cell
phenotype). ChIP assays indicated no HDAC1 binding to
the 3'RR hs1,2 enhancer in these freshly isolated mice B-
cell lymphomas (Figure 2(B)). In contrast, the histone ace-
tyl transferase (HAT) CBP was recruited to hs3a and hs3b
in IgH-KI-c-myc mature B-cell lymphomas (Figure 2(Q))
when absent in normal mature B-cell splenocytes
(not shown).

We observed that in LPS-activated mature B-cell sple-
nocytes HDACT was recruited to the hs1,2 element of the
3'RR. Evolution maintained the unique 3'RR palindromic
arrangement in mammals suggesting that it is function-
ally significant [10]. Deconstructing the palindromic IgH
3'RR in AIRIS mice strongly impacts its function [4]. In
agreement with this result we report that HDACT is not
efficiently recruited to the hs1,2 enhancer in LPS-stimu-
lated AIRIS B-splenocytes. Histone acetylation has been
associated with key remodeling events of the IgH locus
including CSR [11]. The HDACi SAHA decreased in vitro B-
cell growth in response to various stimulatory conditions.
In contrast, SAHA decreased CSR toward IgGs and stimu-
lated CSR toward IgG;. The effect of SAHA on Ig produc-
tion (stimulation for IgG; and inhibition for IgGs)
paralleled its effect on CSR. This result differs markedly
from previously reported results with primary spleen B-
cells from MRL-lpr mice (a mouse strain prone to develop
an autoimmune disease resembling systemic lupus eryth-
ematosus) [8]. RNAseq analysis of IgH locus transcription
in wt B-cells in response to LPS revealed no evident
effect of SAHA on 3'RR eRNAs suggesting no direct effect
on 3'RR activation. The effect of SAHA on CSR and Ig
production was thus not through a direct effect on 3'RR
activation but through another mechanism (such as iso-
type-dependent acetylation/deacetylation of switch
regions) that remains to be determined. Our results indi-
cated that HDC1 does not bind to the hs1,2 enhancer
element in murine mature B-cell lymphoma; a major dif-
ference compared to stimulated normal mature B-cells.
Another major difference, previously reported with the
human Raji Burkitt’s cell line [12], was the binding of HAT
CBP to hs3a/hs3b enhancers that bound the 3'RR palin-
drome indicating that the HAT/HDAC pathway is not
identically regulated in normal mature B-cells an@¥nature
B-cell lymphomas. Furthermore if mature B-cell growth
was consistently down regulated in vitro by SAHA, this
was not the case in mature B-cell lymphomas where
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Figure 2. HDAC, HDACi and mature B-cell lymphomas. (A) Effect of SAHA on in vitro proliferation of mature B-cell lymphomas.
Freshly isolated B-cell mature B220"CD19"IgM*IgD™ lymphomas from iMycEp, i MycCu and i Myc Co; mice [2] were used. Each
line represents one B-cell lymphoma. Each point represents the % of proliferation in response to LPS with or without 200nM
SAHA (14 different mouse B-cell lymphomas). Each point is the mean of six replicates. B-cell lymphoma proliferation was eval-
uated with the MTS assay The first part of each graph shows the effect of LPS on the B-cell lymphoma proliferation Only B-cells
lymphomas with a higher proliferation in response to LPS were investigated for SAHA treatment to withdrawn lymphomas unable
to survey during the experimental conditions. (B) hs1,2 HDAC1 binding on freshly isolated mouse mature B-cell lymphomas. hs1,2
HDAC1 binding (mean +SEM of 10 experiments) was analyzed by ChIP on freshly isolated mouse mature B-cell lymphomas (sig-
nificance with the Wilcoxon matched paired test) from IgH-KI-c-myc mice. (C) 3'RR enhancer CBP binding on freshly isolated
mouse mature B-cell lymphomas. CBP ChIP experiments were performed on freshly isolated B-cell lymphomas from IgH-KI-c-myc
mice. Mean + SEM of 4 experiments. Significance with the student-t-test for paired data. ChIP experiments were done with CBP

(ab2832) specific antibodies

SAHA sometimes had no effect or a decreased/stimula-
tory effect without evident links to a B-cell lymphoma
phenotype. This effect is consistent with the fact that
despite similar primom movens (c-myc insertion in the
IgH locus) mature B-cell lymphomas arise with different
kinetics, Kl67 indices and locations due to the numerous
different oncogenic hits favoring lymphoma emergence
[2]. Our results clearly indicated that even though SAHA
affects normal mature B-cell growth [13], this effect is not
consistently found in mature B-cell lymphomas and that
trying to use HDACi to down regulate 3'RR activation in
order to down regulate its effect on oncogene transcrip-
tion (c-myc in  our animal models) is utopic.
Translocations in B-cell lymphomas undoubtedly induce
epigenetic changes [14] and epigenetic drugs targeting
histone acetylation (HDACi) are already used to treat sev-
eral lymphoid malignancies [15]. The precise mechanism
underlining their beneficial use remains to be elucidated

but is clearly not mediated by direct action on IgH 3'RR
enhancers. As the HAT CBP, rather than HDACI1, was
recruited to the 3'RR in mature B-cell lymphomas but not
normal mature B-cells, it would be interesting to see
whether targeting CBP would be active against B-cell
lymphomas. It is possible that recruitment of CBP, instead
of HDAC1, causes the intrinsic resistance to HDAC inhibi-
tors in some types of B-cell lymphomas.

In this study only mature splenic
B2207CD19"IgMtIgD™" wt B-cells were specifically consid-
ered because 3'RR is the major driver of CSR and Ig syn-
thesis. It is also why we explored HDAC binding and
HDACi effects only in mature B-cell lymphomas
(B2201IgMtIgD™). It is evident that similar studies on the
whole spectrum of B-cell subsets (from pro-BGéells to
plasmocytes) and B-cell lymphomas would be of interest.
Finally, despite wide functional/structural similarities
between mouse and human 3'RR [10], our results cannot



be directly translated into human counterparts requiring
further studies to clarify this point.
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Abstract

Numerous B-cell lymphomas feature translocations linking
oncogenes with the immunoglobulin heavy chain (IgH) locus.
Epigenetic drugs such as histone deacetylase inhibitors (HDACI)
have been approved to treat certain T-cell and B-cell
lymphomas. Transcription, accessibility and remodelling of the
IgH locus are under the control of the potent cis-acting 3’
regulatory region (3’RR) suggesting that its targeting would be
of therapeutic interest to reduce oncogenicity in vivo. We thus
investigated HDAC recruitment and HDACi effects on 3’RR
activation in normal mature mouse B-cells and whether or not
results paralleled those obtained with mature mouse B-cell
lymphomas. HDAC1 was recruited to the hsl,2 enhancer
element in the centre of the 3’RR palindromic structure during
mouse B-cell activation. The HDACI SAHA
(suberanilohydroxamic acid) reduced B-cell growth and affected
B-cell class switch recombination (CSR) in an isotype-dependent
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manner (decreased 1gG; and increased 1gG;) without any
obvious effect on complete IgH locus transcription (including
3’RR eRNA production). Results were markedly different in
mature mouse B-cell lymphomas with no HDAC1 recruitment to
the 3’RR but recruitment of the CBP histone acetyl transferase
(HAT) to hs3a and hs3b elements bordering the 3’RR
palindromic structure. No corresponding effect of SAHA on in
vitro growth of freshly isolated B-cell lymphomas was found. In
conclusion, differences in HDAC recruitment and HDACI
effects exist between normal mature B-cells and mature B-cell
lymphomas. The precise mechanism underlining beneficial use
of HDACI to treat several B-cell lymphoid malignancies remains
to be elucidated but is clearly not mediated by direct action on
IgH 3’RR enhancers.

Introduction

After encountering antigen, B-cells undergo class switch
recombination (CSR) that substitutes the constant (C), gene with
C,, C. or C,, thereby generating 19G, IgE and IgA antibodies
with new effector functions but the same antigenic specificity
[1]. CSR is controlled in cis by the immunoglobulin heavy chain
(IgH) 3’regulatory region (3’RR) that is essential to target the
DNA-editing enzyme activation-induced deaminase (AID) onto
DNA switch (S) acceptor regions [2,3]. The 3’RR is a complex
element with four transcriptional enhancers (namely hs3a, hsl,2,
hs3b and hs4) encompassed in a unique and functional 3D
palindromic architecture [4,5]. The 3’RR has transcriptional
activator activity from immature to mature B-cell stages [6,7]
and is the conductor for Ig production [8]. Histone deacetylase
inhibitors (HDACI) are a class of compounds reported to
modulate gene expression by remodelling chromatin
accessibility. HDACI are reported to affect in vivo and in vitro
B-cell responses [9,10]. HDACI are approved for treating certain
T-cell and B-cell lymphomas [11,12]. Deciphering the molecular
events or mechanisms that underlie the B-cell HDACi-induced
effect is of interest not only for basic B-cell immune responses
but also for a better understanding of the rationale for the use of
HDACi in B-cell lymphoma treatment. HDAC1 has been
previously reported to bind to the IgH 3’RR during B-cell
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activation suggesting a direct role for HDAC recruitment on
3’RR regulatory functions [9]. The aim of this study was to
determine if the effect of the HDACi SAHA on B-cell responses
IS mediated by a direct effect on the IgH locus through a
repressive effect on 3’RR enhancer activation or to a more
pleiotropic effect on all cell proliferation/activation/survival
pathways.

Material and Methods

Mice - 129 wt mice and AIRIS mice [4] were used. Mice were
housed and procedures were conducted in agreement with
European Directive 2010/63/EU on animals used for scientific
purposes applied in France as the « Décret n°2012-118 du 1*
février 2013 relatif a la protection des animaux utilisés a des fins
scientifigues  ».  Accordingly, the present  project
(APAFiS#13855) was authorized by the « Ministére de
I'Education Nationale, de I'Enseignement Supérieur et de la
Recherche ».

Spleen Cell Cultures for Growth, CSR and Ig
Determinations - Single-cell suspensions of CD43" spleen cells
of wt mice (8-12 week old, males and females) were cultured 3
days at 1x10° cells/ml in RPMI 1640 with 10% foetal calf serum
(FCS), 5ug/ml LPS with or without 20ng/ml 1L4 (PeproTech,
Rocky Hill, NJ) in the presence or not of various concentrations
of SAHA. At day 3, cell proliferation (six replicates) was
evaluated using the MTS assay. At day 4, CSR was evaluated by
incubating cultured spleen B-cells with anti-B220-SpectralRed
(PC5)-labelled antibodies (Biolegend, ref: 103212), anti-lgG;-
(ref: 107020) and anti-lgGs- (ref: 110002) fluorescein-
isothiocyanate (FITC)-labelled antibodies (Southern
Biotechnologies) and analyzed on a Fortessa LSR2 (Beckton-
Dickinson). At day 3, 1x10° cells were cultured for 24 hours in
growth medium without LPS/cytokine/SAHA. Supernatants
were recovered and stored at -20°C until used for Ig
guantification (ELISA assays specific for 1gG; and 1gGs) [3,13].
In a separate set of experiments spleen B-cells were directly
labelled with anti-B220-, anti-CD19-, anti-lgM-, anti-IgD- and
anti-CD138- antibodies to assess the percentage of transitional
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B-cells (B220"CD19°IgM"IgD"), mature B-cells
(B220"CD19"IgM"IgD") and plasma B-cells
(B220"CD19°CD138") in our experimental conditions.

ChIP Experiments - Single-cell suspensions of CD43" spleen
cells from wt mice and AIRIS mice were cultured 2 days at 1x10°
cells/ml in RPMI 1640 with 10% FCS and 5ug/ml LPS. ChIP
experiments were done as previously described [3] with HDACL1
(ab7028, Abcam), HDAC2 (ab7030), HDAC3 (ab7029), CBP
(ab2832) and PCAF (ab12188) specific antibodies. PCR primers
for quantitative PCR were the following: hs4-Fw-ChIP 5'-
CCATGGGACTGAAACTCAGGGAACCAGAAC-3'; hs4-Rev-
ChIP 5-CTCTGTGACTCGTCCTTAGC-3"; hs3b-Fw-ChIP 5'-
TGGTTTGGGCCACCTGTGCTGAG-3’; hs3b-Rev-ChIP 5'-
GGGTAGGGCAGGGATGTTCA CAT-3; hs3a-Fw-ChIP 5'-
GGGTAGGGCAGGGATGCTCACAT-3; hs3a-Rev-ChIP 5'-
GCTCTGGTTTGGGGCACCTGTGC-3;  hsl,2-Fw-ChIP  5'-
AGCATACACTGGGACTGG-3; hs1,2-Fw-ChlP 5'-
CTCTCACTTCCCTGGGGTGTT-3.

