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Résumé / abstract

Titre : Caractérisation fonctionnelle des premiers inhibiteurs de HSP110

Mots clés : Protéine de choc thermique, Lymphome B diffus a grandes cellules, Thérapie ciblée

Résumé : Les protéines de choc thermique sont
des chaperons moléculaires fortement exprimeés
dans les hémopathies malignes. Mon laboratoire
de these a montré que la protéine de choc
thermique HSP110 est une nouvelle cible
thérapeutique de premiere importance dans le
cancer colorectal et dans les lymphomes non-
Hodgkiniens. Une stratégie de criblage d’une
chimiothéque a permis 1’identification de deux
molécules capables d’inhiber spécifiquement
’activité chaperonne de HSP110. Mon objectif
de these a été de caractériser et de valider
fonctionnellement ces molécules nouvellement
identifiées dans les lymphomes B diffus a
grandes cellules.

J’ai montré qu’une de ces molécules limite
I’interaction de HSP110 avec la protéine de
signalisation SYK, kinase essentielle de la voie
de signalisation du BCR. Cet inhibiteur réduit la
croissance des cellules de lymphomes in vitro et
in vivo. Elle réduit aussi ’activation de la voie
NF-xB, voie essentielle de survie. J’ai enfin
montré que I’inhibition de cette voie par notre
inhibiteur, en combinaison avec des inhibiteurs
de la voie PI3K, bloque compléetement la
croissance tumorale in vivo.

Title: Functional characterization of the first HSP110 inhibitors

Keywords: Heat shock protein, Activated B cell diffuse large B cell lymphoma, Targeted therapy

Abstract : Heat shock proteins are molecular
chaperones highly expressed in haematological
malignancies. My laboratory has shown that the
heat shock protein HSP110 is a new and
important therapeutic target In colorectal cancer
and in non-Hodgkin's lymphoma. As there were
no existing inhibitors of HSP110, a screening
strategy of a chemical library was carried out
and allowed the identification of two molecules
capable of specifically inhibiting the chaperone
activity of HSP110. My thesis objective was to
characterise and functionally validate these
newly identified molecules in diffuse large cell
B lymphomas.

I have shown that one of these molecules limits
the interaction of HSP110 with the SYK
signalling protein, an essential kinase in the
BCR signalling pathway in activated diffuse B-
cell lymphoma. These molecules reduce the
growth of these lymphoma cells in vitro and in
vivo. They reduce the activation of the NF-xB
pathway, an essential survival pathway. Finally,
I have shown that inhibition of this pathway by
our inhibitor, in combination with inhibitors of
the PI3K pathway, completely blocks tumour
growth in vivo.
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subtypes » DOI : 10.3348/Kjr.2017.18.1.71 ..ccueceeierieeeeeiesieetenieeeetesteete e seeesessesssessesssessesseessessessnens 24

Figure 3 : Schéma représentant la classification des lymphomes B diffus a grandes-cellules,
basé sur les entrées obtenues dans « Diffuse large B-cell lymphoma variants : an update » DOI :

10.1016/].pathol.2019.08.013.......ccuiiiiirieieteeee ettt sttt 27

Figure 4 : Schéma représentant I’arbre décisionnel utilisé par les anatomopathologistes pour
déterminer le type de cellule d’origine (COO) du lymphome diffus a grandes cellules B. Les valeurs
correspondent a celles de patients, 152 en tout. Tiré de « Confirmation of the molecular classification
of diffuse large B-cell lymphoma by immunohistochemistry using a tissue microarray” » DOI :

10.1182/b100d-2003-05-1545 .......occtririrrirtinreiereiee ettt ettt b e sr s ettt sr e 27

Figure 5: En (A) : Graphique représentant la survie globale (en %) de patients atteints de
lymphome diffus a grandes cellules B en fonction du temps (en année) dont la caractérisation a été
effectuée par marquages immunohistochimiques. En (B) : Graphique représentant la survie globale
(en %) de patients atteints de lymphome diffus a grandes cellules B en fonction du temps (en année)
dont la caractérisation a été effectuée par marquages immunohistochimiques et par génotypage
dans le but de comparer les deux méthodes. Tiré de l'article « Confirmation of the molecular
classification of diffuse large B-cell lymphoma by immunohistochemistry using a tissue microarray »

DOl : 10.1182/blood-2003-05-1545. TMA = Tissue Micro-Array ; cDNA = ADN complémentaire........ 28

Figure 6: Schéma représentant les proportions de lymphomes Double-Hit et Double-

Expresser en fonction du type de DLBCL. Tiré de « Advances in Diagnosis and Management of Diffuse
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Large B-cell Lymphoma » DOI : 10.1016/j.clml.2017.10.007. BCL-2-R = Possédant le réarrangement
t(14;18) ; MYC-R = Possédant le réarrangement t(8;14). .....c.eeeecveieeciiee e e 29

Figure 7 : Schémas représentant en (A) une classification simplifiée des DLBCLs spécifiés et
non-spécifiés (NOS) et en (B) une classification de ces mémes DLBCLs en fonction de leur COO,

mettant en avant 'ABGC, 1@ GC et I@ PMBL. ..........cooooveeiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 31

Figure 8 : Schéma représentant I’origine des types cellulaires a I’origine de ’ABC-DLBCL, du
GC-DLBCL et du PMBL. Cellule B thymique « naturelle » = cellule B thymique issue d’'une lymphopoiése
2 3o =Y T LI 01V o 1U PRSP 32

Figure 9 : Schéma représentant les principaux acteurs impliqués dans la signalisation du BCR
et du TLR, et comment les deux voies de BCR et du TLR coopérent pour former un « supercomplexe »

permettant la phosphorylation d’IkB et donc sa dégradation pour libérer NF-kB pouvant entrer dans le

Figure 10 : Schéma représentant la convergence de la signalisation du supercomplexe My-T-
BCR et de la voie de signalisation PI3K/AKT vers la phosphorylation d’IkB, montrant comment ces
deux voies majeures de signalisation peuvent synergiser pour avoir une action commune pour la survie

et la prolifération des cellules de "ABC-DLBCL. ......cccuuieeeeciiieeeeiieeeeecitee e e ecttee e eectte e e eetre e e s esnteeeseareeeeeanes 37

Figure 11 : Schéma montrant la signalisation globale JAK/STAT d’une cellule B thymique, COO
du PMBL, avec comme point de départ le récepteur a I'interleukine 4. Les acteurs principaux de la

voie, JAK2, STAT6 €t XPOL Y SONT Pré&SENTES. ..cccccuviieeeciiieeeecitieeeeciteeeectte e e ecteeeeesteeeessasaeeessasaeeeesnseneeans 38

Figure 12 : Schéma représentant la structure d’HSP110 et les différences entre les formes a
et B, adapté de Mammalian Heat Shock Protein Hsp105: The Hsp70 Inducer and a Potent Target for
Cancer Therapy, DOI : 10.1007/978-3-319-89551-2_18 ; le feuillet B constitue le domaine de liaison

F 10D o e (<] o[ TSR PPPPR 41

Figure 13 : Courbes de survie montrant la corrélation entre la survie des patients et le statut
mutationnel de MyD88 (non muté en rouge, muté en bleu), tirée de « Prognostic value of MYD88
L265P mutation in diffuse large B cell lymphoma via droplet digital PCR» (DOI:
10.3892/mmr.2020.11186). On y constate une plus faible probabilité de survie chez les patients muté
POUF IMIYD88 L2B5P. ... a e e aa s e s e s asasasasnsnsssnnnsnsnsnsnsnnnnnnnnnnnnnnns 43

Figure 14 : Schéma représentant les proportions de réponses a la thérapie R-CHOP sur une
population standard de patients avec DLBCL, adapté de « Diffuse large B-cell lymphoma: R-CHOP
failure-what to do? » DOI : 10.1182/asheducation-2016.1.366. ....c...ueeeeeeeieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieees 44
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Figure 15 : Schéma adapté de « Selecting the first chemical molecule inhibitor of HSP110 for
colorectal cancer therapy » DOI : 10.1038/s41418-019-0343-4 montrant les structures chimiques des
trois iINNIDITEUIS dE HSPLL0 ... .cccc ittt ete e e et e e et e e e e ata e e e s aaaeeesasaeeesasaaeesnnseneenan 48

Figure 16 : Etude de I'impact de I'inhibition d’HSP110 sur la viabilité et la survie des cellules
d’ABC-DLBCL. A : Mesure de densités optiques, représentant la viabilité de 3 lignées d’ABC-DLBCL
(HBL1, OCI-LY3 et TMD8) traitées en plaque 96 puits pendant 48 et 96 heures avec les inhibiteurs 52
et 33 (10uM) avec un contréle le composé 61, avec une mesure de la viabilité a JO par kit XTT. B :
Mesure de la survie cellulaire par cytométrie en flux grace a un co-marquage Annexine V FITC et 7AAD
de 4 lignées (HBL1, OCI-LY3, TMDS8 et OCI-LY10) traitées pendant 96 heures. En C: Illustration de la
partie B sur lignée TMDS8 traitées DMSO et avec inhibiteur #52 a 40uM sur 96 heures. La croix

représente le pourcentage de cellules dans chaque quadrant.........c.cccveeeeeiiiccciiiieeeee e 60

Figure 17 : Suite de I’étude de I'impact de l'inhibition d’HSP110 sur la survie des cellules
d’ABC-DLBCL. Des traitements avec l'inhibiteurs d’"HSP110 #52 ont été réalisés sur 72h sur 3 lignées
(HBL1, OCI-LY3 et TMDS8), puis différents marquages de protéines pro-apoptotiques (Caspase 3 et
PARP) et leurs fragments de clivages ont été effectués, ainsi que les marquages d’oncogénes majeurs

AANS 1€ IYMPNOMES ...eeiiieee et e e tte e e e et e e e e e bt e e e e ebteeesebteeeeesteeeseseneeeaseneenannes 62

Figure 18 : Etude de I'impact de I'inhibition d’HSP110 avec l'inhibiteur #52 sur la croissance
tumorale. A : mesure de la croissance tumorale d’une lignée de lymphome (TMDS8) xénogreffée a JO
(15 millions de cellules en sous-cutané) sur souris NSG. Les traitements avec inhibiteur #52 ont
commencés J6 et ont été effectués tous les deux jours en méme temps que la prise des mesures
tumorales. B : aprés mise a mort, les tumeurs ont été prélevées et pesées. C: image d’illustration de

certaines tumeurs prélevées POST-MOITEM ......c.uiiiiiciiii e e e e e sbee e e s sbeeeeeeanes 63

Figure 19 : Effets des inhibiteurs d’HSP110 sur les phosphorylations de IkB (sérines 32 et 36)
et de p65 (sérine 276), essentielles pour la translocation du complexe NF-kB dans le noyau, et donc
de la transduction du signal, sur les lignées OCI-LY3 et TMDS8. A : Les lignées ont été traitées 24 heures
avec les inhibiteurs #52 et #33, ainsi que du contrdle #61 a 10uM, puis les lysats ont été déposés pour
marquages de phospho-IkB et IkB totale. B : Les lignées ont été traitées 24 et 48 heures avec |'inhibiteur

#52 a 10uM, puis les lysats ont été déposés pour marquages de phospho-p65 et p65..........ccuuu.ee.. 65

Figure 20 : Western blot d’une co-immunoprécipitation de MyD88 dans la lignée d’ABC-
DLBCL HBL1, traitées avec #61, #52 et #33 a 20uM sur 24 heures, tiré de la these « Expression et role
d’HSP110 dans le lymphome B diffus a grandes cellules de type activé ou ABC-DLBCL »,

https://www.theses.fr/2018UBFCI014. Les chaines lourdes des anticorps de capture servent de
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témoins de charge pour les fractions d'immunoprécipitations, et la GAPDH sert de témoins de charge
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Figure 21 : Western blot de traitement #52 (10uM) réalisés sur différentes lignées cellulaires
afin d’y révéler différents acteurs impliqués dans la signalisation proximale du BCR ainsi que leurs
formes phosphorylées, la tyrosine 759 pour PLCy2, la tyrosine 352 pour SYK et la tyrosine 223 pour
BTK. A : Marquages des formes totales et phosphorylées des kinases PLCy2, SYK et BTK sur lignées
d’ABC-DLBCL (HBL1, OCI-LY3 et TMDS8) aprés traitement pendant 24 et 48 heures, chez qui la
signalisation du BCR est constitutive. B : Marquages des formes totales et phosphorylées des kinases
SYK et BTK sur lignées de lymphome de Burkitt BJAB apreés traitement pendant 48 heures, chez qui la
signalisation du BCR a été induite avec 2,5ug/mL de fragment Fab de chévre anti-lgM humain pendant

Lo 0 011 0 LU =T 67

Figure 22 : Marquages immunohistochimiques des protéines de signalisation MyD88,
phospho-IkB et phospho-BTK sur tumeurs xénogreffées d’une lignée de lymphome humaine (TMDS,
15 millions de cellules en sous-cutané) sur souris NSG, traitées tous les deux jours avec inhibiteur
d’HSP110 #52 (10mg/kg). A J20, les souris sont mises a mort et les tumeurs ont été prélevées, fixées

etincluses en bloc Paraffine. ... et e e 69

Figure 23 : Etude de l'interaction avec la kinase majeure de signalisation de la voie du BCR
SYK sur les lignées OCI-LY3 et TMID8 d’ABC-DLBCL. A : Co-immunoprécipitations d’HSP110, réalisées
avec 2ug d’anticorps de capture anti-HSP110 ou 2ug d’anticorps contréle ajoutés dans 700ug de lysats
protéiques d’OCI-LY3 ou TMDS8 par anticorps. B : Co-immunoprécipitations de SYK, correspondant a
I'immunoprécipitation inverse de la partie A, réalisées dans les mémes conditions avec 4ug d’anticorps
de capture anti-SYK ou 4pug d’anticorps contrdle. C et D : expériences de ligature de proximité entre
HSP110 et SYK sur cellules OCI-LY3 et TMDS, fixées avec de la PFA 4% et perméabilisées avec du
méthanol 100%. Les anticorps anti-HSP110 et anti-SYK ont été co-incubés sur la nuit a 4°C. HSP70 a été
choisie comme controle d’interaction positif pour HSP110, et I'interférence ARN d’HSP110 (1nmol) sert
a montrer la spécificité de I'interaction entre HSP110 et SYK. Les western blots servent a confirmer

TNEEITEIENCE ARN. .eeeeiiiiiiieiii e aaes s aa s s s s aasasaasssasssssssssssssssssssssnsssnsssssssssssssssssnsnnssssnsssnsnnns 71

Figure 24 : Etude de I'interaction entre HSP110 et SYK dans différents modele cellulo et vitro
par immunoempreintes. A : co-immunoprécipitation de SYK dans les lighées U2932 (MyD88"T) et
HBL1 (MyD88'%%>") d’ABC-DLBCL. B : co-immunoprécipitation de SYK dans la lignée BJAB stimulée ou
non avec 5ug/mL de Fab de chévre anti-IgM humain pendant 5 minutes. C: expérience de

phosphorylation in vitro avec protéines recombinantes. Les protéines ont été co-incubées ensemble,
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puis la réaction de phosphorylation a été lancée avec I'ajout d’ATP pendant 10 minutes a 30°C en

présence soit d’inhibiteur d’"HSP110 #52 a 300uM, soit avec un volume équivalent de DMSO .......... 73

Figure 25 : Etude de I’effet de I'inhibiteur #52 d’HSP110 sur I'interaction entre HSP110 et SYK.
A : Co-immunoprécipitations de SYK réalisées sur les lignées cellulaires d’ABC-DLBCL HBL1 et TMDS8
traitées avec 20uM d’inhibiteur #52 sur 24 heures. B : Expériences de ligature de proximité (PLA)
réalisées sur xénogreffes d’'une lignée de lymphome humaine (TMDS, 15 millions de cellules en sous-
cutané) sur souris NSG, traitées tous les deux jours avec inhibiteur d’HSP110 #52 (10mg/kg). A J20, les
souris sont mises a mort et les tumeurs ont été prélevées, fixées et incluses en bloc paraffine pour

MAFQUAEE €N PLA. L. e ssssssassnnnnnan 77

Figure 26 : Schéma de conclusion de la partie 1 des résultats, montrant une cellule d’ABC-
DLBCL dans des conditions normales, montrant I'implications d’'HSP110 dans la voie du BCR,

notamment I'interaction et le chaperonnage de SYK et de MyD88. .........cccoecvieeiriiieeeniiiee e, 79

Figure 27 : Expériences de viabilité avec kit CTG 2.0 sur lignées cellulaires d’ABC-DLBCL HBL1
(en A), OCI-LY3 (en B) et TMDS8 (en C) co-traitées avec inhibiteur d’"HSP110 et copanlisib sur 72
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Figure 28 : Etude de I'impact de la co-inhibition d’HSP110 avec l'inhibiteur #52 et de pan-
PI3K avec la copanlisib sur la croissance tumorale. A : mesure de la croissance tumorale d’une lignée
de lymphome (TMDS8) xénogreffée a JO (15 millions de cellules en sous-cutané) sur souris NSG. Les
traitements avec inhibiteur #52 (voie intrapéritonéale) et/ou copanlisib (voie intraveineuse) ont
commencés J3 et ont été effectués tous les deux jours en méme temps que la prise des mesures

tumorales. B : aprés mise a mort, les tumeurs ont été prélevées et pesées.......cccccvvvrveeeviiveeesiiveenn. 83

Figure 29 : Western blot montrant I'impact des mono-traitements et co-traitement avec
inhibiteur d’HSP110 #52 et copanlisib sur lignées d’ABC-DLBCL HBL1, OCI-LY3 et TMDS8 traitées
pendant 48 heures pour y révéler des phosphoprotéines majeures dans la signalisation globale de
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Figure 30 : Marquages immunohistochimiques des protéines de signalisation phospho-IkB et
phospho-BTK sur tumeurs xénogreffées d’une lignée de lymphome humaine (TMDS, 15 millions de
cellules en sous-cutané) sur souris NSG, traitées tous les deux jours avec inhibiteur d’HSP110 #52
(10mg/kg) et/ou avec copanlisib (5mg/kg). A J21, les souris sont mises a mort et les tumeurs ont été

prélevées, fixées et incluses en bloc paraffine. .............c.ccooooii i, 85

Figure 31 : Marquage immunohistochimique de phospho-SYK par PLA « Brightfield » sur
tumeurs xénogreffées d’une lignée de lymphome humaine (TMD8, 15 millions de cellules en sous-

cutané) sur souris NSG, traitées tous les deux jours avec inhibiteur d’HSP110 #52 (10mg/kg) et/ou
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avec copanlisib (5mg/kg). A J21, les souris sont mises a mort et les tumeurs ont été prélevées, fixées
et incluses en bloc paraffine. Un tel marquage a été réalisé en faisant une PLA contre SYK totale et

contre les PhoSPROLYIOSINGS ..............oooiiiiiie et e e e e e bae e e s e sateee e eanes 85

Figure 32 : Etude de I’expression d’HSP110 sur une cohorte de patients atteints de PMBL qui
possédent une faible quantité d’ARNm HSP110 (en rouge) et qui possédent une forte quantité
d’ARNm HSP110 (en bleu), niveaux évalués par ARN microarray. En A : survie sans progression des

patients en fonction du temps. En B : survie globale des patients en fonction du temps. .................. 87

Figure 33 : Etude de la localisation subcellulaire d’HSP110 dans deux lignées de PMBL,
K1106P et MedB1. En A : Isolements cytoplasmes-noyaux réalisés et visualisés par western blot, avec
en contréle cytoplasmique HSP60 et en controle nucléaire la lamine A. En B : Marquage d’"HSP110

réalisés par immunofluorescence sur cellules fixées et perméabilisées ........ccccvvviieiiiiieeiiiciee e, 88

Figure 34 : Etude de l'interaction entre HSP110 et XPO1. En A et B : Tests de ligature de
proximité entre HSP110 et XPO1 (avec BRCA1, contréle positif d’interaction avec XPO1 et contréle
négatif d’interaction avec HSP110) sur lignées K1106P (XPO1 WT) et MedB1 (XPO1 E571K). En C : co-
immunoprécipitations entre HSP110 et XPO1WT et XPO157XK sur lignées HEK293 transfectées avec

HSP110-GFP et XPO1YWT-mCherry ou XPOL1E 7K mCREITY . .c.uivveceeiceiceeecee sttt 90

Figure 35 : Etude de la nature de linteraction entre HSP110 et XPO1. En A: isolement
cytoplasmes-noyaux réalisé sur la lignée K1106P traitées avec 1uM de selinexor pendant 4h et visualisé
par western blot. p65 est un contréle du blocage de I'export, la TATA-box Binding Protein est un
contrdle cytoplasmique, et la GAPDH est un contrdle nucléaire. En B : isolement cytoplasmes-noyaux
réalisé sur la lignée HEK293, transfectée avec HSP110-GFP et traitées avec 1uM de selinexor pendant
4h, et visualisé par western blot. En C : expérience d’électroporation de K1106P et MedB1 avec 1nmol

de siARN HSP110 et visualisé par Western BlOt........ccueiiiiiiieiiiiiee et e e e 91

Figure 36: Immunoprécipitation de STAT6 dans un modéle HEK293 modifiée pour
surexpression de STAT6 (alors nommée HEK293S6) et sur MedB1, montrant I'interaction entre STAT6
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Figure 37 : Etude de la localisation et du profil d’expression d’HSP110 dans les lignées de
lymphomes et dans les PVECs. HBL1, SU-DHL2, OCI-LY3, TMDS8 et U2932 sont des lignées d’ABC, SU-
DHL4 et B593 sont des lignées de GC-DLBCL et U2940 est une lignée de PMBL. En A : profil
d’expression d’HSP110 par différentes lignées humaines de DLBCL visualisé par western blot. En B :
Isolements cytoplasmes-membranes sur différentes lignées de DLBCL visualisés par western blot. En

C : Profil d’expression d’HSP110 et de différents marqueurs exosomaux pour confirmer I'isolement des



Figure 38 : Isolements de PVECs de patients atteints de DLBCLs au moment du diagnostic
visualisés par western blot. En A : marqueurs exosomaux contrélant la qualité de I'isolement, avec
une lignée cellulaire d’ABC-DLBCL (HBL1) en contréle. En B: Marquages par western blot des

échantillons de PVECs précédemment iSOIEES........cccuviiiieciiiee ittt ette e e et e e s erae e e e snreee e eanes 97

Figure 39 : Schéma de conclusion de la partie résultat concernant I’ABC-DLBCL du manuscrit
de thése, montrant une cellule d’ABC-DLBCL dans des conditions de co-inhibition d’HSP110 et PI3K,

montrant les cibles des inhibiteurs comment ils impactent la signalisation globale. ....................... 98

Figure 40 : Xénogreffes de lignée OCI-LY3 dans des souris NSG. A : Tentative réalisée de
xénogreffer 15 millions d’OCI-LY3 pour soutenir les expériences déja réalisées sur TMD8 dans ce
manuscrit. Les traitements avec inhibiteur d’"HSP110 #52 ont commencés a J6 et ont été faits tous les
2 jours en méme temps que les mesures tumorales. Une premiére mesure a été réalisée a 14 (7
animaux par groupe). B : Partie de figure tirée de « Specific covalent inhibition of MALT1 paracaspase
suppresses B cell lymphoma growth » DOI : 10.1172/JCI99436, montrant une croissance de 5 millions
d’OCI-LY3 dans le méme modele animal en conditions non-traitées (carrés noirs) et avec un traitement
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Figure 41 : Schéma adapté de « Micromanagement of Lymphomas» DOI:
10.1371/journal.pbio.0060156, montrant les stades de développement des lymphocytes B de souris

impliqués dans la lymphomageneése des différents modeéles présentés jusqu’ici .............cccccuueee... 103

Figure 42 : Résultats préliminaires de la combinaison des inhibiteurs d’HSP110 (composé
#52) et de BTK (ibrutinib). En A : expérience de CTG réalisée sur lignée TMD8 montrant I'impact de la
co-inhibition pendant 72 heures sur la viabilité cellulaire. En B : marquage annexine V visualisé par

cytométrie en flux sur la lignée TMD8 cotraitées pendant 72 heures.........cccvcvveeeeciveeecciieeeescieeene 105

Tableau 1 : Tableau récapitulant les proportions de lymphome de Burkitt et diffus a grandes
cellules B en fonction de la tranche d’age (en années), proportions tirées de « Pediatric lymphomas

in Brazil » DOI : 10.1590/51807-59322010001200008. DLBCL : Lymphome Diffus a Grandes Cellules B.

Tableau 2 : Tableau regroupant les particularités génétiques des clusters de la classification
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Tableau 3 : Tableau regroupant les particularités génétiques des sous-divisions de la

classification LYMPIhGEN .............oooiiiiii e e e s e e s s e e e s sbaeeesnanee 30
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Tableau 4 : Tableau montrant la correspondance de la classification HMRN par rapport aux

classifications Harvard et LYMPRGEN..............ccviiiiiiii ettt et e e tre e e e rae e e e eanes 30

Tableau 5 : Tableau tiré de « Genomic signatures in B-cell ymphoma: How can these improve
precision in diagnosis and inform prognosis? » DOI: 10.1016/j.blre.2015.08.002 précisant les

proportions des mutations majeures retrouvées dans les ABC et GC-DLBCLs chez les patients....... 34

Tableau 6 : Partie de tableau tirée de « Current options and future perspectives in the
treatment of patients with relapsed/refractory diffuse large B-cell lymphoma» DOI:
10.1177/20406207221103321 montrant les  alternatives  thérapeutiques employant
'immunothérapie. La réponse globale se définit comme une réponse au moins partielle au traitement

et la réponse totale quant a elle signifie une régression tumorale complete. .......ccccovvveeeeeeeeiccnnenennn.. 45

Tableau 7 : Partie de tableau tirée de « Current options and future perspectives in the
treatment of patients with relapsed/refractory diffuse large B-cell lymphoma» DOI:
10.1177/20406207221103321 montrant les alternatives thérapeutiques employant des thérapies
ciblées. La réponse globale se définit comme une réponse au moins partielle au traitement et la

réponse totale quant a elle signifie une régression tumorale compléte. .......cccceeecieeeecieeeccciee e, 45

Tableau 8: Tableau adapté de « Heat-Shock Proteins in Leukemia and Lymphoma:
Multitargets for Innovative Therapeutic Approaches » DOI : 10.3390/cancers15030984 présentant
les inhibiteurs de HSPs et HSF1 qui ont été employés dans des études précliniques et cliniques pour

le traitement de leucémies et lymphomes................ooooiiiiiiiiii e e 47
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Abréviations

(R-)CHOP : (Rituximab) Cyclophosphamide, Doxorubicin, Vincristine et Prednisone

(R-)DHAP : (Rituximab) Dexamethasone, Cytarabine et Cisplatine

(R-)EPOCH (Rituximab) Etoposide, Prednisone, Vincristine, Cyclophosphamide et Doxorubicine
(R-)ESHAP : (Rituximab) Etoposide, Méthylprednisolone, Cytarabine et Cisplatine

(R-)ICE : (Rituximab) Ifosphamide, Carboplatine et Etoposide

7AAD : 7-aminoactinomycin D

ABC-DLBCL : Activated B-Cell DLBCL - DLBCL de type activé

ADN : Acide Désoxyribonucléique

AID : Activation-Induced cytidine Deaminase — La déaminase activable des cytidines

AIDS : Acquired Immune Deficiency Syndrome — Syndrome de I'immunodéficience acquise (SIDA)
AIRE : Auto-immune REgulator — Régulateur auto-immun

AKT : Protein kinase B — Kinase B des protéines

ALCL : Anaplastic Large Cell Lymphoma — Lymphome anaplasique a grandes cellules

ALK : Anaplasic Lymphoma Kinase — Kinase du lymphoma anaplasique

ARL(s) : AIDS-Related Lymphoma — Lymphomes lié au SIDA

ARN : Acide RiboNucléique

ATCC : American Type Culture Collection - Collection de type cellulaire américaine

ATP : Adénosine Tri-Phosphate

ATR : Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein — protéine liée a I'ataxie-télangiectasie et la
protéine Rad3

BAFF : B-cell Activating Factor — Facteur d’activation des cellules B
BCL : B-Cell Leukemia — Leucémie B
BCR : B-Cell Receptor — Récepteur des Cellules B

BIA-ALCL : Breast Implant—Associated Anaplastic Large Cell Lymphoma - ALCL associé a un implant
mammaire

Blimp-1 : B Lymphocyte-Induced Mature Protein-1 — La protéine mature induite par les lymphocytes B
BSA : Bovine Serum Albumin — Albumine du sérum bovin
BTK : Bruton’s Tyrosine Kinase — Kinase des tyrosines de Bruton

CARD11 : Caspase Recruitment Domain Family Member 11 — Membre 11 de la famille du domaine de
recrutement des caspases

CDX : Cluster of Differentiation X — Groupement de différentiation X

CERMN : Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie
cHL(s) : classical Hodgkin Lymphoma(s) — Lymphome(s) hodgkinien(s) classique(s)
CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CLL : Chronic Lymphocytic Leukemia — Leucémie lymphoide chronique

18



CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
c-Myc : cancer-Myelocytomatosis oncogene — Oncogene de la myélocytomatose du cancer
COO : Cell Of Origin — Cellule d’origine

CREBBP : C-AMP Response Element-binding protein Binding Protein - Protéine de liaison a I'élément
de réponse C-AMP

CTG : Cell Titer Glo

DAPI : 4',6-diamidino-2-phénylindole

DEL(s) : Double-Expresser Lymphoma(s) — Lymphome(s) double-expressions
DHL(s) : Double Hit Lymphoma(s) - Lymphome(s) double-réarrangements
DLBCL R/R : DLBCL Relapsed or Refractory — DLBCL resistant ou en rechute
DLBCL(s) : Diffuse Large B-Cell Lymphoma(s) — Lymphome(s) B diffus a grandes cellules
DLBCL-NOS : Non-Otherwise specified DLBCL — DLBCL non spécifié

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium — Milieu Eagle modifié de Dubelcco
EBV : Epstein-Barr Virus - Virus d'Epstein-Barr

ECL : Enhanced Chemi-Luminescence

ETP : Early T-cell progenitor - Progéniteurs thymiques précoces

EZH2 : Enhancer of Zeste Homolog 2 - L'amplificateur de I'homologue de zeste 2
FISH : Fluorescence In Situ Hybridization — Fluorescence par Hybridation in situ
FITC : Fluorescein IsoThioCyanate

GC-DLBCL : Germinal Centre DLBCL - DLBCL de type centre germinatif

GEP : Genetic Expression Profiling — Profil d’expression génétique

GNA13 : Guanine Nucleotide-binding protein subunit alpha-13 - Sous-unité alpha-13 de la protéine de
liaison des nucléotides a la guanine

GRP170 : Glucose-Related Protein 170 — Protéine associée au glucose 170
GVEC(s) : Grosse(s) Vésicule(s) Extra-Cellulaire(s)

HHV8 : Human HerpesVirus 8 - Herpesvirus humain type 8

HIV : Human Immunodeficiency Virus — Virus de I'immunodéficience humaine
HL(s) : Hodgkin Lymphoma(s) — Lymphome(s) hodgkinien(s)

HSC70 : Heat Shock Cognate 70 - Protéine apparentée au choc thermique 70
HSF1 : Heat Shock Factor 1 — Facteur de choc thermique 1

HSP(s) : Heat Shock Protein(s) — Protéine(s) de choc thermique

IgG : G immunoglobulin — Immunoglobuline G

IKK : kB Kinase — Kinase d’IkB

IL-X : Interleukin X — Interleukine X

IL-XR : Interleukin X Receptor — Récepteur a I'interleukine X

IMDM : Iscove's Modified Dulbecco's Medium - Milieu modifié de Dulbecco de Iscove
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IRAK : Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase — Kinase associée au récepteur a l'interleukine 1
IRF4 : Interferon Regulatory Factor 4 - Facteur 4 régulateur de l'interféron

IkB : Inhibitor of nuclear factor kappa B - Inhibiteur du facteur nucléaire kappa B

JAK2 : Just Another Kinase 2 — Juste une autre kinase 2

MALT1 : Mucosa-Associated lymphoid tissue Lymphoma Translocation protein 1- Protéine de
translocation 1 du tissu lymphoide associé aux muqueuses

MEF2B : Myocyte Enhancer Factor 2B - Facteur 2B de stimulation des myocytes
MUML1 : Multiple Myeloma 1 — Myélome multiple 1

MyD88 : Myeloid Differentiation primary response 88 - Réponse primaire de différenciation myéloide
88

NBD : Nucleotide-Binding Domain — Domaine de liaison au nucléotide
NES : Nuclear Export Signal — Signal d’export nucléaire

NF-kB : Nuclear Factor-Kappa B — Facteur nucléaire kappa B

NHLs : Non-Hodgkin Lymphoma(s) — Lymphome(s) non-hodgkinien(s)

NLS : Nuclear Localization Signal — Signal de localisation nucléaire

NTA : NanoTracking Analysis - Analyse du suivi individuel de particules
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ORP150 : Oxygen-Related Protein 150 — Protéine associée a I'oxygéne 150

PBS(-T) : Phosphate-Buffered Saline (-Tween) — Solution saline tamponée par le phosphate (avec
Tween)

PCNSL : Primary Central Nervous System Lymphoma - Lymphome primaire du systeme nerveux central
PFA : ParaFormAldéhyde

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PIP2 : Phosphatidyl-inositol 4,5-bisphosphate

PIP3 : Phosphatidyl-Inositol (3,4,5)-trisphosphate

PKCB : Protein Kinase C B — Protéine kinase C 3

PLA : Proximity Ligation Assay — Expérience (ou test) de ligature de proximité

PLCy2 : Phospholipase C gamma 2

PMB(C)L : Primary Mediastinal B-Cell Lymphoma - Lymphome B primitif du médiastin

PMSF : PhenylMethylSulfonyl Fluoride - Fluorure de phénylméthylsulfonyle

PRMD1 : PR/SET Domain 1 — Domaine PR/SET 1

PSA : Pénicilline, Streptomycine et Amphotéricine B

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog — Homologue de la phosphatase et de la tensine

PVEC(s) : Petite(s) Vésicule(s) Extra-Cellulaire(s)

RPMI : Roswell Park Memorial Institute Medium — Milieu de I'institut du mémorial du parc de Roswell

SGK1: Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase 1 - Sérum et kinase 1 régulée par les
glucocorticoides
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SiARN : small interfering RNA — Petit ARN interferant
SLL : Small Lymphocytic Leukemia — Leucémie a petits lymphocytes

SOCS1 : Suppressor Of Cytokine Signaling protein 1 - Suppresseur de la protéine de signalisation des
cytokines 1

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription - Transducteur et activateur de signaux de
transcription

SVF : Sérum de Veau Feetal

SYK : Tyrosine-Protein Kinase — Kinase des protéines possédant des tyrosines

TBS(-T) : Tris-Buffered Saline (-Tween) — Solution saline tamponée par le Tris (avec Tween)
THL(s) : Triple Hit Lymphoma(s) - Lymphome(s) triple-réarrangements

TLR(s) : Toll-Like Receptor(s) — Récepteur(s) de type Toll

TSG101 : Tumor Susceptibility Gene 101 protein — Gene de susceptibilité tumorale 101
TMA : Tissue MicroArray - Microréseau tissulaire

TNFAIP3 : TNF Alpha Induced Protein 3 — La protéine 3 induite par le TNF alpha

TP53 : Tumor Protein 53 — Protéine tumorale 53

VEC(s) : Vésicule(s) Extra-Cellulaire(s)

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor - Facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
XBP1 : X-box Binding Protein-1 — La protéine accrochant la boite X 1

XPO1 : eXportin 1 — Exportine 1

XTT : 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide
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Contexte de I'étude

Il est aujourd’hui bien établi que les cellules tumorales acquiérent une dépendance biologique
aux protéines de stress dont les protéines de choc thermique (HSPs) lors de la transformation maligne
[1]. Les HSPs sont des protéines chaperonnes hautement conservées dont I'expression est induite en
réponse a de multiples stress physiologiques et environnementaux. Dans ces contextes, elles
controlent un large éventail de fonctions cellulaires afin de sauver la cellule de conditions mortelles.
Mon laboratoire de these a découvert au cours des 5 derniéres années qu’HSP110, une HSP de haut
poids moléculaire dotée de propriétés anti-agrégatives, joue un réle majeur dans la prolifération des

cellules cancéreuses [2].