RNAseq Experiments - CD43" splenocytes were obtained from
wt mice after 48h of in vitro stimulation (1x10° cells/ml in RPMI
1640 with 10% FCS) with 5ug/ml LPS + 200 ng/ml SAHA.
RNA was extracted using miRNeasy kit from QIAGEN,
according to the manufacturer’s instructions. Two pooled RNAs
(each with three samples) were obtained for each stimulatory
condition. RNA libraries were obtained using TruSeq Stranded
Total RNA with Ribo-Zero Gold (Illumina), according to the
manufacturer’s instructions. Libraries were sequenced on a
NextSeq500 sequencer, using NextSeq 500/550 High Output Kit
(IMMumina) (Nice Sophia-Antipolis Functional Genomics
Platform, France). Illumina NextSeq500 paired-end 2x150nt
reads were mapped with STAR release v2.4.0a versus mml10
with gene model from Ensembl release 77 with default
parameters. RNAseq data were deposited with the accession

number GSE169690
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE1696
90) and GSE169691

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE1696
91).
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Mature B-Cell Lymphomas - Freshly isolated B220IgM*1gD*
mature B-cell lymphomas were obtained from iMycC,,
IMycE, and iMycC, mice [14-18]. ChIP experiments and
proliferation studies were performed as for mature wt B-cells.

Results

HDAC1 is Recruited to the 3’RR hs1,2 Enhancer - A
schematic representation of the IgH locus (not to scale) is shown
in Figure 1A. The IgH 3’RR palindromic structure (to scale)
with its four enhancer elements (hs3a, hsl,2, hs3b and hs4) and
the IRIS sequences are represented. In this study we investigated
CD43" mature spleen B-cells (i.e., depleted CD43™ T-cells and
monocytes). About 90% of spleen B-cells had a mature
B220"CD19'IgM*IgD" phenotype. The remaining cells consisted
of transitional B-cells (IgM*IgD"). Less than 1% expressed the
CD138 plasmocyte antigen (Figure 1B). Confirming a previous
study [9], ChIP assays indicated that HDAC]1 binds to the 3’RR
hsl1,2 enhancer in LPS-stimulated mature B-cell splenocytes
(Figure 2A). No significant HDACL1 binding was found for the 3
other 3’RR enhancers (i.e., hs3a, hs3b and hs4). No hsl,2
HDAC1 binding was found in resting B-cell splenocytes (data
not shown). In similar LPS-stimulated conditions no significant
HDAC?2 and HDAC3 binding to hs1,2 was found (Figure 2A).
Deconstructing the palindromic 3°’RR structure by deleting the
5’IRIS [4] precluded hsl,2 HDAC1 binding in mature B-cell
(Figure 2B).

SAHA Effect on In Vitro Mature B-Cell Proliferation, CSR
and Ig Synthesis - SAHA selectively inhibits HDAC | (such as
HDACL1) and Il classes. We thus investigated the role of SAHA
on mature B-cell growth, CSR and Ig synthesis. As shown in
Figure 3A, MTS assay indicated that SAHA decreased B-cell
growth in a dose-dependent manner in two experimental
conditions (LPS £ IL4). Flow cytometry analysis indicated that
SAHA decreased 1gG; CSR (LPS stimulation) and increased
IgG; CSR (LPS+IL4 stimulation) (Figure 3B). ELISA
experiments indicated that SAHA effects on IgG; and 1gG; CSR
paralleled those on 1gG; and 1gG; secretion (Figure 3C)
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suggesting that levels of Ig productions depend on the number of
switched cells.
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Figure 1: IgH locus and mature spleen B-cells. A: IgH locus (not to scale). The
locations of variability (V), diversity (D), junction (J) and constant segments
are indicated as well as 5’Ep and 3°’RR enhancers. The palindromic structure of
the IgH 3’RR (to scale) with its four enhancer elements (hs3a, hs1,2, hs3b and
hs4) and the IRIS sequences are represented.

B: Surface phenotype of CD43" spleen B-cells. % of IgM*IgD" and IgM*IgD"
cells were determined after gating on B220°CD19" cells. The following
labelled antibodies were used: B220-bv510, CD19-PE, IgM-FITC, IgD-bv421
and CD138-APC. Results are representative of 4 mice. Results are reported as
mean + SEM of 4 experiments.
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Figure 2: HDAC and 3’RR enhancers. A: HDAC1, HDAC2 and HDAC3
fixation on enhancer elements of the 3’RR. ChIP experiments were performed
on 2-day LPS-stimulated spleen B-cells. Mean + SEM of 5 experiments
(significance with the student-t-test for paired data). The mock IP during ChIP
is the control IP to avoid nonspecific antigen-antibody reactions. Another
antibody (anti mouse rabbit 1gG) which does not specifically bind HDAC was
used. Quantitative PCR experiments were compared between samples treated
with HDAC antibodies (white bars) and unspecific antibodies (mock, black
bars). B: The 3’RR in AIRIS mice (to scale). HDAC1 fixation on the hsl,2
enhancer was studied on 2-day LPS-stimulated spleen AIRIS B-cells. Mean +
SEM of 6 experiments (significance with the student-t-test for paired data).
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Figure 3: Influence of SAHA on in vitro mature B-cell growth, CSR and Ig
secretion. A: Influence of SAHA on in vitro mature B-cell growth. Proliferation
(six replicates) was evaluated by the MTS assay after 3 days stimulation with
LPS (5 wg/ml) = IL-4 (20 ng/ml) in the presence of various SAHA
concentrations. Results (mean + SEM of 4 independent experiments) are
reported as % of variations as compared to stimulated cells without SAHA.
Mann-Whitney U-test for significance. B: Influence of SAHA on in vitro
mature B-cell CSR. Spleen B-cells were stimulated as in A. 1gG; CSR (LPS
stimulation) and 1gG; CSR (LPS+IL4 stimulation) were evaluated by flow
cytometry. Cells gated on B220" and/or CD138" cells were labelled with anti-
IgM, anti-1gG; and anti-1gG; antibodies. A typical flow cytometry phenotyping
was reported for each stimulatory condition. Results are reported as mean +
SEM of 4 and 5 independent experiments for 1gG; and 1gG,, respectively.
Mann-Whitney U-test for significance. C: Influence of SAHA on in vitro Ig
secretion. Spleen B-cells were stimulated as in A and Ig secretion was
evaluated at day 4 by specific ELISAs. Results are reported as mean + SEM of
4 and 5 independent experiments for 1gG; and 19G;, respectively. Mann-
Whitney U-test for significance.
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SAHA Effect on IgH Locus Transcription - CSR and Ig
synthesis are controlled through IgH locus transcription with
3’RR as a conductor [8, 13]. We then determined if the effect of
SAHA on B-cell responses was mediated through an overall
down regulation of IgH locus transcription and/or a specific
targeting of 3’RR activation assessed through generation of
enhancer RNA (eRNA). RNAseq experiments indicated that
SAHA treatment had no effect on 3’RR activation judging by the
expression of 3’RR eRNA (both sense and antisense) (Figure 4).
Since the 3’RR controls IgH locus transcription, the lack of
SAHA effect on 3’RR activation was consistent with the absence
of obvious effects of SAHA on 1,-C,s transcription (LPS
stimulation) and 1,,-C,; transcription (LPS+IL4 stimulation) of
the IgH locus (Figure 4). We next analyzed genome-wide gene
expression between LPS- and LPS+SAHA-treated mature spleen
B-cells. Data indicated 112 down-regulated genes by SAHA
(log2 fold change threshold > 1, adjusted p value <0.05) (Table
1). Numerous genes were implicated in growth processes, in
epigenetic-related processes (Smyd2, Nek2, Trmtl0a, Rnmtl1l)
and histone markers (Histlh2ai/2an/2ah/2ag/2af/2ab/3b/3Q)
highlighting efficiency of SAHA treatment. Seventy seven genes
were up-regulated in response to SAHA but without evident
links to HDAC/AID pathways and switch processes (Table 2).
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Table 1: Down-regulated genes in response to SAHA. CD43" spleen B-cells were stimulated for 2-day with LPS + SAHA. Genes implicated in growth processes are
colored in yellow. Genes implicated in epigenetic-related processes and histone markers are colored in bleu. Log2 fold change threshold > 1 and adjusted p value <0.05.

Down regulated genes
Genes log2 fold P adjusted Genes log2 fold P adjusted Genes log2 fold P adjusted
change change change
Hspdl -1.11 4.15e-6 Cdca8 -1.05 7.90e-4 Kpna2 -1.07 4.63e-6
Sgol2a -1.03 0.001 Recl -1.05 3.07e-5 Birc5 -1.07 9.03e-5
Ctlad -1.71 0.004 Sesn2 -1.27 0.006 Idi1 -1.03 1.99-4
1110 -1.28 3.07e-5 Hmgn2 -1.10 5.94e-5 Hist1h2ai -1.00 0.002
Aspm -1.08 6.00e-5 Alpl -1.15 0.001 Hist1h2an -1.18 8.18e-4
Nuf2 -1.01 0.001 Cldn12 -1.10 0.036 Hist1h2ah -1.29 1.89%-4
Cenpf -1.06 1.55e-4 Dbf4 -1.00 1.45e-4 Histlh2ag -1.12 0.002
Smyd2 -1.26 0.001 Ncapg -1.10 6.00e-5 Hist1h2af -1.34 6.22e-6
Nek2 -1.01 0.001 Adapl -1.01 0.002 Hist1h3g -1.00 0.001
Suv3oh2 -1.12 0.011 Asns -1.41 9.08e-8 Hist1h2ab -1.21 1.14e-4
Sapcd2 -1.07 0.034 RP23-5D6.6 -1.59 0.048 Hist1h3b -1.25 3.07e-5
Snoral7 -1.00 0.047 Ptgir -1.35 4.06e-4 Eeflel -1.15 1.64e-4
Pkp4 -1.26 0.008 Slco3al -1.24 0.001 Cenpp -1.13 0.011
Kif18a -1.12 1.06e-4 Prcl -1.19 2.51e-5 Nfil3 -1.64 0.001
Aven -1.05 0.013 Lrrc32 -1.22 0.025 Tripl3 -1.13 9.03e-5
Chacl -2.14 1.14e-4 Plk1 -1.09 0.001 Ccenbl -1.33 2.09e-8
Qip5 -1.03 0.010 Fbxo5 -1.13 4.94e-4 Ppap2a -1.03 0.021
Nusapl -1.09 3.07e-5 Prdm1 -1.43 1.65e-5 Rrm2 -1.05 8.49-5
Bubl 133 2.03e-5 Ppal -1.22 1.31e-6 1d2 -1.10 0.033
Eif2s2 -1.00 9.03e-5 Dna2 -1.06 0.002 Mis18bpl -1.25 2.03e-5
Fam83d -1.16 0.013 Cdkl -1.21 4.72e-7 Cdc45 -1.05 2.79-4
Mybl2 -1.08 3.18e-4 Hsp90b1 -1.04 1.08e-4 Tfrc -1.03 3.07e-5
Ube2c -1.10 4.20e-5 Parpbp -1.01 0.016 Sgoll -1.32 7.60e-5
Pfdn4 -1.08 0.005 Nup37 -1.05 0.001 Kif20a -1.15 7.85e-4
Aurka -1.21 9.24e-5 Hmgb2 -1.11 6.66e-4 Tubb6 -1.33 0.014
Cfp -1.48 4.44e-6 Neto2 -1.09 0.031 Skal -1.07 0.006
Kif4 -1.01 4.10e-4 Cenpn -1.07 0.009 Kifll -1.09 1.03e-5
Slc7a3 -1.60 3.73e-6 Slc7a5 -1.11 0.001 Slc35g1 -1.16 0.036
Siahlb -1.15 0.015 Cdkn3 -1.24 0.010 Psmc3ip -1.15 0.003
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Fabp5 -1.19 0.002 Ska3 -1.22 0.001 Mfsd2a -1.18 0.004
Ect2 -1.15 2.3%-5 Pbk -1.08 0.001
Ccna2 -1.06 8.66e-6 Spc24 -1.08 2.79-4
Plk4 -1.02 1.48e-4 H2afx -1.06 2.66e-4
Fam46c -1.60 9.08e-8 Kif23 -1.24 1.01e-5
Slc16al -1.04 3.54e-5 Ccnb2 -1.01 4.67e-4
Cenpe -1.02 3.40e-4 Traip -1.01 0.006
Trmtl0a -1.00 0.006 Pnol -1.02 4.68e-4
Depdcla -1.05 0.002 Hmmr -1.07 9.03e-5
Ccne2 -1.02 0.001 Rnmtl1 -1.10 0.013
Kif2c -1.08 0.001 Tmem97 -1.13 2.06e-4
Cdc20 -1.37 4.19e-6 Top2a -1.02 8.66e-6

Table 2: Up-regulated genes in response to SAHA treatment. Same cells as in Table 1. Log2 fold change threshold > 1 and adjusted p value <0.05.