Dans le cancer du c6lon, mon laboratoire a montré qu’HSP110 est une HSP cruciale dans divers
aspects du développement tumoral, associée a un mauvais pronostic de survie des patients et
constitue donc une nouvelle cible thérapeutique de premiére importance [3], [4]. Plus récemment,
nous avons montré dans les lymphomes non hodgkiniens qu’HSP110 joue un role primordial dans les
fonctions intra- et extracellulaires permettant la survie et la croissance des cellules de lymphome [3]-
[6]. Lidentification et la validation fonctionnelle d’inhibiteurs d’HSP110 a donc constitué un objectif

prioritaire de mon équipe.

Grace a une stratégie de criblage d’une chimiothéque du CERMN (Université de Caen Basse-
Normandie) basée sur la capacité de ces molécules a interférer avec I'activité anti-agrégative connue
de HSP110, trois molécules (#61, #52 et #33) ont été mises en évidences. Les composés #52 et #33
possédent une structure proche, 61 étant un peu différente. In vitro, les trois molécules inhibent
I"activité chaperonne d’HSP110 sans inhiber celle de HSP70 ou HSP90, suggérant ainsi une spécificité
d’action (numéro de brevet : US20210186941A1). Dans le cancer colorectal, les inhibiteurs #52 et #33
d’HSP110 ont montré une redoutable efficacité sur la mort cellulaire in vitro, et in vivo, et le mécanisme
d’action moléculaire de I'inhibition d’"HSP110 a été révélé [7]. En effet, HSP110 chaperonne STAT3, une
protéine majeure impliquée dans la survie des cellules. L'inhibition d’"HSP110 limite ce chaperonnage,

menant a la perte du signal de survie [7].

Profitant de I'engouement du service d’hématologie du CHU de Dijon pour I'étude de notre
équipe portant sur HSP110 dans les lymphomes non-Hodgkiniens [2], j’ai saisi 'opportunité, en début
de thése, de tester ces inhibiteurs dans le lymphome B diffus a grandes cellules de type activé (ABC-
DLBCL), un sous-type de lymphome non-hodgkinien, ainsi que dans le lymphome B primitif du

médiastin (PMBL), un variant spécifique des DLBCLs.

22



Introduction

Les lymphomes et leur classification

Un lymphome est un cancer qui se développe a partir de cellules immunitaires particuliéres
nommeées « lymphocytes ». Ce type de cancer peut se mettre en place chez tous les lymphocytes
(lymphocytes B, T et NK) et a tous les stades de différentiation (du précurseur a la cellule mature) [8].
Devant cette grande diversité de pathologies, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS ou WHO en
anglais) répertorie les lymphomes en fonction de critéres cliniques, anatomopathologiques et
moléculaires pour permettre une prise en charge et un traitement adapté aux patients [9]. Dans cette
recherche de classification, on distingue tout d’abord 2 grands groupes de lymphomes : les lymphomes

Hodgkiniens, ou HLs et les lymphomes non-hodgkiniens, ou NHLs.

Tout d’abord, les lymphomes Hodgkiniens qui représentent 15% de tous les lymphomes se
caractérisent par la présence de cellules trés particulieres, nommées cellules de Reed-Sternberg [10].
Ces cellules cancéreuses ne forment qu’1% de la tumeur [11] et dépendent de la voie NF-kB pour
survivre [12]. Les HLs se divisent en 2 catégories (Figure 1), le lymphome nodulaire a prédominance
lymphocytaire et les lymphomes Hodgkiniens classiques ou cHLs. Les HLs sont plutét de bon pronostic,
puisque plus 80% des patients atteints sont en rémission compléte apres traitement spécifique

prenant en compte le stade de développement de la tumeur [13].

Lymphomes Lymphome nodulaire a

hodgkiniens prédominance lymphocytaire
< 10% des HLs

15% des lymphomes

Lymphomes hodgkiniens

classiques
>90% des HLs
Type 1l Type 2 Type 3 Typed
(enrichi en lymphocytes) (scléro-nodulaire) (cellularité mixte) (déplétion lymphocytaire)
5% des cHLs 70% des cHLs 20-25% des cHLs < 5% des cHLs

Figure 1 : Schéma représentant tous les types et sous-types de lymphomes hodgkiniens ainsi que la prévalence de chacun
d’entre-eux, basé sur les valeurs de «Hodgkin lymphoma : A review and update on recent progress» DOI:
10.3322/caac.21438. HLs = Lymphomes Hodgkinien ; cHLs : Lymphomes Hodgkiniens classiques.

Les lymphomes non-hodgkiniens (ou NHLs), quant a eux, comptent un spectre trés large de

pathologies différentes, dont les pronostics chez les patients peuvent étre plutét bons pour les
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lymphomes a progression lente ou plutét mauvais voire trés mauvais pour les lymphomes les plus
agressifs. Les stades de différenciation des lymphocytes a l'origines des NHLs peuvent étre
extrémement variés. Un lymphome émergent de lymphocytes plus ou moins différenciés garde au
moins en partie des caractéristiques du stade de différenciation desdits lymphocytes, ce qui explique
leur grande hétérogénéité [14]. A partir de |3, il est possible de classifier les lymphomes en fonction de
leur développement : ils peuvent étre des lymphomes a développement lent (ou indolents) ou alors

des lymphomes a développement rapide (ou agressifs).

Lymphomes agressifs

(évolution rapide)
50-60% des NHLs

Lymphomes indolents

(évolution lente)
40-50% des NHLs

Lymphome folliculaire (FL) Lymphomes de Burkitt (BL)
=15% des NHLs = 2% des NHLs
Lymphomes T périphériques (PTCL)
Lymphome lymphocytique (SLL) =2% des NHLs
etla Lymphomes lymphoblastiques (LBL)
Leucémie lymphoide chronique (CLL) = 1% des NHLs
= 20% des NHLs Lymphomes a cellules du manteau (MCL)
= 5% des NHLs
Lymphomes de la zone marginale (MZL) Lymphome anaplasique a grandes cellules
= 10% des NHLs (ALCL)
= 1% des NHLs
Lymphome lymphoplasmocytaire (WM) oo diffus 3 3 les B
ou Macroglobulinémie de Waldenstrom UL DRI ENL CEa T
- (DLBCL)
= 1% des NHLs
= 30 a 40% des NHLs

Autres ou inclassables = 5%

Autres ou inclassables = 10%

Figure 2 : Schéma classant les types majoritaires (représentant au moins 1% des cas) de lymphomes non-hodgkiniens
(NHLs) chez I'adulte en fonction de leur rapidité d’évolution. La prévalence pour chacun des lymphomes est basée sur
« Non-Hodgkin lymphoma subtype distribution, geodemographic patterns, and survival in the US: A longitudinal analysis of
the National Cancer Data Base from 1998 to 2011 » DOI : 10.1002/ajh.24086 ; « Long-term survival after T-cell lymphoblastic
lymphoma treated with one cycle of hyper-CVAD regimen » DOI : 10.4143/crt.2013.122 et « T-cell non-hodgkin lymphomas:
Spectrum of disease and the role of imaging in the management of common subtypes » DOI : 10.3348/kjr.2017.18.1.71

On constate sur la Figure 2 que chez I'adulte, il y a globalement plus de lymphomes agressifs
(et donc de mauvais pronostic pour les patients) que de lymphomes indolents, et qu’un lymphome en
particulier est majoritaire. En effet, avec ses 30-40% de prévalence, le lymphome B diffus a grandes
cellules (DLBCL) est de loin le lymphome agressif majoritaire [15]. Il faut bien noter que cette
distribution est vraie chez I'adulte, mais ne I’est pas chez I'enfant. De maniere générale, la distribution
des NHLs chez I’enfant (Tableau 1) reste globalement la méme a I'exception du lymphome de Burkitt
(LB) et du DLBCL [16]. Il y a en effet plus de lymphomes de Burkitt chez les plus jeunes que chez les
plus agés, et cette valeur tend a diminuer jusqu’a atteindre celle de I'age adulte. Et il s’agit de I'inverse

pour le DLBCL qui lui augmente et tend a augmenter jusqu’aux valeurs adultes.
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Lymphome \ Age

(ELGEEY)
56% 44% 32% 15%

DLBCL 1,6% 6% 14% 27%

Tableau 1 : Tableau récapitulant les proportions de lymphome de Burkitt et diffus a grandes cellules B en fonction de la
tranche d’age (en années), proportions tirées de « Pediatric lymphomas in Brazil» DOI: 10.1590/51807-
59322010001200008. DLBCL : Lymphome Diffus a Grandes Cellules B.

Certains lymphomes ne peuvent pas étre intégrés a cette classification. En effet, il est possible
gu’on ait affaire a des lymphomes dont la nature peut changer en fonction des patients, c’est par
exemple le cas du lymphome primaire du systéme nerveux central (PCNSL) qui est nommé ainsi grace
aux sites de développement de la pathologie (yeux, cerveau, moélle épiniere et les leptoméninges)
mais qui peut prendre différentes formes. Il peut s’agir a 90% d’un DLBCL, mais peut également étre
un lymphome de Burkitt ou lymphome lymphoblastique [17]. Il est également possible de trouver des
lymphomes opportunistes, dont le développement est associé par la présence d’une pathologie déja
existante, c’est par exemple le cas des lymphomes associés au virus de I'immunodéficience humain
(HIV) abrégé en ARLs (pour AIDS-Related Lymphoma). Les ALRs les plus fréquents sont les DLBCL, le
lymphome de Burkitt et le PCNSL. Les traitements a utiliser ne difféerent pas mais leur administration
doit étre compatible avec la prise d’antirétroviraux [18]. Enfin certains types de lymphomes comptent
des lymphomes dont I’évolution est variable, il s’agit par exemple des lymphomes cutanés indolents
tel que le lymphome cutané primaire des centres folliculaires ou bien des lymphomes cutanés agressifs
tel que le lymphome cutané primaire diffus a grandes cellules de type jambe [19]. Leur classification

est difficile car elle est redondante (lymphomes a la fois indolent et agressif).

La classification de I'OMS regroupant l'intégralité des lymphomes et leucémies tend a se
mettre a jour d’année en année pour inclure de nouvelles pathologies. C’est par exemple le cas du
lymphome associé a un implant mammaire (BIA-ALCL) qui fait partie de la famille des lymphomes
anaplasiques a grandes cellules (ALCLs). Pourtant, de par son site tres spécifique de développement, il
posséde des particularités anatomopathologiques qui le rendent indépendant et posséde un protocole
de traitement particulier [20]. C'est la raison pour laquelle ce lymphome posséde sa propre entrée

dans la classification.

Les chimiothérapies actuelles pour les lymphomes B indolents ou agressifs sont R-CHOP
(Rituximab, Cyclophosphamide, Doxorubicin, Vincristine et Prednisone), sauf pour le lymphome du
manteau (MCL) ol R-CHOP est alternée avec R-DHAP (Rituximab, Dexamethasone, Cytarabine et
Cisplatine) et pour le lymphome de Burkitt, traité de maniére générale avec R-EPOCH (Rituximab,
Etoposide, Prednisone, Vincristine, Cyclophosphamide et Doxorubicine). Pour les lymphomes T/NK, la
chimiothérapie employée le plus souvent est CHOP (Cyclophosphamide, Doxorubicin, Vincristine et

Prednisone) [14], [21].
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Les lymphomes diffus a grandes cellules B

Comme nous avons pu le voir précédemment, le type d’NHLs le plus fréquent chez I'adulte est
le DLBCL. Les DLBCLs comprennent de nombreux sous-types, certains étant des variants spécifiés et
bien caractérisés, soit sur la base de leur caracteres morphologiques, soit sur la base de leur
immunophénotypage, soit par les désordres biologiques ou cliniques associés a I'apparition de ces
lymphomes. Ces lymphomes représentent 20% de tous les DLBCL [22], et par opposition, il existe des
DLBCL non-spécifiés (on parlera alors de non-otherwise specified DLBCL, ou DLBCL-NOS) comprenant
3 sous-types : le DLBCL de type activé (ABC, ou ABC-DLBCL), le DLBCL de type centre germinatif (GC,
GCB, GC-DLBCL ou GCB-DLBCL) et le DLBCL de type lll (Type3, ou Type3-DLBCL) (Figure 3).
Historiquement, c’est par profil d’expression génétique (GEP) sur 240 échantillons de patients puis sur
lignées cellulaires que ces 3 types de DLBCL-NOS ont été identifiés, ce qui avait été une véritable
révolution pour I'époque [23] : les lymphomes exprimant des genes plutot retrouvés dans les cellules
B activées (plasmoblastiques) ont été nommés ABC, ceux exprimant des génes plutot retrouvés dans
les cellules B du centre germinatif (zone sombre) ont été nommés GC (ou GCB), et enfin ceux qui ont
des caractéristiques intermédiaires ont été nommés Type Ill. La GEP est la méthode optimale pour
déterminer a quel sous-type exact un DLBCL-NOS appartient. Cependant, pour le diagnostic, ce sont
les marquages immunohistochimiques qui sont employés. En effet, c’est en suivant un arbre
décisionnel en fonction des résultats des marquages que les anatomopathologistes parviennent a
conclure sur le type de cellule d’origine (ou COO) et donc au sous-type de lymphome (Figure 4).
Cependant, la méthode n’est pas aussi précise que la GEP, on ne peut discriminer que deux types de
DLBCL-NOS : le GC-DLBCL et le non-GC-DLBCL, ce dernier groupe comportant a la fois I’ABC et le Type3
[24].
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| DLBCL de type activé (ABC-DLBCL)
= 30% des DLBCL-NOS

Lymphomes diffus inati
‘ ymp DLBCL-NOS DLBCL de type centre germinatif
a grandes cellules B (80% des DLBCLs) (GC-DLBCL)

(30 3 40% des NHLs) = 50% des DLBCL-NOS

DLBCL de type Ill (Type3-DLBCL)

Ry L
DLBCL spécifiés = 20% des DLBCL-NOS
(20% des DLBCLs)
Lymphome a grande Lymphome a grande .
DLBCL
cellules B riche en cellules B avec . as.some & ur\e DLBCL-NOS EBV positif
o ) inflammation chronique
cellules T et histiocytes réarrangement IRF4
Lymphome a grande Lymphome B primitif du Granulomatose Ulcére mucocutané EBV
cellules B ALK positif médiastin Lymphomatoide positif

Lymphome B cutané
primitif a grandes
cellules « type jambe »

Lymphome primitif des Lymphome testiculaire
séreuses primitif

Lymphome
plasmablastique

Lymphome a grande DLBCL du systeme

) k DLBCL-NOS HHVS positif
cellules B intravasculaire nerveux central

Figure 3 : Schéma représentant la classification des lymphomes B diffus a grandes-cellules, basé sur les entrées obtenues
dans « Diffuse large B-cell lymphoma variants : an update » DOI : 10.1016/j.pathol.2019.08.013

GCB (42 cases)

+ Non-GC (27 cases)

+
- + o MUM1 <
Bels < GCB (22 cases)
Non-GC (61 cases) |

Figure 4 : Schéma représentant I’arbre décisionnel utilisé par les anatomopathologistes pour déterminer le type de cellule
d’origine (COO) du lymphome diffus a grandes cellules B. Les valeurs correspondent a celles de patients, 152 en tout. Tiré
de « Confirmation of the molecular classification of diffuse large B-cell lymphoma by immunohistochemistry using a tissue
microarray” » DOI : 10.1182/blood-2003-05-1545

CcD10

Pourtant, la méthode d’identification par immunohistochimie est jugée suffisante, car les ABC-
DLBCL et Type3-DLBCL ont tous deux un pronostic similaire, différent de celui du GC-DLBCL [24], [25].
Comme nous pouvons I'observer Figure 5B, le GC-DLBCL est de meilleur pronostic que I’ABC et le
Type3, mais également que la détermination du sous-type par immunohistochimie (aussi appelée TMA
pour Tissue MicroArray) et par GEP donne des résultats similaires [25]. Ainsi, de maniere plus générale,
on peut voir Figure 5A que le sous-type GC possede un pronostic plus favorable (survie au bout de 5

ans de 76% contre 34% pour les non-GC).
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Figure 5: En (A) : Graphique représentant la survie globale (en %) de patients atteints de lymphome diffus a grandes
cellules B en fonction du temps (en année) dont la caractérisation a été effectuée par marquages immunohistochimiques.
En (B) : Graphique représentant la survie globale (en %) de patients atteints de lymphome diffus a grandes cellules B en
fonction du temps (en année) dont la caractérisation a été effectuée par marquages immunohistochimiques et par
génotypage dans le but de comparer les deux méthodes. Tiré de I'article « Confirmation of the molecular classification of
diffuse large B-cell ymphoma by immunohistochemistry using a tissue microarray » DOI : 10.1182/blood-2003-05-1545. TMA
=Tissue Micro-Array ; cDNA = ADN complémentaire.

Actuellement, la chimiothérapie standard donnée en cas de DLBCL est la chimiothérapie R-
CHOP (Rituximab, Cyclophosphamide, Doxorubicine, Vincristine et Prednisone) et environ 65% des
patients répondent [26]. Pour les 35% ne répondant pas ou mal, il est important de se focaliser sur un

traitement plus spécifique en étudiant de nouvelles cibles thérapeutiques.

Certaines modifications dans I’ADN (mutations, réarrangements chromosomiques...) peuvent
influencer sur le pronostic d’'un DLBCL. En effet, deux réarrangements trés connus dans le DLBCL sont
les translocations t(14;18) et t(8;14), impliquant respectivement les oncogénes bcl2 (codant la protéine
BCL2, molécule anti-apoptotique) et c-myc (codant pour un facteur de transcription impliqué dans
I’expression de 15% des genes du génome). Par hybridation in situ avec sondes fluorescentes (FISH), il
a été déterminé qu’entre 5 et 10% des DLBCLs possédaient les 2 réarrangements. On parle de
lymphomes Double-Hit (DHLs) et de lymphomes Triple-Hit (THLs) si une autre translocation implique
le gene codant pour BCL6. 91% des DHLs sont des GC-DLBCLs (Figure 6). Comme vu précédemment,
les GC-DLBCLs sont de meilleurs pronostics que les non-GC-DLBCLs (Figure 5A), mais les DHL-GC-

DLBCLs représentent une exception [24].
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Figure 6 : Schéma représentant les proportions de lymphomes Double-Hit et Double-Expresser en fonction du type de
DLBCL. Tiré de «Advances in Diagnosis and Management of Diffuse Large B-cell Lymphoma » DOI
10.1016/j.clml.2017.10.007. BCL-2-R = Possédant le réarrangement t(14;18) ; MYC-R = Possédant le réarrangement t(8;14).

On peut également noter I'existence de lymphomes double-expresser (DELs) (Figure 6). Ces
DLBCLs ne possedent pas les réarrangements chromosomiques décrits plus haut mais surexpriment
tout de méme les génes codant pour BCL2 et c-Myc. La plupart des DELs sont des non-GC-DLBCLs (66%
contre 34% de GC-DLBCLs). Les DELs représentent 1/3 des nouveaux cas de DLBCLs [27]. Le pronostic
pour ces lymphomes est intermédiaire : ils sont de meilleur pronostic que les DHLs mais plus mauvais
gue les non-DELs [26]. On note d’ailleurs que, par définition, les DHLs sont forcément des DELs puisque
les réarrangements chromosomiques conduisent a la surexpression des oncogenes c-Myc et BCL2

(Figure 6) [24].

Enfin, un dernier facteur peut détériorer le pronostic des patients atteints de DLBCL. Il s’agit
de I'expression de CD5, un antigene exprimé par les cellules T et quelques lymphocytes B particuliers
qgue l'on retrouve dans les follicules du cortex des ganglions lymphatiques. On retrouve surtout ces
cellules dans la CLL/SLL, ainsi que dans le lymphome a cellules du manteau. Dans les DLBCLs, CD5 est
exprimé dans 5 a 10% des cas, les patients ayant un DLBCL CD5* ont un pronostic vital plus faible que
chez les autres lorsqu’ils sont traités avec R-CHOP. L’'expression de CD5 s’observe plus dans les non-
GC-DLBCLs, CD5 est supposé comme permettant la survie des cellules de lymphome en activant des

voies de signalisation telles que la voie ERK, PI3K et calcineurine [26].

Récemment, de nouvelles classifications modernes des DLBCLs ont vu le jour. Ces
classifications tendent a sous-diviser les sous-types ABC, GC et Type3 en de nouveaux sous-groupes
partageant des similarités génétiques. Notamment, le groupe Harvard identifie 5 sous-groupes chez
304 cas de DLBCLs possédant des répertoires d’altérations génétiques similaires. Ces sous-groupes,

aussi appelés « clusters » sont nommeés de C1 a C5 [28] dont les détails sont données Tableau 2.
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Cluster Particularités génétiques
CO | o Aucune mutation détectable
e Fusion du géne BCL6 avec le promoteur du géne codant pour les immunoglobulines
e Mutations dans le gene codant pour NOTCH2
C2 e Mutations dans le gene codant pour p53
e Translocation du gene codant pour BCL2
e Mutation des genes codant pour CREBBP et EZH2

e Mutations du gene codant pour SGK1 et genes codant pour des protéines de liaisons
des histones

C5 | o Mutations dans les génes codant pour MyD88 et CD79B

C1

3

¢4

Tableau 2 : Tableau regroupant les particularités génétiques des clusters de la classification du groupe Harvard

Pour continuer sur les classifications modernes des DLBCLs, le National Cancer Institute est a
I’origine d’une classification nommée LymphGen réalisée a partir de données de séquencage et de
profilage transcriptionnel sur 574 patients. Ces sous-groupes, ou sous-divisions, sont nommés en
fonction des caractéristiques distinctives les plus représentatives de chaque groupe [28], dont les
particularités sont données Tableau 3.

Sous-division Particularités génétiques
MCD | o Mutations dans les génes codant pour CD79B et MyD88
e Altérations dans la structure du géne codant pour BCL6
e Mutations dans le gene codant pour NOTCH2
ST2 ' e Mutations dans les génes codant pour SGK1 et TET2
e Mutations dans le gene codant pour EZH2
e Translocation du géne BCL2
N1 | e Mutations du géne codant pour NOTCH1 et/ou NOTCH 2
e Aneuploidie
e Mutations dans le gene codant pour p53
Autres | e Inclassables

BN2

EZB

A53

Tableau 3 : Tableau regroupant les particularités génétiques des sous-divisions de la classification LymphGen

Egalement, aprés séquencage de 293 génes issus de 928 cas de patients atteints de DLBCL, une
classification différente proposée par le UK Haematological Malignancy Research Network (HMRN) se
distingue des deux précédentes par des algorithmes de classification différents, des méthodes de
séquencage différentes et une approche statistiques différentes [28] (Tableau 4).

Sous-groupe Correspondance Harvard Correspondance LymphGen

MYD88 e C5 e MCD
BCL2 e (3 e EZB
NOTCH2 e C1 e BN2
SGK1 e C4 e ST2
Inclassable o (C2 e N1etA53

Tableau 4 : Tableau montrant la correspondance de la classification HMRN par rapport aux classifications Harvard et
LymphGen
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Oncogenese et voies de signalisation

Importance de la cellule d’origine (Cell of Origin, ou COO)

Comme nous avons pu le voir partie « Les lymphomes diffus a grandes cellules B », c’est grace

aux travaux réalisés en 2000 par GEP que les 3 sous-types actuels de DLBCL-NOS ont pu étre distingués.

En effet, c’est grace a I'identification d’une différence dans la COO qu’on peut expliquer des différences

dans le développement et dans le pronostic des patients, en dissociant ABC et GC. Cependant, la Figure

7A (simplification de la Figure 3) montrant la classification des DLBCLs spécifiés versus NOS n’est pas

la plus adaptée pour comprendre cette notion de COO. En effet, il y a en tout 3 types majeurs de COO

impliqués dans la mise en place des DLBCLs comme on peut le voir Figure 7B.

A

PMBL

DLBCL

spemfles Autres variants

ABC
DLBCL NOS GC
Type3
B Pré-plasmoblaste / ABC
Plasmoblaste Autres variants
GC
Centroblaste i
Autres variants
Lym phgcyte B PMBL
thymique
Type3

Inconnue

Autres variants

Figure 7 : Schémas représentant en (A) une classification simplifiée des DLBCLs spécifiés et non-spécifiés (NOS) et en (B)
une classification de ces mémes DLBCLs en fonction de leur COO, mettant en avant I’ABC, le GC et le PMBL.

Ces 3 types cellulaires sont :

e Les (pré)plasmoblastes de la zone claire du centre germinatif, a 'origine de I'ABC-

DLBCL ainsi que de certains variants spécifiés tel que le lymphome B cutané primitif de

type jambe [29]

e Les centroblastes de la zone sombre du centre germinatif, a I'origine du GC-DLBCL

ainsi que de certains variants spécifiés tel que le DLBCL riche en histiocytes et

lymphocytes T [30]

e Les lymphocytes B thymiques, restreints dans le thymus, a I'origine du lymphome B

primitif du médiastin, ou PMBL [31]
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Figure 8 : Schéma représentant 'origine des types cellulaires a I’origine de ’ABC-DLBCL, du GC-DLBCL et du PMBL. Cellule
B thymique « naturelle » = cellule B thymique issue d’une lymphopoiéese B dans le thymus.

Comme on peut le voir Figure 8, I'origine des centroblastes et plasmoblastes est commune, et
résulte du processus de maturation d’affinité des immunoglobulines d’un lymphocytes B. Tout
d’abord, un lymphocyte B, activé, peut gagner sa maturation dans les organes lymphoides secondaires.
Une fois a I'intérieur, il entre dans la zone sombre, une zone dans laquelle il peut opérer une expansion
clonale. Puis, s’opérent des hypermutations somatiques qui ont pour but d’augmenter I’affinité d’un
anticorps produit par un lymphocyte B spécifique a un antigene. Le lymphocyte B qui se trouve dans
la zone sombre est baptisé centroblaste et, a la suite de ces modifications dans son gene codant pour
les immunoglobulines, ces dernieres sont testées par des lymphocytes T folliculaires, avec I'aide de
cellules dendritiques folliculaires dans la zone claire. Celles-ci donneront un signal d’activation ou de
retour dans la zone sombre pour opérer de nouvelles mutations. Si le signal d’activation est donné,
alors le lymphocyte B, nommé centrocyte peut mettre en place la commutation de classe puis
commence sa maturation en pré-plasmoblaste puis plasmoblaste et enfin en plasmocyte une fois sorti

de I'organe lymphoide secondaire : on parle de sélection clonale [32].

A I'heure actuelle, 'origine exacte des lymphocytes B thymiques n’est pas complétement
élucidée. Il y a deux théories majeures qui semblent cohabiter. La premiere est la théorie de
I'immigration, par laquelle des lymphocytes de la circulation périphérique sont programmés pour
immigrer dans le thymus. La seconde est la théorie d’une lymphopoiese B a partir de progéniteurs
thymiques précoces (ETP) qui, mis dans un certain contexte cytokinique, deviennent par défaut des
cellules B thymiques [33]. Dans chacun des cas, ces lymphocytes B ont des caractéristiques de cellules

B matures [34]. Ces lymphocytes B particuliers sont trés atypiques : une fois a l'intérieur du thymus, ils
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n’en ressortent plus, ils peuvent proliférer mais sont incapables de se différencier en plasmocytes. Les
seules immunoglobulines que ces lymphocytes peuvent produire sont leurs immunoglobulines de
surface. Ils expriment AIRE (régulateur auto-immun) et sont auto-réactifs, dans le sens ou ils peuvent
capter des auto-antigénes thymiques et les présenter sur leur tres nombreuses molécules du CMH-II
(complexe majeur d’histocompatibilité de classe 11) [33], [35]—[37]. Au sein du thymus, ils ont pour réle
de participer a la sélection négative des lymphocytes T CD4* en présentant des auto-antigenes sur leur
CMH-II. Si un lymphocyte T CD4" lie trop fortement un de ces auto-antigenes, le lymphocyte B

thymique peut induire la mort de ce lymphocyte T [33].

Instabilité génétique : oncogenése des DLBCLs

ABC et GC

Les centres germinatifs des organes lymphoides secondaires possedent un
microenvironnement favorable a la prolifération des centroblastes. En effet, ceux-ci possedent un
temps de doublement inférieur a 12 heures, et c’est dans ces structures que les différents évenements
indispensables a la maturation des immunoglobulines sont effectués, a savoir I'expansion clonale,
I’hypermutation somatique, la sélection clonale et la commutation de classe [38]. A ce stade, les
cellules B expriment IRF8, un facteur de transcription nécessaire pour I’hypermutation somatique et
pour la commutation de classe notamment via I’expression d’AlID, ainsi que BCL6. En effet, BCL6 est un
puissant répresseur d’expression et souvent associé au phénotype GC d’une cellules B [39]. BCL6

réprime directement les expressions de :

e p2letp27 =>» Progression du cycle cellulaire
e cMyc =» Survie et métabolisme

e ATRetp53 =» Réparation de 'ADN

e NFKB1 =>» Survie et différenciation

o IRF4 etBlimp-1 =» Différenciation

Tout ceci fait partie du « programme régulateur du centre germinatif ». Dans ces cellules doivent
s’opérer de grandes modifications dans I’ADN au niveau des génes codant pour les immunoglobulines,
qui doivent alors étre controlées afin de ne pas dériver. Malgré cela, les cellules maintiennent leur
capacité a proliférer, ce qui est nécessaire a I’expansion clonale mais qui malheureusement permet
aussi a ces cellules d’effectuer de grandes modifications dans leur ADN, sans systeme de réparation
des dommages. A ce stade, c’est I'enzyme AID qui permet I’hypermutation somatique, en convertissant
des cytosines en uraciles. Dans ce contexte, ce processus n’affecte que les génes codant pour les
immunoglobulines, mais il a été constaté que le gene codant pour BCL6 et d’autres proto-oncogénes

étaient eux aussi sujets a des mutations. On peut ajouter d’ailleurs que si les taux de BCL6 restent
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élevés méme apres sélection clonale, le centrocyte peut ne jamais entamer sa différenciation en pré-
plasmoblaste. Dans un contexte de sélection clonale normal, la validation de I'immunoglobuline par
un lymphocyte T folliculaire passe par le signal de costimulation donné par CD40L (a la surface du
lymphocyte T) avec CD40 (a la surface du centroblaste) ainsi que la stimulation de BAFF et des TLRs.
Cela implique des cascades de signalisation, impliquant notamment NF-kB qui méne a la réexpression
d’IRF4, éteignant I'expression de BCL6 en se fixant sur son promoteur et ainsi permettant la
réexpression de Blimp-1 [38]. On note également I'expression d’XBP1 qui permet a la cellule
plasmablastique de commencer la synthese d’'immunoglobulines. Tout ceci fait partie du « programme

régulateur des plasmocytes » [39].

Ainsi, nous avons pu voir que les ABC et GC avaient pour origine le centre germinatif. Par GEP,
on remarque dans le GC-DLBCL une expression de CD10 et surtout BCL6, ainsi que I'absence d’IRF4 et
Blimp-1. A tout ceci s’ajoutent les génes hautement mutés codant pour les immunoglobulines et, par
GEP, il a été montré que des hypermutations somatiques avaient lieu dans le GC-DLBCL [40]. Il est
supposé que ce soit a cause d’'une dérégulation dans le « programme régulateur du centre germinatif »
gue I'oncogenese du GC-DLBCL a pu se mettre en place. A l'inverse, 'ABC aurait plutét une origine
post-GC et n’effectue plus d’hypermutation somatique [40]. Une des caractéristiques importantes de
I’ABC-DLBCL est sa surexpression d’NF-kB, nécessaire a sa survie [41]. Le gene codant NF-kB n’est
exprimé qu’a partir du moment ol le centrocyte entame sa différenciation, lors du « programme
régulateur des plasmocytes », il est supposé que lors c’est une dérégulation dans ce programme que
I’ABC-DLBCL peut se mettre en place [38]. Pour terminer cette partie, d’autres mutations sont

détectées dans les ABC et GC-DLBCLs [42] et sont visibles Tableau 5.