Up-regulated genes
Genes log2 fold change P adjusted genes Ior?:nfoeld P adjusted

Dst 151 0.012 Tsc22d1 1.45 : 0.006
Bmpr2 1.75 0.015 Ddx25 1.45 0.036
Mroh2a 2.35 0.010 Cyp4f18 1.50 2.72e-7
Mrl 111 0.047 Lpcat2 1.78 0.004
Pbx1 2.23 0.026 Fam65a 153 0.023
Cr2 1.22 9.08e-8 Cbfa2t3 1.32 0.045
Ralgps1 1.29 0.037 Zfhx2 1.26 0.025
Gsn 1.53 6.22e-6 Slc9a9 2.54 2.796e-4
Cers6 1.06 0.015 Abhdl14b | 1.63 0.045
Ttn 2.20 0.023 Fbxw10 1.87 0.048
Accs 1.10 0.033 Cacnbl 1.83 0.041
Slpi 1.52 0.005 Kifl9a 255 0.004
Arhgap6 1.28 0.033 Rab37 1.56 0.030
Mami3 1.13 0.033 Sox4 1.29 0.049
Cd1d1 1.22 0.001 Pdlim7 1.09 0.037
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Tspan2 1.02 0.008 Naip5 1.20 0.016
Rwdd3 1.29 0.037 Zfp3611 1.02 8.89%e-5
Sitl 1.19 0.031 1ft43 2.29 0.037
Mir5120 1.43 0.032 Lifr 2.35 0.040
Whrn 1.52 0.001 Mapk11 1.03 0.005
Rnull 111 0.005 Igic4 1.99 0.048
Ahdcl 113 0.031 Lamp3 1.70 0.035
Padi2 1.50 0.044 Bcl6 1.15 9.493e-4
Tnfrsf18 1.94 0.003 BC051142 | 1.61 0.026
Gsap 1.33 8.52e-4 Msh5 1.24 0.035
Afapl 2.09 0.018 Tnf 112 7.90e-4
Antxr2 1.02 0.034 Lta 1.24 0.041
Rasgeflb 113 7.46e-4 Gabbrl 1.23 0.028
Gbp8 2.32 3.99¢-4 Crisp3 1.49 7.90e-4
Clip2 1.65 0.018 Cxxc5 1.01 0.006
Hipl 1.48 0.002 Clcfl 1.03 0.002
Vamp5 1.40 0.032 Ifitlbl1 1.06 0.017
Pex26 1.30 0.048 Grk5 1.26 0.044
Tmem1470s 1.49 0.043 mt-Tq 1.39 0.016
Arrbl 113 0.001 Evis| 1.21 0.032
Trim3 1.29 0.048

Shf2 112 0.003

Rassf7 1.35 0.040

Marcks 1.24 2.03e-5

SmpdI3a 1.07 0.012

Gdf1l 1.04 0.001

Fcer2a 117 1.67e-6
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Figure 4: Influence of SAHA on IgH locus transcription. Upper panel: Effect
of SAHA on 3’RR eRNA. Sense (in black) and antisense (in grey) transcription
in two-day LPS (5ug/ml) + SAHA (200 nM) stimulated mature B-cell
splenocytes from wt mice. One representative experiment out of 2 is reported
(pooled cells from three mice per group). The locations of hs3a, hsl1,2, hs3b
and hs4 enhancer elements of the 3’RR are shoxn. Lower panels: Effect of
SAHA on |,3-C,; transcription (LPS stimulation) and 1,,-C,; transcription
(LPS+IL4 stimulation). One representative experiment out of 2 is reported.

SAHA and in vitro B-Cell Lymphoma Proliferation -
Convincing demonstrations of the essential contributions of the
3’RR in mature B-cell lymphomagenesis have been provided by
knock-in (KI) animal models which bring the oncogene c-myc
under 3’RR transcriptional control (such as for iMycC,,
IMycE, and iMycC, mice) [14-18]. We next examined the effect
of SAHA on growth of mature mouse B-cell lymphomas
(B220"CD19%IgM*IgD") induced after c-myc insertion into the
IgH locus. As shown in Figure 5A, and in contrast to normal
mature B-cells, results clearly indicated an inconsistent SAHA
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effect on mature B-cell lymphoma growth; some lymphoma
samples increased their LPS stimulated growth in response to
SAHA, some had unchanged growth and some reduced their
growth (despite the same IgM*IgD" mature B-cell phenotype).
ChIP assays indicated no HDACI1 binding to the 3’RR hs1,2
enhancer in these freshly isolated mature mouse B-cell
lymphomas (Figure 5B).
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Figure 5: Influence of SAHA on proliferation of c-myc-induced mature B-cell
lymphomas. A: Freshly isolated mature B-cell lymphomas from iMycE,,
iMycC,, and iMycC, mice were used. Each line represents one B-cell
lymphoma. Each point represents the % proliferation in response to LPS with
or without SAHA (10 and 14 different mouse B-cell lymphomas for 2mM
SAHA and 200 nM SAHA, respectively). Each point is the mean of six
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replicates. Proliferation of B220"IgM*IgD" B-cell lymphomas was evaluated
with the MTS assay The first part of each graph shows the effect of LPS on B-
cell lymphoma proliferation (to ensure that B-cell lymphomas remain alive
after 3 days of in vitro growth). Thus all tested lymphomas had a percentage of
proliferation higher than their controls without LPS (indicated as 100%). Only
B-cells lymphomas with a higher proliferation in response to LPS were
investigated for SAHA treatment to withdraw lymphomas unable to survive
under the experimental conditions. B: hs1,2 HDAC1 binding in mature mouse
B-cell lymphomas. ChlP experiments were performed on freshly isolated B-cell
lymphomas from iMycE,, iMycC, and iMycC, mice. Mean + SEM of 10
experiments (no significance with the Wilcoxon matched paired test). See
legend to Figure 1 for mock explanation.

CPB is recruited to the hs3a and hs3b Enhancer in Freshly
Isolated Mature Mouse B-Cell Lymphomas - Histone acetyl
transferases (HATs) and HDACs act in concert to remodel
chromatin and alter gene expression. CBP HAT binding to the
hs3 enhancer was reported in Raji cells (a human Burkitt’s cell
line) [19]. As reported in Figure 6A, CBP was recruited to hs3a
and hs3b in freshly isolated B-cell lymphomas. However, PCAF,
another HAT, was not (data not shown). In contrast to B-cell
lymphomas, no significant CBP binding was found in normal
resting B-cell splenocytes or after 2-days LPS-stimulation
(Figure 6B).
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Figure 6: CBP fixation on 3’RR in freshly isolated mature B-cell lymphomas
and wt B-cells. A: CBP ChIP experiments were performed on freshly isolated
B-cell lymphomas from transgenic mice bearing c-myc in various locations of
the IgH locus (iMycE,, iMycC, and iMycC, mice). Mean + SEM of 4
experiments. Significance with the student-t-test for paired data. B: CBP ChIP
experiments were performed on 2-day LPS-stimulated spleen B-cells. Mean +
SEM of 5 experiments (significance with the student-t-test for paired data). See
legend to Figure 1 for mock explanation.

Discussion

The balance between acetylation and deacetylation of chromatin
histone proteins and non-histone proteins controls gene
expression regulation. HATs and HDACs are chromatin-
modifying enzymes. Their interplay regulates the action of
numerous signal transducers and activators of transcription with,
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in the end, potent effects on a wide range of cell processes such
as cell cycle, cell death, differentiation, immune response and
cancer. HDACI have been approved as additional treatment for
lymphomas [11,12]. HDACi are reported to affect B-cell
responses both in vivo and in vitro. We studied the relationship
between the HAT/HDAC pathway and 3°’RR enhancers of the
IgH locus during normal mature B-cell responses and mature B-
cell lymphoma growth.

As previously reported [9], we observed that in LPS-activated
mature B-cell splenocytes HDAC1 was recruited to the hsl,2
element of the 3’RR as determined by ChIP assays. In similar
experimental conditions, other members of HDAC class | with
ubiquitous tissue distribution such as HDAC2 and HDAC3 were
not recruited to the 3’RR. The mouse 3’RR contains four
enhancer elements with hsl1,2 flanked by IRIS sequences and the
center of a 25-kb palindrome bordered by two hs3 enhancer
inverted copies (hs3a and hs3b). Evolution maintained this
unique palindromic arrangement in mammals suggesting that it
is functionally significant [20]. Deconstructing the palindromic
IgH 3°’RR in AIRIS mice strongly impacts its function [4]. In
agreement with this latter result we report that HDAC1 is not
efficiently recruited to the hsl,2 enhancer in LPS-stimulated
AIRIS mature spleen B-cells.

Histone acetylation has been associated with key remodelling
events of the IgH locus including CSR [21]. We examined the
role of the HDACi SAHA in B-cell growth, CSR, Ig production
and IgH locus transcription. SAHA decreased in vitro mature B-
cell growth in a dose dependent manner and in response to
various stimulatory conditions. In contrast, SAHA decreased
CSR toward IgG; and stimulated CSR toward 1gG;. The effect of
SAHA on Ig production (stimulation for 1gG; and inhibition for
1gG;) paralleled its effect on CSR. Thus the elevated production
of IgG; in response to SAHA was due to an increased level of
IgG; switched cells. In turn, reduced production of IgG; in
response to SAHA was due to decreased amounts of IgG;
switched cells. This result differs markedly from previously
reported results with primary spleen B-cells from MRL-Ipr mice
(a mouse strain prone to develop an autoimmune disease
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resembling systemic lupus erythematosus) where the HDACI
Trichostatin A (TSA) inhibited both germline and post-switch y1
and y2a transcription suggesting that inhibition of HDAC
activity can downregulate gene transcription [9]. RNAseq
analysis of transcription at the IgH locus of wt mature spleen B-
cells in response to LPS revealed no evident effect of SAHA on
transcription at the IgH locus in 1,5-C,3 regions (nor in 1,4-C,
regions in response to LPS+IL4 stimulation). Furthermore, 3’RR
eRNAs were not affected by SAHA treatment suggesting no
direct effect on 3’RR activation. The effect of SAHA on CSR
and Ig production is thus not through a direct effect on 3’RR
activation but through another mechanism (such as isotype-
dependent acetylation/deacetylation of S regions) that remains to
be determined. Genome-wide gene expression analysis in
response to SAHA indicated several down-regulated genes
implicated in growth processes, a result that fitted well with the
effect of SAHA as an inhibitor of cell proliferation. Similarly
several down-regulated genes linked to epigenetic-related
processes were found highlighting efficiency of SAHA treatment
on mature B-cell responses.

Deciphering the mechanism that underpins the B-cell HDACI-
induced effect is also of interest for a better understanding of the
rationale for use of HDACI to treat B-cell lymphomas. Our
results indicated that HDC1 does not bind to the hs1,2 enhancer
element in freshly isolated mature mouse B-cell lymphomas with
a c-myc insertion in the IgH locus; a major difference compared
to results of stimulated normal mature B-cells. Another major
difference was the binding of the HAT CBP to hs3a and hs3b
enhancers that bounder the 3’RR palindrome indicating that the
HAT/HDAC pathway is not identically regulated in stimulated
normal mature B-cells and freshly isolated mature B-cell
lymphomas. Furthermore if normal mature B-cell growth was
consistently down regulated in vitro by SAHA, this was not the
case in freshly isolated mature B-cell lymphomas where SAHA
sometimes had no effect or a decreased/stimulatory effect
without evident links to a B-cell lymphoma phenotype. This
effect is consistent with the fact that despite similar “primom
movens” (the insertion of c-myc in the IgH locus) B-cell
lymphomas arise with different kinetics, various KI67 indices
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and different locations due to the numerous different oncogenic
hits favouring lymphoma emergence. Our results clearly
indicated that even though SAHA affects normal mature B-cell
growth, this effect is not consistently found in mature B-cell
lymphomas and that trying to use HDACi to down regulate 3’RR
activation in order to down regulate its effect on oncogene
transcription (c-myc in our animal models) is utopic.