Sous-type ABC Ge

EAHZ2(23%
PRDM1 (25-32) CREBéPBE}%)

Proportions des TNFAIP3(30%) SGK1(13%)

mutations retrouvées CARD11(10%) : 33:
: GNA13(33%)

chez les patiens MYD88(30-37%) TP53(20%)
CD79b(18%) MEF2B( li%]

Tableau 5 : Tableau tiré de « Genomic signatures in B-cell ymphoma: How can these improve precision in diagnosis and
inform prognosis? » DOI : 10.1016/j.blre.2015.08.002 précisant les proportions des mutations majeures retrouvées dans
les ABC et GC-DLBCLs chez les patients

PMBL

L'oncogenese du PMBL est extrémement mal connue, notamment par le manque de
connaissance vis-a-vis de leur COO, les lymphocytes B thymiques. De la méme facon que pour le GC-
DLBCL, des mutations dans les genes codant pour les immunoglobulines et pour BCL6 sont observées

[34]. Cependant, cela n’est pas incompatible avec les théories précédemment expliquées partie «
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Importance de la cellule d’origine (COO) ». Il a été montré qu’une maturation de ces lymphocytes B
particuliers peut se faire dans le thymus [43] et que ce serait lors de cette étape que ces lymphocytes

pourraient acquérir leur caractéres cancéreux.

Supercomplexe My-T-BCR : coopération entre les voies du BCR et du TLR via MyD88

pour une activation d’NF-kB

Tous les lymphocytes B matures possédent un BCR, une immunoglobuline de surface propre a
chacun, issue des trois processus dont nous avons déja parlé plus haut, a savoir I’hypermutation
somatique, la sélection clonale et la commutation de classe. Le BCR au sens large est un complexe
protéique transmembranaire qui se met en place des les stades les plus immatures du lymphocyte B
[44], [45]. Lors d’une réaction immunitaire, le BCR est stimulé par |'antigene, ainsi que par certains
TLRs quant a eux stimulés par les divers signaux de danger [45]. Tout d’abord, la liaison de I'antigene
a I'immunoglobuline de surface stimule CD79 (a et b), qui est alors phosphorylé, permettant le
recrutement de la kinase SYK qui est a son tour phosphorylée [46] permettant la transmission du signal
par BTK, PLCy2 et PKCB jusqu’a CARD11 par phosphorylation pour finalement recruter MALT1 et
BCL10. Ce complexe CARD11-BCL10-MALT1 recrute le complexe IKK [47], phosphorylant IkB qui sera
dégradé, permettant a NF-kB d’entrer dans le noyau pour y induire des genes menant a la survie,

prolifération et différenciation (Figure 9) [48].

Pour ce qui est de la stimulation TLR, c’est la liaison du ligand qui induit différentes cascades
de signalisation, pouvant permettre le développement normal du lymphocyte B, d’aider dans ces
actions effectrices, de produire des cytokines, d’aider a la présentation d’antigenes et a la production
d’anticorps [49]. Un des acteurs majeurs de la signalisation TLR dans les lymphocytes B est la protéine
adaptatrice du TLR nommée MyD88 (sauf pour TLR3). En effet, il a été démontré que, sur des souris
déficientes en MyD88, cette derniére est impliquée dans la signalisation de TLR2, 4, 5, 7/8 et 9 [50],
[51]. Il est connu que MyD88 interagit directement avec la kinase IRAK4, qualifiée de kinase proximale
du TLR, mais aussi avec IRAK1 et IRAK2 qui, ensemble activent TRAF6 permettant le recrutement du

complexe IKK pouvant phosphoryler IkB [52].

Comme expliqué dans les deux premiers paragraphes de cette partie, les deux voies de
signalisation finissent par recruter le complexe IKK menant a la phosphorylation d’IkB. Il a été
démontré dans plusieurs cas que ces voies peuvent coopérer pour la dégradation d’IkB (Figure 9) [53]—

[55].
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Survie et prolifération

Figure 9 : Schéma représentant les principaux acteurs impliqués dans la signalisation du BCR et du TLR, et comment les
deux voies de BCR et du TLR coopérent pour former un « supercomplexe » permettant la phosphorylation d’IkB et donc sa
dégradation pour libérer NF-kB pouvant entrer dans le noyau.

Il'y a quelques années, il a été montré que cette coopération était mise en place dans un
contexte de cancer, plus spécifiquement dans I’ABC-DLBCL [41]. En effet, ces deux voies cooperent
pour la survie et la prolifération des cellules de lymphome B. Cela est notamment d{ au fait que CD79B
et MYD88 sont mutés chez les patients avec ABC, respectivement dans 30% et 29% des cas, menant a
I’activation constitutive des voies du BCR et du TLR, assemblant un « supercomplexe » comprenant le
sous complexe CARD11-MALT1-BCL10 du c6té BCR et MyD88-IRAK1/4-TRAF6 du coté TLR, qui
ensemble recrutent le complexe IKK pour I'activation constitutive de la voie NF-kB. Cet ensemble de
complexes a été baptisé supercomplexe My-T-BCR. Ce qui est intéressant, c’est qu’il y a un fort
pourcentage de co-mutations de MyD88 et CD79B, indiquant un effet synergique des deux voies sur la

transduction des signaux de survie et de prolifération [56].

L’acteur PI3K: rble dans les voies PI3K/AKT et NF-kB indépendamment du

supercomplexe My-T-BCR

Il est bien connu maintenant qu’une activation de la voie PI3K/AKT dans I’ABC et le GC DLBCL
sont de mauvais pronostic chez les patients [57]. La signalisation PI3K commence par la
phosphorylation du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate (PIP3) par PI3K, cette étape pouvant étre régulée négativement par la phosphatase
PTEN, en déphosphorylant PIP3 en PIP2. Par suite, la kinase sérine/thréonine AKT est recrutée a la

membrane par PIP3 pour son activation. AKT peut alors avoir des roles dans I'activation de réponse de

36



survie, de prolifération, ou encore de différentiation. Dans le GC-DLBCL, la perte de PTEN arrive dans
50% des cas [58], menant a I'activation constitutive de la voie. Dans les lymphocytes B, la liaison d’un
antigene a l'immunoglobuline de surface mene a la phosphorylation de CD19, permettant le
recrutement de PI3K, ce qui constitue le début de la cascade de signalisation PI3K/AKT [59]. Une facon
alternative de recruter PI3K se fait grace a la kinase SYK [60] en lien directement avec le BCR (Figure
10). Ainsi, une activation constitutive de CD79b dans I’ABC-DLBCL peut mener a un recrutement actif
de PI3K, activant la signalisation de PI3K/AKT permettant la survie et la prolifération des cellules de
I’ABC [61]. Il a méme été montré qu’en plus de ce role dans I'activation d’AKT, PI3K pouvait également
mener a la phosphorylation d’IkB, synergisant avec la voie du TLR-BCR pour I’activation de la voie NF-
KB [61] ; on parle alors d’activation de NF-kB indépendante du BCR. Il a été démontré qu’en co-inhibant
I'activation de NF-kB dépendante (via le supercomplexe My-T-BCR) et indépendante (via la
signalisation PI3K/AKT) du BCR, il y a un effet sur la mortalité in vitro et in vivo plus efficace qu’en

inhibant chacune des voies seules [61].

Supercomplexe
My-T-BCR

Survie et prolifération Survie et prolifération

Figure 10: Schéma représentant la convergence de la signalisation du supercomplexe My-T-BCR et de la voie de
signalisation PI3K/AKT vers la phosphorylation d’IkB, montrant comment ces deux voies majeures de signalisation peuvent
synergiser pour avoir une action commune pour la survie et la prolifération des cellules de I’ABC-DLBCL.

L'implication des voies JAK/STAT médiée par les récepteurs aux interleukines :

alternative a la signalisation du BCR pour I'activation et la prolifération

Les types de cancer mobilisant la signalisation impliquant les kinases JAK et les facteurs de
transcription STAT sont nombreux. L’activation constitutive de cette voie peut se faire via de nombreux
mécanismes, le plus connu étant de suractiver le signal au niveau d’un récepteur aux interleukines
[62]. En étudiant les lymphomes B, on se rend compte qu’une mutation dans un des acteurs majeurs

de cette voie nommé STAT6 est plutdt commune (36% des cas) dans le PMBL [42].

37



Transcription

Figure 11 : Schéma montrant la signalisation globale JAK/STAT d’une cellule B thymique, COO du PMBL, avec comme point
de départ le récepteur a 'interleukine 4. Les acteurs principaux de la voie, JAK2, STAT6 et XPO1 y sont présentés.

Comme on peut le voir Figure 11, le point de départ de la signalisation JAK/STAT dans les
lymphocytes B thymiques est communément représentée par la stimulation du récepteur a
I'interleukine 4 ou 13. Cela mene a I'autophosphorylation de la partie interne du récepteur, recrutant
STAT6 qui pourra alors étre phosphorylée par JAK2. Phospho-STAT6 peut alors s’homodimériser et
entrer dans le noyau pour y effectuer son role de facteur de transcription, permettant le
développement et I'activation des cellules B [63]. Dans le PMBL, ayant pour COO les lymphocytes B
thymiques, il y a de maniére générale une surexpression des effecteurs et des cibles de la signalisation
impliquant I'IL-4R et I'lL-13R. En effet, STAT6 y est retrouvé constitutivement phosphorylée et le géne
codant pour JAK2 y est amplifié, ce qui n’est pas le cas dans les autres DLBCLs [64]. Il y a donc de
maniére générale une augmentation des signaux d’activation et de survie des cellules de PMBL. Une
mutation dans I'lL-4R (1242N) est observée dans 24,2% des cas, menant a une activation constitutive
de la voie [65]. Une autre mutation dans le gene codant pour SOCS1, phosphatase qui régule
négativement phospho-JAK2, est observée dans 45% des patients, ainsi que dans plusieurs lignées de
PMBL, aidant au maintien de la signalisation JAK2/STAT6 [42], [66]. Egalement, il a été montré que
STAT6 est un cargo, c’est-a-dire une protéine cliente d’une exportine, plus précisément I'exportine 1

(XPO1), et que I'inhibition d’XPO1 retreint STAT6 dans le noyau [67].

Généralités sur les HSPs

Les HSPs, pour heat shock proteins, ou encore protéines de choc thermique en frangais, sont
des protéines entrant dans la famille des protéines de stress. Ce sont des chaperons moléculaires qui
sont soit constitutivement exprimés a I'état physiologique dans certains tissus, soit inductibles en cas

de stress. Un stress cellulaire se définit comme un large éventail de changements moléculaires que

38



subissent les cellules en réponse aux facteurs de stress environnementaux, physiques et chimiques.
D’ailleurs, si elles portent le nom de « choc thermique », c’est parce que leurs effets ont été observés
suite au stress provoqué par la chaleur chez la drosophile [68]. Ce sont des protéines chaperonnes
hautement conservées, contrélant de nombreuses fonctions cellulaires afin de sauver la cellule de
conditions déléteres [69]. Les HSPs peuvent participer au transport de protéines [70], mais aussi
participer au repliement fonctionnel des protéines, notamment si cela est causé par des dégats sur
leur structure tridimensionnelle, que I'on nomme protéine « cliente », par un stress [71]. Ce roble est
essentiel, car des protéines mal conformées peuvent s’agréger, causant des dégats irréversibles a la
cellule ; si toutefois le repliement n’est pas possible d( a la complexité des dégats ou de 'agrégation,
les HSPs peuvent diriger leurs clientes ou I'agrégat pour dégradation dans le protéasome [72]. Le
facteur de transcription majeur pour I'expression ou la surexpression des HSPs est HSF1, pour heat
shock factor 1. Il est restreint par HSP90 dans le cytoplasme et en cas de stress, HSP90 libére HSF1 qui

peut alors entrer dans le noyau pour y exercer ses actions de facteur de transcription [73].

Il existe 6 grandes familles d’"HSPs, qui portent toutes un nom en rapport avec leur masses

moléculaires. En les rangeant dans |'ordre croissant, ily a :

e Lafamille des petites HSPs, comprenant notamment HSP27 et aB-cristalline

e La famille des chaperonines, comprenant HSP40, qui sont essentiellement des
cochaperons pour d’autres HSPs

e Lafamille d’"HSP60, protéines exclusivement mitochondriales

e La famille d’HSP70, une tres grande famille d’HSPs faisant partie des HSPs les plus
étudiées, comportant 13 membres identifiés a ce jour

e La famille d’"HSP90, HSPs les plus abondantes dans les cellules [74]

e La famille des « grandes » HSPs, comprenant deux membres majeurs, HSP110 et

GRP170

En fonction du type de tissus, les cellules expriment ou surexpriment certaines HSPs qui possédent des
roles partagés avec les autres HSPs ou bien des roles plus spécifiques. Dans un contexte de cancer, les
nombreux dégats a I’ADN infligés lors de la carcinogénése (mutations, translocations, polyploidie...),
les nombreux changements physiologiques (temps de doublement plus court, prolifération moins
controlée...) et les nouvelles interactions avec le systeme immunitaire ou plus généralement avec le
microenvironnement tumoral provoquent un stress permanent des cellules cancéreuses [75], [76].
Ainsi, puisque les cellules cancéreuses sont soumises a de grands stress et que les HSPs aident a pallier
ces stress, il est cohérent que ces derniéres soient hautement exprimées dans ces cellules. En
conséquence, les HSPs pouvant conférer une résistance aux chimiothérapies et aux actions du systeme
immunitaire [1], [77].
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Généralités sur HSP110

Comme indiqué précédemment, HSP110 fait partie de la famille des grandes HSPs. Pour aller
dans le détail, cette famille fait partie de la superfamille d’HSP70, notamment a cause de la
ressemblance entre HSP110 et HSP72. Cette famille ne comprend que quatre membres : Apg-1 (ou
HSPH3), Apg-2 (ou HSPH2), GRP170 (ou ORP150, ou HSPH4) et HSP110 (ou HSPH1). Les roles d’Apg-1
et 2 sont peu connus, on sait qu'Apg-1 est exprimée essentiellement dans le testicule et est
surexprimée en cas de baisse de température [78]. Apg-2 est plutot exprimée dans le cerveau [79],
mais est également impliquée dans la spermatogenése [80]. Pour ce qui est de GRP170, il s’agit d’une
HSP restreinte dans le réticulum endoplasmique, connue pour étre exprimée en cas de privation de
glucose [81]. Concernant HSP110, celle-ci possede plusieurs synonymes, notamment HSP105 ou
encore HSPH1. Elle est codée par le géne hsphl et a d’abord été connue comme facteur d’échange
nucléotidique pour HSP72 et HSC70, deux membres de la famille d’HSP70, améliorant efficacement
|'action de ces protéines de stress [82], [83]. En tant que co-chaperon, HSP110 peut se lier a des
protéines mal conformées ou dénaturées et les apporter a une HSP70 pour la renaturation [83]. Ce
n’est que plus tard qu’on s’est rendu compte qu’HSP110 posséde des réles qui lui sont propres,
indépendants d’autres HSPs. Il a été montré qu’HSP110, avec I'aide d’HSP40, pouvaient toutes les deux
aussi renaturer des protéines et désassembler des amas protéiques [83]. Avec I'implication
supplémentaire d’HSP70, la triade HSP110-HSP70-HSP40 peut former un complexe extrémement
efficace pour désassembler les amas et renaturer les protéines [82], [84], [85]. Les grandes HSPs
(HSP110 et GRP170 notamment) ont déja été utilisées pour potentialiser certains vaccins
anticancéreux, puisqu’elles sont capables de chaperonner de gros antigénes, favorisant leurs

présentation aux cellules dendritiques [86].

HSP110 existe sous deux formes, que I'on nomme HSP110a et HSP110B. La forme B est
écourtée de 44AA (814AA en tout, contre 858 pour la forme a), les formes a et B étant issues de
I’épissage alternatif du méme ARN messager. La forme a est constitutivement exprimée dans la cellule
et possede une localisation plutét cytoplasmique, méme si dans certaines conditions de stress, il peut
y avoir import d’HSP110a dans le noyau [87], [88]. La forme B, quant a elle, est exprimée seulement

en cas de choc thermique et est restreinte au noyau [87].
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Boucle

HSP110a Domaine ATPase Feuillet B - I I
1 383 511 608

858
Boucle
HSP110B Domaine ATPase Feuillet B I I
1 383 511 564 814

Partie de la boucle spécifique a HSP110aq, épissée dans la forme B
NLS, nuclear localization signal, signal de localisation nucléaire

NES, nuclear export signal, signal d’export nucléaire

Figure 12 : Schéma représentant la structure d’HSP110 et les différences entre les formes a et 8, adapté de Mammalian
Heat Shock Protein Hsp105: The Hsp70 Inducer and a Potent Target for Cancer Therapy, DOI : 10.1007/978-3-319-89551-
2_18; le feuillet B constitue le domaine de liaison aux protéines

En termes de structure (Figure 12), HSP110 posséde un domaine de liaison a I’ATP, un domaine de
liaison aux protéines en feuillet §, un domaine « loop » ou boucle qui contient le NLS et un domaine C-

terminal en hélice a qui contient le NES.
HSP110 et cancer

Un nombre croissant de publications démontrent que les cellules tumorales acquiérent une
dépendance biologique aux protéines de stress, dont les protéines de choc thermique (HSPs), lors de
la transformation maligne [1]. Notamment grace a ses réles cytoprotecteurs, HSP110 est trouvée
surexprimée dans les cancers colorectaux, mais aussi dans les adénocarcinomes pancréatiques,
cancers thyroidiens, de I'cesophage, du sein, adénocarcinomes de la vessie, dans les lymphomes
gastriques et beaucoup d’autres [89]. Dans le cancer colorectal, modéle dans lequel HSP110 a été le
plus étudiée, son niveau d’expression est corrélé a un mauvais pronostic chez les patients, notamment
avec une progression tumorale plus élevée lorsqu’HSP110 y est surexprimée [90], [91]. Dans ce
modele, HSP110 interagit avec STAT3, une kinase critique dans la transduction de signaux de survie et
de prolifération, la stabilisant et apportant une aide a sa phosphorylation par JAK2 [6]. HSP110 peut
aussi étre excrétée, interagissant avec les TLR4 des monocytes, promouvant la différenciation de ceux-
ci en leur phénotype pro-tumoraux M2 [5], ces derniers favorisant I'angiogenese et participant au
contexte cytokinique plutét immunosuppresseur [92]. Enfin, il est important de mentionner que notre
équipe a identifié un variant d’HSP110, une forme tronquée dans le cancer colorectal, nommée
HSP110AES. Dans I’ARN pré-messager de ce variant, I'exon n°9 est manquant, entrainant un ARN
messager final plus court et plus instable. Celui-ci agit comme un dominant négatif, inhibant I’action
d’HSP110 « normal », menant a un meilleur pronostic chez les patients présentant une instabilité
micro-satellitaire (exprimant alors ce variant), notamment en augmentant la sensibilité de ces patients

aux chimiothérapies [3]. De maniere plus générale, HSP110 est impliquée dans le complexe de
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dégradation de la B-caténine, et son niveau d’expression est corrélée avec des quantités de B-caténine
nucléaire plus importante ainsi qu’une hyperactivation de la voie de signalisation Wnt dans les cancers,
menant a la survie et a la prolifération des cellules cancéreuses. La déplétion d’'HSP110 permet la
phosphorylation de la [B-caténine , menant a sa dégradation [93]. De plus, HSP110 semble limiter
|"apoptose des cellules cancéreuses, effet visible par des niveaux de caspases 3 et 9 plus faibles [94]—
[96]. Des travaux réalisés en 2018 montrent que HSP110 peut aider a la réparation de I’ADN lors de
traitement a base de chimiothérapies génotoxiques [97]. On peut parler des autres membres de la
famille des grandes HSPs, méme si peu de choses sont connues a leurs sujets. Apg-1 semble étre
impliquée dans la réponse humorale chez les patients atteints de leucémie. Celle-ci est retrouvée
normalement exprimée dans les tissus sains, et surexprimée dans les cellules leucémiques. De grandes
quantités d’anticorps produits par les patients sont dirigés contre cette HSP, sous-entendant une
réponse immunitaire de I'hGte contre les antigenes d’Apg-1 [98]. Apg-2 est observée comme étant
surexprimée dans les carcinomes hépatocellulaires [99]. GRP170 quant a elle, peut interférer dans la
présentation d’antigénes aux cellules dendritiques et aux macrophages [100], mais aussi dans le
processus apoptotique [101] qui sont tous deux des phénoménes pro-tumoraux. Egalement, GRP170
peut chaperonner le VEGF, qui est un facteur pro-angiogénique impliqué dans le développement des
tumeurs [102]. En interférant dans I'expression de GRP170, une diminution de la production de VEGF
a pu étre observée sur lignée cellulaire de cancer de la prostate, ainsi qu’une diminution de
I’angiogeneése sur un modele de xénogreffe sur membrane chorio-allantoique d’ceufs de poule [103].
Dans le cancer de la vessie, le niveau d’expression de GRP170 est corrélé avec celui de la
métalloprotéinase 2, sous-entendant qu’un possible chaperonnage ce cette protéine par GRP170 dans

ce cancer est possible [104].
HSP110 et DLBCL

C'est en 2011 qu’un lien direct entre les niveaux d’HSP110 et |'agressivité des NHLs a pu étre
mis en évidence [105]. HSP110 peut se trouver a la surface des cellules de certains NHLs, et le
traitement de souris xénogreffées avec des anticorps anti-HSP110 a montré une baisse de la croissance
tumorale [105]. Dans les NHLs agressifs, I'extinction de I'expression d’HSP110 par ARN interférent
montre des diminutions dans les quantités de BCL6 et c-Myc, deux oncogenes majeurs dans le
développement des lymphomes [106]. En ce qui concerne le DLBCL spécifiquement, c’est au sein de
mon équipe en 2018 qu’un lien entre HSP110 et le sous-type ABC des lymphomes B diffus a grandes
cellules est découvert. En effet, HSP110 est impliquée dans la signalisation NF-kB, essentielle a la survie
des cellules. Cette action passe par la protéine adaptatrice du TLR nommée MyD88 [2]. Par
interférence ARN contre HSP110, il a été montré dans plusieurs lignées cellulaires une diminution de

la viabilité, la survie, la production de protéines oncogénique (BCL2 et BCL-XL) et une activation de la
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signalisation pro-apoptotique passant par le clivage de la caspase 3. De maniere intéressante, c’est
lorsque les lignées possedent la mutation L265P de MyD88 qu’elles sont sensibles a I'interférence ARN.
Il a été montré qu’il y a un lien fort entre I'agressivité d’'un lymphome et I’état mutationnel de MyD88 :
MyD88265P est plus présent dans les ABC-DLBCL que dans les GC-DLBCL, et est associé a un mauvais
pronostic vital chez les patients [107] (Figure 13). Cela rend alors I'étude d’HSP110 d’autant plus
intéressante : ce sont dans les lymphomes les plus agressifs qu’une altération dans I'expression
d’HSP110 montre des effets antitumoraux [2]. || a été aussi constaté des diminutions dans la
signalisation NF-kB, notamment dans la phosphorylation d’IkB et de p65 qui sont nécessaires dans la
transduction du signal de survie. A I'inverse, en surexprimant HSP110 avec vecteurs de surexpression,

on trouve les effets inverses de I'interférence ARN sur la signalisation [2].
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Figure 13 : Courbes de survie montrant la corrélation entre la survie des patients et le statut mutationnel de MyD88 (non
muté en rouge, muté en bleu), tirée de « Prognostic value of MYD88 L265P mutation in diffuse large B cell lymphoma via
droplet digital PCR » (DOI : 10.3892/mmr.2020.11186). On y constate une plus faible probabilité de survie chez les patients
muté pour MyD88 L265P.

Enfin, notre équipe a pu mettre en évidence une corrélation entre I'expression d’"HSP110 et celle de
MyD88 sur coupes de biopsies de patients atteints d’ABC-DLBCL, montrant I'importance d’HSP110
dans ce type de lymphome. Dans les cellules, HSP110 est capable de chaperonner MyD88, ce qui

maintient le signal de survie et de prolifération dans ’ABC-DLBCL [2].

Thérapies, échecs thérapeutiques et alternatives

Protocoles de chimiothérapies et immunothérapies

Comme décrit un peu plus haut dans la partie « Les lymphomes diffus a grandes cellules B » la
chimiothérapie R-CHOP (Rituximab, Cyclophosphamide, Doxorubicine, Vincristine et Prednisone).
Initialement, seule la chimiothérapie CHOP était administrée aux patients atteints de DLBCL, mais seuls
40-50% des patients agés répondaient completement a la chimiothérapie avec 30% de survie sans

rechute et entre 35 et 40% de survie globale [108]. Malgré des tentatives pour ajouter de nouveaux
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agents chimiothérapeutiques, et des tentatives d’augmentations des doses, CHOP n’est pas bien
tolérées chez les patients plus agés, comparé aux patients plus jeunes chez qui une augmentation des
doses a permis une amélioration du pronostic [109]. Plus tard, un anticorps anti-CD20 a été employé
comme agent anticancéreux seul sur des DLBCL a montré une certaine efficacité sur le développement
des tumeurs chez les patients, que ce soit sur des lymphomes primaires ou des rechutes [110]-[112].
C’est ainsi qu’un peu plus tard, on a pu voir apparaitre la combinaison de cet anticorps anti-CD20, alors
nommé Rituximab, avec CHOP [113], [114]. On a pu observer en employant la combinaison R-CHOP
des taux de réponses plus élevés qu’avec CHOP seule, ainsi que des niveaux de survie sans progression
et survie globale supérieures avec R-CHOP, ainsi qu’une tolérance accrue de R-CHOP par rapport a
CHOP chez les patients agés [108]. Depuis ces avancées, R-CHOP est devenue la chimiothérapie de
base des DLBCLs. Cependant, il reste toujours entre 30 et 50% des patients qui ne répondent pas ou
répondent mal a R-CHOP. Parmi eux, 20% de ces patients développent des lymphomes réfractaires se
caractérisant par une prolifération pendant et apres le traitement R-CHOP, et 30% d’entre eux font

une rechute apres rémission compléte [115] (Figure 14).

POPULATION STANDARD CHEZ UNE POPULATION ATTEINTE DE
DLBCL TRAITEE AVEC R-CHOP

Rechute aprés rémission
complete
25%

Rémission compléte,
sans rechute
50%

Développement d'une
résistance (lymphome
réfractaire)

20%

Figure 14 : Schéma représentant les proportions de réponses a la thérapie R-CHOP sur une population standard de patients

avec DLBCL, adapté de « Diffuse large B-cell lymphoma: R-CHOP failure-what to do? » DOI: 10.1182/asheducation-
2016.1.366.

Chez les patients qui ont développé une résistance, qui ont rechuté ou qui ont une réponse partielle
sans atteindre la rémission compléte (on parle alors de DLBCL R/R, pour « Relapsed or Refractory »),
une chimiothérapie alternative est proposée: R-ICE (Rituximab, Ifosphamide, Carboplatine et
Etoposide), R-DHAP (Rituximab, Dexaméthasone, Cytarabine et Cisplatine) ou encore R-ESHAP

(Rituximab, Etoposide, Méthylprednisolone, Cytarabine et Cisplatine). On parle de traitement de
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« sauvetage ». Enfin, en fonction des cas et si c’est possible, une greffe autologue de cellules souches

hématopoiétiques est effectuée pour compléter le traitement [115].
Alternatives : immunothérapies et thérapies ciblées

Afin de toujours améliorer le pronostic vital des patients avec DLBCL R/R, de nouvelles
approches thérapeutiques sont envisagées et testées en études cliniques [116] employant notamment
I'immunothérapie (Tableau 6) ou des approches plus ciblées (Tableau 7). En plus des immunothérapies
présentées dans le Tableau 6, une molécule nommée lenalidomide a été testé dans des essais cliniques
en phase I/l [117]. Il s’agit d’un composé chimique ayant des rbles immunomodulateurs,

antiangiogéniques et antinéoplasiques ayant un taux de réponse globale de 27,5% et totale de 9,8%.

Réponse Réponse

Type de thérapie Nom Cible(s) c::?::e globale totale
(en %) (en %)
Anticorps Tafasitamab + lenalidomide CD19 Il 60 43
monoclonaux
Molécules conjuguées | Polatuzumab-vedotin + BR CD79B Il 45 40
anticorps-traitements Loncastuximab-tesirine CD19 Il 48,3 24,1
Axicabtagene ciloleucel CD19 Il 82 54
Cellules T-CAR Tisagenlecleucel CD19 Il 52 40
Lisocabtagene maraleucel CD19 Il 73 53
Molécules Blinatumomab CD19/CD3 Il 43 19
bispécifiques Mosunetuzumab CD20/CD3 [ 37,1 19,4
rapprochant cellules T Glofitamab CD20/CD3 I 41,1 28,8
et tumorales Epcoritamab CD20/CD3 /1 68 45
Inhibiteurs des points Nivolumab PD-1 I 10 3
de contréles
immunitaires Magrolimab CDh47 I 40 33

Tableau 6 : Partie de tableau tirée de « Current options and future perspectives in the treatment of patients with
relapsed/refractory diffuse large B-cell lymphoma » DOI: 10.1177/20406207221103321 montrant les alternatives
thérapeutiques employant I'immunothérapie. La réponse globale se définit comme une réponse au moins partielle au
traitement et la réponse totale quant a elle signifie une régression tumorale compléte.

Nom Cible(s) Phase clinique Repo?es: ;ol)obale Repc(v:;e;);:tale
Ibrutinib BTK 1/l 25 10
Copanlisib PI3K Il 19,4 7,5
Venetoclax BCL2 I 18 12
Tazemetostat EZH2 Il 17 3
Selinexor XPO1 Il 28 12

Tableau 7 : Partie de tableau tirée de « Current options and future perspectives in the treatment of patients with
relapsed/refractory diffuse large B-cell lymphoma » DOI: 10.1177/20406207221103321 montrant les alternatives
thérapeutiques employant des thérapies ciblées. La réponse globale se définit comme une réponse au moins partielle au
traitement et la réponse totale quant a elle signifie une régression tumorale compléte.

D’autres composés faisant partie des thérapies ciblées ont également été testés comme on

peut le voir Tableau 7. Différents types de molécules représentent des cibles pour de nouveaux
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traitements, dans I'optique d’élargir les possibilités thérapeutiques. On retrouve entre autres des
kinases majeures dans la transduction des signaux de survie et de prolifération (BTK et PI3K) [118],
I'oncogéne majeur BCL2 empéchant 'apoptose des cellules [119], I'enzyme de méthylation des
histones EZH2 qui réprime |'expression des génes suppresseurs de tumeurs [120] et XPO1, une
exportine responsable de I'export de nombreux facteurs de transcription pro-tumoraux maintenant

les sighaux de survie dans les cellules cancéreuses [121].
Nouvelles approches thérapeutiques : les inhibiteurs de HSPs

De plus en plus de nouvelles cibles sont proposées (Tableau 8) [122]. Notamment, de
nombreux inhibiteurs d’"HSP90 tels que l'alvespamycin, la luminespib, le SNX-5422 ou encore le
AUY922 ont été employés dans des études cliniques. En effet, HSP90 est capable de chaperonner la
kinase SYK dans les lymphomes de Burkitt, et il a été montré dans la CLL que HSP90 peut stabiliser des
protéines de la signalisation du BCR telles que BTK, SYK ou encore AKT [123]. L'inhibiteur chimique PU-
H71 posséde un effet sur les cellules de DLBCL dépendante de BCL6 pour leur survie [123]. Nous avons
pu voir tout au long de cette introduction que les HSPs sont capables de maintenir et stabiliser de
nombreuses protéines importantes dans la survie cellulaire (facteurs de transcription, oncogenes...),
I'idée derriére le ciblage des HSPs dans le traitement des lymphomes est d’impacter la stabilisation
desdites protéines, et donc de parvenir a un puissant effet antitumoral en ne ciblant qu’une seule
protéine. Un essai clinique de phase Il a été mené avec I'inhibiteur d’HSP90 AUY922 chez 14 patients

avec DLBCL R/R, dont un a pu atteindre une réponse compléte [123].