Important differences thus exist concerning the effect of SAHA
on proliferation of wt mature B-cells vs mature B-cell
lymphomas. Differences are also documented concerning the
recruitment of CBP/HDACI1 to the IgH 3’RR. We report an
isotype-effect of SAHA on B-cell CSR and no effect of SAHA
on IgH locus transcription. SAHA effects are not mediated by
down-regulation of 3’RR transcriptional activity in normal
mature B-cells. Previous studies with transgenic mice bearing an
IgH with an inserted c-myc (i.e. under transcriptional
dependence of the 3’RR) have suggested that targeting the 3°’RR
would be of interest in order to down regulate c-myc deregulated
transcripts leading to B-cell lymphomagenesis [14,18,22]. Our
present results argue against this hypothesis. Translocations in
B-cell lymphomas undoubtedly induce epigenetic changes [23]
and epigenetic drugs targeting histone acetylation (HDACI) and
histone methylation (EZH2 inhibitors) are already used to treat
several B-cell lymphoid malignancies [11,12]. The precise
mechanism underlining their beneficial use remains to be
elucidated but is clearly not mediated by direct action on IgH
3’RR enhancers.

Only one HDACI (i.e., SAHA, a pan-HDACI) was investigated
in this study, which might limit the generalization of our results
across different HDACI (particularly pan-HDACI vs class I-
specific inhibitors). HDACI are approved for treatment of certain
lymphomas but their narrow therapeutic index limits their use.
Inconsistent effects of HDACI treatments have been reported
[12] and HDACI are found to synergize with other treatments
such as PD1 blockade [24]. As the HAT CBP, rather than
HDAC1, was recruited to the 3'RR in mature B-cell lymphomas
but not normal mature B cells, it will be interesting to see
whether targeting CBP would be active against mature B-cell
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lymphomas. It is possible that recruitment of CBP, instead of
HDAC1, causes the intrinsic resistance to HDACI in some types
of B-cell lymphomas.

In this study only wt mature spleen IgM*IgD* B-cells were
specifically considered because the 3’RR is the major driver of
CSR and Ig synthesis. It is also why we explored HDAC binding
and HDACIi effects only in mature B-cell lymphomas
(B220"IgM*IgD"). It is evident that similar studies on the entire
spectrum of B-cell subsets (from pro-B cells to plasmocytes) and
B-cell lymphomas would be of interest. Finally, despite wide
functional/structural similarities between mouse and human
3’RRs [20], our results cannot be directly translated into human
counterparts requiring further studies to clarify this point.
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Article 4 : Homozygous iMycCa transgenic mice as a

model of plasma B-cell lymphomas

La majorité des lymphomes développés par nos modeéles murins présentent un profil
mature IgM™ IgD". Seul un faible pourcentage est CD138%. Les souris Cmyc-Ca ex-
priment naturellement un plus grand nombre de cellules B CD138" dans la rate et dans
la moelle osseuse. Dans l'optique de développer un modéle murin de myélome, nous
avons mis ces souris dans un fond homozygote pour accentuer le phénotype CD138% de
leur LB et tenter la mise au point d’'un modéle murin de lymphomes B de phénotype

plasmocytaire CD1387.
Nos résultats montrent que :

1. L’insertion de c-myc en Ca dans les deux alléles n’impacte pas la lymphopoiéese
B ni le déroulement des commutations de classes mais affecte négativement
la production d’Ig du fait d'un role isolateur du c-myc inséré. Les cellules B
des souris Cmyc-Ca se différencieraient alors davantage en plasmocytes afin de

compenser ce défaut de synthése d’Ig.

2. Les souris Cmyc-Ca homozygotes développent relativement rapidement des lym-
phomes avec une moyenne d’émergence de 6 mois contre 13 mois chez les souris

hétérozygotes. Ils présentent majoritairement un profil plasmocytaire C' D138,

3. L’analyse du taux de protéine c-myc dans les lymphomes CD138" a permis de
distinguer deux sous-populations. L'une exprime fortement c-myc pendant que
I’autre ne 'exprime que faiblement. Toutefois 1’analyse transcriptomique n’a
révélé qu'une faible différence entre ces deux groupes (une vingtaine de génes

differentiellement exprimés).

4. Cette méme analyse a permis de souligner d’importantes différences dans les
voies dérégulées dans les lymphomes CD138™ et CD138* des souris Cmyc-Ca
homozygotes. Ces derniers présentent une signature moléculaire proche de celle

du myélome multiple (MM) humain et éloignée du Burkitt humain.

En conclusion, les souris Cmyc-Ca s’avérent étre un intéressant modéle (myélome-
like) pouvant étre utilisé dans des études visant, entre autres, a développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques. Ces résultats font I’'objet d’un article en soumission présenté

ci-apres.
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ABSTRACT

Chromosomal translocations linking various oncogenes (such as c-myc) to transcriptional
enhancers of the immunoglobulin heavy chain (IgH) locus are often implicated as the cause of
B-cell malignancies. The 3’ regulatory region (3°’RR) located downstream from the Ca gene is
the conductor of transcription, accessibility and remodelling of the IgH locus at mature B-cell
stages. Convincing demonstrations of the essential contributions of the 3’RR in B-cell
lymphomagenesis have been provided by mouse models which bring the oncogene c-myc
under the 3’RR transcriptional control. In this study we developed a mouse model of CD138"
plasma B-cell lymphomas. If the knock-in (KI) of c-myc directly into Cq just 5° to the 3°’RR in
iMycCqa mice produced B-cell lymphomas with low kinetics (Cheung et al. 2004), we
enforced c-myc production in iMycCq mice by the generation of homozygous myc transgenic
mice. Our results show that homozygous iMycCq« mice lead to a mouse model of plasma
CD138" B-cell lymphomas with interesting and wide transcriptomic similarities to human
multiple myeloma and appropriated emergence Kinetics that can be used to test new

experimental therapeutic approaches.
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INTRODUCTION

AID-induced DNA breaks and mutations throughout B-cell development make the IgH locus
a hotspot for translocations (1). Several translocations (such as Myc and cyclin D1/D3) found
in myelomas are related to AID-induced class-switch recombination (CSR). During CSR,
AID-induced DNA double strand breaks (DSBs) appear in the IgH switch (S) donor region
(usually 5° Sy close to the constant Cy gene) and in the S acceptor region (for example 5” Sq
close to Cq for CSR toward IgA). Translocation of the DNA fragment encompassing the
oncogene (such as c-myc) is due to an off target AID effect on the chromosome bearing c-
myc. After translocating into the IgH locus the oncogene falls under the transcriptional control
of the cis-acting regulatory element acting at the mature B-cell stage, the 3’ regulatory region
(3’RR) located downstream from Cqa. The 3°’RR controls p transcription in mature B-cells (2),
and is the master control element of conventional CSR (3), locus suicide recombination (4)
and somatic hypermutation (SHM) (5) but with no evident role on VDJ recombination (6).

Various transgenic mouse models with IgH-c-myc translocations at various places theoughout
the IgH locus were of interest for the better understanding of the role of IgH cis-
transcriptional enhancers (and their cooperation) during B-cell lymphomagenesis (7-11). The
vast majority of generated B-cell lymphomas were IgM*lgD™* confirming their mature B-cell
status with a few of them being CD138" thereby highlighting their plasma-like B-cell status.
Plasma cell neoplasms in human are composed of several mature B-cell subset diseases
including multiple myeloma often with Myc translocation and deregulation (12). Several
mouse models have been developed as experimental approaches to human B-cell neoplasms.
One of them used transgenic mice with the Myc gene inserted into the IgH Ca locus
(iMycCq mice) in association with a Bcl-X transgene (9). The knock-in (K1) of Myc directly
into Ca just 5° to the 3’RR in iMycCu mice produced B-cell lymphomas with low kinetics

. . . . . . 4
which were increased after overexpression of the anti-apoptotic Bcl-XL gene. Interestmgl;?
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iMycCq mice exhibited elevated levels of bone marrow B220*CD138" plasmablasts compared
with wt counterparts. In this study, in an effort to develop a Myc-induced plasma cell B-cell
lymphoma model (without affecting as a primum movens apoptotic B-cell pathways) we
forced c-myc production in iMycCo mice by the generation of homozygous Myc transgenic
mice. Our results show that homozygous iMycCa mice lead to a mouse model of plasma B-
cell lymphomas with interesting transcriptomic similarities with human myeloma and
appropriated emergence kinetics that can be used to test new experimental therapeutic

approaches.

MATERIALS AND METHODS

Transgenic mice: Mice housing and procedures were conducted in agreement with European
Directive 2010/63/EU on animals used for scientific purposes applied in France as the
« Décret n°2012-118 du 1° février 2013 relatif a la protection des animaux utilisés a des fins
scientifiques ». Accordingly, the present project (APAFiS#13855) was authorized by the
« Ministere de I'Education Nationale, de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche » and
reviewed by ethics committee of the University of Limoges (France). Thus, all methods in the
current study were carried out in accordance with relevant guidelines and regulations and all
experimental protocols were approved by French institutions. iMycCo mice (in a C57BL6
background) have a c-myc Kl within a Cq intron (9). Heterozygous Myc transgenic mice
were crossed to generate homozygous iMycC.. Homozygous iMycCo mice were detected
with the following forward (P1l: S’TGCGAGAAATCCCACCATCT3’) and reverse (P2:
5’GATGCCATCTCCCTCTGACA3’) primers. The inserted myc was amplified with the
following forward (P3: 5’TTGGAAACCCCGCAGACA3’) and reverse (P4:

5’CTTCTTGCTCTTCTTCAGAGTCGC3’) primers. Wt C57BL6 mice were used as controls.
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B-cell purification: For studies evaluating proliferation and Myc protein, spleen B-cells were
recovered with the EasySep™ mouse B-cell isolation Kit (STEMCELL Technologies,
France) designed to isolate B-cells from single-cell suspensions by negative selection. For
transcriptomic studies of B-cell lymphomas, cells were purified using B220-coupled beads
from Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany) according to the manufacturer’s
recommendations.

Proliferation analysis: Splenic B-cells (1x10° cells/well) were cultured (in sixplicates) in 96-
well plates using RPMI 1640 supplemented with 10% foetal calf serum (FCS), glutamine,
non-essential amino acids and antibiotics either alone or in the presence of various
concentrations of LPS and/or anti-CD40 for 72h. The number of viable cells was assessed
using the CellTiter 96® One Solution Cell Proliferation assay (Promega Corporation)
according to the manufacturer’s recommendations.

CSR and Ig secretion experiments: Single-cell suspensions of spleen B-cells (8-12 weeks
old mice, males and females) were cultured 4 days at 1x10° cells/ml in RPMI 1640 with 10%
FCS, 5ug/ml LPS with or without 20ng/ml 1L4 (PeproTech, Rocky Hill, NJ) and with or
without 20 ng/ml TGFB. CSR was evaluated by incubating cultured spleen B-cells with anti-
B220-bv510-, anti-lgG:-PE-, anti-lgGs-PE-, anti-IgA-PE- and anti-CD138-APC-labelled
antibodies and analysed on a Fortessa LSR2 (Beckton-Dickinson). At day 3, 1x10° cells were
cultured for 24 hours in growth medium without LPS+cytokine. Supernatants were recovered
and stored at -20°C until used for Ig quantification (ELISA assays specific for IgG1, 19Gz and
IgA) (3, 13).

Flow cytometry analysis: Single cell suspensions of B-cell lymphomas were labelled with
various antibodies to ensure their B-cell status (B220-BV510/CD4-PE/CD8-PC5/CD11b-
FITC or B220-BV510/CD5-FITC) and degree of maturity (B220-BV510/CD19-PE/IgM-

FITC/IgD-PE, B220-BV510/CD43-PE/CD138-APC/CD117-BV421 or BZZO-BVSlO/CDS96
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FITC). Single cell suspensions of bone marrow cells were labelled with antibodies to ensure
their pre-pro B-cell status (B220*CD43*CD117*CD19*CD24°CD25°), their large pre B-cell
status  (B220*CD43*"CD117-CD19*CD24"9"CD25") or immature B-cell status
(B220*CD43*CD117-CD19*CD24""CD25 IgM*). Single cell suspensions of spleen B-cells
were labelled with antibodies to ensure their mature B-cell status (B220"CD19IgM*IgD"),
their B1 B-cell status (B220*CD19*IgM"9"|gD'*"CD21°CD23"), their plasma B-cell status
(B220"IgM*1gD*CD138"), their follicular (FO) B-cell status
(B220*IgM*IgDM"CD21M"CD23"9")  or  marginal zone (MZ) B-cell  status
(B220*1gM"gh|gD'wC D21MhC D23!w).

RNAseq experiments: B220*IgM*IgD*CD138" and B220"IgM*lgD*CD138" B-cell
lymphomas were investigated. Total RNA from lymphoma cells (purified with B220-coupled
beads from Miltenyi Biotech) was extracted and analysed by microarray (Génome et
Transcriptome, GenoToul, Toulouse, France; get.genotoul.fr). RNA-seq paired-end libraries
were prepared according to the Illumina protocol with some adjustments, using the TruSeq
Stranded Total RNA Gold library prep Kit (lllumina, San Diego, USA). Libraries were
quantified by gPCR using the KAPA Library Quantification Kit (Roche, Basel, Switzerland).
Libraries quality was assessed by the HS NGS kit on the Fragment Analyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA). Libraries were equimolarly pooled and RNA sequencing
was then performed on one S4 lane of the Illumina NovaSeq 6000 instrument (Illumina, San
Diego, USA), using the NovaSeq 6000 S4 v1.5 Reagent Kit (300 cycles), and a paired-end 2 x
150 pb strategy. Quality control were done on raw FastQ files with FastQC (version: 0.11.9,
default parameters) and fastg-screen (version: 0.14.0, default paramters) (14, 15). Trimming
was done with fastp (version: 0.20.1, parameters: --length_required 25 --
detect_adapter_for_pe --cut_front --cut_tail --cut_window_size 6 --cut_mean_quality 10 --

unqualified_percent_limit 40 --n_base_limit 7 --average_qual 0 —ove??
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representation_analysis) (16). Quality reports were gathered with MultiQC (version: 1.9,
default parameters) (17). Abundance estimation was performed with Salmon (version: 1.5.2,
parameters: --numBootstraps 100 --threads 8 --gcBias --validateMappings --seqBias --posBias
--libType A) on the mouse genome (mm10) (18). The differential gene expression analysis
was done with DESeq2 for the 3 comparisons (19). The gene expression heatmap was created
from the differentially expressed gene list with pandas and bioinfokit in python. For all R
calculations (R version 3.6.1), the packages clusterProfiler (version: 3.14.0), enrichplot
(version: 1.6.0), org.Mm.eg.db (version: 3.10.0), org.Hs.eg.db (version: 3.10.0) and DOSE
(version: 3.12.0) were used. An enriched GO term plot was constructed for the differentially
expressed mouse genes. Gene set analysis was produced after a conversion of mouse gene I1Ds
to human gene IDs.

Western blot experiments: Cells were lysed in RIPA buffer (Santa Cruz Biotechnology)
according to manufacturer’s instructions. Lysates were assayed with the bicinchoninic acid kit
(Pierce) and 30ug total proteins were loaded on a 12% polyacrylamide gel (Bio-Rad) under
reducing conditions. Proteins were transferred onto PVDF membranes (Bio-rad). After
blocking, membranes were incubated with rabbit anti-c-Myc (Cell Signaling technology) and
rabbit anti-actin antibodies (Sigma-Aldrich), and revealed with HRP labelled goat anti-rabbit
IgG (Southern-Biotech) by chemiluminescence (Immobilon® Forte Western HRP substrate,
Millipore) on the ChemiDoc™ Touch imaging system (Bio-Rad). Results were analyzed with
Image Lab™ software (Bio-Rad). Data were analysed using Prism software (GraphPad

Software).

RESULTS AND DISCUSSION

Analysis of young homozygous iMycCs mice - The location of Myc in Cq (thus in the C

region of the IgH locus, Figure 1A) did not preclude the generation of functional B-cells i58



iMycCo mice. Specific PCR screened heterozygous/homozygous iMycCo mice (Figure 1B).
We first analysed Myc protein expression in 6-8 weeks-old heterozygous and homozygous
iMycCo mice. Myc protein was elevated in homozygous iMycCs mice (Figure 1C). This
elevation was due to the fact that 100% of B-cells in homozygous iMycC. mice used an IgH
allele bearing a targeted IgH locus when statistically only 50% used it in heterozygous
iMycCa mice. As consequence, in vitro proliferation of B-cell splenocytes in response to
various concentrations of LPS+anti-CD40 was higher in homozygous compared to
heterozygous iMycCq mice (Figure 1D). B-cell development was not affected at immature B-
cell stages (pre-pro-B-cells, large pre-B-cells, immature B-cells) in homozygous iMycCa
mice. In contrast, they exhibited reduced levels of mature B220* B-cells affecting both FO
and MZ B-cell subsets (Figure 2A). This effect was obviously related to the 3’RR kinetics of
action/activation. Insertion of c-myc in Cqa 5° to the 3’RR affects its function and mimics, in
homozygous iMycC. mice, the observed effect of 3’RR deletion (no effect at immature B-cell
stages and an effect on mature B-cell development with reduced production of the p chain
and thus B-cell receptor signalling) (19). As expected the percentage of B220"CD138" B-cells
was significantly elevated in bone marrows and spleens from homozygous iMycC. compared
to heterozygous mice (Figure 2B). To explain this observation we investigated Ig production
in homozygous iMycCq mice. Despite elevated CD138* B-cells, circulating IgM, 1gGs and
IgA (but not 1gG:) levels were lower in homozygous iMycC. mice compared to heterozygous
mice (Figure 3A). If B-cells from homozygous iMycC. mice efficiently underwent CSR
toward y3 (LPS stimulation), y1 (LPS+IL4 stimulation) (although slightly reduced) and o
(LPS+TGFg stimulation) (Figure 3B), they failed to produce significant levels of IgGs, 1gG1
and IgA in vitro (Figure 3C). A functional 3’RR is required for both CSR and Ig synthesis.

The insulator effect of the inserted c-myc (previously observed for mature B-cefY
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development) explains the low Ig production of switched isotypes observed both in vitro and
in vivo in homozygous iMycCq mice. In contrast, inserted c-myc did not affect involvement of
the 3’RR in the CSR mechanism (known to act via long range loop interactions and AID
targeting on S regions). This divergent effect for CSR and Ig synthesis was previously
reported for B1 B-cell IgA CSR of 3’RR-deficient mice (20). Similarly to that observed in
3’RR-deficient mice (13), the yl isotype was less affected than y3 and o isotypes in
homozygous iMycCq.mice (Figure 3C) reinforcing the hypothesis of the c-myc-induced
insulator effect on 3’RR activity. In conclusion, the higher numbers of CD138" B-cells in
homozygous iMycCa mice might be an attempt to produce more plasmocytes in order to

bypass their low circulating Ig levels.

B-cell lymphomas in homozygous iMycCa mice — Mice exhibiting obvious tumors or
presenting signs of illness were sacrificed. Figure 4A reports typical flow cytometry analysis
(B220, CD19, CD43, CD117, CD138, IgM, IgD) for lymphoma phenotyping. All lymphomas
obviously have a B-cell phenotype assessed by the presence of either B220 or CD19 B-cell
surface antigens and the absence of CD4/CD8 T-cell antigens and CD11b monocyte antigen
(data not shown). As previously reported (9, 10), heterozygous transgenic mice infrequently
developed lymphomas and those that did develop arose late in life. In contrast, homozygous
iMycCa mice quickly developed B-cell lymphomas (Figure 4B). The mean age of tumor
development for homozygous mice was approximatively 5 months compared with 12 months
in heterozygous mice (p<0.0001, Mann Whitney U test). The locations (spleen, mesenteric
lymph nodes, inguinal/brachial lymph nodes and mediastinal lymph nodes) of these B-cell
lymphomas were similar in homozygous and heterozygous mice (data not shown). The
maturity status (mature IgM*IgD* vs immature IgM*IgD") of B-cell lymphomas was ncit00

significantly different between heterozygous and homozygous mice (p=0.39, Mann Whitney
9



U test) (Figure 4C). In contrast, the percentage of plasmablastic CD138" B-cell lymphomas
was markedly elevated (p<0.0001, Mann Whitney U test) in homozygous iMycCa mice
(64.5%) compared to heterozygous mice (16.7%) (Figure 4C). Myc is recurrently expressed
during B-cell maturation but switches off before plasmatic B-cell stages (21). Western blot
analysis of CD138* B-cell lymphomas showed two entities with respect to c-myc expression
(low and high c-myc expression) (Figure 4D) revealing a heterogeneity between the apparent
homogeneity among CD138" B-cell lymphomas. In conclusion, forcing c-myc expression in
homozygous iMycCa mice accelerated B-cell lymphomagenesis. The vast majority (>90%)
of lymphomas had a mature B-cell phenotype. Comforting our hypothesis to develop a model
of plasma B-cell lymphomas, the majority of them exhibited a CD138" phenotype, a markedly
innovative characteristic compared to the various transgenic and Kl c-myc mouse models so

far (11).

Transcriptome analysis of B-cell lymphomas from homozygous iMycCa mice - In order
to document molecular signatures of homozygous iMycCa B-cell lymphomas, RNA
sequencing of CD138" and CD138 B-cell lymphomas was performed and normalized
expression data was obtained for all protein-coding genes. In Figure 5A-C, bioinformatic
analysis (principal component analysis (PCA), volcano plot and heat map) defined CD138"
and CD138 B-cell lymphomas as two groups with a different transcriptome signature driving
various arrays of the immune responses and expressing different signaling/metabolic
pathways (Figure 6A), thus confirming their phenotypic difference previously observed by
flow cytometry labelling. In contrast, transcriptome analysis (Fig. 5A) revealed only few
differences (only 28 differently expressed genes, data not shown) in c-myc* vs c-myc
CD138" B-cell lymphomas suggesting that remaining myc expression is not sufficient by

101
itself to drive a specific transcriptome signature among CD138* B-cell lymphomas. Thus,
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CD138" B-cell lymphomas in our animal model showned a homogenous transcriptome
signature, of major interest compared to data obtained with other c-myc-induced B-cell
lymphoma models (such as Eu,-Myc and 3’RR-Myc mice) where arising lymphomas are
heterogeneous with wide genomic differences (11, 22). Enrichment of previously established
human Burkitt lymphoma (BL) and multiple myeloma signatures was tested in our CD138*
B-cell lymphomas. In contrast to BL (also with c-myc in the IgH locus), myeloma up and
down signatures were significantly enriched, emphasizing the molecular similarity of mouse
CD138" B-cell lymphomas to human multiple myeloma cells (Figure 6B) and the relevance of

our mice as pertinent model of plasma B-cell lymphomas.

Concluding remarks
C-myc translocation in the IgH locus followed by its deregulation, with the predominant

contribution of the IgH transcriptional elements, is a key step in B-cell lymphoma
development (11). If c-myc translocation into the IgH locus is the primum movens of several
mature B-cell lymphomagenesis, it is the progressive accumulation of mutations (affecting
cell proliferation, apoptosis, differentiation and metabolism) generated by the c-myc-induced
genomic instability that plays the critical role in B-cell lymphoma emergence. Consistent with
this critical role of c-myc, a mouse model carrying a homozygous insertion of c-myc into the
IgH locus develops B-cell lymphoma with a large part of CD138" plasma cell neoplasms. The
relatively rapid occurrence of plasma cell lymphomas in homozygous iMycCa mice and its
interesting and large transcriptome similarities with human myelomas make this mouse model
an accurate, reliable, easy and fast experimental model, not only to test new therapeutic
approaches, but also combinations to monitor new NK therapeutic vaccination strategies, to
stimulate immune defenses for tumor rejection and to test protocols for monoclonal antibody

therapies. As previously reported by us and others (11, 23, 24), 3’RR targeting would iﬂ)Q
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theory provide a potential strategy for the treatment of mature B-cell lymphomas. Until now
only few compounds have been reported to down regulate IgH 3’RR activation such as
histone deacetylase inhibitors (HDACI) (23), aryl hydrocarbon receptor ligands (25, 26), and
chemical compounds (27). Recently the use of the HDACi SAHA (suberanilohydroxamic
acid also known as vorinostat) was reported to be ineffective to target the 3’RR in B-cell
lymphomas from mouse models bearing an IgH inserted c-myc (28), highlighting the fact that
3’RR appears to be regulated differently in normal mature B-cells and mature B-cell
lymphomas. Despite these first negative results, targeting IgH 3’RR enhancers would
represent a promising therapeutic approach for the treatment of plasma cell malignancies and
homozygous iMycC. mice would provide valuable insights into the identification of new IgH
3’RR-deregulated pathways for questioned/tested signalling pathways implicated not only on

plasma cell malignancies but also in immune mature B-cell related disorders.
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LEGENDS TO FIGURES
Figure 1: B-cell proliferation in iMycCq mice.
A: IgH locus (not to scale) with the location of the inserted Myc. Locations of PCR primers

for mice screening are indicated. B: Screening of heterozygous and homozygous iMch1006
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mice. One representative experiments with two wt mice, two heterozygous and two
homozygous iMycC. mice. Left panel: detection of the inserted Myc (the forward P3 and
reverse P4 primers hybridize to the KI Myc cDNA; PCR band of =~ 1500 bp). Right panel:
detection of heterozygous and homozygous iMycC. mice (the forward P1 and reverse P2
primers are in Cq). PCR bands of =~ 2000 bp and = 5000 bp for wt and KI alleles,
respectively. C: Western blot analysis of c-myc in B-cell splenocytes from 4 heterozygous
and 5 homozygous iMycC. mice. B-actin was used as a control gene. Data, expressed as
means = SEM, were analysed using Prism software (GraphPad Software). Significance was
determined with the Mann-Whitney U-test. D: Proliferation of spleen B-cells from
heterozygous and homozygous iMycCu. mice in response to various concentrations of
LPS+anti-CD40. Results are reported as mean £ SEM of 5 mice per genotype. Significance

determined with the Mann-Whitney U-test.