. Mechanism of Phase of Hematological
HSP Inhibitors Target Action Development Malignangcies
Foldamers 33 and HSP110 Bin'din.g to the ATP Pre-clinical ABC DLBCL
52 binding domain research
Clinical: Phase I NHL
Pre-clinical
research (with ALL/ABC DLBCL
PUH71 HSP90 Binding to the ATP Ibrutinib)
(Zelavespib) binding domain Pre-clinical
research (with BL
PI3K/mTOR
inhibitors)
Convert to SNX-
SNX-5422 2112 and binding  Clinical: Phase I
(PF-04929113) HSP90 to the ATP binding (with Ibrutinib) CLL
domain
Binding to the ATP 1o clinical
SNX-7081 HSP90 . 1. . research (with CLL
binding domain )
Fludarabine)
. Pre-clinical
NVP-AUY922 HSP90 Binding to the ATP - +rch (with AML
(Luminespib) binding domain .
Cytarabine)
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Binding to C-

Aminoxyrone HSP90 . terrr}lna‘l Pre-clinical CML
dimerization research
domain
Clinical: Phase II HOdngﬁ/Il\(/iL/ALC
17-AAG Binding to the ATP —
(Tanespimycin) HSP90 binding domain | re-clinical
pimy & research (with AML/CML
HDAC inhibitors)
LAM-003 Convert to LAM- ..
(MPC-3100) HSP90 003A Clinical: Phase I AML
Clinical: Phase I MM
Pre-clinical
L research (with MCL
Ganetespib HSP90 Bm'dm'g to the ATP Ibrutinib)
binding domain —
Pre-clinical
research (with CML
cytarabine)
.. Lymphoma &
Cl 1: Phase I
17-DMAG HSP9O Binding to the ATP o~ 0o¢ leukemia
(Alvespimycin) binding domain Pre-clinical AML CLL
research
Binding to the N- ..
(anl?istélsl?b) HSP90 terminal domain of P;E;Celg?é;al ALL
P HSP90
Binding to the C- ..
Pfl’f}:l" _,H HSP70 terminal domain of Pre—chm;al ALL/AML
(Pifithrin-u) HSP70 researc
VER-155008 HSP70 Bm'dm.g to the ATP Pre-clinical MM
binding domain research
1G-98 HSP70 Allc?ste.ri? HSP70 Pre-clinical MM
inhibitors research
Binding to the Pre-clinical
DTHIB HSF1 DNA binding AML
. research
domain

AML: acute myeloid leukemia; ALL: acute lymphocytic leukemia; MM: multiple myeloma; CML: chronic myeloid
leukemia; MCL: mantle cell lymphoma; ALCL: anaplasic large cell lymphoma; CLL: chronic lymphoblastic
leukemia; MPN: myeloproliferative neoplasms; ABC-DLBCL: activated B cell diffuse large B cell lymphoma; NHL:
non-Hodgkin lymphoma; BL: Burkitt lymphoma.

Tableau 8 : Tableau adapté de « Heat-Shock Proteins in Leukemia and Lymphoma: Multitargets for Innovative Therapeutic
Approaches » DOI : 10.3390/cancers15030984 présentant les inhibiteurs de HSPs et HSF1 qui ont été employés dans des
études précliniques et cliniques pour le traitement de leucémies et lymphomes

Un nouvel outil thérapeutique : les inhibiteurs de HSP110
Criblage et découverte
D’autres HSPs sont a I’étude, notamment HSP110 qui est trés importante dans le maintien du
signal de survie et de prolifération induit par la signalisation constitutive du BCR dans I’ABC-DLBCL [2].
Une des thématiques principales de mon équipe de thése a été d’identifier et de valider des inhibiteurs

spécifiques d’HSP110 [7] avec pour objectif final I'utilisation clinique de ces molécules. La premiére

étape de l'identification de ces molécules inhibitrices a été I'étude cristallographique du domaine de
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liaison au nucléotide (NBD), qui se trouve dans le domaine ATPase montré Figure 12. En travaillant sur
les séquences en acides aminés, il a été constaté que les NBDs de HSP110 et de HSP70 (HSPs de la
méme superfamille) étaient différents, suggérant qu’il est possible de cibler spécifiquement le NBD de
HSP110. Le ciblage du NBD de HSP110 est intéressant, puisque c’est dans cette région que se trouve
le domaine de liaison a I’ATP, molécule essentielle a la fonction anti-agrégative de HSP110 [83]. Par la
suite, un criblage d’'une chimiotheque de 132 molécules inhibitrices (aussi appelées foldameres)
d’interactions protéines-protéines connus pour inhiber le méme genre de structures moléculaires
retrouvées dans le NBD de HSP110 a été mené. Ce criblage consistait a faire des tests in vitro de
repliement de la luciférase dénaturée par la chaleur. Trois molécules nommées #61, #52 et #33 dont
les structures sont présentées Figure 15 empéchent HSP110 de désagréger et replier la luciférase,
bloquant la production de signal luminescent. Puis, des modélisations en 3 dimensions du NBD de
HSP110 montrent que les composés #61, #52 et #33 s’insérent au méme endroit de la poche ATP de
HSP110, semblant indiquer que c’est en prenant la place de I’ATP que les inhibiteurs empéchent le
I'activité anti-agrégative de HSP110. Afin de valider le fonctionnement de ces inhibiteurs, des
expériences d’interférométrie entre les inhibiteurs et HSP110 totale ainsi que le NBD purifié de HSP110

montrent une interaction entre les inhibiteurs et HSP110, ainsi qu’avec le NBD purifié.

und 61 Compound 52 Compound 33

o o

Figure 15 : Schéma adapté de « Selecting the first chemical molecule inhibitor of HSP110 for colorectal cancer therapy »
DOI : 10.1038/s41418-019-0343-4 montrant les structures chimiques des trois inhibiteurs de HSP110

Effets biologiques dans le cancer colorectal et ouverture sur les DLBCLs

Dans le cancer colorectal, HSP110 est connu pour interagir avec STAT3, une molécule critique
dans la signalisation de survie de ce type de cancer [6], et I'utilisation d’inhibiteurs #52 et #33 (mais
pas #61) de HSP110 limitent cette interaction. Cela méne a une diminution de la viabilité cellulaire de
la lignée humaine SW480 colorectale in vitro et a une altération dans la croissance tumorale de la
lignée de souris CT26 dans des souris Balb/c [7]. Au vu de I'efficacité des inhibiteurs de HSP110 dans
le cancer colorectal, ainsi que I'implication de HSP110 dans la signalisation du BCR, le ciblage de

HSP110 semble étre un candidat intéressant pour les traitements des DLBCLs.
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Vésicules extracellulaires (VECs) et cancer

Les grosses et petites VECs

Produites par les cellules, les VECs portent et transportent un large panel de molécules, telles
qgue des protéines, des acides nucléiques mais aussi des lipides, qui peuvent impacter la biologie des
cellules cibles [124]. Pour ce faire, les VECs fusionnent avec la membrane plasmique des cellules pour
délivrer leur contenu [125]. Il existe une grande variété de VECs, qui se regroupent en famille en
fonction de leur taille, de leurs biomarqueurs et de leurs actions [126]. | est communément admis qu’il
y a deux grandes familles de VECs. Certains les séparent en fonction de la force de centrifugation
nécessaire pour les sédimenter [127]. En effet, les grosses VECs (GVECs) peuvent se sédimenter
lorsqu’elles sont centrifugées a ~20000G, et les petites VECs qui se sédimentent lorsqu’elles sont
centrifugées a ~100000G. D’autres les différencient en fonction de leur taille. On considére que si une
VEC est plus petite que 200nm, alors c’est une PVEC [128]. Formant une trés grande famille, il y a 3

types de VECs qui sont particulierement étudiés dans la recherche en biologie.

Les corps apoptotiques

Les corps apoptotiques font entre 50nm et 5um de diametre. Méme si cette gamme de taille
semble large, les plus petits corps apoptotiques sont beaucoup plus rares. lls sont habituellement
récupérés par centrifugation a basse vitesse (entre 2000 et 10000G), ce qui en fait des GVECs. Elles
sont originaires de cellules mourantes [128]. Les plus petits contiennent de grandes quantités d’ARN,
et les plus grandes peuvent contenir des lipides, protéines, ARN, ADN voire méme des organites
partiels ou entiers [129]. Une fois dans le milieu extracellulaire, les corps apoptotiques sont

habituellement phagocytés par des cellules professionnelles, notamment par des macrophages [130].

Les microvésicules

Les microvésicules, quant a elles, mesurent entre 100 et 1000nm de diametre. Elles sont
centrifugeables entre 10000 et 20000G, ce qui en fait des GVECs [128]. Elles ont pour origine la
membrane plasmique des cellules [128]. Le contenu des microvésicules est destiné a étre libéré dans
le milieu extracellulaire, impactant les cellules aux alentours [131]. Contrairement aux corps

apoptotiques, ces VECs ne contiennent pas d’organites ni de morceaux de noyau [131].

Les exosomes

Les exosomes mesurent entre 30 et 150nm, méme si la majorité d’entre eux font plutét entre
50 et 80nm [131]. Il faut une force supérieure a 100000G pour les récupérer par ultracentrifugation,
ce qui en fait des PVECs [128]. Ils sont formés dans la cellule a partir du corps multivésiculaire qui peut
fusionner a la membrane plasmique et libérer les exosomes dans le milieu extracellulaire [131]. Cette

origine lui confere des marqueurs spécifiques, notamment les protéines Alix, TSG101, HSC70 et
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HSP90P [132]. D’autres protéines, telles que des tetraspanines CD63, CD9 et CD81 sont présentes a la
membrane de ces PVECs [132]. lls sont un moyen de communication pour les cellules, et peuvent aider

a la prolifération tumorale [133].
Réles dans le cancer et microenvironnement tumoral

Parmi ces vésicules, ce sont essentiellement les microvésicules et les exosomes qui sont
étudiées. En effet, ce sont les deux seules VECs décrites jusqu’ici qui sont produites par des cellules
vivantes. Il est connu que les microvésicules peuvent remodeler le microenvironnement tumoral, et
d’aider a la prolifération des cellules cancéreuses, notamment en permettant les cellules tumorales
des échanges en matériel pro-tumorigéniques [134]. I| a été récemment démontré que les
microvésicules d’origine tumorale étaient associées a des résistances a certaines molécules employées
en thérapie ciblée [135], notamment la Daunorubicine (un antinéoplasique) utilisée dans le traitement
de la leucémie aiglie lymphoblastique [136]. Pour ce qui est des exosomes, de hombreux travaux
montrent que ces vésicules peuvent permettre les échanges entre cellules normales et tumorales, et
permettent de maniére générale des résistances aux chimiothérapies [137], ainsi qu’a certaines
thérapies ciblées [136]. Notamment, il a été montré que les exosomes pouvaient insensibiliser les
cellules de DLBCLs au Rituximab (anticorps anti-CD20) dont nous avons parlé dans la partie précédente
[138]. Il a été démontré que les exosomes produits par les cellules de DLBCLs portent le marqueur
CD20, qui est alors disponible pour étre reconnu par le Rituximab, qui est alors moins disponible pour
reconnaitre le CD20 a la membrane des cellules tumorales. Ainsi, les protéines du complément

éliminent moins efficacement les cellules de DLBCL.
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Matériel et méthodes

Culture cellulaire

Les lignées cellulaires d’ABC-DLBCL U2932, OCI-Ly3, OCI-Ly10 et SUD-HL2 ont été achetées
auprées de I'ATCC, tandis que les lignées HBL1 et TMD8 ont été fournies par le professeur Daniel
Krappmann (The Helmholtz Zentrum Munich, Allemagne). Les OCI-Ly10 ont été cultivées dans de
I''MDM (Dutsher) avec 10% de sérum humain (Sigma-Aldrich). Les autres ont été cultivées dans du
RPMI1640 (Dutsher) avec du sérum de veau feetal (Dutsher) a 10% (U2932, TMDS8 et SUD-HL2) ou 20%
(HBL1 et OCI-Ly3). Les lignées OCI-LY3 et OCI-LY10 ont eu 55uM de B-mercaptoéthanol en supplément.

Les lignées cellulaires de PMBL K1106P et MedB1 ont été cultivées dans de I'lMDM avec 20%
SVF. La lignées U2940 a, quant a elle, été cultivée dans du RPMI 10% SVF et 1% d’acides aminés non-

essentiels (Fischer, 11350912). Les 3 lignées ont été supplémentées avec 55uM de B-mercaptoéthanol.
Pour ce qui est des lignées non-ABC et non-PMBL :

e La lignée cellulaire de lymphome de Burkitt BJAB a été cultivée dans du RPMI1640 avec 20%
de SVF.

e Leslignées de GC-DLBCL B593 et SUD-HL4 ont été cultivées dans du RPMI avec respectivement
20% et 10% de SVF.

o Les lignées cellulaires HEK293 et HEK293S6 ont été cultivées dans du DMEM (Dutsher) avec
10% de SVF.

En outre, un mélange de Pénicilline-Streptomycine et d'Amphotéricine B (Pan Biotech) a été
ajouté dans toutes les lignées cellulaires ci-dessus a une concentration finale de 1%, ainsi que de la

Plasmocin prophylactique (InVivoGen) a une concentration finale de 2%o.

Transfection

Electroporation

Les lignées cellulaires d’ABC-DLBCL ont été ensemencées un jour avant transfection & 0,5x10°
cellules par mL dans 1,5mL dans une plaque a 12 puits. La transfection est effectuée avec le dispositif
AMAXA Nucleofector 2b (Lonza) en utilisant le kit Nucleofector T (HBL1, OCI-Ly3, OCI-Ly10) ou V
(U2932, SU-DHL2, TMDS). 1 nmol de siRNA de controle (MISSION® siRNA Universal Negative Control
#1, Sigma-Aldrich) ou 1 nmol de siRNA ciblant hsphl (Silencer™ Select Pre-Designed siRNAs, Life
technologies) ont été utilisés. Des programmes AMAXA spécifiques ont été appliqués (U-015 pour

U2932 ; P-005 pour SU-DHL2 et TMDS8 ; G-016 pour HBL1, OCI-Ly3 et OCI-Ly10).
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Lipofection

Pour les transfections sur HEK293 et HEK293S6, 3x10° cellules ont été ensemencées dans 22mL
de milieu. Le jour suivant, les transfections ont été réalisées en utilisant FuGene HD (Promega) et 1ug
de chaque plasmide. Le HSP110-GFP était un plasmide concu au sein de I'équipe, et les plasmides

XPO1WT-mCherry et XPO157*X-mCherry nous ont été donnés par Brigitte SOLA.

Immunoempreinte, ou Western Blot

Préparation des échantillons

Les cellules ont été collectées (300G, 5 minutes, 4°C) et lavées dans du PBS 1X (Dutscher), puis
lysées a l'aide d'un tampon de lyse composé de Cell Lysis Buffer 10X (Cell Signaling), de cocktail
d'inhibiteurs de protéases cOmplete 25X (ROCHE), de cocktails d'inhibiteurs de phosphatases (2 et 3)
100X (Sigma) et d’une solution de fluorure de phénylméthanesulfonyle 100X (PMSF) (Sigma), le tout
dilué jusqu'a une solution de travail finale concentrée 1X dans de I'eau distillée. La lyse dure 30
minutes, en vortexant les échantillons toutes les 10 minutes. Ensuite, les échantillons sont centrifugés
a 20000G, 15 minutes a 4°C. Les lysats sont recueillis dans de nouveaux tubes, dosés avec le kit BioRad
DC puis dilués avec un tampon Laemmli 5X jusqu'a une concentration finale 1X (50mM Tris, 2% SDS,

100mM DTT, 0,01% bleu de bromophénol et 10% glycérol, pH = 6,8).
Dépot, migration et transfert

Les échantillons sont ensuite déposés sur des gels Precast TGX (BioRad) et migrent a 200V dans
le tampon de migration Towbin (25mM Tris, 192mM Glycine, 0,1% SDS, pH = 8,3) pendant environ 45
minutes. Ensuite, les protéines sont soit généralement transférées a I'aide du TransBlot Turbo (BioRad)
pendant 7 minutes a 1,25A (1 gel) ou 2,5A (2 gels) sur membrane PVDF LF 0,45um (BioRad), soit
transférées en méthode « liquide » avec Mini-TransBlot dans du tampon Dunn-Carbonate a 35V

pendant 2 heures pour les blots montrant des révélations de phospho-SYK.
Blocage, incubations et anticorps primaires

Les membranes sont ensuite bloquées 5 minutes avec du EveryBlot Blocking Buffer (BioRad)
et les incubations avec anticorps primaires durent une nuit a 4° dans du TBS-Tween20 0,1% avec 3%
de BSA (Sequens). Les anticorps utilisés pour les western blots sont PARP (9542), BCL-XL (2764), p65
(8242), MyD88 (4283), pPLCy2 (3874), PLCy2 (3872), BTK (8547), pAKT (4060), AKT (9272), XPO1
(46249), HSP60 (12165), Lamin A (86846), TBP (44059), STAT6 (5397), TOMM?20 (42406) de Cell
Signaling Technologies (Danvers, USA) ; plkB (ab133462), IkB (ab32518), pp65 (ab194726), pBTK
(ab68217), pSYK (ab192587), SYK (ab40781), Na*/K*-ATPase (ab76020 et ab7671), mCherry (ab213511)
et GFP (ab1218 et ab290) de Abcam (Paris, France) ; BCL-2 (sc-509), GAPDH (sc-47724), HSP110 (sc-
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74550), TSG101 (sc7964), CD9 (sc13118) et CD81 (166028) de Santa Cruz biotechnologies (Dallas, TX,
USA) ; Gp96 (ADI-SPA-850), HSP70 (ADI-SPA-810) de Enzolife Sciences (Villeurbanne, France) ; Alix
(NB100-65678) et CD63 (NBP2-42225) de Novus Bio (Nantes, France) ; Flotilin-1 (610820) de BD
Biosciences (Pont de Claix, France) ; Vinculine (V9131) et B-Actin-Peroxydase (A3854) de SIGMA.

Anticorps secondaires et révélations

Le lendemain, les membranes sont lavées 3 fois 10 minutes dans du TBS-Tween 0,1%, puis
incubées avec des anticorps secondaires couplés a la HRP. Pour les western blots « classiques », ces
anticorps secondaires sont dirigés contre des anticorps de souris (7076) ou de lapin (7074) (Cell
Signaling Technologies), et I'incubation se fait dans du TBS-Tween20 0,1% avec 3% de BSA. Pour les
western blots d’immunoprécipitation, les anticorps secondaires sont des anticorps VeriBlot
(ab131366) (Abcam) et I'incubation se fait dans du TBS-Tween20 0,1% avec 5% de lait, 1% de caséine
et 1% de BSA. Indépendamment du type de western blot, I'incubation avec les anticorps secondaires
dure une heure et se fait a température ambiante. Aprés ce temps, les membranes sont lavées 3 fois
10 minutes dans du TBS-Tween 0,1%, puis trempées dans du TBS 1X avant révélation. Les révélations
se font par chimioluminescence en utilisant du Clarity Western ECL (BioRad) ou SuperSignal West

Femto (Fisher), et les images sont acquises avec un Chemidoc MP Imaging System.

Co-immunoprécipitation

Les cellules ont été collectées (300G, 5 minutes, 4°C) et lavées 3 fois dans du PBS 1X (Dutscher),
puis lysées a I'aide d'un tampon de lyse composé de Cell Lysis Buffer 10X (Cell Signaling), de cocktail
d'inhibiteurs de protéases cOmplete 25X (ROCHE) et du cocktail d'inhibiteurs de phosphatases 2
(Sigma), tous trois dilués jusqu'a une solution finale 1X dans de I'eau distillée. La lyse dure 30 minutes
sur agitateur rotatif a 4°C. Les échantillons sont centrifugés a 10000G pendant 10 minutes a 4°C et les
lysats sont mis dans de nouveaux tubes. Les échantillons sont ensuite dosés de la méme maniere que
pour les western blots classiques, et 5ug des échantillons sont conservés pour réaliser les inputs. 700ug
de protéines des échantillons sont utilisés, et les anticorps de capture sont directement introduits dans
les échantillons (1ug si monoclonal et 2ug si polyclonal). Les échantillons sont incubés pendant une
nuit sur agitateur rotatif a 4°C et les inputs sont dénaturés de la méme fagon que pour des échantillons
de western blot classiques. Les anticorps utilisés comme anticorps de capture pour les colPs sont
HSP110 (ab108625), SYK (ab155187) et mCherry (ab213511) d'Abcam ; MyD88 (4283), STAT6 (5397)
et Normal Rabbit IgG (2729) de CellSignaling. Le lendemain, les anticorps sont capturés en ajoutant
des microbilles de protéine A uMACS™ (50pL si monoclonal, 100uL si polyclonal) directement dans les
échantillons, et ces billes sont retenues en utilisant des colonnes et un aimant séparateur UMACS. Les

colonnes sont lavées 4 fois avec le tampon de lyse et les protéines sont dénaturées et éluées en
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utilisant un Laemmli 1X plus concentré en agent dénaturant, chauffé a 95°C (50mM Tris, 4% SDS,
200mM DTT, 0,01% bleu de bromophénol et 10% glycérol, pH = 6,8) pendant 5 minutes. Les
échantillons sont préts a étre chargés dans des gels et sont traités de la méme maniére que pour les

western blots.

Immunohistochimie

Les échantillons de tumeur et de colon ont été fixés dans de la formaline 10% neutralisée et
tamponnée fournie par la plateforme d'immunohistochimie CelliMap (Dijon, France). Les échantillons
sont inclus par la plateforme en blocs de paraffine et les différents marquages ont été réalisés sur des
coupes provenant de ces blocs. Les antigénes ont été démasqués avec du tampon citrate pH = 6
(ab93678, Abcam), puis les tissus ont subi un traitement au peroxyde d’hydrogéne (3% de H,0, dans
de I'eau distillée). Ensuite, ils sont bloqués avec du TBS-Tween20 0,1% avec 3% de BSA et les anticorps
primaires ont été laissés pendant une nuit a 4°C dans du tampon de blocage. Les anticorps utilisés pour
I'immunohistochimie sont HSP110 (ab109624) et MyD88 (ab133739) d'Abcam ; plkB (GTX50209) et
pBTK (GTX130377) de GeneTex. Le jour suivant, les lames sont lavées 3 fois pendant 5 minutes avec
du TBS-Tween20 0,1% et incubées 30 minutes avec des sondes HRP dirigées contre la souris (8125) ou
le lapin (8114) (SignalStain Boost, CellSignaling). Aprés de nouveaux lavages (3x5 minutes), le
développement du marquage se fait a I'aide du chromogéne NovaRED™ (VectorLaboratories) pendant

5 minutes, puis est stoppé en plongeant les lames dans un grand bain d’eau autoclavée.

Expériences de Ligature de Proximité Duolink® (PLA)

Les cellules sont collectées, lavées dans du PBS1X, fixées dans de la paraformaldéhyde (PFA)
4% diluée a partir d'un stock a 16 % sans méthanol (Pierce™) pendant 15 minutes sur la glace et
perméabilisées a I'aide de méthanol 100 % (stocké a -20°C) pendant 10 minutes sur glace. Les cellules
sont plaquées sur des lames de Ghaasel a I'aide d’un Cytospin (Fischer) pendant 5 minutes a 800RPM
avec le parametre d’accélération réglé sur faible. Les cellules fixées et perméabilisées sont bloquées a
I'aide de TBS-Tween20 0,1% avec 3% de BSA, puis les lames sont incubées avec des anticorps primaires
dilués dans le tampon de blocage sur la nuit a 4°C. Les anticorps utilisés pour les tests de ligature de
proximité sur cellules sont HSP110 (sc74550) de Santa Cruz ; HSP70 (ADI-SPA-812) de Enzo Life ; SYK
(ab155187) de Abcam ; XPO1 (46249) de CellSignalling ; BRCA1 (PLA0185) de Sigma. Le lendemain, les
expériences Duolink® ont été réalisées en suivant les consignes du fabricant (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, MO, USA) et montées avec le milieu ProLong Gold avec DAPI (Fisher). Les images de microscopie
ont été prises sur un Axio Imager 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) en utilisant une caméra CCD AxioCam
MRm (Carl Zeiss GmbH). Le plugin 'Spot detector' du logiciel ICY a été utilisé pour compter le nombre

de point par cellule.
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Immuno(cyto)fluorescence (classiques)

De la méme fagon que pour les PLAs sur cellules, ces derniéres sont collectées, lavées dans du
PBS1X, fixées dans de la paraformaldéhyde (PFA) 4% pendant 15 minutes sur la glace et perméabilisées
a l'aide de méthanol 100 % pendant 10 minutes sur glace. Les cellules sont plaquées sur des lames de
Ghaasel a I'aide d’un Cytospin (Fischer) pendant 5 minutes a 800RPM avec le parametre d’accélération
réglé sur faible. Les cellules fixées et perméabilisées sont bloquées a I'aide de TBS-Tween20 0,1% avec
3% de BSA, puis les lames sont incubées avec des anticorps primaires dilués dans le tampon de blocage
sur la nuit a 4°C. Ll’anticorps anti-HSP110 utilisé pour les immunofluorescences est sc74550 (Santa
Cruz). Le lendemain, les lames sont lavées 3 fois en bain et incubées avec un anticorps secondaire de
lapin anti-anticorps primaires de souris (InVitroGen, A11059) couplé avec Alexa Fluor 488 pendant 1
heure. Les lames sont de nouveaux lavées 3 fois, marquées avec DAPI et montées en milieu de montage

ProLong Gold Antifade (Fisher, 15260719) et couvertes avec lamelles.

Immuno(histo)fluorescence (tests de Ligature de Proximité Duolink®)

Les tissus sont traités de la méme maniere que pour I'immunohistochimie. Les antigénes sont
démasqués avec un tampon universel de démasquage (ab208572, Abcam). Ensuite, les lames sont
bloquées a I'aide de TBS-Tween20 0,1% avec 3% de BSA et les anticorps primaires ont été laissés
pendant une nuit a 4°C dans le tampon de blocage. Les anticorps utilisés pour les tests de ligature de
proximité sur les tissus sont HSP110 (ab109624) d'Abcam ; SYK (80460) de CellSignaling. Le lendemain,
les expériences Duolink® ont été réalisées selon le protocole du fabricant. Les tissus sont ensuite
incubés avec du Noir Soudan B (Sigma) pour éteindre I'autofluorescence de la lipofuscine, et du DAPI
(Sigma, D9542) pour la coloration des noyaux. Les lames sont enfin montées avec du Fluoromount-G

(InVitroGen). Les photos sont prises de la méme maniére que pour les PLA sur cellules.

Tests de prolifération cellulaire (XTT)

Les cellules ont été ensemencées & une densité de 0,25x10° dans des plaques 96 puits dans
150uL de milieu avec traitements dans chaque puits pendant 48 heures. Ensuite, 50uL sont prélevés
et ajoutés dans 100uL de milieu frais avec traitements et incubés 48 heures de plus. La premiéere plaque
est utilisée pour le pointage de 48 heures, et la seconde pour le pointage de 96 heures. Le composé
XTT est laissé 4 heures et la densité optique est mesurée a 475nm avec soustraction de la densité

optique mesurée a 660nm.
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Cytomeétrie en flux — marquages Annexine V et 7AAD

Les cellules sont ensemencées de la méme maniere que pour les expériences XTT. Seule la
plaque de 96 heures est utilisée pour le marquage par cytométrie de flux. Les cellules sont lavées dans
du PBS a 4°C et incubées 15 minutes a 4°C avec I'Annexin-V-FITC. Enfin, le 7AAD est ajouté quelques

minutes avant I'acquisition avec un BD LSR Fortessa et analysé avec FlowJo V10.

Test de viabilité cellulaire Cell Titer Glo 2.0 (CTG)

Les cellules ont été ensemencées a une densité de 0,25x10° dans des plaques noires stériles
opaques de 96 puits, dans 150uL de milieu avec traitements dans chaque puits pendant 72 heures.

Ensuite, les tests CTG ont été réalisés en suivant le protocole du fabricant.

Co-traitement in vivo dans des souris NSG avec inhibiteur d’"HSP110 et copanlisib

Des souris NSG ont recu une injection sous-cutanée de 15x10° cellules de la lignée TMDS8 dans
200 pL de milieu de culture sans SVF a JO. Les souris ont été randomisées en fonction du volume de la
tumeur a J3 et traitées par voie intrapéritonéale avec |'inhibiteur de HSP110 #52 (iHSP110 52) a 10
mg/kg/inj (Q2Dx8) ou avec le véhicule a la méme fréquence, et/ou traitées par voie intraveineuse avec
du copanlisib a 5 mg/kg. La taille des tumeurs des animaux a été mesurée tous les 2 jours (5-6

animaux/groupe).

Tests de phosphorylation in vitro

Pour commencer, des mélanges de tampon kinase 10X (9802, CellSignalling Technology) avec
ou sans 300uM d'inhibiteurs d’HSP110 ont été préparés. Ensuite, 200ng de protéine SYK active
recombinante (13-314, MERCK) ont été ajoutés aux mélanges avec ou sans 10ng de HSP110
recombinante (TP307102, OriGene), avec ou sans la présence de 100uM d'ATP (9804, CellSignalling
Technology). Les mix ont été incubés 10 minutes a 30°C dans 40uL de volume final de réaction. Pour
arréter la réaction, 10uL de tampon Laemmli 5X ont été ajoutés dans chaque échantillon, qui ont

ensuite été chauffés 5 minutes a 95°C pour dénaturation et dép6t en western blot.

Isolements cytoplasmes-noyaux

Les isolements cyto-noyaux ont été réalisés a partir de 1 million de cellules pour chaque
condition, en suivant les instructions du protocole du kit d’extraction cytoplasmique et nucléaire NE-
PER™ (Thermo, 78835). Les réactifs du kit ont été supplémentés en cocktail d'inhibiteurs de protéases

cOmplete 25X (ROCHE).
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Isolements cytoplasmes-membranes

Les isolements cyto-membranes ont été réalisés a partir d’au moins 5 millions de cellules pour
chaque condition, en suivant les instructions du protocole du kit Mem-PER™ Plus pour I'extraction de
protéines membranaires (Thermo, 89842). Les réactifs du kit ont été supplémentés en cocktail

d'inhibiteurs de protéases cOmplete 25X (ROCHE).

Isolements des petites vésicules extracellulaires (PVECs)

Les isolements de PVECs se réalisent par la méthode de centrifugations successives avec une
force croissante pour séparer les cellules, débris de cellules et les grosses vésicules extracellulaires

présentes dans le liquide d’intérét.
Au préalable : déplétion des VECs présentes dans le sérum de veau feetal

Du SVF (Dutsher) a été ultracentrifugé a 100000G pendant 20 heures a 4°C sans freinage pour
permettre 'ultracentrifugation des vésicules extracellulaires. Apres filtration a 0,22um, le SVF peut

étre utilisé pour la culture cellulaire.
A partir de milieu de culture

Les cellules ont été ensemencées a 0,3x10° cellules par mL dans 80mL de milieu avec SVF
déplété en VECs. Au bout de 72 heures de prolifération, les cellules sont comptées afin de prélever 40
millions de cellules. C’est le volume de milieu qui contient les 40 millions de cellules qui est utilisé pour
I'isolement d’exosomes, afin de normaliser la production de VECs par rapport a un nombre fixe de
cellules. Les cellules ont été centrifugées a 400G a 4°C pendant 5 minutes. Puis, les surnageants ont
été centrifugés a 2400G a 4°C pendant 15 minutes. Les surnageants ont de nouveau été centrifugés a
10000G pendant 40 minutes a 4°C. Ensuite, les surnageants ont été ultracentrifugés a 120000G a 4°C

pendant 1h30. Les PEVCs sont ensuite resuspendues et lysées pour western blot.
A partir de plasma de patients

Environ 5mL de plasma ont été centrifugés a 2400G pendant 15 minutes a 4°C. Afin de
normaliser les volumes, 4mL de surnageant ont été prélevés et 8mL de PBS1X filtré a 0,1um ont été
ajoutés. Les tubes sont ensuite centrifugés a 17000G pendant 10 minutes a 4°C, et 11,5mL de
surnageants sont gardés pour normaliser les volumes. Ces surnageants sont ultracentrifugés pendant

1h a 140000G a 4°C. Les PEVCs sont ensuite resuspendues et lysées pour western blot.
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Objectifs

Cette these porte sur I'étude et I'inhibition d’HSP110 dans les lymphomes B diffus a grandes
cellules. Elle a été réalisée sous la supervision du Docteur Carmen GARRIDO et du Professeur Gaétan

JEGO au sein de I'équipe HSPathies, chez qui I'étude des HSPs est la thématique centrale.

Les résultats obtenus pendant cette thése sont divisés en trois grandes parties :

e La premiére partie dans laquelle les inhibiteurs d’HSP110 ont été employés seuls, afin
d’observer les effets biologiques et d’expliquer le mécanisme biochimique derriére I'inhibition
de cette HSP, mais aussi en combinaison avec une molécule employée en thérapie ciblée dans
le traitement de certains lymphomes, nommée copanlisib, afin d’observer les effets
biologiques d’une co-inhibition des voies majeures de survie et de prolifération du modéle
ABC-DLBCL étudié.

¢ Une deuxiéme partie dans laquelle I'implication d’HSP110 dans la voie de signalisation majeure
JAK2/STAT6/XPO1 du PMBL a été étudiée

e Une troisieme et derniére partie dans laquelle HSP110 est évaluée comme un potentiel

biomarqueur chez les patients atteints de DLBCL
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Résultats

Partie 1 : L'inhibition d’"HSP110 dans le sous-type ABC des lymphomes B diffus a
grandes cellules et co-inhibition des voies de signalisation impliquant les

immunoglobulines de surface

Impact de l'inhibition d’"HSP110 sur la viabilité et la survie des cellules d’ABC-DLBCL

Lorsqu’on vient a imaginer les premieres expériences a réaliser avec un nouvel inhibiteur en
cancérologie, une des premieres choses qui vient en téte est d’observer si notre molécule impacte le
comportement des cellules, notamment leur temps de doublement mais aussi leur survie. C'est grace
aux données connues de I'importance d’HSP110 dans les DLBCLs, notamment via son implication dans
le chaperonnage de MyD88 dans I’ABC, que nous avons naturellement commencé notre étude en

observant les paramétres de survie et de viabilité des cellules d’ABC.

Effets sur la prolifération et la survie des cellules de lignées d’ABC-DLBCL

C'est d’abord in vitro que les premiéres expériences ont été réalisées. Des cellules de lignées
d’ABC-DLBCL ont été ensemencées et traitées avec les inhibiteurs d’HSP110 directement introduits

dans leurs milieux.
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Figure 16 : Etude de I'impact de I'inhibition d’HSP110 sur la viabilité et la survie des cellules d’ABC-DLBCL. A : Mesure de
densités optiques, représentant la viabilité de 3 lignées d’ABC-DLBCL (HBL1, OCI-LY3 et TMDS8) traitées en plaque 96 puits
pendant 48 et 96 heures avec les inhibiteurs 52 et 33 (10uM) avec un contréle le composé 61, avec une mesure de la viabilité
aJO par kit XTT. B : Mesure de la survie cellulaire par cytométrie en flux grace a un co-marquage Annexine V FITC et 7AAD de
4 lignées (HBL1, OCI-LY3, TMDS8 et OCI-LY10) traitées pendant 96 heures. En C: lllustration de la partie B sur lignée TMD8
traitées DMSO et avec inhibiteur #52 a 40uM sur 96 heures. La croix représente le pourcentage de cellules dans chaque
quadrant.

La Figure 16A montre la viabilité de lignées cellulaires de lymphome traitées avec nos deux
inhibiteurs d’"HSP110, les composés #52 et #33 avec le composé contréle #61 a la concentration de
10uM. Cette dose a été déterminée par mon équipe comme étant optimale pour des traitements in
vitro de maniere préliminaire. Les sels d’XTT sont métabolisés par les mitochondries des cellules en
vie, ce qui refléte leur viabilité et I'état de leur métabolisme. On constate ici qu’avec 48 heures de
traitement, la lignée HBL1 est impactée dans sa viabilité avec les deux inhibiteurs, TMD8 n’est sensible
gu’avec l'inhibiteur #52 et OCI-LY3 n’est sensible a aucun des deux. En revanche, dés 96 heures, les
lignées sont toutes impactées, les mesures de densités optiques étant toutes largement plus faible
comparées au controle #61, avec un impact plus fort lorsque I'inhibiteur #52 est employé. Nous
constatons donc un effet sur le métabolisme des cellules, et nous avons appris deux choses : il faut
plus de 48 heures de traitement pour observer un effet sur la viabilité des lignées de lymphome, mais
aussi que l'inhibiteur #52 semble plus efficace a concentration égale (10uM) que l'inhibiteur #33.

Cependant, beaucoup de notions se cachent derriere le mot viabilité. En effet, ce terme désigne un
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mélange de différent processus biologiques, dont la survie cellulaire, la prolifération et le métabolisme.
Afin de caractériser plus en détail I'effet de nos inhibiteurs, nous pouvons observer Figure 16B et C
I'effet de l'inhibition d’HSP110 sur la survie cellulaire. En effet, lorsqu’un traitement perturbe
I’'homéostasie cellulaire, les cellules peuvent mettre en place un processus de suicide, qui passe par
une étape d’exposition de phosphatidylsérines a la membrane, pouvant étre marquées grace a
I'annexine V. A la fin de ce processus, les cellules perdent leur intégrité structurelle, se matérialisant
par des pores dans la membrane, les rendant perméables et pouvant étre marquées avec 7AAD. Ainsi,
sur la Figure 16B nous constatons les proportions de cellules HBL1, OCI-LY3, TMD8 et OCI-LY10
doublement négatives pour les marquages annexine V et 7AAD, représentant alors les cellules en vie,
normalisées sur le controle OuM. Les cellules ont été traitées en effet dose en utilisant le temps de 96
heures déterminé par les tests XTT précédents. Nous pouvons constater que quelle que soit la lignée
étudiée et I'inhibiteur employé, les cellules ont une survie décroissante lorsque la concentration en
inhibiteur augmente. Sauf pour OCI-LY10, nous constatons que I'inhibiteur #52 permet d’atteindre le
niveau de survie le plus faible, sous-entendant une fois encore que celui-ci semble étre plus efficace.
Les lignées ne semblent pas toutes sensibles de la méme fagon, notamment HBL1 qui dés la premiére
dose de 5uM d’inhibiteurs présente déja une forte mortalité, alors que chez TMDS8 la mortalité semble
plutét linéaire avec I'augmentation de la concentration. OCI-LY3 semble plus sensible a I'inhibiteur
#52, ol 40uM ne laissent que 20% de survie alors qu’avec 40uM d’inhibiteur #33, on atteint a peine
les 50% de mortalité. En revanche, OCI-LY10 semblent plus sensibles a I'inhibiteur #33, il semblerait
méme possible de compléetement tuer les cellules avec la plus forte des concentrations. Cette
hétérogénéité peut paraitre surprenante, les inhibiteurs d’HSP110 #52 et #33 fonctionnent de la méme
facon en empéchant I’ATP d’entrer dans la poche dédiée dans HSP110. Mais de maniére globale, nous
comprenons maintenant que cet effet sur la viabilité cellulaire se traduit en fait au moins par une
augmentation de la mortalité cellulaire. Quelque chose d’intéressant en cancérologie est de trouver et
développer des molécules toxiques pour les cellules cancéreuses, qui provoquent une mort
apoptotique, dite « propre » des cellules, une mort organisée qui permet de nous donner un premier
indice sur le coté spécifique d’'une molécule importante dans la signalisation cellulaire. C'est sur la
Figure 16C que nous pouvons constater en détail le co-marquage Annexine V et 7AAD, nous montrant
distinctement les proportions de cellules non marquées, simplement marquées et doublement
marquées. Nous pouvons tout d’abord observer qu’il n'y a qu’un pourcentage faible de cellules
simplement marquées pour le 7AAD, sous-entendant qu’il n’y a que tres peu voire pas de mort par
nécrose. Puis, il existe une proportion un peu plus élevée de cellules marquées Annexine V seules,
laissant deviner alors des cellules en train de se suicider et enfin une proportion doublement marquée,
des cellules qui sont définitivement mortes. Cela implique une dynamique, les cellules initient leur

suicide, exposant leurs phosphatidylsérines, puis meurent, menant a la perte de leur intégrité

61



structurelle. Ceci nous donne un premier indice sur le type de mort cellulaire : en effet, nous pouvons
alors imaginer une mort plutot apoptotique des cellules de lymphome. Pour confirmer cette
hypothese, des marquages par western blots ont été effectués Figure 17 sur lysats de lignées de
lymphome ABC, HBL1, OCI-LY3 et TMD8 traitées pendant 72 heures avec inhibiteur #52, puisque celui-
ci semble étre le plus efficace sur ces lignées. Dans un premier temps, les protéines caspase 3 et PARP

sont impliquées dans la mort par apoptose, ce qui se matérialise par un clivage de ces deux protéines.
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Figure 17 : Suite de I’étude de I'impact de I'inhibition d’HSP110 sur la survie des cellules d’ABC-DLBCL. Des traitements avec
I'inhibiteurs d’"HSP110 #52 ont été réalisés sur 72h sur 3 lignées (HBL1, OCI-LY3 et TMDS8), puis différents marquages de
protéines pro-apoptotiques (Caspase 3 et PARP) et leurs fragments de clivages ont été effectués, ainsi que les marquages
d’oncogenes majeurs dans les lymphomes

Nous pouvons observer que des 10uM de I'inhibiteur #52, il y a un clivage de la PARP chez OCI-
LY3 et TMDS, bien qu’il faille aller jusqu’a 20uM pour HBL1. Aussi, quelle que soit la lignée regardée, il
y a bien I'apparition d’un clivage de la caspase 3 des 10uM, plus important a 20uM chez OCI-LY3 et
HBL1. Ce qui est intéressant ici, c’est que le clivage de ces deux protéines constitue un indice sur la
nature apoptotique de la mort cellulaire mise en place lors du traitement avec notre inhibiteur #52.
Pour aller plus loin, des marquages des oncogénes BCL2 et BCL-xL, deux protéines de la famille des BCL
impliquées dans les lymphomes ayant pour réle d’empécher la mort par apoptose en empéchant la
libération du cytochrome c par les mitochondries, ont été effectués. Nous voyons que deés la premiere
dose de notre inhibiteur #52, OCI-LY3 et TMD8 expriment moins BCL-xL et plus subtilement moins
BCL2, alors que chez HBL1 il faut 20uM de #52 pour voir une diminution de BCL-xL. Nous avons alors
un ensemble d’indices, la cytométrie en flux, les clivages de caspase 3 et PARP ainsi que les diminutions
de I'expression d’oncogéenes impliqués dans la résistance a I'apoptose qui peuvent nous faire conclure
a une mort apoptotique des cellules de lignées d’ABC-DLBCL lorsque celle-ci sont traitées avec nos

inhibiteurs d’HSP110.

Cependant, nous sommes dans un systeme cellulaire purement in vitro, pour savoir si nos
inhibiteurs pourraient avoir un réle similaire sur la survie des cellules in vivo, des expériences de

xénogreffes de lignée humaine sur souris NSG ont été effectuées.
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Effets sur la croissance tumorale d’une lignée humaine d’ABC xénogreffée sur souris

NSG

Notre modele vivo est la souris NSG. Celle-ci ne posséde pas d’'immunité fonctionnelle. Pour la
xénogreffe, la lignée TMDS8 a été choisie, non seulement parce qu’elle est sensible a notre inhibiteur
#52, mais aussi car elle posséde un temps de doublement d’une trentaine d’heures, permettant alors
d’en avoir une trés grande quantité assez rapidement. Des injections sous-cutanées de 15 millions de
TMDS8 ont été effectuées parce que des données préliminaires de I'équipe semblaient montrer que
c’est la quantité adéquate pour avoir une prise tumorale assez rapide, pour quelque part mimer un
développement agressif du lymphome, mais aussi car cette quantité permet de ne pas avoir recours
au matrigel afin d’avoir une tumeur composée d’élément produit par nos cellules, ressemblant a un

vrai développement tumoral.

A B
2000
‘2 -o- Vehicle — IL'I
[-Y:) * %
E HSP110 52 (10mgrkg) = 2% r——
< 15001 Q AL
o -+ iHSP11052 (20mgtkg) & 15 —
E ©
3 | 1.04 |*°
g 1000 € .
5 5 05 -4
E 5001 € [—1
2 s 0.0 T T T
[ vehicle 10 20
010 iHSP110 52
(mglkg)
C
vehicle
iHSP110 52
(mg/kg/inj)

Figure 18 : Etude de I'impact de I'inhibition d’HSP110 avec I'inhibiteur #52 sur la croissance tumorale. A : mesure de la
croissance tumorale d’une lignée de lymphome (TMD8) xénogreffée a JO (15 millions de cellules en sous-cutané) sur souris
NSG. Les traitements avec inhibiteur #52 ont commencés J6 et ont été effectués tous les deux jours en méme temps que la
prise des mesures tumorales. B : apres mise a mort, les tumeurs ont été prélevées et pesées. C: image d’illustration de
certaines tumeurs prélevées post-mortem

Les traitements ont commencé a J5, quand les masses tumorales étaient détectables. Nous
pouvons constater Figure 18A que dés la deuxieme injection a J8, il y a une légere différence dans la
croissance tumorale entre les souris traitées et les contréles, mais aussi entre les deux doses de
traitement. Les écarts se creusent entre les souris traitées 10mg/kg et les souris contrdles, alors
gu’entre les traitements 10 et 20mg/kg, les écarts semblent se maintenir. Au final, avant mise a mort,
nous pouvons constater des différences significatives dans le volume tumoral, notre inhibiteur réduit

efficacement la prolifération des cellules TMDS, et cet effet est d’autant plus important avec une
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double dose d’inhibiteurs. Nous n’avons constaté aucune mort lors de |'expérience, sous-entendant
que les doses employées sur 8 injections ne sont pas toxiques pour les souris. Une autre fagon de voir
|’effet de nos inhibiteurs sur la croissance tumorale peut se faire aprés mise a mort. Nous pouvons voir
Figure 18B et C les différences significatives dans les masses tumorales des différents groupes de

traitement.

En conclusion de cette partie, nous avons donc maintenant un effet clair de linhibition
d’HSP110 par notre inhibiteur #52, a la fois in vitro sur la viabilité et la mort par apoptose de nos lignées
de lymphome mais aussi sur la croissance tumorale d’une de nos lignées dans un modele de xénogreffe
in vivo. Par la suite, nous allons explorer I'implication d’HSP110 dans les différentes voies de
signalisation de I’ABC-DLBCL, nous allons aussi chercher a expliquer quelles sont les voies impactées
par I'inhibition d’"HSP110 ainsi que comprendre les mécanismes mis en jeu lors de traitements avec

nos inhibiteurs d’HSP110.

Impact de l'inhibition d’"HSP110 sur la voie de signalisation majeure impliquée dans

I’ABC-DLBCL : la voie du BCR

Impact de l'inhibition d’HSP110 sur les acteurs terminaux de la signalisation du BCR :

NF-kB et IkB

Nous avons pu caractériser un effet de nos inhibiteurs, notamment #52, sur la viabilité des
cellules. Nous savons qu’il faut au moins 96 heures pour avoir un effet sur ce parametre, mais nous
comprenons bien que méme si I'effet observable sur les cellules ne se manifestent qu’a partir de ce
temps-ci, les changements internes dans la cellule, sur les voies de signalisation cellulaire, doivent avoir
lieu avant ces 96 heures. Il y a toujours un décalage entre les effets d’une molécule sur la signalisation
et sur le phénotype. Dans le cas de ’ABC-DLBCL, les actions finales de la signalisation de la voie de
majeure du BCR avant I’entrée de NF-kB dans le noyau sont des phosphorylations au niveau de p65,
une des sous-unités de NF-kB, et de IkB, un inhibiteur empéchant la translocation de NF-kB dans le
noyau. C'est ainsi que des traitements ont été effectués sur deux lignées d’ABC-DLBCL, OCI-LY3 et
TMDS8, avec nos inhibiteurs d’HSP110 afin de voir un potentiel impact sur ces phosphorylation

essentielle a la transduction des signaux de survie passant par la voie du BCR.
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Figure 19 : Effets des inhibiteurs d’HSP110 sur les phosphorylations de IkB (sérines 32 et 36) et de p65 (sérine 276),
essentielles pour la translocation du complexe NF-kB dans le noyau, et donc de la transduction du signal, sur les lignées
OCI-LY3 et TMDS. A : Les lignées ont été traitées 24 heures avec les inhibiteurs #52 et #33, ainsi que du contrdle #61 a 10uM,
puis les lysats ont été déposés pour marquages de phospho-IkB et IkB totale. B : Les lignées ont été traitées 24 et 48 heures
avec l'inhibiteur #52 a 10uM, puis les lysats ont été déposés pour marquages de phospho-p65 et p65.

Nous constatons Figure 19A que notre inhibiteur d’"HSP110 n’a aucun impact sur I'expression
d’HSP110. Ceci est quelque chose d’absolument essentiel : nos inhibiteurs sont des inhibiteurs
fonctionnels, ils ne doivent surtout pas impacter la production de notre HSP. Depuis le début de cette
partie résultats, tous les effets observés sont bien dus a une perte de fonction d’"HSP110, et non par sa
diminution en termes de quantité. Nous observons ensuite que les quantités de IkB totales ne sont
pas, voire trés peu impactées, cet effet est surtout visible avec I'inhibiteur #52 sur OCI-LY3. Nous avons
vu précédemment que OCI-LY3 est beaucoup plus sensible a I'inhibiteur #52 que par I'inhibiteur #33,
nous pouvons envisager d’expliquer cet effet par la sensibilité de cette lignée a #52, menant a une
perturbation de I'expression de certaines protéines, et donc de IkB totale. Lorsqu’on s’intéresse a la
phosphorylation de IkB, nous n’observons pas ou peu d’'impact par notre contréle #61, mais une quasi-
disparition de notre marquage dans les deux lignées traitées avec les inhibiteurs #52 et #33. Nous
avons donc un effet tres fort sur la signalisation du BCR, car sans phosphorylation de IkB, menant a la
dégradation de ce dernier, la transduction du signal ne peut pas se faire. Pour continuer sur I'étude de
NF-kB, nous pouvons voir sur la Figure 19B que notre inhibiteur #52 n’impacte pas I'expression de p65
totale, mais aussi et surtout que quelle que soit la lignée et le temps de traitement, la phosphorylation

de p65 est réduite, impliquant alors une baisse de la signalisation globale NF-kB.

Cela démontre un puissant effet de nos inhibiteurs sur I'aboutissement de la signalisation du
BCR. L'inhibition d’'HSP110 impacte deux phosphorylations essentielles a la transduction du signal dans
deux lignées de lymphome ABC-DLBCL. Maintenant, pour chercher a approfondir I'action précise de
HSP110 dans la signalisation du BCR, plusieurs expériences ont été menées afin de comprendre I'action

précise de l'inhibition d’"HSP110 en amont du complexe NF-kB.
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Impact de l'inhibition d’HSP110 sur le chaperonnage de MyD88, acteur majeur dans
la signalisation du BCR

Un article paru dans Blood [2], publié par mon équipe d’accueil, montre un réle d’'HSP110 dans
le chaperonnage de MyD88, une protéine impliquée dans la signalisation TLR et membre du
supercomplexe My-T-BCR, menant a la phosphorylation de IkB. HSP110 protege et empéche la
dégradation de MyD88, permettant un maintien de cette protéine dans la signalisation du BCR et un
signal constitutif de survie en hyperphosphorylant IkB. Une des premiéres hypotheses de travail a été
de vérifier si I'activité inhibitrice de nos composés #52 et 33 pouvaient impacter le chaperonnage de

HSP110 pour MyD88.
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Figure 20 : Western blot d’'une co-immunoprécipitation de MyD88 dans la lignée d’ABC-DLBCL HBL1, traitées avec #61, #52
et #33 a 20uM sur 24 heures, tiré de la these « Expression et réle d’"HSP110 dans le lymphome B diffus a grandes cellules de
type activé ou ABC-DLBCL », https://www.theses.fr/2018UBFCI014. Les chaines lourdes des anticorps de capture servent de
témoins de charge pour les fractions d'immunoprécipitations, et la GAPDH sert de témoins de charge pour les inputs.

Des expériences de co-immunoprécipitations ont été réalisées par mon équipe d’accueil [139].
MyD88 a été capturé, et nous avons cherché a confirmer le chaperonnage par HSP110 et voir un
possible impact de nos inhibiteurs. Les résultats sont observables Figure 20, ol nous pouvons voir dans
un premier temps dans les fractions d’'immunoprécipitations une quantité égale de chaines lourdes
dans toutes les conditions, sous-entendant qu’il y a bien eu la méme quantité d’anticorps de capture
dans chacune des conditions. Nous constatons aussi que MyD88 a été capturé dans des quantités
similaires parmi toutes les conditions de traitement, signifiant que s’il y a une co-capture de HSP110
dans des proportions différentes entre les conditions, la différence sera vraie. Enfin, nous voyons que
les quantités de témoins de charge mais aussi de MyD88 et HSP110 sont toutes identiques dans les
inputs quels que soient les traitements, impliquant que nos traitements n’ont pas impactés
I’expression de MyD88 ni de HSP110. Lorsque nous nous intéressons plus particulierement a la capture
d’HSP110, nous pouvons voir des bandes au niveau des conditions contréle (avec DMSO et #61), mais
aucune dans la condition avec immunoglobuline contréle. Cela nous donne I'information suivante :

I'interaction entre HSP110 et MyD88 est vraie dans ces deux conditions. Il faut une capture spécifique
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de MyD88 pour co-capturer HSP110. Nous confirmons alors les résultats de I'équipe, avec en plus la
confirmation que le composé #61 n’a aucune action sur 'activité chaperonne de HSP110. Maintenant,
lorsque nous nous intéressons aux conditions 52 et 33, nous constatons qu’il n’y a pas de bandes, de
la méme fagon que dans la condition immunoglobuline contrdle. Cela implique qu’il n’y a pas eu de
conclure que dans les conditions normales de culture, dans la lignée HBL1, il y a bien une interaction
entre HSP110 et MyD88, qui n’est d’ailleurs pas perturbée par le composé contrble #61. En revanche,
avec l'ajout des inhibiteurs #52 et #33 dans le milieu de culture, il y a une diminution, voire la perte de
I'interaction entre HSP110 et MyD88, sans pour autant perturber les quantités cellulaires de ces

protéines.

Nous avons découvert un des effets de I'inhibition d’"HSP110, pouvant expliquer la baisse de
phosphorylation de IkB. Au vu de I'implication d’"HSP110 dans la voie du BCR, d’autres expériences de
traitements ont été menées afin de constater un possible effet de I'inhibition d’HSP110 sur les

protéines directement en aval du récepteur des cellules B.

Impact de l'inhibition d’HSP110 sur différents acteurs de la voie du BCR

De nombreux acteurs proximaux au BCR sont impliqués dans la mise en place du
supercomplexe My-T-BCR. La plupart sont des kinases, qui s’autophosphorylent et en phosphorylent
d’autres jusqu’a atteindre le sous complexe CARD11-MALT1-BCL10. Afin d’en étudier certaines, de
nouveaux traitements avec notre inhibiteur #52 sur lignées cellulaires ont été effectués, afin

d’observer les quantités protéiques et les possibles modifications en termes de contenu cellulaire.
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Figure 21 : Western blot de traitement #52 (10uM) réalisés sur différentes lignées cellulaires afin d’y révéler différents
acteurs impliqués dans la signalisation proximale du BCR ainsi que leurs formes phosphorylées, la tyrosine 759 pour PLCy2,
la tyrosine 352 pour SYK et la tyrosine 223 pour BTK. A : Marquages des formes totales et phosphorylées des kinases PLCy2,
SYK et BTK sur lignées d’ABC-DLBCL (HBL1, OCI-LY3 et TMD8) aprés traitement pendant 24 et 48 heures, chez qui la
signalisation du BCR est constitutive. B : Marquages des formes totales et phosphorylées des kinases SYK et BTK sur lignées
de lymphome de Burkitt BJAB aprés traitement pendant 48 heures, chez qui la signalisation du BCR a été induite avec
2,5ug/mL de fragment Fab de chévre anti-IlgM humain pendant 5 minutes.
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Sur lignées d’ABC-DLBCL, nous pouvons constater Figure 21A que, quels que soient la lignée et
le temps de traitement étudié, les formes totales des protéines ne varient pas dans leurs quantités.
Nous constatons également que les niveaux de phosphorylations de BTK et de SYK diminuent de
maniere évidente avec les traitements des 24 heures, et que |'effet est plus fort a 48 heures. En
revanche, cela est moins évident pour la PLCy2, chez qui les diminutions sont plus subtiles. L'un dans
I"autre, ces deux constats meénent a la conclusion suivante : il y a une perte de I'activité des kinases
étudiées lorsque HSP110 est inhibée, sous-entendant une diminution dans la signalisation du BCR dans
les lignées d’ABC-DLBCL lorsque HSP110 est inhibée. Pour aller plus loin dans I’étude de ces kinases,
ces mémes traitements ont été effectués sur une lignée de lymphome de Burkitt, nommée BJAB. Ce
modele a été choisi parce que les lignées cellulaires de ce type de lymphome possédent bien leur
immunoglobuline de surface, mais la signalisation du BCR n’y est pas constitutive. C'est ainsi que cette
lignée a été traitée a 10uM de #52 pendant 48 heures, afin de mettre en place une inhibition forte
d’HSP110, puis les immunoglobulines de surface de BJAB ont été stimulées avec des fragments Fab
d’anticorps de chévre dirigés contre les IgM humains pendant 5 minutes. Le choix d’'un temps aussi
court de traitement est délibéré, car dans ce genre de lignées la stimulation est transitoire, et disparait
complétement des 10 minutes de traitement. De nombreuses publications présentent des cinétiques,
et 5 minutes est généralement le temps préconisé pour une stimulation efficace de la lignée BJAB. Les
résultats des traitements #52 sur BJAB stimulées se trouvent Figure 21B, ou il est possible de voir que
sur cellules ou HSP110 a été préalablement inhibé, les quantités totales de BTK et SYK ne varient pas
par rapport au contrdle non-traité, comme dans les lignées d’ABC. Il est aussi possible de voir qu’il y a
diminution des phosphorylations de BTK et SYK. Il est connu que la stimulation de cette lignée est
indispensable pour la phosphorylation des protéines kinases impliquées dans la voie du BCR, ainsi voir
des niveaux de phosphoprotéines plus faibles lorsque HSP110 est inactif montre bien que HSP110

possede un rble dans la phosphorylation des protéines du BCR.

En mettant ensemble ces résultats dans les lignées d’ABC et dans la lignée BJAB qu’on
comprend l'implication de HSP110 dans la signalisation du BCR. Dans notre modele d’étude, nous
voyons que les niveaux de phosphoprotéines sont plus importants quand HSP110 est active, et ceci est
soutenu par un modele artificiel de stimulation de la voie BCR. Nous avons ainsi un ensemble de preuve
solide in cellulo sur I'implication d’HSP110 dans la signalisation proximale du BCR. Pour soutenir ces
résultats, différents marquages immunohistochimiques de protéines étudiées dans cette partie
« Impact de I'inhibition d’HSP110 sur la voie de signalisation majeure impliquée dans ’ABC-DLBCL : la
voie du BCR » ont été réalisés sur les tumeurs de souris, issues de I'expérience de xénogreffes de la

lignées TMD8 dans les souris NSG de la Figure 18.

68



HSP110
Vehicle Vehicle inhibitor

.

Figure 22 : Marquages immunohistochimiques des protéines de signalisation MyD88, phospho-IkB et phospho-BTK sur
tumeurs xénogreffées d’une lignée de lymphome humaine (TMDS8, 15 millions de cellules en sous-cutané) sur souris NSG,
traitées tous les deux jours avec inhibiteur d’HSP110 #52 (10mg/kg). A J20, les souris sont mises a mort et les tumeurs ont
été prélevées, fixées et incluses en bloc paraffine.

De maniére générale, nous constatons Figure 22 que tous les marquages effectués sont plus
faibles dans la condition traitée avec I'inhibiteur d’"HSP110 #52 (10mg/kg) que par rapport au véhicule
DMSO. Les diminutions des marquages MyD88 et phospho-IkB sont flagrantes mais plus Iégere avec
phospho-BTK. Ceci est cohérent avec les résultats obtenus in cellulo. Ces résultats peuvent étre mis en
perspectives de ceux de la Figure 18, ol nous avons pu voir un fort effet inhibiteur du composé #52
dés 10mg/kg sur la croissance tumorale. La signalisation de survie et viabilité des cellules tumorales

étant réduite, les tumeurs proliferent de maniéere bien plus lente.

Pour conclure sur cette partie, nous avons pu voir que I'inhibition d’"HSP110 semblait mener a
une diminution de la phosphorylation de IkB, a une perte de la protection de MyD88 et enfin, a une
diminution globale des niveaux de phosphorylation des kinases proximales du BCR. Tous ces effets in
cellulo sont confirmés in vivo par des marquages immunohistochimiques sur tumeurs de lignée
humaine. Cela renforce les données d’'un mécanisme vitro et vivo de HSP110, par lequel HSP110
maintient le signal de survie non seulement via la protection de MyD88, déja mise en évidence par
mon équipe, mais implique aussi un nouveau réle d’'HSP110 dans la signalisation proximale du BCR,
tout ceci aboutissant a un impact sur la signalisation NF-kB. Pour pleinement comprendre le
mécanisme complet de I'inhibition d’HSP110 sur la signalisation du BCR, de nouvelles expériences
visant a montrer l'interaction protéique entre HSP110 et les protéines proximales de la voie du BCR
ont été menées. Il s’agit de trouver a quel niveau HSP110 intervient dans cette signalisation. Avec les
western blots de la Figure 21A, nous avons l'indice que s’il y a chaperonnage de HSP110, alors il s’agit

d’une kinase plutot en amont de la voie.

69



Identification du partenaire d’'HSP110 impliqué dans la signalisation proximale du

BCR et impact de I'inhibition d’"HSP110 sur cette interaction
Identification du partenaire d’HSP110 dans la signalisation du BCR

Comme expliqué précédemment, de nombreuses preuves viennent soutenir une implication
d’HSP110 dans la voie du BCR, en amont de la formation du supercomplexe My-T-BCR. Des premieres
expériences de co-immunoprécipitations d’HSP110 ont été réalisées, dans le but d’identifier un
partenaire avec les protéines majeures de la voie. L'une d’entre-elles semble interagir avec HSP110, il
s’agit de la kinase SYK. Des résultats de ces co-immunoprécipitations sont visibles Figure 23A et B.
Dans la Figure 23A, HSP110 a été immunoprécipitée dans les lignées OCI-LY3 et TMDS, ce qui se
matérialise par une forte bande présente dans les fractions d’'immunoprécipitation de HSP110 et une
bande trés faible voire inexistante dans la fraction avec immunoglobuline contréle. Parmi I'ensemble
des protéines de signalisation testées (données non-montrées), seule la kinase SYK semble étre co-
immunoprécipitée. Dans la Figure 23B cette fois-ci, des immunoprécipitations de SYK ont été réalisées
dans les mémes conditions. De la méme facon que pour les immunoprécipitations d’HSP110, nous
constatons une forte capture de SYK dans les pistes avec anticorps de capture anti-SYK, ainsi qu’un
marqguage HSP110 dans les pistes SYK, impliquant que si HSP110 est présente en immunoprécipitant
SYK, c’est parce que cette protéine a été co-immunoprécipitée, ce que nous pouvons conclure par une
interaction. Il ne faut toutefois pas oublier que nous ne pouvons tirer des conclusions sur les
immunoprécipitations seulement si les anticorps de capture ont été introduits en méme quantité, ou
bien s’il y en a plus dans notre piste avec immunoglobuline controle, ce qui est le cas ici. Nous avons
donc un début de preuve, des co-immunoprécipitations d’HSP110 ainsi que des co-
immunoprécipitations de SYK montrant une interaction entre ces deux protéines. Afin de confirmer
ces données, des expériences de ligature de proximité (ou PLA) ont été effectuées. Il s’agit d’une
technique d’hybridation in situ ou des cellules sont fixées et perméabilisées, puis co-incubées avec
deux anticorps d’especes différentes (un de lapin et un de souris). Puis, des anticorps secondaires
baptisés « sondes » portant des fragments d’ADN complémentaires (un fragment sur I’anticorps anti-
lapin, I'autre fragment sur I'anticorps anti-souris) vont reconnaitre les anticorps primaires, et si ceux-
ci sont suffisamment proches, sous-entendant que les protéines cibles sont proches, il y aura
hybridation, puis polymérisation et incorporation de nucléotides fluorescents. Nous pouvons observer
les résultats de ces expériences sur les Figure 23 C et D, des transfections par électroporation de siARN
spécifique d’HSP110 ont été effectuées sur cellules OCI-LY3 et TMD8 pendant 48 heures avant de

réaliser les PLAs.
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Figure 23 : Etude de I'interaction avec la kinase majeure de signalisation de la voie du BCR SYK sur les lignées OCI-LY3 et
TMDS8 d’ABC-DLBCL. A : Co-immunoprécipitations d’"HSP110, réalisées avec 2ug d’anticorps de capture anti-HSP110 ou 2ug
d’anticorps controle ajoutés dans 700ug de lysats protéiques d’OCI-LY3 ou TMDS8 par anticorps. B : Co-immunoprécipitations
de SYK, correspondant a I'immunoprécipitation inverse de la partie A, réalisées dans les mémes conditions avec 4ug
d’anticorps de capture anti-SYK ou 4ug d’anticorps controle. C et D : expériences de ligature de proximité entre HSP110 et
SYK sur cellules OCI-LY3 et TMDS8, fixées avec de la PFA 4% et perméabilisées avec du méthanol 100%. Les anticorps anti-
HSP110 et anti-SYK ont été co-incubés sur la nuit a 4°C. HSP70 a été choisie comme contréle d’interaction positif pour HSP110,
et I'interférence ARN d’HSP110 (1nmol) sert a montrer la spécificité de I'interaction entre HSP110 et SYK. Les western blots

servent a confirmer l'interférence ARN.
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Ces électroporations ont été faites a des fins de contréle, pour s’assurer que la proximité entre
les protéines est vraie. De méme, la proximité et I'interaction bien connue entre HSP110 et HSP70 sert
de contréle positif pour cette expérience. Tout d’abord, que ce soit la lignée TMD8 (Figure 23C) ou la
lignée OCI-LY3 (Figure 23D), nous constatons sur le graphique que la quantité de points par cellule est
nulle lorsqu’il n’y a qu’un seul anticorps, ce qui est attendu. Nous constatons également qu’il y a une
grande quantité de points par cellule (~75 chez TMDS8 et ~50 chez OCI-LY3) pour la proximité entre
HSP110 et HSP70, ce qui pose le seuil d’'une proximité forte dans cette expérience nous voyons dans
la condition avec siARN controle qu’il y a une proximité entre HSP110 et SYK, aussi forte que celle entre
HSP110 et HSP70 dans TMDS8 et plus forte encore dans OCI-LY3. Enfin, pour s’assurer que cette
proximité entre HSP110 et SYK est vraie, nous nous intéressons a cette proximité dans les conditions
avec siARN dirigé contre HSP110. Tout d’abord, les western blot a droite des images d’illustration
confirment que l'interférence ARN a bien fonctionné dans les deux lignées, puis nous voyons sur les
graphiques que la proximité qui semblait étre forte entre HSP110 et SYK dans les deux lignées est trés
efficacement réduite avec l'interférence ARN HSP110. Cela signifie, en clair, qu’en réduisant
artificiellement la quantité d’un des deux partenaires, la quantité de points par cellule est réduite. Ceci
est la preuve que la proximité observable dans les lignées d’ABC-DLBCL est vraie, car si la quantité de
points restaient inchangée entre les conditions siARN CT et siARN HSP110, cela voudrait dire que la

guantité de point observée n'est pas spécifique de la proximité supposée.

Ensemble avec les résultats de co-immunoprécipitations, nous avons la preuve que HSP110
interagit avec SYK. Il s’agit maintenant de comprendre dans quelle mesure est-ce que cette interaction

est importante pour les cellules.