Figure 2: B-cell development in iMycCq mice.

A: Percentage of immature and mature B-cell subtypes (flow cytometry analysis) in
heterozygous and homozygous iMycCu mice. Pre-pro-B-cells (B220*CD19*CD43*CD117*
CD24°CD25), large pre-B-cells (B220*CD19* CD43*"CD117-CD24*CD25*") and immature
B-cells (B220"CD19"CD117'CD24*CD25IgM*IgD") were investigated in femoral bone
marrow. B220* B-cells, FO B-cells (B220*IgM*lgD""CD21"9" CD23"9") and MZ B-cells
(B220*IgM"9NgD'*"CD21M"CD23'°%) were studied in the spleen. Results are reported as
mean = SEM of 3 to 6 mice. Significance determined with the Mann-Whitney U-test. B:
Percentage of CD138" B-cells in spleen and bone marrow from heterozygous and

homozygous iMycCa mice. Right panel: One representative experiment is shown (B220 and
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CD138 labelling). Left panel: Results are reported as mean + SEM of 5 mice. Significance

determined with the Mann-Whitney U-test.

Figure 3: CSR and Ig synthesis in homozygous iMycCa mice.

A: Serum IgM, IgGs, 1gGs and IgA in heterozygous and homozygous iMycCq mice. Ig levels
were assessed by specific ELISA. Results are reported as mean + SEM of 5 mice.
Significance was determined with the Mann-Whitney U-test. B: CSR in B-cells from
heterozygous and homozygous iMycC. mice. On representative flow cytometry analysis for
1gG1, 1gGs and IgA CSR. Results are reported as mean + SEM of 5 mice. Significance was
determined with the Mann-Whitney U-test. C: In vitro Ig secretion by spleen B-cells from
heterozygous and homozygous iMycCq mice. Results are reported as mean £ SEM of 5 mice.

Significance was determined with the Mann-Whitney U-test. Same cells as in B.

Figure 4: B-cell lymphomas in homozygous iMycCo mice.

A: Typical flow cytometry analysis of B-cell lymphomas. Cells previously gated on SSC/
FSC parameters were labelled with anti-B220/anti-CD43, anti B220/anti-CD117, anti-
B220/anti-CD138, anti-B220/antiCD19 antibodies. Cells labelled with anti-lgM/anti-IgD
antibodies were previously gated on B220*CD19" cells. B: Time course generation of B-cell
lymphomas in heterozygous and homozygous iMycC. mice. Significance was determined
with the Mann-Whitney U-test. C: B-cell lymphoma maturity from homozygous iMycCq
mice. Upper panel: Percentages of mature (IgM*IgD*) and immature (IgM*"1gD") B-cell
lymphomas (30 B-cell lymphomas per group). Lower panel: Percentages of CD138" B-cell
lymphomas among mature B-cell lymphomas (30 mature B-cell lymphomas per group).

Significance was determined with the Mann-Whitney U-test. D: Western blot analysis of c-
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myc in CD138" B-cell lymphomas from homozygous iMycC. mice. B-actin was used as

control gene.

Legend to Figure 5: Transcriptome analysis of CD138* and CD138" B-cell lymphomas.

A: Principal component analysis (PCA) of RNA-Seq gene expression data from 9 CD138*
(in red) and 3 CD138" (in bleu) B-cell lymphomas. The location of 4 c-myc” CD138" B-cell
lymphomas is indicated. B: Volcano plot of differential gene expression in CD138* and
CD138 B-cell lymphoma samples. Up-regulated (in red) and down-regulated (in green) genes
are shown. C: Heat map of 100 most variable gene expressions across B-cell lymphoma
samples (9 CD138" and 3 CD138Y); hierarchical clustering of genes/samples according to

Pearson’s correlation metric and Ward’s method.

Legend to Figure 6: Transcriptome analysis of CD138 B-cell lymphomas.

A: Differentially expressed genes implicated in several metabolic/signaling pathways in
CD138" and CD138" B-cell lymphomas. The node circle size represents the number of genes
in the pathway and the node circle colors (red and blue) correspond to the adjusted p-values.
B: Detailed GSEA analysis of differentially expressed genes against human BL
(http://www.informatics.jax.org/disease/DOID:8584) and multiple myeloma (C0026764:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/medgen/10122) signatures.
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Les enhancers Eu et 3’RR coopérent pour promouvoir
la lymphomagenése

La translocation c-myc-IgH est observée dans de nombreux lymphomes B. Il a été
montré que des souris présentant cette translocation développent souvent des lym-
phomes, suite a la dérégulation de c-myc par les activateurs transcriptionnels du locus
IgH (Rosean et al|2016, Park et al.||2005, |Cheung et al.|2004)). Cependant I'implica-
tion précise de ses 2 principaux éléments cis-régulateurs Ep et 3’'RR et leur éventuelle

coopération dans la dérégulation de cet oncogéne etaient encore mal connus.

L’utilisation de souris portant une insertion de c-myc en différentes positions du locus
IgH a permis de définir le role transcriptionnel précis d’Eu et de la 3’RR ainsi que leur
coopération pour sa dérégulation et I’émergence de lymphomes. Les enhancers Eu et
3’'RR vont chacun déréguler c-myc durant leur fenétre d’activité : des stades pro-B a
immature pour Ex  (Pinaud et al. 20118, Guglielmi et al.|2005) et des stades pre-B a
mature pour la 3’'RR. (Guglielmi et al.|2003a, [Pinaud et al.[20115) La présence de ces
2 éléments au locus IgH maintient c-myc sous 'effet transcriptionnel de I'un ou 'autre
tout au long de la vie du lymphocyte B. Ceci confirme d’anciennes études visualisant

leur profil d’activation in-vivo grace, entre autres, a des souris transgéniques Eu-GFP-
3'RR, Eu-GFP et GFP-3'RR (Guglielmi et al.|2003b).

Les souris transgéniques Eu-Cmyc montrent qu’Ep seul est capable de déréguler c-myc
et d’induire la lymphomagenése (Adams et al.|/1985). L’insertion de c-myc au locus
IgH, dans une condition expérimentale ot Ep est absent, montre qu’il existe au moins
un autre élément transcriptionnel actif sur c-myc. Cet élément est la 3’RR comme
préalablement montré par I’émergence de lymphomes B chez les souris transgéniques
Cmyc-3’RR. En 'absence d’Ep (souris Cmyc-Cp) ou lorsque c-myc est inséré dans un
site ot Ex n’agit pas (souris Cmyc-Ce), les lymphomes émergent plus tardivement que
dans le modéle ou le KI de c-myc est sous le controle des deux enhancers Eu et 3’'RR
(Cmyc-Ep). C'est dans ce dernier modéle que les tumeurs émergent le plus rapidement
avec un index de prolifération Ki67 le plus élevé. Ces résultats suggerent ainsi que
I’action cumulée d’Ep et de la 3’RR sur c-myc, bien que non essentielle, accélére et
intensifie ’émergence de lymphomes. Un dernier modéle mettant le KI de c-myc sous
le controle exclusif d’Ep permettrait de savoir si ce dernier est capable d’induire seul
le développement de lymphomes dans le context d'un locus IgH. Nous avons initié le

dévellopement d’un modéle de KI Cmyc-Eu sur un alléle IgH porteur d’une délétion de
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la 3’RR. Un vecteur a été congu et transfecté dans des cellules embryonnaires de souris
(ES) dérivées de souris 3'RR déficientes développées au laboratoire. Notre approche n’a
pas été couronnée de succeés suite a des recombinaisons infructueueses de notre vecteur

au locus IgH. Notre questionnement demeure donc sans réponse.

C-myc posseéde une fonction pro-proliférative dans différents types cellulaires. Sa surex-
pression sous l'action des activateurs transcriptionnels du locus IgH est observée dans
des splénocytes B issus des 3 lignées transgéniques utilisées. Elle est accompagnée d'une
augmentation de la prolifération en réponse a diverses stimulations B spécifiques. L’ana-
lyse transcriptomique des splénocytes issus des jeunes souris transgéniques, au repos ou
activés, ne montre pas de différence significative dans leur signature transcriptomique
par rapport a des souris controles. Ceci suggére que la seule dérégulation de c-myc est
insuffisante pour induire une transformation maligne des cellules B et ne constitue que
I’événement initiateur de la cancérisation des cellules. C’est I'instabilité génomique,
favorisée par les taux élevés de la protéine c-myc, qui va aboutir a 'accumulation de

mutations affectant divers processus biologiques et a I’émergence de lymphomes.

Il a été montré au repos ou lors de la CSR, que des boucles chromatiniennes sont
formées entre Eu et la 3'RR dans des cellules B normales. Elles peuvent étre expli-
quées par une coopération entre ces deux éléments ou simplement par la conformation
spatiale du locus IgH lors de la CSR visant a rapprocher les régions S donneuses et
acceptrices. Afin de savoir si de telles boucles rapprochent les promoteurs de c-myc et
les activateurs Ex/3’RR nous avons mis au point des expériences de 3C-capture. Les
résultats préliminaires ont permis d’observer des interactions entre Eu et la 3’'RR avec
les promoteurs de c-myc dans nos différentes lignées murines. Ces résultats suggérent
que ces élements transcriptionnels activeraient les promoteurs de c-myc grace a des

interactions longue distance assurées par des boucles chromatiniennes.

La position de c-myc au locus IgH n’affecte pas la localisation des lymphomes, ni leurs
dégrés de maturité et phénotype. En effet, la majorité de ceux ci présente un profil
IgM™ IgD" de B matures. L’analyse transcriptomique de lymphomes IgM*IgD™ issus
des 3 lignées murines a montré un groupe majoritaire présentant un profil moléculaire
Burkitt-like.

En conclusion, cette étude, utilisant trois lignées transgéniques portant une insertion

de c-myc a différentes positions du locus IgH, a permis de montrer :
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1. Que la dérégulation de c-myc par les éléments cis-régulateurs du locus IgH ne

constitue que ’événement initiateur de la lymphomagenése.

2. Que la transformation maligne de la cellule nécessite l'accumulation d’autres
lésions géniques affectant des fonctions liées a la prolifération, le métabolisme

ou encore ’apoptose.

3. Que la coopération transcriptionnelle d’Ep et la 3’RR favorise ’émergence de

lymphomes B matures.

4. Que la 3’'RR est capable a elle seule de déréguler 'oncogéne c-myc et d’initier la
lymphomagenése. Ainsi, son ciblage pourrait constituer une stratégie potentielle

dans le traitement de certains lymphomes B matures.

5. Que la majorité des lymphomes développés par les souris c-myc-IgH présentent
une signature transcriptomique Burkitt-like.
Ce sont donc des modéles d’études pertinents, notamment pour le dévelop-
pement et la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques visant les

lymphomes B matures humains.

La 3’RR est impliquée dans le recrutement des voies

de répartion lors de la CSR

Trois éléments régulateurs du locus IgH ont été rapportés comme jouant un role
possible dans le déroulement de la CSR. La délétion de I'enhancer Eu n’affecte que
trés faiblement la CSR indiquant un role mineur lors de ces recombinaisons. L’enhan-
cer 3’Ey1 jouerait un role dans le switch vers certains isotypes. La 3’'RR est, quant
a elle, indispensable pour le déroulement correct de la CSR. Elle est impliquée dans
le recrutement d’AID aux régions S et 'induction des DSBs. Les résultats de notre
étude montrent que la 3’'RR joue également un role dans la résolution de ces DSBs et

le recrutement des voies de réparation de ’ADN.

Dans les cellules B normales, c’est la voie conventionnelle NHEJ qui est préférentiel-
lement recrutée lors de la CSR. Les jonctions générées par cette voie sont souvent
franches ou présentant des micro-homologies. La délétion de la 3’RR induit une modi-
fication de la signature moléculaire des jonctions, ce qui signifie que la résolution des

cassures est perturbée et se fait via une autre voie de réparation.

L’analyse des jonctions résiduelles Sp-Sv3, Su-Sy1 et Sp-Scr, induites chez les souris
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3’'RR KO, montre un profil structurel différents. Elles présentent une signature se ra-
prochant de celle de la voie AEJ, suggérant que la délétion de la 3'RR ne permet pas
efficacement le recrutement des facteurs de réparation conventionnels lors de la répa-

ration des DSBs et que la cellule utilise une voie alternative.

HDACs et activation de la 3’RR dans les B normaux

et tumoraux

Nous avons précédemment montré que la 3’'RR était capable, a elle seule, de déré-
guler 'oncogéne c-myc dans des souris transgéniques et d’induire la lymphomagenése.
Deés lors, la 3’'RR émerge comme une cible potentielle dans le traitement des lymphomes
B matures. Cependant avant de pouvoir cibler 'activité de la 3’'RR, il était impératif
de décrypter son mode d’action sur I'oncogéne transloqué. Nos études confirment que
HDACT est recruté par I’élément central hs1.2 de la 3’RR dans des splénocytes B ma-
tures. Des expériences similaires réalisées sur des splénocytes issus de souris AIRIS,
délétés de la région 5’IRIS, montrent que la déstructuration du palindrome de la 3'RR
empéche le recrutement de HDAC1 sur 'enhancer hsl.2, suggérant que cette région
palindromique jouerait un roéle important et que sa perturbation impacterait négati-
vement 'activité de la 3’RR. Ceci expliquerait notamment la préservation de cette

structure palindromique au cours de I’évolution des espéces.

La transcription du locus IgH est régulée par la 3’RR ainsi que les processus de CSR
et la synthése d’Ig. Nous avons donc analysé 'effet de son ciblage par un HDACI. Le
SAHA est un HDACi spécifique aux HDAC de classe 1, tel que HDACT. 11 est utilisé
en clinique comme traitement adjuvant de certain lymphomes. Le SAHA affecte néga-
tivement la prolifération des splénocytes B matures de fagon dose dépendante et sous
deux différentes conditions (LPS et LPS+114). Une baisse du switch vers IgG3 et une
augmentation du switch vers IgG1 suite a des stimulations adaptées et en réponse au
SAHA ont été observées. Les résultats obtenus sur la synthése d’Ig suivent la méme
tendance que les effets sur le switch suggérant que le taux d’Ig produit dépend du taux
de cellules switchées. Ainsi le taux élevé d’IgG1 produit sous I'effet du SAHA serait lié
a l'augmentation du nombre de cellules IgG1T et la baisse du taux d’IgG3 correspon-

drait a la baisse du nombre de cellules IgG3™. Ces résultats ne correspondent pas a ce
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qui a été précédemment décrit dans des splénocytes B primaires issus de souris MRL-
Ipr (une lignée de souris prédisposée a développer un désordre auto-immun similaire
au lupus érythémateux). Dans ces souris, I'utilisation du HDACi TSA (Trichostatin
A) induit un arrét total de la transcription des génes v1 et y2a suggérant un role des

HDAC: dans la dérégulation de la transcription.

Des analyses de RNAseq montrent que la transcription des régions constantes Cvy3
suite a une stimulation au LPS ou de la région Cy1 en réponse a une stimulation
LPS+IL4, ne semble pas étre affectée par le traitement au SAHA. La transcription
sens et anti-sens de la 3’'RR n’est également pas impactée par le SAHA, impliquant
que ce dernier n’agit pas directement sur cette région régulatrice. Les effets observés
sur la CSR seraient alors dus a d’autres mécanismes notamment 'acétylation ou la

désacétylation des régions S précédant les génes C.

Plusieurs génes impliqués dans des processus de croissance et de prolifération sont dé-
régulés sous l'effet du SAHA confirmant 'effet inhibiteur de prolifération des HDACA.
Le SAHA induit la répression de nombreux génes liés a des processus épigénétiques.
Les translocations oncogéniques au locus IgH observées dans de nombreux lymphomes
induisent souvent de tels changements. Nos résultats confirment que 1'utilisation de
drogues épigénétiques dans le traitement de lymphomes B matures constituerait une

stratégie thérapeutique prometteuse.

Dans cette optique, nous avons analysé les effets du SAHA sur la prolifération des
cellules isolées des lymphomes B matures développés par nos modéles c-myc-IgH. Les
résultats montrent un effet lymphomes dépendant, avec une augmentation de la pro-
lifération dans certains lymphomes, une baisse ou pas d’effet sur la prolifération dans
d’autres. Ce n’est pas la seule différence observée avec les cellules B normales. En effet,
des expériences de ChIP ont montré que dans les cellules B issus de lymphomes B
matures, HDACI1 n’est pas recrutée par I’enhancer hsl.2. Au contraire, une fixation
de 'HAT CBP, est observée aux éléments hs3a et hs3b bordant le palindrome. Cette
fixation n’a pas lieu dans des splénocytes B normaux. Ces résultats indiquent que les
processus impliqués lors de 'activation de la 3’RR dans les cellules B matures normales
et dans les lymphomes B matures sont différents. Celle ci doit étre prise en compte
lors de I’élaboration de stratégie ciblant l'activité de la 3'RR et son effet régulateur
d’oncogénes transloqués au locus IgH. L’utilisation du SAHA ne semble pas concluant

avec les souris transgéniques Cmyc-IgH. Il a recemment été montré qu'un HATi CBP
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spécifique présente une activité anti-tumorale dans une variété de lignées cellulaires dé-
rivées de plusieurs types de cancers. Les cellules issues de leucémies ou de lymphomes
semblent y étre les plus sensibles (Narita Takeo |2021)). Il serait alors intéressant d’étu-
dier l'effet d’"HAT!I spécifiques ciblant le CPB dans les lymphomes développés par nos
souris Cmyc-IgH.

Les souris Cmyc-Ca homozygotes comme nouveau mo-

déle de myélome

Les jeunes souris Cmyc-Ca utilisées dans notre précédente étude sur le role des
éléments cis-régulateurs du locus IgH dans la lymphomagenése B, présentent un taux
éleve de cellules CD138% dans leur moelle osseuse. Nous les avons alors mises dans un
fond homozygote et nous avons observé une augmentation significative de ’expression
de c-myc dans les splénocytes de jeunes souris, ainsi qu’un accroissement de la proli-
fération en réponse a une stimulation LPS + anti-CD40. Ces résultats sont dus a la
dérégulation de c-myc dans 100% des cellules B, compte tenu de la présence de c-myc

sur les deux alléles.

Nous avons analysé la capacité de ces cellules B & subir la CSR et a produire des Ig.
Les résultats montrent que la présence de c-myc dans Ca sur les deux alléles n’em-
péche pas la commutation vers les différentes classes d’Ig. Les taux d’Ig produits en
réponse a des stimulations in-vitro baissent quant a eux drastiquement. Les taux d’Ig
sériques sont également plus faibles (sauf pour 'isotype IgG1). Ces résultats indiquent
que linsertion de c-myc dans Ca n’impacte pas le switch mais induit un défaut de
synthése d’Ig probablement lié & un effet isolateur de c-myc sur la transcription du
locus IgH. Afin de compenser ce défaut de synthese d’Ig, les cellules B vont donc se
différencier davantage ce qui expliquerait les taux élevés de cellules CD138". Les souris
Cmyc-Ca développent a partir de I’age de 4 mois des lymphomes assez agressifs avec,
en majorité, un profil plasmocytaire CD138", contrairement & ce qui a été précédem-
ment observé dans le modele hétérozygote développant principalement des lymphomes
matures CD138~.

L’analyse transcriptomique des lymphomes CD138" et CD138™ de ces souris montre
plus de 2500 geénes différentiellement exprimés entre ces deux groupes. La signature

moléculaire des lymphomes C'D138% se rapproche significativement de celle du MM



123

humain. Il n’existe pas de modéles murins de type "myélome-like", ce qui constitue une
limitation pour le développement de stratégies thérapeutiques efficaces. La majorité des
modeéles préexistants est basée sur des transplantations de cellules issues de myélomes
humains, murins ou de lignés cellulaires. L’inconvénient de ce type de modéle est leur
incapacité a reproduire les lésions génétiques rencontrées dans le MM humain contrai-
rement au modeéle Cmyc-Ca homozygote. Certains modéles murins transgéniques ex-
primant la protéine de fusion NPM-ALK ou surexprimant c-myc et Bel-xl, ou c-maf
semblent également développer des expansions plasmocytaires. La encore, les lésions
permettant le développement de ces désordres ne reproduisent pas forcément ce qui est

observé chez 'homme.

Cette étude a donc permis la conception d’'un modéle murin capable de développer
spontanément des lymphomes présentant des profils phénotypiques et moléculaires si-
milaires au MM humain. Ces caractéristiques en font de ce modéle un outil intéressant

pour des études physiopathologiques et thérapeutiques ciblées.



Conclusions et résumé

Au cours de ma thése, nous avons pu définir le role précis des deux principaux
¢éléments régulateurs du locus IgH que sont Ex et 3’RR lors de la lymphomagenése
B. L’analyse des lymphomes développés par trois lignées murines, portant un KI de
I'oncogéne c-myc a différentes positions du locus, nous ont permis de montrer que bien
que la coopération transcriptionnelle de ces deux éléments permet d’accélérer et de pro-
mouvoir la lymphomageneése, la 3’'RR reste 'acteur majeur de la dérégulation de c-myec.
La surexpression de c-myc ne constitue que I’événement initial de la transformation des
cellules B. L’accumulation de mutations affectant la prolifération, le métabolisme ou
I’apoptose est nécessaire pour achever le processus de cancérisation. Les lymphomes
B développés par ces souris présentent majoritairement un profil mature IgM*IgD™,
présentant une signature transcriptomique similaire a celle du lymphome de Burkitt
humain faisant d’elles des modéles d’étude in-vivo intéressants. Ce travail a fait émer-

ger la 3’RR comme une cible potentielle dans le traitement des lymphomes B matures.

L’activation de la 3’'RR dans des cellules B matures implique le recrutement d’"HDAC1
par son élément hsl.2. Son ciblage avec 'HDACi SAHA induit une baisse de la prolifé-
ration B et affecte la CSR et la synthese d’Ig de fagon isotype dépendante. Cependant,
le SAHA n’a aucun effet sur la transcription sens et anti-sens de la 3’'RR indiquant
ainsi que les effets précédemment observés ne seraient pas liés & une action directe sur
I'activité de la 3'RR, mais au travers d’autres mécanismes tels que des modifications
épigénétiques des régions S. Des expériences supplémentaires seront nécessaires pour
étayer cette hypothése. L’effet du SAHA sur la prolifération des lymphomes B matures
issus des souris Cmyc-IgH est lymphome-dépendant, montrant une importante diver-
gence avec les données obtenues chez les cellules B normales. Il a été montré que dans
ces lymphomes, HDAC1 n’est plus recrutée a ’enhancer hsl.2 de la 3'RR au contraire
de PHAT CBP, présente aux deux éléments hs3a et hs3b, limitant le palindrome de la
3’RR. 1l serait alors intéressant d’étudier les effets d’HATi spécifiques au CBP sur ces
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lymphomes.

Enfin, les souris Cmyc-Ca homozygotes développent des lymphomes CD138" présen-
tant un profil cellulaire et une signature transcriptomique similaires a celles de MM

humain ce qui en fait un modéle d’étude a visée thérapeutique pertinent.
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After encountering antigen, B-cells undergo class switch
recombination (CSR) that substitutes the constant (C), gene
with C,, C, or C, thereby generating IgG, IgE, and IgA
antibodies with new effector functions but the same antigenic
specificity.' The DNA-editing enzyme activation-induced deami-
nase (AID) is required for CSR by targeting specific DNA switch
(S) regions preceding the C region, except Cs. Sy is the donor
region, while S, . , are the acceptor regions. CSR is controlled in
cis by the immunoglobulin heavy chain (IgH) 3'regulatory region
(3'RR).2 The 3'RR is essential to poise AID on the S acceptor
region. During CSR IgH, intrachromosomal interactions (sche-
matized in Fig. 1a) are found between the 3'RR and the intronic
E, enhancer."* Looping allows transcriptional binding activators
to enhancers to facilitate CSR. However, CSR is only modestly
influenced by E, deletion.””” During CSR, two different DNA
repair pathways take place: the classical nonhomologous end
joining (c-NHEJ) and the alternative end joining (A-EJ) pathways.
The ¢-NHEJ pathway (which uses components such as 53BP1,
Ku70, ku80, XRCC4, and ligase 4) is preferentially implicated for
blunt and microhomology structure junctions and the A-EJ
pathway (which uses components such as CtlP, MRN, PARP1,
DNA Pol 8) favors junctions with large homology.?® Data have
reported that when an element of the DNA damage response
pathway is defective, the molecular signature of CSR junctions is
affected, suggesting that junctions are repaired through a
different DNA repair pathway.'® We recently reported a new
computational tool (CSReport) for the automatic analysis of CSR
junctions sequenced by high-throughput sequencing,'’ and
used it to analyze the rare S-S5 junctions during IgD CSR,'*"?
Su-Sy_junctions in wild-type (wt) mice'* and UNG-deficient
mice."” Even if E -deficient mice exhibited a modest defect in
IgH CSR, it is conceivable that its participation in CSR 3D loop
interactions would be important for the DNA repair process. We
used the CSReport and high-throughput sequencing to analyze
the molecular signature of 5,-Sy3, S,-S1, and S-S, junctions in
E,-deficient mice to perform a more in depth search for a
putative difference in their DNA repair pathways compared to
those in wt mice.