Identification du réle d’HSP110 envers SYK dans linteraction nouvellement

découverte

Maintenant que nous avons un partenaire solide d’"HSP110 impliqué dans la voie du BCR, il
s’agit de pleinement caractériser cette interaction et d’en comprendre I'intérét pour les cellules de
lymphome. Pour y parvenir, des immunoprécipitations de SYK ont été réalisées sur U2932 et HBL1. Il
est connu maintenant que la lignée HBL1 est dépendante de la signalisation du BCR pour sa survie et
sa prolifération, mais ce n’est pas le cas du U2932 : en effet, la plupart des mutations majeures menant
a l'activation constitutive de la voie du BCR (CD79, CARD11, MYDS8S8...) ne sont pas mutées, mais la
lignée maintient pourtant la phosphorylation de IkB grace a des mutations inactivatrices dans TNFAIP3
(aussi nommée A20), qui est un facteur suppresseur de tumeur en dé-ubiquitinylant phospho-IkB,
empéchant sa dégradation. Ainsi, la lignée U2932 maintient sa signalisation NF-kB, indépendamment

des kinases proximales du BCR, dont SYK.
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Figure 24 : Etude de I'interaction entre HSP110 et SYK dans différents modeéle cellulo et vitro par immunoempreintes. A :
co-immunoprécipitation de SYK dans les lignées U2932 (MyD88WT) et HBL1 (MyD881265P) d’ABC-DLBCL. B:
immunoprécipitation de SYK dans la lignée BJAB stimulée ou non avec 5ug/mL de Fab de chévre anti-lgM humain pendant 5
minutes. C: expérience de phosphorylation in vitro avec protéines recombinantes. Les protéines ont été co-incubées
ensemble, puis la réaction de phosphorylation a été lancée avec I'ajout d’ATP pendant 10 minutes a 30°C en présence soit

d’inhibiteur d’"HSP110 #52 a 300uM, soit avec un volume équivalent de DMSO
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Nous observons sur les immunoprécipitations de SYK de la Figure 24A que la capture de SYK
est homogéne dans les deux lignées, avec des quantités d’anticorps de capture similaires dans les
conditions d’immunoprécipitations. Ce qu’on constate dans un premier temps, c’est que si I'on
compare les marquages des pistes de précipitation de SYK et des pistes contréles, nous avons bien co-
immunoprécipité HSP110 et MyD88 dans chacune des lignées. Cela signifie que, quel que soit le statut
mutationnel des deux lignées, HSP110 et MyD88 interagissent bien avec SYK. Ceci n’est pas surprenant
pour HBL1, nous avons déja pu valider I'interaction entre HSP110 et SYK dans OCI-LY3 et TMDS, nous
confirmons cette interaction dans une autre lignée. Cependant, nous validons une nouvelle interaction
entre SYK et MyD88. MyD88 étant impliquée plus dans la partie TLR du supercomplexe My-T-BCR, voir
une interaction avec SYK renforce le role de la kinase SYK dans la signalisation globale du BCR, qui
jusque-la n’était connue que pour son réle de kinase proximale du BCR. Nous validons également les
interactions de SYK avec HSP110 et MyD88, mais c’est lorsque nous comparons les deux lignées entre-
elles que ressort une donnée fondamentalement intéressante : pour une méme quantité de SYK
capturée, nous pouvons voir des quantités plus grandes de HSP110 et de MyD88 co-
immunoprécipitées chez HBL1, par rapport a la lignée U2932. Cela signifie que chez HBL1, chez qui la
partie proximale du BCR est essentielle a la signalisation de survie globale, HSP110 est bien plus
impliquée dans le chaperonnage de SYK, par rapport la lignée U2932 qui en dépend moins. Pour
confirmer ce role plus important d’"HSP110 dans une signalisation du BCR active, des expériences de
co-immunoprécipitations de SYK ont été réalisées sur la lignée BJAB, stimulées avec fragment Fab de
chévre anti-lgM humain ou sans stimulation. Pour rappel, BJAB est une lignée de lymphome de Burkitt,
chez qui la signalisation du BCR n’est constitutivement pas active. L'idée est de forcer la signalisation
en stimulant, et de voir dans quelles conditions HSP110 chaperonne SYK. Ces résultats figurent Figure
24B, ou nous confirmons tout d’abord que les anticorps ont été introduits dans des quantités
similaires, mais nous constatons que SYK a été capturé moins efficacement dans les BJAB qui ont été
stimulées. Il est difficile d’expliquer cela : ce phénomeéne est reproductible. Il n’y a, a priori, pas de
raison d’observer cela. Toutefois, cela ne perturbe en rien l'interprétation des résultats, méme sans
densitométrie, car c’est dans cette piste que nous observerons les partenaires d’HSP110 dans la
condition stimulée. Tout d’abord, nous validons grace aux inputs que seules les BJAB stimulées
phosphorylent leur SYK, ce que nous pouvons aussi constater dans les pistes d'immunoprécipitation
de SYK chez les BJAB non stimulées et stimulées. Et lorsque nous nous intéressons aux protéines
MyD88 et HSP110, nous pouvons voir que ces protéines sont présentes en plus grandes quantités chez
les BJAB stimulées, par rapport aux autres. C'est d’autant plus vrai que SYK a été capturé dans des
guantités plus faibles dans la piste IP SYK dans les BJAB stimulées. Cela signifie que HSP110 et MyD88
interagissent préférentiellement avec SYK uniquement lorsque la voie du BCR est active dans cette

lignée de lymphome de Burkitt. Ceci, avec les données obtenues Figure 24A, constitue une preuve qu'’il
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faut un BCR actif, et donc une implication importante de SYK pour voir un chaperonnage de cette
kinase par HSP110 mais aussi I'interaction de SYK avec une protéine majeure du supercomplexe My-
T-BCR. Pour cette fois-ci comprendre le c6té fonctionnel de l'interaction d’HSP110 avec SYK, des
expériences in vitro avec protéines recombinantes ont été réalisées Figure 24C. La kinase active SYK
recombinante, dont I'activité est garantie notamment par sa production dans des cellules d’insectes,
a été incubée seule ou avec HSP110, avec ou sans ATP et avec DMSO ou avec 'inhibiteur d’"HSP110 #52
a 300uM. Le choix d’'une telle concentration a été déterminé selon des expériences réalisées
précédemment au sein de I'équipe : il faut une inhibition qui puisse étre rapide, et dans le contexte de
deux protéines recombinantes, I'effet « off-target » est forcément trés limité. La réaction est rapide,
et dure 10 minutes a 30°C. La réaction est stoppée avec ajout de Laemmli, et les échantillons ont été
directement déposés. Pour l'instant, nous ne nous intéresserons qu’a la partie gauche de la Figure 24C.
Tout d’abord, dans les deux premiéres conditions (SYK seule et SYK + HSP110 seules), nous constatons
que SYK est incapable de s’autophosphoryler en absence d’ATP. Cela nous permet aussi de voir qu’il
n’y a pas de phosphorylation constitutive de SYK détectable en western blot. Puis, lorsque SYK est seule
et que la phosphorylation est déclenchée en ajoutant de I’ATP, nous pouvons constater un niveau
d’autophosphorylation détectable par western blot. Enfin, en regardant I'autophosphorylation de SYK
en présence d’HSP110 en ajoutant de I’ATP, nous pouvons comparer et noter que la proportion de SYK
autophosphorylée est plus élevée par rapport a la condition précédente. Cela semble indiquer
qu’HSP110 apporte une aide a la phosphorylation de SYK, et donc a son activité de kinase, dans ce
modele purement vitro. Si nous nous intéressons cette fois-ci a la partie droite de la figure, il s’agit des
mémes conditions déposées dans le méme ordre, a I'exception que cette fois-ci il y a présence de
I'inhibiteur d’"HSP110 #52. De la méme fagon que pour la partie gauche, dans les deux premiéres pistes
nous constatons aucune phosphorylation de SYK, et lorsque SYK est seule avec de I’ATP, nous
observons un niveau de phosphorylation détectable par western blot. Mais cette fois-ci, avec I'ajout
d’HSP110, nous ne voyons pas d’augmentation du niveau de phosphorylation de SYK. La oUu avec
contréle solvant (DMSO) nous avons pu voir I'apport d’une aide a la phosphorylation de SYK, avec
I'inhibiteur #52 nous ne la voyons plus, comme s'il n’y avait pas d’HSP110 ajouté dans I’échantillon. Ce
gu’on peut déduire facilement, dans un premier temps, c’est qu’"HSP110 a tout simplement été inhibée
dans son action, par son inhibiteur spécifique, effet qui semble tres logique puisque #52 est un
inhibiteur fonctionnel de la protéine HSP110. Mais I'observation la plus importante ici, c’est que
lorsqu’HSP110 est fonctionnelle, donc avec une activité chaperonne active, SYK a une activité kinase
plus importante, et que lorsqu’HSP110 n’est plus fonctionnelle, I'activité kinase de SYK est inchangée.
Sachant qu’HSP110 interagit avec SYK, nous pouvons donc conclure que le réle du chaperonnage de
SYK par HSP110 est une aide a I'activité kinase de cette derniére, la rendant plus efficace dans ce

modele in vitro. Lorsque nous mettons ces données en perspective des données des Figure 24A et B,
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nous comprenons maintenant que lorsque la signalisation du BCR est active, impliquant alors I'activité
kinase de SYK pour transduire le signal aux autres effecteurs en aval, I'interaction de HSP110 avec SYK
est en fait une aide, un soutien pour cette kinase essentielle in cellulo, et ce que soit constitutivement

chez HBL1 ou de manieére artificielle avec BJAB.

Ainsi, il semblerait que nous ayons élucidé le role de I'interaction entre HSP110 et SYK, et un
début de compréhension du fonctionnement de I'inhibiteur #52 d’HSP110 semble se dégager. En effet,
avec ces premiers résultats in vitro, semblent indiquer une diminution dans la fonction de chaperon
moléculaire d’"HSP110. Pour confirmer cet effet, de nouvelles expériences cette fois-ci sur cellules

lignées cellulaires et sur tissu tumoral humain xénogreffé ont été effectuées.

Identification de I'effet in cellulo et in vivo de l'inhibition d’HSP110 sur l'interaction
entre HSP110 et SYK

Afin de comprendre I'effet de I'inhibition d’HSP110 sur 'interaction entre HSP110 et SYK, de
nouvelles expériences de co-immunoprécipitations et de PLAs ont été effectuées. Pour commencer,
nous pouvons voir Figure 25A des résultats de co-immunoprécipitations de SYK réalisées sur les lignées
HBL1 et TMDS8. Celles-ci ont été traitées avec une dose plutot forte d’inhibiteur #52 (20uM) sur un
temps plutét court (24 heures). Ce choix a été fait dans le but d’inhiber rapidement et efficacement
HSP110 cellulaire, sans pour autant impacter la viabilité des cellules. Dans un premier temps, nous
confirmons que SYK a été capturée dans des proportions similaires dans les deux conditions de
traitement (DMSO et #52), et ce dans les deux lignées. Nous constatons cependant un exces de charge
dans les pistes avec immunoglobuline contréle, mais cela ne géne en rien I'interprétation des résultats,
il faut simplement garder en téte que la capture aspécifique de I'anticorps contrbéle sera montrée
comme plus forte que ce gu’elle est réellement. Dans un premier temps, sans regarder les conditions
de traitement #52, nous observons dans les deux lignées que HSP110 a été co-immunoprécipitée dans
la piste IP SYK en plus grande proportion que dans la piste IP contrble, et ce dans les deux lignées
d’ABC. Nous validons que les quantités de DMSO introduites, solvant de I'inhibiteur #52, n’'impactent
pas l'interaction entre SYK et HSP110. Lorsque nous nous comparons cette fois-ci les pistes
d’'immunoprécipitations de SYK en conditions DMSO et #52, nous constatons des quantités amoindries
d’HSP110 dans les pistes #52 dans les deux lignées. Ceci signifie qu’avec I'inhibition d’"HSP110, il y a

une altération dans I'interaction d’HSP110 avec SYK in cellulo.
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Figure 25 : Etude de I'effet de I'inhibiteur #52 d’HSP110 sur I'interaction entre HSP110 et SYK. A : Co-immunoprécipitations
de SYK réalisées sur les lignées cellulaires d’ABC-DLBCL HBL1 et TMDS8 traitées avec 20uM d’inhibiteur #52 sur 24 heures. B :
Expériences de ligature de proximité (PLA) réalisées sur xénogreffes d’une lignée de lymphome humaine (TMD8, 15 millions
de cellules en sous-cutané) sur souris NSG, traitées tous les deux jours avec inhibiteur d’"HSP110 #52 (10mg/kg). A J20, les
souris sont mises a mort et les tumeurs ont été prélevées, fixées et incluses en bloc paraffine pour marquage en PLA

Pour confirmer ces résultats sur lignées cellulaires in vitro, des expériences de PLA ont été
effectuées Figure 25B sur tissu tumoral de lignée humaine de lymphome TMD8 xénogreffées dans des
souris NSG. L'expérience est similaire a celle réalisée sur lignées Figure 23 C et D, la seule différence
étant que la quantité de points visualisés sur tissu est rapportée par rapport a la surface cellulaire.

Dans un premier temps, nous voyons que le graphique a droite de la Figure 25B montre que les
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controles techniques HSP110 seule et « aucun anticorps » ne présentent aucun point, et que la
condition anticorps anti-SYK seul présente une quantité faible de point. La condition anticorps anti-
SYK seul présente la plus faible quantité de points devant chaque groupe de traitement (DMSO,
10mg/kg et 20mg/kg) et toutes les différences sont statistiquement significatives (comparaison
multiple, Kruskal-Wallis). Nous observons premierement que parmi toutes les conditions de
traitement, la plus grande quantité de points se trouve dans la condition DMSO. Dans cette condition,
il 'y a pas de traitement, et nous avons pu voir Figure 18 une croissance tumorale plus importante
gu’avec les conditions de traitement, et Figure 22 nous avons pu voir des quantités de protéines
majeures de signalisation les plus présentes et actives. Ce que nous confirment cette premiere donnée,
c’est que c’est bien dans cette condition DMSO que la proximité entre HSP110 et SYK est la plus forte,
la ou les tumeurs proliferent le plus. Dans les conditions de traitement avec inhibiteur d’"HSP110 #52,
nous constatons une réduction du nombre de point par régions cellulaires, réduction d’autant plus
importante que la dose de #52 augmente. Si nous mettons ensemble cette observation avec ce que
nous avons déja pu voir sur cellules Figure 25B, nous comprenons alors que I'effet vu sur les lignées
est le méme observé in vivo : avec la présence de I'inhibition d’HSP110, il y a une diminution de
I'interaction entre HSP110 et SYK, altérant alors la signalisation du BCR, pouvant expliquer les
réductions dans la croissance tumorale et dans les marquages immunohistochimiques de protéines

majeures de signalisation du BCR.

Pour conclure sur cette sous-partie, un partenaire d’"HSP110 a été trouvé parmi les protéines
proximales de signalisation du BCR. Cette protéine est SYK, cette interaction étant prouvée par co-
immunoprécipitation dans les deux sens, mais aussi par PLA. Nous avons également observé que SYK
était une kinase critique dans la signalisation du BCR lorsque celui-ci est pleinement actif, et que c’est
dans cette situation que HSP110 interagit le plus avec SYK. Nous avons démontré un réle de soutien
de la part d’"HSP110 pour I'activité kinase de SYK, pouvant expliquer qu’'HSP110 interagisse plus avec
SYK lorsque celle-ci est mobilisée dans la voie du BCR et enfin, nous avons pu voir qu’en inhibant
I'activité chaperonne d’HSP110, I'aide apportée par HSP110 sur SYK est non seulement perdue, mais

gqu’HSP110 interagit de maniére bien moindre avec la kinase SYK.

Pour conclure de maniere générale sur cette grande partie 1, il semblerait que nous ayons
identifié un des mécanismes d’HSP110 dans la voie du BCR. Il était déja connu que HSP110 maintenait
le signal TLR via le chaperonnage et la protection de MyD88, ce qui était associé a une survie et une

prolifération accrue des cellules. Ici, nous avons pu voir qu’HSP110 était aussi impliquée dans le
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chaperonnage de SYK, constituant une aide a I'activité kinase de cette derniere, la ou la signalisation
du BCR est la plus mobilisée. Nous avons aussi pu voir que l'inhibition d’HSP110 altérait cette
interaction, menant a une perte de l'aide a I'activité kinase de SYK. Celle-ci est associée a une
diminution globale des niveaux de phosphorylation des protéines en aval de SYK, conduisant a des
baisses de phosphorylation de IkB et de p65, limitant alors I'entrée de NF-kB dans le noyau et altérant
les signaux de survie et prolifération. Cela se traduit phénotypiquement par une diminution de la
viabilité et de la survie des lignées, et de la croissance tumorale. Sur la Figure 26 se trouve un résumé
schématique de la présence d’HSP110 au sein d’une cellule d’ABC-DLBCL. Ainsi I'inhibition d’"HSP110

présente un intérét de ciblage thérapeutique dans le traitement de I’ABC-DLBCL.

Survival and proliferation

Figure 26 : Schéma de conclusion de la partie 1 des résultats, montrant une cellule d’ABC-DLBCL dans des conditions
normales, montrant I'implications d’"HSP110 dans la voie du BCR, notamment I'interaction et le chaperonnage de SYK et de
MyD88.

Connaissant maintenant l'implication d’HSP110 dans la voie du BCR et l'intérét de son
inhibition pour d’éventuels traitements, des co-traitements de notre inhibiteur avec des composés
déja employés en tant que traitements ciblés ont été envisagés. Lorsque nous regardons en détail la
Figure 10, il est connu qu’'une voie alterne a la signalisation du BCR, impliquant aussi les
immunoglobulines de surface, méne a la survie et a la prolifération des cellules d’ABC-DLBCL, mais
aussi de GC-DLBCL. En particulier, la voie de signalisation alterne du BCR impliquant la kinase PI3K ne
partage que peu d’acteurs avec la voie du BCR telle que nous I'avons étudiée jusqu’ici, c’est pourquoi
il a été envisagé de combiner notre composé #52 avec un inhibiteur de tous les types de PI3K (pan-
PI3K), nommé copanlisib, afin d’'impacter deux des voies majeures de signalisation dans les cellules

d’ABC-DLBCL. Ce qui a confirmé ce choix, c’est un article publié en 2017, ou des cotraitements avec la
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copanlisib et un inhibiteur spécifique de BTK nommé ibrutinib, semblent montrer qu’une double
inhibition de ces kinases ont des effets synergiques sur les cellules de DLBCL [61]. BTK est une kinase
qui, comme SYK, est impliquée dans la voie du BCR. En sachant que notre inhibiteur d’"HSP110 impacte
lui aussi la signalisation du BCR, c’est naturellement que I'idée d’employer notre inhibiteur d’HSP110

en combinaison avec la copanlisib nous est apparue comme intéressante.

Impact de la combinaison des traitements avec inhibiteur d’"HSP110 et copanlisib
sur la viabilité des lignées cellulaires d’ABC-DLBCL et la croissance tumorale d’une

lignée humaine d’ABC-DLBCL xénogreffée dans des souris NSG

Effet in vitro de la co-inhibition de PI3K et d’HSP110 sur la viabilité de lignées d’ABC-
DLBCL

Des expériences de viabilité ont été mises en place dans trois lignées d’ABC-DLBCL HBL1, OCI-
LY3 et TMD8. Les cellules ont été co-traitées pendant 72 heures avec différentes doses de notre
inhibiteur d’'HSP110 #52 et différentes doses de copanlisib, en fonction de la sensibilité des cellules.
Ces résultats Figure 27 sont obtenus via un kit, le Cell Titer Glo 2.0 qui fonctionne différemment de
I’XTT que nous avions pu voir Figure 16A. Les cellules ont été ensemencées en plaques fonds noirs
opaques, et a la fin des 72 heures de traitement, celles-ci sont lysées et une réaction impliquant de la
luciférase produit de la luminescence qui dépend de la quantité d’ATP présente dans les puits. Plus il
y a de cellules viables dans les puits, plus le signal de luminescence est fort. Les résultats sont
normalisés par rapport a la plus grande valeur pour obtenir un pourcentage de viabilité. Les résultats
se présentent comme suit : la moyenne des quadruplicats techniques la plus élevée est en rouge, et la

couleur devient de plus en plus sombre a mesure que la viabilité décroit.
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Figure 27 : Expériences de viabilité avec kit CTG 2.0 sur lignées cellulaires d’ABC-DLBCL HBL1 (en A), OCI-LY3 (en B) et TMID8
(en C) co-traitées avec inhibiteur d’HSP110 et copanlisib sur 72 heures.

Nous pouvons constater Figure 27 que toutes les lignées ne sont pas sensibles de la méme
facon pour les inhibiteurs individuellement, mais aussi en combinaison. Figure 27A, nous voyons que
HBL1 possede une viabilité d’environ 55% lorsqu’elle est traitée avec 75nM de copanlisib sans #52,
méme chose avec 50nM de copanlisib et 1,25uM de #52, avec 25nM de copanlisib et 2,5uM de #52 et

méme chose avec 12,5nM de copanlisib et 5uM de #52. Ceci se matérialise sur la figure par une
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diagonale de méme couleur, semblant alors indiquer que pour un méme effet sur la viabilité, I'ajout
de #52 sensibilise les cellules HBL1 a la copanlisib. En regardant maintenant les lignées OCI-LY3 Figure
27B, et TMDS8 Figure 27C, nous constatons d’abord que leur viabilité est fortement impactée des 5uM
de #52. Contrairement a la lignée HBL1, nous ne retrouvons ces « diagonales de viabilité » uniquement
dans les conditions DMSO et 1,25uM de #52, impliquant qu’il y a aussi sensibilisation a la copanlisib
des lignées avec l'inhibiteur #52, mais avec les concentrations supérieures de cet inhibiteur, la
sensibilité au traitement semble accrue. Si nous considérons alors les effets sur la viabilité de notre
inhibiteur d’"HSP110 seul, de la copanlisib seule et des combinaisons, nous pouvons conclure a un effet

additif de nos co-traitements sur la viabilité des lignées d’ABC-DLBCL.

Effet in vivo de la co-inhibition de PI3K et d’HSP110 sur la viabilité sur souris NSG
xénogreffées avec une lignée humaine d’ABC-DLBCL

Pour confirmer I'effet observé sur la viabilité des cellules d’ABC-DLBCL, des expériences de
xénogreffes similaires a ce qui avait été fait pour les traitements 33 seuls ont été réalisées. La lignée
TMDS, a été xénogreffées dans des souris NSG a 15 millions de cellules par souris et traitées avec notre
inhibiteur d’HSP110 #52 par voie intrapéritonéale et/ou avec la copanlisib par voie intraveineuse tous
les 2 jours. Nous pouvons constater Figure 28A que |'effet observé au jour 21 de I'inhibiteur #52 seul
est similaire aux expériences réalisées Figure 18. Nous constatons aussi que la copanlisib seule possede
un effet trés puissant sur la réduction de la croissance tumorale, supérieur a celui de #52 seul. Enfin,
lorsqu’on s’intéresse a la combinaison des deux composés, nous observons un effet sur la croissance
plus fort que pour les mono-traitements. Il semblerait que la croissance tumorale dans cette condition
est constante et proche de I'axe des abscisses, sous-entendant qu’en présence des deux molécules, les
tumeurs ne proliferent pas. Aprés mise a mort Figure 28B, nous constatons des différences
significatives de la taille des tumeurs entre les véhicules et les mono-traitements, et entre les mono-
traitements et le co-traitements. Cela nous indique un effet plus important de la co-inhibition

d’HSP110 et de pan-PI3K, confirmant alors les données observées in vitro Figure 27.
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Figure 28 : Etude de I'impact de la co-inhibition d’HSP110 avec I'inhibiteur #52 et de pan-PI3K avec la copanlisib sur la
croissance tumorale. A : mesure de la croissance tumorale d’une lignée de lymphome (TMD8) xénogreffée a JO (15 millions
de cellules en sous-cutané) sur souris NSG. Les traitements avec inhibiteur #52 (voie intrapéritonéale) et/ou copanlisib (voie
intraveineuse) ont commencés J3 et ont été effectués tous les deux jours en méme temps que la prise des mesures tumorales.
B : apres mise a mort, les tumeurs ont été prélevées et pesées.

Afin de pleinement comprendre les effets de la combinaison sur la viabilité des lignées d’ABC-
DLBCL et sur la croissance tumorale, nous avons étudié les protéines impliquées dans la voie du BCR,
plus précisément les kinases proximales du BCR, mais aussi la protéine AKT, impliquée dans la

signalisation mobilisant PI3K.

Impact de la combinaison des traitements sur la signalisation cellulaire des lignées
d’ABC-DLBCL et dans le tissu tumoral d’une lignée humaine d’ABC-DLBCL

xénogreffée dans des souris NSG

Effets de la co-inhibition de PI3K et d’HSP110 sur les voies de signalisation des lignées
d’ABC-DLBCL

Pour cette étude, des co-traitements avec #52 et la copanlisib ont été réalisés sur lignée d’ABC-
DLBCL et les résultats sont analysés par western blot Figure 29. Nous constatons dans un premier
temps que les niveaux de phosphorylation de AKT (sérine 473) semblent inchangés avec notre
inhibiteur #52, mais chutent avec les mono-traitements copanlisib, avec un effet trés prononcé chez
HBL1. Ceci semble logique, puisque la copanlisib affecte la voie PI3K/AKT. Lorsqu’on s’intéresse a la
combinaison, I'effet semble Iégérement plus prononcé qu’avec la copanlisib seule, mais les effets sont
tres légers. En revanche, lorsque nous nous intéressons au marquage phospho-BTK, nous voyons des
diminutions importantes de la combinaison, plus forte qu’avec les mono-traitements sur OCI-LY3 et
TMDS, avec un effet plus subtil chez HBL1. Enfin, ce qui ne laisse aucun doute, c’est le marquage
phospho-SYK, ol quelle que soit la lignée étudiée, la combinaison possede un effet puissant sur la
baisse du niveau de phosphorylation, notamment chez OCI-LY3 ou phospho-SYK n’est méme plus

détectable.
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Figure 29 : Western blot montrant I'impact des mono-traitements et co-traitement avec inhibiteur d’HSP110 #52 et
copanlisib sur lignées d’ABC-DLBCL HBL1, OCI-LY3 et TMD8 traitées pendant 48 heures pour y révéler des phosphoprotéines
majeures dans la signalisation globale de ce type de cancer

De maniéere générale, nous pouvons voir une diminution globale des voies de signalisation du
BCR et de PI3K/AKT. Pour étudier en profondeur cet effet en signalisation, des marquages

immunohistochimiques ont été réalisés sur les tumeurs issues des expériences de la Figure 28.

Effets sur la signalisation cellulaire in vivo de la co-inhibition de PI3K et d’HSP110

Dans le but de confirmer les résultats obtenus in vivo Figure 28, des marquages similaires a ce
qui a été fait Figure 22 ont été effectués. Ces résultats sont visibles Figure 30, ou nous pouvons
constater dans un premier temps des marquages phospho-IkB et phospho-BTK détectables dans les
conditions Vehicule, iHSP110 #52 et Copanlisib en comparant avec le marquage avec
immunoglobulines contrbles (condition HE). Lorsque nous nous intéressons a la condition de
combinaison des inhibiteurs, le marquage est toujours présent mais beaucoup plus subtile. De maniere
générale, cela signifie que la combinaison impacte non seulement efficacement la voie du BCR au
niveau des kinases proximales de 'immunoglobuline de surface, mais aussi la signalisation générale
avec la baisse de phospho-IkB. Pour I'étude de la phosphorylation de la kinase SYK, il n’y a pas
d’anticorps validés en IHC nous permettant de faire ce marquage. C'est pourquoi une approche
différente a d( étre mise en place. Nous pouvons voir Figure 31 des images de PLA, réalisée entre SYK
totale et les phosphotyrosines. Cette approche nous permet de voir alors phospho-SYK sur tous ces
sites de phosphorylation. Nous pouvons constater une baisse des niveaux de phosphorylation de SYK
avec inhibiteurs d’"HSP110 et avec copanlisib seuls mais qui ne sont que des tendances. Mais lorsqu’il

y a combinaison des inhibiteurs, il y a une différence qui est statistiquement significative.
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Figure 30 : Marquages immunohistochimiques des protéines de signalisation phospho-IkB et phospho-BTK sur tumeurs
xénogreffées d’une lignée de lymphome humaine (TMDS, 15 millions de cellules en sous-cutané) sur souris NSG, traitées
tous les deux jours avec inhibiteur d’HSP110 #52 (10mg/kg) et/ou avec copanlisib (5mg/kg). A J21, les souris sont mises a
mort et les tumeurs ont été prélevées, fixées et incluses en bloc paraffine.
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Figure 31 : Marquage immunohistochimique de phospho-SYK par PLA « Brightfield » sur tumeurs xénogreffées d’une lignée
de lymphome humaine (TMDS, 15 millions de cellules en sous-cutané) sur souris NSG, traitées tous les deux jours avec
inhibiteur d’HSP110 #52 (10mg/kg) et/ou avec copanlisib (5mg/kg). A J21, les souris sont mises a mort et les tumeurs ont
été prélevées, fixées et incluses en bloc paraffine. Un tel marquage a été réalisé en faisant une PLA contre SYK totale et
contre les phosphotyrosines
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Pour conclure de maniére générale sur cette partie 1, nous avons pu voir que l'inhibition
d’HSP110 et lIinhibition de pan-PI3K impactait la viabilité de lignées cellulaires d’ABC-DLBCL, et la
croissance tumorale dans un modele de xénogreffe sur souris NSG. Nous avons aussi pu voir un effet
accru de la co-inhibition lorsque nous comparons avec les mono-traitements sur ces mémes
parametres. Nous expliquons cela grace a des marquages par western blot, ou les signalisations du
BCR et PI3K/AKT semblent impactées plus efficacement en co-traitant les cellules, résultats qui par
ailleurs se confirment in vivo par immunohistochimie. Pris ensemble, ces résultats semblent indiquer
un intérét thérapeutique a combiner notre inhibiteur d’HSP110 avec la copanlisib afin de potentialiser

I’action de cette derniere et impacter efficacement la croissance tumorale.

Ces travaux ont fait I'objet d’'une communication orale lors du 12¢™ forum du Cancéropdle
Grand-Est qui s’est tenu le 17 et 18 novembre 2021 a Dijon. Ces travaux ont aussi été présentés sous
forme de poster au congres international de « The European Hematology Association » (EHA) a Vienne

du 9 au 12 juin 2022 (document en annexe).

Une revue en premier auteur a été réalisée dans le temps du projet concernant les HSPs dans

les leucémies et lymphomes (document en annexe).
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Partie 2 : Implication d’"HSP110 dans le sous-type PMBL des lymphomes B diffus

a grandes cellules

Genése du projet

Le point de départ de ce projet d’étude de I'implication de HSP110 dans le PMBL provient d’'un
constat, réalisé sur une tres petite cohorte de patients, chez qui le transcriptome a été étudié par puce
a ARN. Les niveaux d’expression d’HSP110 ont été évalué par analyse ARN microarray Figure 32, ol un
seuil a été placé par nos collaborateurs afin de différencier deux populations : des patients exprimant
fortement HSP110 (ligne bleue) et les patients avec une faible expression d’HSP110 (en rouge). Nous
constatons en partie Figure 32A que la survie dans progression est bien plus importante chez les
patients exprimant plus HSP110, constat que nous pouvons retrouver Figure 32B, avec une moralité
globale nulle chez les patients exprimant peu HSP110. C’'est grace a cette premiére analyse que l'idée
d’étudier HSP110 dans ce lymphome a semblé pertinente, d’autant plus qu’une partie du travail de

mon équipe d’accueil semblait montrer un intérét d’étudier HSP110 dans I’ABC-DLBCL [2].
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Figure 32 : Etude de I’expression d’HSP110 sur une cohorte de patients atteints de PMBL qui possédent une faible quantité
d’ARNm HSP110 (en rouge) et qui possedent une forte quantité d’ARNm HSP110 (en bleu), niveaux évalués par ARN
microarray. En A : survie sans progression des patients en fonction du temps. En B : survie globale des patients en fonction
du temps.

Dans le sens ou il était connu dans I'équipe que HSP110 pouvait interagir avec XPO1 dans le
cancer colorectal [97], que XPO1 est retrouvée mutée E571K dans environ 25% des cas de PMBL chez
les patients [140] et que STAT6, une protéine majeure de la signalisation dans le PMBL est un cargo
d’XP0O1 [67], une premiere partie du travail réalisée dans ce projet « Implication d’"HSP110 dans le sous-
type PMBL des lymphomes B diffus a grandes cellules » a été de valider dans le PMBL les affirmations

ci-dessus et d’expliquer la nature de la relation entre HSP110 et XPO1.
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Localisation subcellulaire d’"HSP110 dans les cellules de PMBL

Puisque nous allons nous intéresser plus tard a XPO1, responsable de I'export de nombreuses
protéines, un travail préliminaire a été de connaitre dans les lignées de PMBL la localisation
subcellulaire d’HSP110. Ainsi, deux expériences différentes sur deux lignées cellulaires de PMBL ont

été mises en place pour visualiser cette protéine.
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Figure 33 : Etude de la localisation subcellulaire d’HSP110 dans deux lignées de PMBL, K1106P et MedB1. En A : Isolements
cytoplasmes-noyaux réalisés et visualisés par western blot, avec en contréle cytoplasmique HSP60 et en contrdle nucléaire
la lamine A. En B : Marquage d’HSP110 réalisés par immunofluorescence sur cellules fixées et perméabilisées
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Tout d’abord, Figure 33A, un isolement cytoplasmes-noyaux a été réalisé sur deux lignées de
PMBL, Karpas1106P (K1106P, ou K1106) et MedB1 dont les résultats sont visualisables par western
blot. Nous validons dans un premier temps |'efficacité de l'isolement avec les controles HSP60
(cytoplasmique) et Lamine A (nucléaire). Nous voyons aussi que HSP110 est présente dans les deux
lignées, et que sa localisation est essentiellement cytoplasmique. L'absence de bandes au niveau du
cytoplasme ne veut pas dire qu’il n’y a pas d’"HSP110 nucléaire, seulement que le western blot ne
permet pas de la détecter. Nous pouvons néanmoins conclure a une présence essentiellement
cytoplasmique d’HSP110. Pour ce qui est d’XPO1, nous constatons une présence a la fois dans le
cytoplasme et dans le noyau des deux lignées de PMBL. Ce n’est pas étonnant, car XPO1 exporte des
protéines du noyau vers le cytoplasme, et doit étre réimporter ensuite. C'est une dynamique, il était
bien attendu de voir ces résultats. Pour ce qui est de la Figure 33B, il s’agit d’'un marquage par
immunofluorescence d’HSP110 dans les deux mémes lignées de PMBL. Nous pouvons voir un
marquage d’HSP110 qui semble étre dans toute la cellule, avec toutefois des quantités plus

importantes dans le cytoplasme.