The mice were housed and the procedures were conducted in
agreement with European Directive 2010/63/EU on animals used
for scientific purposes applied in France as the « Décret
n°2012-118 du 1°" février 2013 relatif a la protection des
animaux utilisés a des fins scientifiques ». Accordingly,
the present project (APAFiS#13855) was authorized by the
« Ministere de [I'Education Nationale, de I'’Enseignement

Supérieur et de la Recherche ». E -deficient and wt mice
(housed in a conventional animal facility) were used. Single-cell
suspensions of B-splenocytes were cultured for 4 days at 1 x 10°
cells/ml in RPMI 1640 supplemented with 10% fetal calf serum
and 5 pg/ml LPS, with (CSR toward IgG,) or without (CSR toward
lgGs) the addition of 20 ng/ml IL-4 or 2 ng/ml TGFB (PeproTech,
Rocky Hill, NJ) (CSR toward IgA)."*'® Splenocytes were washed in
PBS and stained with various antibodies: anti-B220-BV510
(BioLegends), anti-CD138-APC (Becton Dickinson Biosciences),
anti-IgM PECy7 (ebiosciences), anti-lgGs-FITC (Becton Dickinson
Biosciences), anti-lgG;-PE (Becton Dickinson Biosciences), and
anti-IgA-FITC (Southern Biotech). The cells were analyzed on a
Fortessa LSR2 (Beckman Coulter). In parallel experiments,
stimulated B-cell splenocyte DNA was extracted for the
investigation of S;-Sy3. S,-Sy1, and S,-Sq junctions. As previously
described in detail,"’ the junctions were PCR amplified. Libraries
of 200 bp were prepared from the 1-2 kb PCR products of S,-S,3,
Su-Syi, and S-S, amplification for lon Proton sequencing
(“GénoLim platform” of the Limoges University, France). The
sequenced reads were then mapped to S,, Sy1, Sys, and Sq
regions using the BLAST algorithm. As previously reported,’ the
computational tool developed for experiments performs junc-
tion assembly, identifies breakpoints in Sy, Sy1, Sy3, and S,
identifies junction structure (blunt, microhomology, large
homology or insertion junctions) and outputs a statistical
summary of the identified junctions.

Confirming previous studies, ™ flow cytometry experiments
indicated that compared to wt mice, the deletion of the E,
enhancer had only a minor impact on CSR toward IgGs (mean 5.0
vs 5.6%), IgG; (mean 8.5 vs 19.3%), and IgA (mean 1.7 vs 3.5%)
(Fig. 1b). We then extracted stimulated B-cell DNA to investigate
the molecular signatures of these S-S5 (I9Gs CSR), S,-S,1 (I9G,
CSR), and S-Sy (IgA CSR) junctions. When a few dozen CSR
junctions are reported after cloning and subsequent Sanger
sequencing, several hundred or thousand junctions can be
documented using our computational tool of CSR junctions
sequenced by high-throughput sequencing. The structural profiles
(blunt, microhomology, large homology or junction with inser-
tions) of 2443S,-S,; 89825,S,, and 6175,-S, E,-deficient
junctions and 7209S,-S,5, 14,700S,-S,,, and 2639S,S, wt
junctions are reported in Fig. 1c. No significant difference
(Mann-Whitney U-test) was found between E,-deficient mice
and wt mice. In addition to the type of junctions, the distribution
of 1gGs, IgG;, and IgA junctions in terms of distance from the
forward PCR primer in S, and from one of the reverse primers in
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Syz Sy1, and Sq was similar in E,-deficient and wt mice (Fig. 1d).
The same results were found for the localization of the
breakpoints within AID hotspots (AGCT, WRCY, RGYW) and other
motifs (Fig. 1e) (displayed along specifically targeted segments
within S regions).

As previously reported by others,®” the efficacy of CSR is, at
most, modestly reduced by the deletion of the E, enhancer.
Until recently, the transcriptional enhancers located in the IgH
3'RR are the sole cis-regulatory elements reported to affect
conventional CSR.>*"7 Compared with wt mice, the type and
location of the CSR junctions in the absence of E, are
unaffected. This observation is highlighted with three different
isotypes (y1, y3, and a) by the analysis of a thousand
independent junctions using our computational tool of CSR
junctions sequenced by high-throughput sequencing. The E,
enhancer is dispensable to poise AID to S donor/acceptor
regions and for the generation of double strand breaks.'® E.
IgH intrachromosomal interactions with S donor/acceptor
regions and the 3'RR do not seem important to recruit/stabilize
DNA repair factors and, thus, for the choice of the DNA repair
pathway. In fact, do these E,, IgH intrachromosomal interactions
have a real relevance? Are these interactions only mechanical
due to the IgH location of E, and to the 3D folding that brings S
regions into contact with each other? These questions remain
open. Deletion of the cis-regulatory IgH 3'RR affects CSR to all
isotypes (except IgD).>'” We currently investigate the mole-
cular signature of the remaining CSR junctions in 3’'RR-deficient
mice to search for a potential role in the recruitment of specific
DNA repair factors.
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Activation-induced deaminase (AID) is required for immunoglo-
bulin (Ig) class switch recombination (CSR), in which the constant
(O gene of IgM is substituted with C, C. or C, thereby
generating IgG, IgE, and IgA antibodies, respectively, with new
effector functions but the same antigenic specificity.” AID targets
specific DNA switch (S) regions preceding C regions except for Cs.2
Sy is usually the donor region, while S, . , are the acceptor regions.
AID deaminates C into U on single-stranded DNA by targeting the
WRCY (W =A/T, R=A/G, and Y =C/T) hot motif and, to a lesser
extent, the SYC (S = G/C, Y = C/T) cold motif.>* AID is a member of
the apolipoprotein B editing complex (APOBEC) family. Among
APOBEC genes, a family of evolutionarily conserved cytidine
deaminases, APOBEC3 is implicated in diverse cell functions
including innate immunity against retroviruses.* The DNA-editing
APOBEC3 enzymes have recently attracted attention due to their
involvement in cancer and potential applications in gene
editing.>™” While a single copy of each APOBEC3 gene is present
in rodents, seven copies of each APOBEC3 gene are found in
humans. For example, APOBEC3A is expressed predominantly in
monocytes, while high levels of APOBEC3G are found in B-cells.
Both APOBEC3A and APOBEC3G expression is elevated in
response to interferon-a.® CSR is mediated by only AID attack,
but some studies have suggested the putative involvement of
APOBEC in the cleavage of some o5 and S DNAs.>'° Furthermore,
B-cell agonists that stimulate CSR upregulated both AID and
APOBEC3G."" APOBEC3G was also found to mutate Vi genes
during viral infection."*'®* APOBEC3 may contribute to a basal level
of CSR, but its involvement was largely undetectable when a few
dozen CSR junctions were reported after cloning and subsequent
sequencing by the Sanger method. We recently reported a new
computational tool (CSReport) for the automatic analysis of CSR
junctions sequenced by high-throughput sequencing.'* The
structural profiles (blunt, microhomology, large homology, or
junctions with insertions) and locations of breakpoints within AID
hotspots and other motifs can be analyzed for not just a few
dozen but rather several hundreds or thousands of junctions. This
computational tool has already been used to analyze the
phenotypes of rare S,-Ss junctions during IgD CSR™'"” and
compare the structural profiles of S,-S,1/5,-5S3/S,~Sq junctions
in uracil DNA glycosylase-deficient mice,'® IgH E, enhancer-
deficient mice,'” and wild-type (wt) mice.'® In this study, we used
high-throughput sequencing to analyze the molecular signature
of S$,-5,1/5,-5y3/S,~Sq junctions in mice expressing human

APOBEC3A or APOBEC3G in an APOBEC3 knockout background
for the first time.

Mice were housed and procedures were conducted in agree-
ment with European Directive 2010/63/EU on the use of animals
for scientific purposes applied in France as the “Décret n°2012-118
du 1°" février 2013 relatif a la protection des animaux utilisés a des
fins scientifiques”. Accordingly, the present project (APA-
FiS#13855) was authorized by the “Ministére de I'Education
Nationale, de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche” and
reviewed by the Ethics Committee of the University of Limoges
(France). APOBEC3-deficient mice'® expressing human APOBEC3A
(hAPOBEC3A) or hAPOBEC3G*® and C57BL6 wt mice (both types of
mice were housed in a conventional animal facility) were used. B-
splenocytes (1 x 10° cells/ml) were cultured for 4 days in RPMI
1640 with 10% fetal calf serum and 5 pg/ml LPS with (for IgG; CSR)
or without (for IgGs CSR) 20 ng/ml IL-4 or 5 ng/ml TGF{ (for IgA
CSR) (PeproTech, Rocky Hill, NJ).2'#** Splenocytes were stained
with several labeled antibodies and analyzed on a Fortessa LSR2
(Beckman Coulter). B-cell splenocyte DNA was extracted, and
Su=Sy1, Sy=Sya, and S-S, junctions were quantified as previously
reported.'® lon proton sequencing was performed in the
“GénoLim platform” at the Limoges University (France).
Sequenced reads were mapped to Sy,1,3a regions using the
BLAST algorithm. The computational tool developed for the
experiments performed junction assembly, identified breakpoints
in S regions, identified junction structures (blunt, microhomology,
large homology, or junctions with insertions) and output a
statistical summary of the identified junctions.

Flow cytometry experiments indicated that deletion of the
APOBEC3 gene had no significant impact on in vitro CSR toward
IgGs, 1gGy, and IgA compared with CSR in wt mice (Fig. 1a).
Extracted stimulated B-cell DNA was then used to determine the
molecular signatures of S,-S,3 (IgGs CSR), S-Sy (I9G; CSR) and
Su=Sa (IgA CSR) junctions by high-throughput sequencing. The
structural profiles (blunt, microhomology, large homology, or
junctions with insertions) of 481 S-S5, 4092 S-S,y and 225 S-S,
APOBEC3-deficient junctions and 1394 S,-S,3, 4163 S,-S,s, and
711 S,-Sq wt junctions are reported in Fig. 1b. No differences in
IgGs, 1gGy, and IgA junctions were found between APOBEC3-
deficient mice and wt mice. In addition to the types of junctions,
the distributions of IgGs, IgG;, and IgA junctions in terms of break
positions along S regions were similar between APOBEC3-deficient
and wt mice (Fig. 1c). Similar results were found for the locations
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of breakpoints within TYC APOBEC3 hotspot motifs** (displayed
along specifically targeted segments within S regions) (Fig. 1d).
The frequency of breakpoints found in S,3, Syq, and S, was lower
than the theoretical frequency for this motif in S,3, S,1, and Sq
regions. In comparison, the frequency of breakpoints within WRCY
AID hotspots was similar to the theoretical frequency of this motif
in Sy, Sy, and Sy regions (Fig. 1e). Finally, the effects of
hAPOBEC3A and hAPOBEC3G transgenes on murine CSR were
explored. A total of 838 S,-S,;, 31545,-S,;, and 409 S-S,
hAPOBEC3A junctions and 541 5,-S,3, 2910 S-S, and 168 S-S,
hAPOBEC3G junctions are reported in Fig. 1b. No differences in
IgGs, IgGy, and IgA junctions were found between hAPOBEC3A or
hAPOBEC3G mice and wt mice.

Recent studies have attracted attention to the involvement of
APOBEC3 enzymes in cancer and gene editing.>™” We report in the
present study that B-cell y;, y3, and a CSR was unaffected in mice
following deletion of the APOBEC3 gene. Similar results were
found in mice expressing hAPOBEC3A and hAPOBEC3G. Breaks in
the TYC APOBEC3 hotspot motifs were not affected by APOBEC3
deficiency, suggesting AlD-induced breaks (TYC is also a cold AID
motif). Compared with wt mice, the types and locations of CSR
junctions in the absence of APOBEC3 were no different. These
results were highlighted by the analysis of thousands of
independent junctions using our computational tool and CSR
junctions sequenced by high-throughput sequencing. In conclu-
sion, molecular analysis of CSR junctions demonstrated that
APOBEC3 makes no obvious contribution to conventional (IgGT,
1gG3, and IgA) CSR.
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