Ainsi, a premiere vue HSP110 posséde une localisation subcellulaire plutot cytoplasmique,
avec des quantités tres faible dans le noyau. XPO1 quant a elle se trouve a la fois dans le cytoplasme
et dans le noyau, méme si les expériences d’isolements cytoplasmes-noyaux ne permettent pas de

nous dire dans quelle proportion. Mais puisqu’a priori les deux protéines fréquentent les mémes
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compartiments cellulaires, et au vu de I'interaction entre HSP110 et XPO1 déja observée dans le cancer

colorectal, nous allons nous intéresser par la suite a confirmer cette interaction dans le PMBL.
Interaction entre HSP110 et XPO1

Pour atteindre ce but, deux types d’expériences ont été mises en place. Tout d’abord, comme
d’écrit dans la partie « genése du projet » et dans I'introduction, XPO1 est mutée E571K dans 25% des
patients atteints de PMBL [140]. Il est donc trés important de prendre en compte cette mutation pour
nos expériences d’interactions, d’autant plus que la mutation E571K est connue pour altérer
I'interactome de XPO1 [140]. Nos lignées de PMBL possedent un statut mutationnel de XPO1 différent :
K1106P est homozygote (WT/WT) et MedB1 est hétérozygote (WT/E571K). Tout d’abord, par tests de
ligature de proximité (PLA), nous pouvons voir Figure 34A et Figure 34B qu’il y a des quantités de points
détectables dans les conditions XPO1 et BRCA1 dans les deux lignées de PMBL, correspondant a notre
controle positif d’interaction, et quelques point épars dans les conditions HSP110 et BRCA1l qui
correspondent a notre controle négatif d’interaction. Nous pouvons observer dans les conditions XPO1
et HSP110 des quantités de points largement supérieures par rapport aux conditions XPO1 et BRCA1,
impliquant alors une proximité tres forte entre HSP110 et XPO1, et ce quelles que soient les lignées
utilisées, et donc quel que soit le statut mutationnel de XPO1. Pour confirmer l'interaction, des co-
immunoprécipitations du tag mCherry ont été réalisées dans la lignée HEK293 co-transfectées avec
HSP110-GFP, XPO1"T-mCherry ou XPO187*K-mCherry et les résultats sont visualisés par western blot
Figure 34C. Nous pouvons constater que le tag mCherry de la protéine XPO1l-mCherry a été
efficacement immunoprécipité, avec une absence dans les pistes contréles. Nous voyons que HSP110-
GFP a été efficacement co-immunoprécipité dans les deux western blot, impliquant que quel que soit
le statut mutationnel de XPO1, HSP110-GFP interagit avec. Ces données confirment la PLA obtenue

précédemment.

Ainsi, nous venons de voir que HSP110 interagit avec XPO1 mutée et non-mutée. Les HSPs et
les exportines possedent toutes deux un trés vaste interactome : les HSPs chaperonnent leurs clients,
tandis que les exportines exportent leurs cargos. La suite du travail consiste ici a comprendre la nature
de la relation entre HSP110 et XPO1. HSP110 chaperonne-t-elle XPO1, ou bien HSP110 est un cargo de

XPO1, ou bien les deux ?
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Figure 34 : Etude de l'interaction entre HSP110 et XPO1. En A et B : Tests de ligature de proximité entre HSP110 et XPO1
(avec BRCAL, controle positif d’interaction avec XPO1 et contrdle négatif d’interaction avec HSP110) sur lignées K1106P (XPO1
WT) et MedB1 (XPO1 E571K). En C: co-immunoprécipitations entre HSP110 et XPO1WT et XPO1E573K sur lignées HEK293
transfectées avec HSP110-GFP et XPO1WT-mCherry ou XPO1871K-mCherry
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La nature de la relation entre HSP110 et XPO1

Nous savons que HSP110 et XPO1 interagissent. Ainsi, pour comprendre la nature de cette
interaction, un outil essentiel pour parvenir a cette fin est le selinexor, ou KPT-330. Il s’agit d’'un
inhibiteur spécifique de XPO1, et son utilisation empéche les cargos de cette exportine de sortir du
noyau [141]. Donc, des expériences d’isolement cytoplasmes-noyaux ont été réalisées sur lignées

K1106P (Figure 35A) et HEK293 (Figure 35B), traitées pendant 4 heures avec 1uM de selinexor.
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Figure 35 : Etude de la nature de l'interaction entre HSP110 et XPOL1. En A : isolement cytoplasmes-noyaux réalisé sur la
lignée K1106P traitées avec 1uM de selinexor pendant 4h et visualisé par western blot. p65 est un contréle du blocage de
I’export, la TATA-box Binding Protein est un contrdle cytoplasmique, et la GAPDH est un contrdle nucléaire. En B : isolement
cytoplasmes-noyaux réalisé sur la lignée HEK293, transfectée avec HSP110-GFP et traitées avec 1uM de selinexor pendant
4h, et visualisé par western blot. En C : expérience d’électroporation de K1106P et MedB1 avec 1nmol de siARN HSP110 et
visualisé par western blot.

Nous validons dans la lignée K1106P (Figure 35A) le blocage de I'export de p65, un des
éléments constitutifs de NF-kB, par le selinexor. Il est trés bien connu que p65 est un cargo de XPO1

[142], cela nous permet de confirmer I'inhibition de XPO1. Cela se matérialise par la présence d’'une
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bande dans la piste « noyaux » avec le selinexor. Lorsque nous regardons cette fois-ci HSP110, nous
voyons dans la condition contréle qu’il y a une petite proportion d’HSP110 nucléaire, proportion qui
semble plus grande lorsque nous comparons avec la condition selinexor. En regardant cette fois-ci
HEK293 (Figure 35B), nous pouvons tirer les mémes conclusions, avec une hausse du marquage
HSP110 dans le noyau des cellules traitées avec selinexor. Ainsi, en empéchant le fonctionnement
normal de XPO1, HSP110 se trouve restreinte dans le noyau, semblant alors indiquer que HSP110 est
un cargo de cette exportine. Pour évaluer si HSP110 est un chaperon de XPO1, des expériences
d’interférence ARN ont été effectuées par électroporation sur K1106P et MedB1 Figure 35C. Dans un
premier temps, nous validons l'interférence ARN, car les quantités d’HSP110 sont plus faibles avec
siARN HSP110. Lorsque nous nous intéressons aux quantités de XPO1, nous voyons alors qu’il n'y a
aucun changement. Cela semble indiquer que quels que soient les niveaux d’HSP110 cellulaires, les

guantités d’XPO1 restent inchangées, et que donc HSP110 ne chaperonne pas XPO1.

Nous comprenons maintenant quelle est la relation entre HSP110 et XPO1. HSP110
chaperonne de nombreux clients, et certains d’entre eux sont importés dans le noyau. C’'est par
exemple le cas du facteur de transcription STAT3 [6]. Nous pouvons en déduire qu’HSP110 peut donc
avoir besoin d’étre exporté vers le cytoplasme, et I'ensemble des expériences réalisées jusqu’ici

semblent nous montrer que c’est XPO1 qui s’en charge.
Implication de STAT6 pour la suite du projet

Comme dit précédemment, il est connu qu’HSP110 peut chaperonner des facteurs de
transcription, et c’est notamment le cas de STAT3 dans le cancer colorectal. Récemment, il a été
montré par des expériences dimmunofluorescence et de PLA que STAT6, une molécule de
signalisation majeure dans la signalisation du PMBL, est un cargo d’XPO1 [67]. Pour confirmer cela,
une expérience de co-immunoprécipitation (Figure 36) a été réalisée sur une lignée HEK293
transfectée stablement pour permettre la surexpression de STATS, et sur la lignée MedB1 de PMBL.
Nous confirmons sur le western blot de I'immunoprécipitation que STAT6 a été capturée dans la
condition IP STAT6, et que XPO1 a bien été co-immunoprécipitée. Ainsi, par une technique différente

de ce qui a été déja publié, nous observons I'interaction entre XPO1 et STAT6.

92



HEK29356 MedB1

Input STAT6 g Input STAT6 '8

— XPO1 ° ‘ .
s

= HC - -
e — -

XPO1

STATG | M- -

GAPDH | — GAPDH e

Figure 36 : Immunoprécipitation de STAT6 dans un modeéle HEK293 modifiée pour surexpression de STAT6 (alors
nommeée HEK293S6) et sur MedB1, montrant I'interaction entre STAT6 et XPO1.

Pour la suite du projet, nous avons vu que HSP110 et STAT6 possédent un partenaire commun,
XPO1, et il est déja connu que HSP110 interagit avec STAT3 dans le cancer colorectal [6]. Nous nous
sommes demandé ainsi si une interaction entre HSP110 et STAT6 existe, et impliquée dans la voie de

signalisation majeure JAK2/STAT6/XPO1 du PMBL. La poursuite de ce travail sera discutée plus tard.

Durant ma thése, j’ai eu I'occasion de participer a la rédaction d’une publication, dont je suis
le 58™ guteur. Cette publication porte sur la mutation E571K de I'exportine 1 et son réle dans le PMBL.
Cette publication se trouve en annexe du document de these. En effet, le gene XPO1 code pour
I'exportine 1 (XPO1) qui contréle I'export nucléaire de protéines et d'ARN cargo. Prés de 25 % des cas
de lymphomes B médiastinaux primaires (PMBL) et de lymphomes hodgkiniens classiques (cHL)
présentent une mutation ponctuelle récurrente de XPO1 (NM_003400, chr2:g61718472C>T)
entrainant la substitution E571K dans le sillon hydrophobe de la protéine, le site de fixation du cargo.
Le cargo d’une exportine correspond aux protéines pouvant étre prises en charge par |'exportine pour
8tre exportée du noyau au cytoplasme. Dans cet article, I'impact de la mutation XPO157 est étudiée
en utilisant des cellules de PMBL et de cHL ayant différents statuts mutationnels de XPO1 et des cellules
éditées par CRISPR-Cas9 dans lesquelles la mutation E571K a été introduite ou retirée. La conclusion
de cet article est que la mutation ne modifiait pas la capacité d'exportation mais plutét la localisation

subcellulaire de XPO1 elle-méme. En effet, XPO157¥ est plutdt cytosolique comparé a XPO1WT,
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Partie 3: HSP110 dans les petites vésicules extracellulaires, potentiel

biomarqueur des DLBCLs ?

Genése du projet

Nous avons pu voir dans la partie 1 des résultats de ce manuscrit que HSP110 est trés
fortement exprimée dans I’ABC-DLBCL et soutient la survie et la prolifération des cellules, mais aussi
la croissance tumorale. Une idée qui a germé pendant cette étude est d’étudier I'expression d’"HSP110
en fonction du développement des DLBCLs chez les patients, ainsi qu’en fonction de réponses aux
traitements. L'intérét est de déterminer si HSP110 pourrait étre un marqueur du développement d’un
DLBCL et de la réponse précoce a la chimiothérapie. De nombreuses études semblent montrer que les
HSPs peuvent étre libérées directement dans le sang sous forme libre [143], mais aussi dans des
vésicules extra-cellulaires nommées exosomes [144]. Les exosomes font partie des petites vésicules
extra-cellulaires (PVECs), et peuvent contenir et porter a leurs membranes de nombreux éléments :
des lipides, du matériel génétique, mais aussi des protéines entre autres-choses [145]. Dans cette
troisieme partie, nous avons caractérisé ces PVECs de lignées cellulaires de DLBCLs et de patients

atteints de DLBCLs, ainsi que leur expression d’"HSP110.

Etablissement du profil d’expression d’"HSP110, de la localisation d’"HSP110 dans les
cellules de DLBCL et de la présence d’"HSP110 dans les PVECs

La premiére étape dans ce travail a été de vérifier les niveaux d’expression d’"HSP110 dans
plusieurs lignées de DLBCLs. Nous pouvons voir Figure 37A qu’HSP110 est exprimée globalement de la
méme fagon dans toutes les lignées, a I'exception de U2932, qui en exprime moins. Ainsi, HSP110 est
exprimée dans toutes les lignées de DLBCLs testées, que ce soient de I’ABC (HBL1, SU-DHL2, OCI-LY3,
TMDS8 et U2932), du GC (SU-DHL4) ou du PMBL (U2940). Une des facons les plus facile d’expliquer la
présence d’une protéine dans les exosomes est de regarder sa présence dans la membrane plasmique
[145]. Ainsi, des isolements cytoplasmes-membranes ont été réalisés sur certaines lignées d’ABC et de
PMBL Figure 37B. Nous constatons tout d’abord un isolement réussi, avec de faibles contaminations
de la part des autres fractions. Nous n’observons pas d’HSP110 dans la membrane plasmique, du moins
pas a des niveaux suffisant pour étre détectables par western blot. Ces expériences semblent montrer
des niveaux d’HSP110 totale et d’HSP110 cytoplasmique identiques. Par ailleurs, nous pouvons voir
qgue c’est dans la lignée ol HSP110 est le plus faiblement exprimée que HSP70 est la plus exprimée, et
guasiment exclusivement dans le cytoplasme. Ainsi, si HSP110 peut se retrouver dans les exosomes de
maniere détectable par western blot, alors son origine sera au moins majoritairement intracellulaire.
Des isolements de PVECs ont été effectués par ultracentrifugation et les résultats sont observables par

western blot Figure 37C. Plusieurs témoins positifs exosomaux (TSG-101, CD63, Flotilin-1, CD9 et CD81)
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sont visibles, et des témoins négatifs ne sont présents que dans un dépé6t de lignée cellulaire (gp96,
BCL-XL et TOMMZ20). Nous pouvons constater des quantités différentes d’HSP110 parmi les exosomes
de lignées d’ABC (HBL1, SU-DHL2, OCI-LY3, TMD8 et U2932) et de GC (B593), mais néanmoins
détectables. Nous savons maintenant qu’HSP110 est présente dans plusieurs lignées de DLBCLs, et que
son origine est a priori cytoplasmique. Cela nous permet de nous intéresser cette fois-ci a la présence

d’HSP110 et HSP70 dans les PVECs des patients atteints de DLBCLs.

Détection des différentes HSPs dans les PVECs isolées a partir de plasmas de

patients atteints de DLBCLs au moment du diagnostic

Nous savons maintenant que HSP110 se trouve dans les PVECs de lignées de DLBCLs. Dans
cette partie, nous allons nous intéresser aux PVECs plasmatiques de patients avec DLBCLs. Nous voyons
dans la Figure 38A que les marqueurs exosomaux sont bien présents dans les préparations exosomales
des patients, et les marqueurs négatifs (BCL-XL et gp96) ne le sont pas. Nous remarquons sur la Figure
38B que HSP110 est exprimée de facon homogéne chez les 3 patients, et que HSP70 est plut6t
hétérogene dans son expression, méme si elle est tout de méme présente chez les 3 patients. Ainsi, de
la méme facon que dans les lignées cellulaires, nous avons la preuve qu’HSP110, ainsi qu’"HSP70 sont

bien présentes dans les PVECs de patients.

Nous avons poursuivi cette étude en lien avec le service d’hématologie clinique du CHU de
Dijon afin de quantifier HSP110 dans le serum et les PVECs sériques de patients atteints de DLBCL. Les
exosomes ont été purifiés par ultracentrifugation puis caractérisés par technologie NTA (NanoTracking
Analysis, ou analyse du suivi individuel de particules). Enfin, les quantités d’"HSP110 ont été mesurées

par ELISA. Ces résultats sont en cours d’analyse en lien avec la clinique.
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Figure 37 : Etude de la localisation et du profil d’expression d’HSP110 dans les lignées de lymphomes et dans les PVECs.
HBL1, SU-DHL2, OCI-LY3, TMDS8 et U2932 sont des lignées d’ABC, SU-DHL4 et B593 sont des lignées de GC-DLBCL et U2940
est une lignée de PMBL. En A : profil d’expression d’"HSP110 par différentes lignées humaines de DLBCL visualisé par western
blot. En B : Isolements cytoplasmes-membranes sur différentes lignées de DLBCL visualisés par western blot. En C : Profil
d’expression d’HSP110 et de différents marqueurs exosomaux pour confirmer I'isolement des PVECs
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Figure 38 : Isolements de PVECs de patients atteints de DLBCLs au moment du diagnostic visualisés par western blot. En A :
marqueurs exosomaux contrélant la qualité de I'isolement, avec une lignée cellulaire d’ABC-DLBCL (HBL1) en contréle. En B :
Marquages par western blot des échantillons de PVECs précédemment isolées
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Discussion

Concernant ’ABC-DLBCL

Le travail réalisé dans ce manuscrit de these présente I'inhibition d’"HSP110 comme possédant
un intérét thérapeutique dans le traitement des lymphomes B diffus a grandes cellules de type ABC.
En effet, HSP110 est impliquée dans la viabilité, la survie, la prolifération des lignées cellulaire, et dans
la croissance tumorale. Pour expliquer cela, un partenaire d’HSP110 a été identifié dans la voie du BCR,
et I'utilisation d’un de nos inhibiteur d’'HSP110 a montré une réduction de I’activité kinase de SYK, ainsi
gu’une perte d’interaction avec HSP110, menant a une baisse globale de la signalisation du BCR,
expliquant la baisse des paramétres phénotypiques précédemment évoqués, a la fois in vitro, in cellulo
et in vivo. L'interaction d’HSP110 avec MyD88 a également été confirmée, et I'inhibition de ce
chaperon meéene a une diminution dans cette interaction, qui avait été montrée comme importante
dans le maintien des signaux de survie [2]. De plus, en combinant I'inhibition d’"HSP110 avec I'inhibition
de pan-PI3K par la copanlisib, il y a une potentialisation de cette molécule employée en thérapie ciblée,
avec notamment des effets visibles in cellulo sur la viabilité, et in vivo sur la croissance tumorale,
pouvant étre expliqués par des baisses dans les quantités de certaines phosphoprotéines majeures
dans la signalisation cellulaire (Figure 39). Ainsi, ajouter I'inhibition de cette HSP dans le traitement de
I’ABC-DLBCL semble intéressant, et les inhibiteurs développés montrent des effets seuls, mais
semblent aussi soutenir une thérapie déja existante utilisée dans le traitement de certains lymphomes

B.

My-T-BCR
Supercomplex

PI3Ka T

PI3KS <)

Decrease in proliferation Decrease in proliferation
and survival signalling and survival signalling

Figure 39 : Schéma de conclusion de la partie résultat concernant I’ABC-DLBCL du manuscrit de thése, montrant une cellule
d’ABC-DLBCL dans des conditions de co-inhibition d’HSP110 et PI3K, montrant les cibles des inhibiteurs comment ils
impactent la signalisation globale.
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Méme si ce travail peut sembler avancé dans I'étude et l'inhibition de l'interaction entre
HSP110 et SYK, de nombreux points restent a améliorer, notamment dans les modeles vivants

employés et dans les combinaisons de traitements possibles avec nos inhibiteurs d’HSP110.
Etude globale de la signalisation cellulaire

Pour comprendre les effets observés in cellulo et in vitro, plusieurs kinases ainsi que leurs
versions phosphorylées ont été étudiées. Ceci a été observé par western blot, mais seulement
quelques-unes de ces kinases ont été étudiées. Ce qui aurait été optimal, c’est une étude
phosphoprotéomique du contenu cellulaire des lignées traitées avec inhibiteurs d’HSP110 et controle.
Ainsi, I'impact de I'inhibition sur la signalisation aurait été global, et il aurait sGrement été possible de

voir les répercussions sur les phosphoprotéines du supercomplexe My-T-BCR.

Pour visualiser la translocation nucléaire de NF-kB (p65 et p50), événement qui survient suite
a la phosphorylation d’IkB par le supercomplexe My-T-BCR, des isolements cytoplasmes-noyaux
auraient pu étre faits. En traitant avec les inhibiteurs d’HSP110, il aurait été possible de voir s’il y avait

translocation ou non, ce qui aurait complété ce qui a déja été fait en termes de phosphorylations.

Un partenaire d’'HSP110, la kinase SYK, a été identifié, et celle avec MyD88 a été confirmée.
Mais rien ne dit qu’il s’agit des deux seuls partenaires de ce chaperon. Par définition, les chaperons
moléculaires protegent et interagissent avec un nombre conséquent de protéines pour leur réles
généraux de stabilisation, de repliement ou de désassemblage les amas, mais aussi pour des réles plus
spécifiques. Notamment des réles de maintien d’une protéine dans une voie de signalisation (ce qui
est le cas d’"HSP110 pour MyD88) mais aussi des rdles de soutien pour I'activité d’une protéine (ce qui
est le cas d’"HSP110 pour SYK). Il aurait été intéressant d’étudier les échantillons d'immunoprécipitation
d’HSP110 par étude protéomique, par rapport a une immunoglobuline contrdle. En s’intéressant a la
signalisation du BCR, plusieurs autres partenaires d’"HSP110 auraient pu étre repérés ; pour aller plus
loin, en condition d’inhibition d’HSP110, les pertes d’interaction auraient pu étre observables et

quantifiables pour une concentration d’inhibiteurs d’"HSP110 donnée.

De maniére générale, le travail réalisé ne permet de savoir dans quelle mesure les inhibiteurs
d’HSP110 impactent de maniere générale le transcriptome. Puisque I'inhibition d’HSP110 diminue les
quantités cellulaires de BCL2 et BCL-XL, il aurait pu étre intéressant de s’intéresser a d’autres
oncogenes majeurs impliqués dans les DLBCL, qui auraient été visibles par I'analyse du RNAseq.
L'implication d’autres oncogenes tels que c-Myc ou encore BCL6 par exemple auraient pu étre révélée.
Egalement, il est naturel de penser que, puisque I’étude porte sur un chaperon moléculaire, seuls les
niveaux protéiques des différents partenaires d’HSP110 seront impactés. Cependant, certaines

preuves vont dans le sens d’une régulation de la stabilisation des ARN messagers par certains membres
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de la superfamille d’'HSP70, notamment HSP110, HSP72 et HSC70 [146], [147]. Ainsi, par étude
transcriptomique, il aurait été possible de voir si HSP110 avait un réle de la stabilisation d’ARNm,

notamment de protéines impliquées dans la signalisation du BCR.

Une des plus grosses critiques concernant l'outil principal de ce travail, c’est-a-dire nos
inhibiteurs d’HSP110, c’est que ceux-ci doivent s’utiliser a des concentrations qui ne sont pas
compatibles avec des traitements thérapeutiques. Pour comparaison, la copanlisib utilisée dans ce
manuscrit s’utilise a 125nM maximum, contre 5uM pour notre inhibiteur d’"HSP110. Bien sdr, ils sont
spécifiques et leurs actions ont été mise en évidence par des tests in vitro de repliement de luciférase
dénaturée par la chaleur [7]. Mais des concentrations élevées riment souvent avec des effets non ciblés
(off-target), c’est pourquoi les inhibiteurs employés dans ce manuscrit de thése sont qualifiés de
premiere génération. Des collaborations menées par le laboratoire d’accueil ont permis trés
récemment d’obtenir une deuxiéme génération d’inhibiteur, encore plus spécifique et efficace, qui

semblent permettre de réduire les doses employées, notamment in vivo.

Une grande limitation technique concernant I'étude de linhibition d’HSP110 a été les
marquages de phospho-SYK sur sa tyrosine 352. Il existe 3 phosphorylations majeures de SYK: la
tyrosine 323, la tyrosine 352 et les tyrosines 525/526. Bien que la mutation en Y323 semble
particulierement intéressante dans d’autres cancers du sang tels que la leucémie aiglie myéloblastique
[148], c’est surtout la phosphorylation Y352 qu’il a été choisi d’étudier, par son implication dans la
leucémie lymphoide chronique, les lymphomes folliculaires, les lymphomes a cellules du manteau et
surtout les DLBCLs [149]. Les tyrosines Y525/526 quant a elles sont trans-autophosphorylées, et
dépendent donc d’au moins une des deux phosphorylations évoquées précédemment. Pour
I'immunohistochimie, I’étude de la phosphorylation Y352 n’est pas simple, il existe fondamentalement
peu d’anticorps sur le marché pouvant la reconnaitre et la majorité d’entre eux ne sont validés que
pour I’étude en western blot. C'est une des raisons pour laquelle phospho-SYK n’est montrée que par
cette technique dans ce manuscrit. De tres nombreuses tentatives de mise au point de marquages
immunohistochimiques de phospho-SYK Y352 ont été effectuées, notamment en travaillant avec une
plateforme d’imagerie sans pouvoir catégoriquement valider les marquages. Une des plus grosses
problématiques de ce marquage repose sur le fait que SYK et une autre protéine kinase de la méme
famille, nommée ZAP70, sont tellement semblable que la séquence en acide-aminés autour de la
phosphorylation Y352 est presque identique a la région autour de la phosphorylation Y319 de ZAP70.
Méme s’il est connu que ZAP70 est phosphorylée a cet endroit, surtout dans la signalisation du TCR
[150], il n"est pas exclu d’en retrouver dans certains lymphomes B [149]. Pour lever cette limitation,
des expériences de PLA entre les phosphotyrosines et SYK totales ont été effectuées. Il s’agit la d’une

technique pleinement validée pour évaluer certaines modifications post-traductionnelles. Cela rend
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compte de toutes les phosphorylations que SYK peut avoir, et ne peut donc pas nous permettre
d’étudier exclusivement la phosphorylation Y352. Mais cela nous permet tout de méme de connaitre
les niveaux globaux de phosphorylation de cette kinase, sans pour autant risquer d’aspécificité en
détectant la phosphorylation d’une autre protéine a proximité de SYK [151]. Pour en revenir au
western blot, il n’a pas été facile d’analyser cette kinase pour cette phosphorylation, car méme si la
majorité des anticorps du commerce sont validés pour cette application, la détection reste difficile,
avec beaucoup d’aspécificité et un signal a la bonne masse moléculaire plutét faible. C'est en étudiant
en détail la protéine SYK (notamment son point isoélectrique) et en comprenant que les anticorps
semblent mal la reconnaitre que des tests ont été menés, notamment sur le tampon de transfert. En
utilisant la formulation de Dunn [152], qui est a base de carbonate de soude et bicarbonate de soude,
connu pour étre basique (pH = 9,9) sans ajuster et pour partiellement renaturer les protéines lors du
transfert, les marquages de phospho-SYK ont été bien plus faciles a obtenir. Enfin, beaucoup de
marquages par cytométrie en flux ont été tentés sur différente lignées d’ABC-DLBCL pour renforcer,
mais malheureusement beaucoup des anticorps soi-disant validés pour phospho-SYK Y352 le sont en
fait pour phospho-ZAP70 Y319, ne permettant pas d’avoir de marquage par cette technique. Tout ceci
résume a quel point I'étude de phospho-SYK est difficile. Une chose qui aurait été possible de faire est
d’étudier la ou les phosphorylation Y525 et Y526, qui sont un miroir de I'activité de SYK. Méme si cette
auto-transphosphorylation peut se faire a partir de Y323 et Y352, une idée globale de |‘activité de cette
enzyme, soutenue ou non par HSP110 en fonction des conditions de traitement, aurait pu étre évaluée

via ces phosphorylations.
Modeles d’étude de développement de lymphomes B agressifs

Dans ce travail, les modéle vivo ont été peu développé. En effet, les effets obtenus sur la
viabilité et/ou sur la survie des cellules ont été confirmés sur modele de souris NSG xénogreffées avec

une lignée humaine, la lignées TMDS8. Plusieurs reproches peuvent étre faits sur ces expériences.

Lignées cellulaires

Seule la lignées TMD8 est employée. Mais il avait été prévu de renforcer ces données en
utilisant une autre lignée, OCI-LY3. De nombreuses tentatives et optimisations ont été réalisées, dans
le but d’avoir une croissance semblable a ce qu’on peut trouver dans certains articles. Notamment,
dans « Specific covalent inhibition of MALT1 paracaspase suppresses B cell ymphoma growth » DOI :
10.1172/1CI199436 [153], il est possible de voir ce qu’une croissance normale d’OCI-LY3 doit donner
dans un modeéle NSG avec 5 millions de cellules par souris. Il est possible de comparer les croissances
avec véhicules sur les Figure 40A et B. Il est clair que la lignée OCI-LY3 a tout simplement cessé de
proliférer dés les premiers jours de la xénogreffe dans le travail de ce manuscrit Figure 40A,

n’atteignant pas les volumes tumoraux observés dans I’expérience Figure 40B, sans traitement.
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Figure 40 : Xénogreffes de lignée OCI-LY3 dans des souris NSG. A : Tentative réalisée de xénogreffer 15 millions d’OCI-LY3
pour soutenir les expériences déja réalisées sur TMD8 dans ce manuscrit. Les traitements avec inhibiteur d’"HSP110 #52 ont
commencés a J6 et ont été faits tous les 2 jours en méme temps que les mesures tumorales. Une premiére mesure a été
réalisée a J4 (7 animaux par groupe). B: Partie de figure tirée de « Specific covalent inhibition of MALT1 paracaspase
suppresses B cell ymphoma growth » DOI : 10.1172/JCI99436, montrant une croissance de 5 millions d’OCI-LY3 dans le méme
modele animal en conditions non-traitées (carrés noirs) et avec un traitement (carrés blancs).

Ainsi, d’autres lignées humaines auraient pu étre testées, en privilégiant les lignées pour
lesquelles MyD88 est mutée L265P, notamment la lignée HBL1 connue pour se xénogreffer plus
facilement. La lignée OCI-LY10 aurait également pu étre testées, possédant la mutation MyD882%%P,
mais il est difficile de la faire proliférer et il aurait fallu du temps pour en avoir suffisamment avant
xénogreffe, et d’autant plus de temps pour que la croissance commence. D’autres lignées d’ABC-DLBCL
auraient eu beaucoup moins d’intérét, comme SUD-HL2 mutées MyD88%222R  qui est aussi une mutation
activatrice de MyD88 mais dont I’effet est moindre devant celui de MyD882%° [154], ou encore U2932

qui posséde un MyD88 sauvage (MyD88"T).

Modeéles animaux

Dans le travail présenté dans ce document de thése, le seul modele animal employé est la
souris NSG. NSG signifie NOD scid gamma mouse, il s’agit du modele animal immunodéficient le mieux
décrit a I’heure actuelle [155]. Il s’agit d’'un modele général, employé surtout dans les expériences de
xénogreffe de lignées, souvent par voie sous-cutanée par facilité. Ce modéle présente des avantages :
sans systeme immunitaire, la xénogreffe peut prendre facilement, sans rejet, et il y est alors facile
d’étudier les effets des traitements sur la croissance tumorale seulement. Les mesures des dimensions
des tumeurs, mais aussi leur récupération aprés mise a mort est plutét facile. Mais il y a de tres
nombreux inconvénients. Notamment, dans ce modele, il n’y a pas d'immunosurveillance, ce qui ne
rend pas compte de la réalité biologique derriére tout développement tumoral : en fonction du niveau
de développement de la tumeur et des niveaux d’expression de certains points de contréle
immunitaires, le systéme immunitaire peut soit totalement éliminer la tumeur, soit maintenir un
équilibre en maitrisant le développement sans pour autant I'éliminer, soit ne pas interférer dans la

croissance tumorale lorsque les cellules ont développé suffisamment de mécanismes pour échapper a
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I'immunité. C'est pourquoi pour construire des preuves de l'efficacité d’'un traitement a visée
thérapeutique, il faut des modeles plus précis, ressemblant plus a ce qu’il est possible de trouver chez
un patient. Il existe de nombreux modeles développés pour I'étude des leucémies et lymphomes. Pour
ce qui est des DLBCLs, des modeles de lymphomes murins consistent a insérer le géne codant pour
I'oncogéne MYC (transgene En-MYC) directement aprés le promoteur du géne codant pour les chaines
lourdes des immunoglobulines. Cela mene a une surexpression dudit oncogéne menant dans 100% des
cas a des lymphomes B a des stades précoces de développement. Certains dont les cellules sont plut6t
immatures ressemblent plus a des lymphomes de Burkitt, et d’autres plus différenciés ressemblent
alors aux DLBCLs [156]. Une fagcon d’améliorer le développement de lymphomes agressifs en utilisant
le méme modele est d’introduire la surexpression de I'oncogéne RAS, accélérant alors la mise en place
de la lymphomagenése [156]. Un autre modéle qui a été généré en accouplant des souris BCR"E', qui
possédent le géne codant pour un BCR pré-arrangé reconnaissant le lysozyme d’oeuf de poule (Hen
Egg Lysozyme, HEL ou encore sHEL pour la forme soluble), permettant une signalisation du BCR plus
active, avec des souris possédant le transgéne Eu-MYC évoqué plus tot. Ces souris développent des
lymphomes partageant de nombreuses caractéristiques avec les leucémies lymphoides chroniques
[157]. Mais avec injection de HEL (couplé a I'adjuvant de Freund), il est possible d’obtenir des
lymphomes plus matures, passant par |‘activation des cellules B en stimulant le BCR", Ce dernier

modeéle, nommé Eu-MYC/BCRME/sHEL a été beaucoup utilisé pour I'étude d’inhibiteurs de SYK [156].

Cellule Cellule Cellule B Cellule B Cellule B
souche pré/pro B immature activée mature

Lymphome immature
EuMYC ou indolent

Lymphome ressemblant
HEL
Lymphome ressemblant
ELMYC/BCRMEL + SHEL aux lymphomes de Burkitt
et DLBCLs

Figure 41 : Schéma adapté de « Micromanagement of Lymphomas » DOI : 10.1371/journal.pbio.0060156, montrant les
stades de développement des lymphocytes B de souris impliqués dans la lymphomagenése des différents modéles
présentés jusqu’ici

Il existe d’autres modeles murins de développement de DLBCL. Pour obtenir un modele

ressemblant davantage a un ABC-DLBCL, le géne codant pour MyD88'2%°P peut étre inséré dans des
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cellules B du centre germinatif. Les souris développent alors au bout de 60 semaines un lymphome
diffus a grandes cellules, trés agressif, imitant I’ABC-DLBCL qu’on pourrait trouver chez I'étre humain

[158].
Combinaisons possibles avec les inhibiteurs d’"HSP110

Comme montré sur la Figure 39, nous avons co-inhibé HSP110 et PI3K, ce qui a eu pour effet
une mort cellulaire accrue sur les lignées d’ABC-DLBCL (Figure 27) et sur la croissance tumorale (Figure
28). Pourtant 'effet obtenu n’a été qu’au moins additif, sans synergie évidente. Ceci est surprenant,
puisqu’on impacte a la fois la partie CD19-Lyn, et la partie CD79-SYK de la voie du BCR. L'idée est venue
d’un article, ou la combinaison avec la copanlisib et I‘ibrutinib (un inhibiteur spécifique de BTK) avait
un effet synergique sur la viabilité des lignées d’ABC-DLBCL [61]. Une hypothése possible est que
puisque SYK est impliquée dans les deux parties de la voie, la simple inhibition d’"HSP110 possede déja
un impact sur la partie CD79-SYK et CD19-Lyn, et que I'apport de I'inhibition de PI3K ne fait que

renforcer |'effet d’une inhibition déja en cours.

Une autre molécule, nommée ibrutinib, a également été testée en combinaison avec nos
inhibiteurs d’HSP110. L’ibrutinib est un inhibiteur spécifique de BTK, une kinase proximale du BCR, et
impacte directement cette signalisation [159]. L’ibrutinib est employé dans le traitement des
lymphomes a cellules du manteau, mais aussi la leucémie lymphoide chronique et Ila
macroglobulinémie de Waldenstrom entre-autres. Des expériences préliminaires ont pu étre réalisées
en traitant la lignées TMD8 avec de I'ibrutinib, I'inhibiteur d’"HSP110 #52 et en combinant les deux
traitements. Nous pouvons voir Figure 42A qu’en traitant uniquement avec I'ibrutinib jusqu’a 10nM,
il y a un impact modéré de l'ibrutinib sur la viabilité des cellules (environ 9%) et qu’en traitant
uniqguement avec #52 jusqu’a 2,5uM, il y a un impact faible sur la viabilité (environ 5%). Si I'effet n’était
qu’additif, nous ne devrions observer qu’une baisse de 14% en combinaison, mais nous voyons une
baisse de 25%, signifiant que I'effet est plus qu’additif. Nous pouvons voir Figure 42B que la survie des
cellules traitées uniqguement avec l'ibrutinib (couleur grise) ne baisse vraiment qu’a partir de 10nM.
Cependant, avec le traitement 52 en combinaison, nous voyons une chute de la survie a 1nM
d’ibrutinib, qui ne peut pas s’expliquer par I'emploi de #52 seul. Ainsi, il semblerait que I'utilisation de

notre molécule #52 avec l'ibrutinib puisse étre quelque chose d’intéressant a tester.
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Figure 42 : Résultats préliminaires de la combinaison des inhibiteurs d’"HSP110 (composé #52) et de BTK (ibrutinib). En A :
expérience de CTG réalisée sur lignée TMD8 montrant I'impact de la co-inhibition pendant 72 heures sur la viabilité cellulaire.
En B : marquage annexine V visualisé par cytométrie en flux sur la lignée TMDS8 cotraitées pendant 72 heures.

Concernant le PMBL

Ce travail présenté dans la deuxiéme sous-partie de la partie résultats introduit HSP110
comme une cible d’intérét pour un potentiel traitement du PMBL, sous-type trés particulier des
DLBCLs. En effet, HSP110 interagit avec XPO1 qui est déja une cible thérapeutique. XPO1 est déja ciblée
par le selinexor (KPT330) et est utilisé en 3°™ ligne de traitement pour les DLBCL-NOS les plus résistants

et pour les myélomes multiples.
Lignées cellulaires et modeles animaux

L’étude biologique et biochimique de ce lymphome rare présente de nombreuses limites vis-
a-vis des modeles d’étude existant. Notamment, il n’existe que 3 lignées de PMBL, qui sont K1106P (ou

Karpas 1106A, Karpas 1106P), MedB1 et U2940. Pour pallier ce probleme, il est fréquent que les études
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associent le lymphome de Hodgkin qui présente plusieurs caractéristiques communes. En effet, de la
méme fagon que pour le PMBL, les HLs qui se développent dans le médiastin possedent des voies de
signalisation communes pour la survie et la prolifération, permettant par extrapolation alors d’étudier
plus efficacement de nouveaux traitements pour le PMBL [160]. Il n’existe pas de modeles animaux

pour I'étude du PMBL.
Suite du projet

Comme pour le travail présenté pour I’ABC-DLBCL, il conviendra de valider I'efficacité de nos
inhibiteurs d’HSP110 sur la survie et la prolifération des lignées de PMBL et de HLs. Il faudra identifier
le ou les clients d’"HSP110 pour comprendre le mode d’action de la cytoprotection médiée par HSP110.
Des cotraitements pourront étre envisagés, notamment avec le selinexor ou encore le ruxolitinib

(inhibiteur de JAK2) qui semble déja avoir fait ses preuves sur lignées cellulaires [161].

Concernant HSP110 comme biomarqueur

Le travail présenté dans la derniere sous-partie des résultats de ce manuscrit constitue le début
d’un travail visant a étudier HSP110 comme un biomarqueur de la lymphomageneése et aussi comme
marqueur de |'efficacité d’un traitement chez les patients. Sur lignées cellulaires de DLBCLs, nous avons
pu voir que HSP110 était essentiellement cytoplasmique, et présents dans les exosomes de lignées.
Nous avons également pu voir que cette HSP est aussi présente dans les exosomes de 3 patients au

moment du diagnostic de la maladie.

Cela constitue une ébauche d’un travail bien plus large qui devra étre poursuivi : en effet, la
guantification précise des quantités d’"HSP110 dans les exosomes de patients devra étre effectuée par
tests ELISA, et la corrélation avec les données cliniques (thérapies en cours, évolution du lymphome,
réponse au traitement...) sera également nécessaire afin d’évaluer I'efficacité d’HSP110 comme

biomarqueur.

En collaboration avec [I'équipe CRIBL (Contréle de la Réponse Immune B et
Lymphoproliférations) de I'INSERM 1262, des isolements de PVECs a partir d’échantillons de sérum
d’un modele de souris développant spontanément un lymphome seront mis en place. Cela nous
permettra d’étudier les quantités d’HSP110 sériques et des PVECs tout au long du développement

tumoral.

Toute cette étude méenera plus tard a comprendre le réle d’"HSP110 contenu dans les PVECs
dans le microenvironnement tumoral. En effet, les PVECs et notamment les exosomes peuvent
fusionner leurs membranes a la membrane plasmique des cellules, permettant le partage de contenu

[125]. I est déja connu que les exosomes d’origine tumorale peuvent remodeler le
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microenvironnement tumoral [162], il conviendra alors d’étudier les cellules cibles des PVECs
tumorales, et I'impact de I’'HSP110 contenu dans ces PVECs sur lesdites cellules par cytométrie en flux.
Cela pourrait se faire dans un modele de xénogreffe de lymphome murin dans des souris avec un
systeme immunitaire. Des PVECs de lignées de lymphome de souris pourraient étre isolés, et injectés

dans ces souris pour y voir I'immunomodulation médiée par les PVECs.
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Conclusion générale

Les lymphomes diffus a grandes cellules représentent entre 30 et 40% des lymphomes non-
Hodgkiniens chez I'adulte, il s’agit de I’"hémopathie la plus représentée dans ce groupe. C’'est un
lymphome trés agressif, et le sous-type activé posseéde la plus forte mortalité chez les patients avec
moins de 40% de survie globale. Méme si de nombreuses avancées scientifiques permettent
d’améliorer le pronostic de ces patients, notamment avec I'ajout de rituximab (anticorps anti-CD20)
dans les chimiothérapies, il est toujours possible de voir I'apparition de résistance ou tout simplement

d’insensibilité aux traitements.

Une treés grande partie de ce travail de these a été d’explorer I'efficacité des inhibiteurs
d’HSP110. IlIs apparaissent ainsi comme un outil qui pourraient étre employés dans une visée
thérapeutique du sous-type donnant le moins bon pronostic du lymphome agressif le plus fréquent
chez I'adulte, le lymphome B diffus a grandes cellules de type activé. Je montre aussi que HSP110 est
impliquée dans la voie de signalisation majeure JAK2/STAT6 du lymphome B primitif du médiastin, un
variant spécifié des lymphomes B diffus a grandes cellules, sous-entendant un réle important pour le
développement de ce lymphome, ce qui en fait une cible intéressante pour le traitement. Enfin, je
montre que HSP110 est présente dans les petites vésicules extracellulaires de lignées et chez les
patients atteints de lymphomes B diffus a grandes cellules, ce qui avec de futures investigations
pourrait en faire un marqueur prédictif de I'apparition mais aussi de la sensibilité des patients aux

traitements des patients.
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Simple Summary: Heat-shock proteins (HSPs) are molecular chaperones overexpressed in tumor
cells and are necessary for their survival. In leukemia and lymphoma, HSPs have been reported to
have unique cytoprotective effects on different cell death and growth pathways. In this review, we
describe the implication of HSPs in those pathways in hematological malignancies and discuss the
pertinence of detecting and targeting them for future innovative treatment strategies.

Abstract: Heat-shock proteins (HSPs) are powerful chaperones that provide support for cellular
functions under stress conditions but also for the homeostasis of basic cellular machinery. All cancer
cells strongly rely on HSPs, as they must continuously adapt to internal but also microenvironmental
stresses to survive. In solid tumors, HSPs have been described as helping to correct the folding of mis-
folded proteins, sustain oncogenic pathways, and prevent apoptosis. Leukemias and lymphomas also
overexpress HSPs, which are frequently associated with resistance to therapy. HSPs have therefore
been proposed as new therapeutic targets. Given the specific biology of hematological malignancies,
it is essential to revise their role in this field, providing a more adaptable and comprehensive picture
that would help design future clinical trials. To that end, this review will describe the different
pathways and functions regulated by HSP27, HSP70, HSP90, and, not least, HSP110 in leukemias

and lymphomas.

Keywords: heat-shock protein; leukemia; lymphoma; targeted therapy

1. Introduction

Leukemias and lymphomas represent 6.5% of cancers worldwide [1]. They emerge
from a wide array of cells at different stages of hematopoietic maturation, from hematopoi-
etic stem cells and myeloid and lymphoid progenitors to mature B and T cells. Treatment
breakthroughs have been made in recent years thanks to the comprehensive identifica-
tion of survival pathways and oncogenes, leading to targeted therapies such as kinase
inhibitors or anti-apoptotic protein inhibitors [2,3]. At the same time, recent progress in
high-throughput molecular analysis combined with bioinformatic power has revealed a
more diverse and complex picture of cancer sub-populations than expected, challenging
the too simplistic “one treatment fits all” [4]. Furthermore, natural mechanisms of cell
death resistance and escape from therapy occur in many patients either from the start of the
treatment or after several cycles of chemotherapy, pushing for more specific and innovative
drug use in the clinic. Therefore, cancer initiation, development, and cell death resistance
are still intense fields of research to identify new therapeutic targets that could foster the
development of new treatments.

HSPs have been involved in many cellular processes as they are important house-
keeping proteins. Their chaperone function is observed in every cell compartment and is
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intrinsically associated with protein translation, migration, localization, stability, and degra-
dation. Traditionally, they have been classified by their molecular weight, with the most
studied members in cancer being HSP90, HSP70, H5P27, and, more recently, HSP110. Cell
stress is a powerful initiator and booster of HSP expression as it leads to multiple protein
structural alterations, such as aggregation, unfitted conformations, and accelerated protein
synthesis. Because tumor cells must rewire their metabolism in permanence, they are like
highly stressed cells and therefore rely on the strong expression of HSPs for their survival.
Consequently, they become more resistant to cell death mechanisms, either of natural origin
or therapeutically induced. HSP expression profiles in newly diagnosed patients compared
to healthy controls in various hematological malignancies reveal a frequent but heteroge-
neous expression. In acute myeloid leukemia (AML), HSP70 was strongly expressed in
58% of patients, compared to 26% for HSP60 [5]. Despite this variability of expression, the
global HSP family proteome provides widespread protection to tumor cells, as the overall
survival of AML patients was inversely correlated to HSP expression. Moreover, when
other prognosis factors were considered, HSP expression always an additive pejorative
value for the patients’ outcomes [5].

Similarly, in chronic lymphocytic leukemia (CLL) and chronic myeloid leukemia
(CML), HSP70 is significantly more expressed in patients than in healthy controls. High
levels of HSP70 correlate with resistance to tyrosine kinase inhibitors [6,7]. In lymphoma, a
high expression of the mitochondrial HSP70 (mortalin) correlates with treatment resistance
and poor survival of patients [8]. As HSP expression is highly modulated by environmental
aggressions, HSPs further accumulate in cancer cells after anti-cancer treatments through
the induction/activation of the HSPs’ transcription factor HSF1. In CLL, increased HSP70
and HSF1 were observed in response to Ibrutinib treatment and signaled a failure of clinical
improvement [9]. Conversely, only responders show a decrease in HSP70 expression [7].
HSP27 has been associated with clinical responses as it is highly expressed in pediatric
acute leukemia and provides resistance to chemotherapy [10]. HSPs are also secreted, free
or with nanovesicules. Some of them, such as HSP70, have a membrane location and
can be found both in the cancer microenvironment and in the blood [11]. High HSP70
levels have been detected at the cell surface and in the serum in AML and correlate with
limited survival [12,13]. Extracellular HSPs, also described in many solid tumors, can have
an immunosuppressive function mostly through macrophage polarization and myeloid
suppressive cell activation [14]. The importance of the immune microenvironment in
leukemia and lymphoma [15] and the capacity of HSPs to diffuse largely through the body
as free proteins or embedded in extracellular vesicles provide solid grounds for studies of
their extracellular functions. The most abundant HSP, HSP90, also shows elevated levels
in various types of leukemias and lymphomas and could serve as a prognostic marker. In
addition, its elevated expression is necessary for the survival and propagation of those
cancer cells [16-21]. Finally, the expression of the high-molecular-weight HSP110, a long-
forgotten chaperone, has recently been revealed to correlate with the aggressiveness of
non-Hodgkin lymphoma (NHL) [22-24].

HSPs are therefore strongly associated with hematological malignancy aggressiveness
and responses to therapies. In this review, we will present the most recent advances in
understanding the different HSP functions in this specific family of tumors, ranging from
their BCR signaling pathway to their metabolic regulation.

2. HSP Families” Overview
2.1. Heat-Shock Factor

In humans, there are six members forming the HSF family: HSF1, HSF2, HSF4, HSF5,
HSEX, and HSFY. HSF proteins have specific and overlapping roles. HSF1 is the most
studied member of the family and is known to be involved in the expression of HSPs
during a response to different types of stresses. However, it is now well established that
HSFs are involved in the regulation of a broader array of genes that are not related to
HSPs in normal and pathological hematopoiesis [25]. HSF1 is also involved in immune
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responses and aging. Together with HSF2, both transcription factors are involved in the
development of gametes (sperm and oocytes) and the nervous system. HSF4 has been
described to cooperate with HSF1 and is involved in the development and homeostasis of
the lens, the survival of the lens cells, and the genesis of neurons [26]. It is also expressed in
the brain, muscles, heart, and pancreas. HSF5 is one of the newest members of the family,
and although it is expressed in humans, its roles are better understood in animals: in the
zebrafish, HSF5 loss of function leads to male infertility, and in mice, HSF5 is known to
be involved in spermatogenesis. HSFX is localized on the X chromosome, but its roles
are unknown. Finally, HSFY, located on the Y chromosome, has been described as being
involved in spermatogenesis, with its deletion causing infertility [27].

HSPs are transcriptionally regulated by two members of the heat shock factor family,
HSF1 and HSF2. Various stresses can activate HSF1 and thereby induce HSP expression: an
increase in the cytosolic levels of misfolded proteins, a rise in temperature, or an alteration
in the cellular pH or redox state. Under normal conditions, HSF1 is restrained in the
cytosol by HSP90 or HSP70, and with one of the cell stresses quoted above, HSF1 will
dissociate from those HSPs [28]. This will allow HSF1 to phosphorylate and trimerize,
and so it will enter the nucleus, binding the HSE sequences and permitting the expression
of HSP genes [29]. In general, HSF1 recognizes and binds the heat-shock element (HSE)
sequence (NTTCnnGAAnnTTCn) in various regions of HSP genes upon activating signals
and promotes their transcription. HSF1 is involved in the proteostasis of the earliest stage
of blood cell development. Notably, HSF1 ensures protein synthesis and proteostasis
in hematopoietic stem cells [30]. Since HSF1 is a central regulator of stress responses,
various studies have demonstrated its implication in cancer development, showing it
to be an important target in cancer therapy. In AML, the inhibition of HSF1 with the
chemical compound DTHIB decreases the growth and engraftment of AML cells [31]. It
has also been shown that the inhibition of the translational factor elF4a inactivates HSF1
and thereby has anti-leukemic effects both in vitro and in vivo [32]. In diffuse large B-cell
lymphomas (DLBCL), HSF1 mRNA is upregulated compared with regular B-cells, which
can be one of the reasons for the strong expression of a wide variety of HSPs in this type of
cancer [33]. Cooperating with STAT3, HSF1 is able to maintain the cancerous phenotype
of liver cancer cells [34], and the inhibition of HSF1 in pancreatic cancer decreases their
stemness and sensitizes them to gemcitabine [35]. HSF1 knock-down in prostate cancer
cell lines sensitizes them to chemotherapy [36]. Recently, it has been shown that HSF2,
in an interplay role with HSF1, can also induce the expression of HSPs [37]. HSF2 does
not have a significant role in the heat-shock response, but it is able to regulate a common
set of genes with HSF1, and among them are the HSP genes. Using HSF1 and/or HSF2
knockout cell lines, dysregulated responses to nutrient stress could be observed, as well as
a reduction in tumor progression, making HSF2 a critical co-factor of HSF1 [38]. HSF2 is
involved in various types of carcinomas. Notably, HSF2 is known to be constitutively active
in embryonic carcinoma cells, leading to the overexpression of HSPs. It is also implicated
in the development of breast, lung, thyroid, oesophageal, and prostate cancers [39].

2.2. HSP110 Family

The HSP family with the highest molecular weight is composed of four members:
HSP110 (HSP105, NY-CO-25, or HSPH1), APG2 (HSPA4 or HSPH2), APG1 (HSPA4L,
Osp94, or HSPH3), and GRP170 (ORP150, HYOU1, or HSPH4). The roles of APG1 and
APG2 are not well known. APG1 is involved in testis homeostasis, and APG2 has roles in
spermatogenesis and is also expressed in the brain. GRP170 is an endoplasmic reticulum
(ER) chaperon induced by glucose deprivation [40]. HSP110 is coded by the gene HSPH1
and was first described as a cochaperone of HSP70 and HSC70. More specifically, it was
characterized as a nucleotide exchange factor (NEF) for those HSPs, carrying ATP and so
enhancing their chaperoning function [41,42]. HSP110 is known to recognize and bind
denatured or misfolded proteins for other HSPs, such as HSP70, to convert them into
fully functional proteins [42]. Other HSPs, such as HSP70 or HSC70, are able to perform
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this function, but HSP110 is four times more efficient [40]. Therefore, it was thought that
HSP110 was dependent on HSP70/HSC70 for its refolding role, but it has been discovered
that HSP110, with the help of HSP40, can unfold and refold misfolded proteins on its
own [42]. Together with HSP70 and HSP40, the HSP110-HSP70-HSP40 complex is an
important chaperone network that disaggregates and refolds aggregates of denatured
proteins [40].

2.3. HSP90 Family

HSP90 is probably the best-known family of HSPs involved in hematopoietic malig-
nancies. Its members are well represented in cells, since they constitute between 1% and
2% of whole cellular proteins in mammals [43]. HSP90 family members are spread into dif-
ferent cell compartments: HSP90«x Al (also called HSPC1, HSP90A, HSP90A A1, or HSP86),
HSP90« A2 (HSPC2 or HSP90AA2), and HSP90{3 (HSPC3, HSP90B, HSP90AB1, or HSP84)
are cytosolic, while Grp94 (called HSPC4, GRP94, gp96, or HSP90B1) is restrained to the en-
doplasmic reticulum but can also be in the cell membrane. Finally, the last member, TRAP1
(or HSPC5, HSP90L, or HSP75), is mainly located in the mitochondria. More than 200
cellular proteins have been described as HSP90 client proteins. From proximal molecules
of the BCR to transcription factors within the nucleus, HSP90 is a systematic organizer of
protein transcription, translation, and activation. Abundant literature illustrates this “hub”
function of HSP90 within several signaling pathways. From the cell surface, where tonic or
chronic BCR stimulation occurs, HSP90 is present and interacts with BCR components to
sustain signals.

2.4. HSP70 Family

The HSP70 family is, along with the HSP90 family, the most studied group of chap-
erones. There are thirteen members of the HSP70 family, all coded by the HSPA genes.
Five of them are particularly studied: HSP70 (also called HSPA1 or HSP72) and HSPA6
(also called HSPB'), which are stress-induced, but also three other constitutively expressed
HSP70 members, which are HSC70 (also called HSPAS8 or HSP73), mortalin (also called
HSPAY), and GRP78 (also called HSPAS5 or BiP) [44]. HSP70s are involved in multiple
cellular functions, such as the folding of unfolded or misfolded proteins, the maintenance
of protein homeostasis, the transport of proteins to different subcellular fractions, and cell
survival after stress [44,45]. With the help of its cochaperones, HSP40 and HSP110, HSP70
is able to desegregate and fold denatured proteins and aggregates [40]. The HSP70 family
of chaperones is known for its diverse roles in cancer [44]. When it comes to lymphoid
malignancies, four of these HSPs are described in the literature: HSP70 (or HSP72), HSC70,
Grp78, and mortalin.

2.5. Small HSPs Family

The small HSP family has ten members. The best-known is HSP27 (HSPB1, HSP25, or
HSP28), which is cytoplasmic but can translocate to the nucleus under stress, and it has
been reported to be involved in cancer development. MKBP (HSPB2) is mainly expressed
in the heart and muscles, helping with their structure and functions. HSPL27 (HSPB3,
DHMN2C, or HMN2C) is also an HSP involved in muscle functions and is specific to this
type of tissue. acA-crystallin (HSPB4, CRYAA, CRYA1, or CTRCTY) is principally expressed
in the eye and most specifically in the lens. Unlike most chaperones, it does not refold
proteins but holds them, maintaining the solubility of aggregates to maintain cell survival.
The aB-crystallin (HSPB5, CRYAB, CRYA2, or MFM2) is a ubiquitous chaperone involved in
the development of neurological diseases, certain myopathies, and cancers. HSP20 (HSPB6
or HEL55), like HSPB2 and HSPB3, is involved in muscle and heart functions. HSPB7 (or
cvHSP) is known to be involved in heart failures and is suspected of acting as a tumor
suppressor, associated with renal carcinomas. HSP22 (HSPBS, H11, HMN2, or E2IG1) has
an estrogen-dependent expression in estrogen receptor-positive breast cancer cells and in
some neuromuscular diseases. HSPB9 (or CT51) is the least well-known member of the
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family, with a cytoplasmic and nuclear location in cells. Finally, ODF1 (or HSPB10) is a
chaperone involved in the cytoskeleton structures of sperm tails. In general, small HSPs
have been shown to have roles in cell proliferation, survival, and the progression of cancer
cells. Notably, HSPB1 is involved in breast cancer cell lines proliferation [46], and HSPB5
is associated with breast carcinoma progression [47], making HSPBS5 a biomarker for the
diagnosis of breast cancers [48]. High levels of HSPB5 are associated with low survival
rates in hepatocellular, lung, and prostatic carcinomas [49-51].

3. HSPs as Chaperons of Cell Signaling Proteins
3.1. Chaperoning the B-Cell Receptor and the T-Cell-Receptor

The B-cell receptor (BCR) and T-cell receptor (TCR) are essential detectors of antigens
on B and T cells, whose binding initiates multiple downstream signaling pathways leading
to activation, survival, and differentiation. Their activations are also crucial in the devel-
opment of leukemias and lymphomas, whose aberrant proliferation is often due to BCR
pathway mutations [52]. Several HSPs have been involved in the proximal signaling of the
BCR and TCR (Figure 1).
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Figure 1. HSP are chaperones of cell signaling components in the BCR/TCR, JAK/STAT and
PIBK/AKT pathways. Schematic of a leukemia,/lymphoma cell showing the main actors involved
in the major signaling pathways BCR/TCR, JAK/STAT and PI3K/AKT, as well as the involvement
of the major heat shock protein families. CLL: chronic lymphocytic leukemia, MCL: mantle cell
lymphoma, ABC-DLBCL: active B-cell diffuse large lymphoma, ALL: acute lymphoblastic leukemia,
AML: acute myeloid leukemia, BL: Burkitt lymphoma, APL: acute promyelocytic leukemia, cHL:
classical Hodgkin lymphoma, CML: chronic myeloid leukemia, MM: multiple myeloma MPN: myelo-
proliferative neoplasms.

SRC refers to a family of proto-oncogenes encoding the lymphocyte-specific SRC
family kinases (SFK). In this family, LCK (for lymphocyte-specific protein tyrosine kinase)
is highly expressed by T-cell lymphoblastic leukemia (T-ALL) and is essential for TCR
signaling [53,54]. Glucocorticoid resistance is reversed by LCK inhibition in pediatric T-
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ALL [55]. The inhibition of LCK by preventing its phosphorylation is an important strategy
for the treatment of malignant hematopoiesis such as T-ALL, particularly with the use of
bosutinib, dasatinib, or daracatinib, which affect the proliferation of leukemia cells [55-57].
Although it was shown several years ago that LCK interacts with HSP90 [58], only recently
has the use of HSP90-specific inhibitors demonstrated the dependence of LCK expression
on HSP90 in T-ALL [59]. The use of patient-derived models (PDX) has further shown the
negative impact of HSP90 neutralization on primary leukemic cell survival [59].

LCK homologue protein LYN (Lck/ Yes-related novel protein tyrosine kinase) is more
specifically expressed by B-cell lymphoblastic leukemia (B-ALL) and B-cell lymphoma and
is important for BCR signaling. The inhibition of LYN, notably with Dasatinib, is an im-
portant strategy for the treatment of B-ALL and B-cell lymphoma. LCK protects cells from
glucocorticoid-induced apoptosis, and its inhibition enhances sensitivity to dexamethasone
in lymphoma cells [60]. Lymphomas resistant to proteasome inhibitors show increased
expression in BCR and activation of the BCR signaling pathway enhances the activity of
SFK, especially LYN, and downstream kinases PI3K/AKT/mTOR in proteasome inhibitor-
resistant lymphoma cells. Therefore, targeting BCR signaling with dasatinib could be a
novel therapeutic approach for patients with mantle cell lymphoma that are refractory to
proteasome inhibition with bortezomib. LYN is predominantly expressed in B-lymphocytes
and plays a central role in initiating B-cell signaling. Evidence is mounting that strongly
implicates an important role for LYN in several types of leukemia and lymphoma, particu-
larly in B-ALL, where studies have confirmed the overexpression of LYN and its critical
role in maintaining proliferation and antiapoptotic pathways in leukemic cells.

In CLL and MCL, high HSP90 expression correlates with overexpression of BCR
signalosome proteins, including CD79a, PLCg2, LYN, BTK, and SYK. These proteins are
associated with HSP90 in a multiprotein complex [21,61,62]. Pharmacological inhibition of
HSPI0 dislocates the complex and induces cell death, suggesting a critical role for mainte-
nance of the tonic BCR signaling. Similarly, in ABC-DLBCL, HSP90 is a member of the BCR
signalosome, and the HSP90 inhibitor PUH71 decreases SYK and BTK phosphorylation [63].

Considering ibrutinib resistance and given this BCR-complex, HSP90 targeting could
be envisioned. Indeed, the HSP90 inhibitors SNX-5422 and AUY922 were recently shown to
induce cell death in B cell lines expressing BTK C815S [62]. Combining drugs with ibrutinib
to increase survival rates is being explored [64], and its association with PUH71 induced the
synergistic killing of lymphoma cells [63]. In ABC-DLBCL, only 37% of patients respond to
ibrutinib [65]. Phelan et al. have identified that most of these patients harbor dual CD79%a
and MyD88L265F mutations leading to the formation of a cytoplasmic MyD88-TLR9-BCR su-
percomplex driving IkB phosphorylation and thereby to cell survival and proliferation [66].
We have shown that HSP110 expression correlates with MyD88 in patients’ lymph node
biopsies and that HSP110, by chaperoning MyD88 and MyD88-2%5F, enhances ABC-DLBCL
cell lines survival [24]. Therefore, specific inhibitors of HSP110, like the small chemical
compound recently reported by us [67], would destabilize MyD88-2°" and subsequently
the MyD88-TLR9-BCR super complex. This strategy might be a therapeutic alternative for
ibrutinib-resistant patients.

In addition to chronic BCR-activated leukemia and lymphoma, HSP90 also cooperates
with BCR signaling in Burkitt lymphoma (BL) as it interacts with SYK in a BCR Y197-
dependent manner [68]. SYK/HSP90 interaction seems to play a particularly important
role in BL cell survival, as LYN and BTK knock-down by shRNA do not alter the cells’
survival, unlike SYK knock-down.

BCR downstream pathways are subsequently impacted by HSP90 inhibition, as demon-
strated in MCL, classical Hodgkin lymphoma (cHL), and ABC-DLBCL, where IkB degra-
dation and reduction of NFkB signaling are observed [62,63,69]. In addition to indirect
BCR effects, other client proteins of multiple signaling pathways are also impacted. In cHL,
ERK/MAPK and RAS were reported to be down-regulated, and in ATL, AKT and the NfkB
kinase complex IKKa, b, and d were degraded [70,71].
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The involvement of HSP70 is less well documented than that of HSP90. However, in
ALL it seems to play an important role. In this disease, the transforming growth factor-3-
Activated Kinase 1 (TAK1), a member of the mitogen-activated protein kinase (MAP3K)
family that has serine/threonine protein kinase activity, activates several pathways, includ-
ing MAPK p38, JNK, and IKK [72]. HSP70 silencing leads to a decrease in the quantity of
TAKI1, which consequently derepresses Egr-1 expression, a tumor suppressor gene that
leads to cell death [73]. Egr-1 low expression plays a major role in normal HSC long-term
maintenance and localization; in contrast, its dysregulation is linked to hematopoietic
aging [74]. This suggests that HSP70 would favor normal hematopoiesis through HSC
regulation and the TAK1/Egr-1 pathway. Conversely, the Egr-1 down-expression observed
in AML, ALL, and CML could be reversed by targeting HSP70 [75].

3.2. Chaperoning the JAK/STAT Pathway

Aberrant activation of the Janus-activated kinase (JAK) tyrosine kinase family plays
an oncogenic role in leukemias, lymphomas, and other hematopoietic disorders such as
myeloproliferative neoplasms (MPN). TYK2 was the first identified JAK family member
aberrantly activated in T-ALL and B-ALL. It results in STAT1 activation and up-regulation
of the anti-apoptotic protein BCL2 [76,77]. TYK2 has been identified as a HSP90 client
protein [58], and in T-ALL, pharmacological inhibition of HSP90 led to TYK2 degradation,
reduced STAT1 phosphorylation, and subsequent BCL2 down-expression [78].

In MPN, the JAK2 mutation has been observed in most patients, ranging from 50% with
essential thrombocythemia and myelofibrosis to 95% in polycythemia vera [79]. Therefore,
JAK inhibitors like ruxolitinib are being used in the clinic. In patients, JAK2 inhibition has
been shown to decrease splenomegaly but cannot eradicate the MPN clone [80], leading to
the search for alternative targeted therapies. Of note, JAK2 is a client protein of HSP90, and
its inhibition leads to JAK2 degradation, followed by abrogation of the JAK/STAT signaling
in vitro and in vivo [81,82]. Murine models of MPN treated with a HSP90 inhibitor led to
global improvements in the mice with significant survival benefits. This prompted a clinical
pilot study with HSP90 inhibitors [83], which showed an in vivo reduction in the spleen’s
size in all patients. Although these results need to be confirmed in a more ambitious clinical
trial, they suggest that HSP90 targeting would be a valuable therapy in MPN. An additional
interest in HSP90 inhibitors would be in patients resistant to JAK inhibitors due to JAK2
mutations (G935R, Y931C, and E864K), because those mutant JAK2 are still client proteins
of HSP9O [84].

Concerning small HSPs, HSP27 also plays a role in the myelofibrosis form of MPN
as it is strongly expressed in bone marrow biopsies of patients in contrast to HSP70 and
HSP90 [85]. HSP27, indeed, binds directly to JAK2 and STATS to protect STAT5 from its
dephosphorylation. It might also favor the molecular assembly JAK2/STAT5. Furthermore,
treatment of murine models of myelofibrosis with OGX-427, an antisense oligonucleotide
against HSP27, limited the progression of bone marrow fibrosis, normalized the platelet
and white blood cell counts.

In cHL, JAK2 and TYK2 activation are also observed and correlate with STAT signaling
and cell survival [86]. As in MPN, HSP90 inhibition in cHL and multiple myeloma (MM)
leads to loss of STAT3 and 5 tyrosine phosphorylation due to JAK1,3 and TYK2 down-
regulation [86,87]. Receptor expression involved in the JAK/STAT3 pathway activation,
such as IL6-R and IGRI-R, are also decreased upon HSP90 inhibition in MM [88]. In
conclusion, several cancers with JAK2/STAT overactivation, either induced by growth
factor stimulation or by receptor mutations, could benefit from HSP90 or HSP27 targeting
alone or in combination with JAK2 targeting therapies.

3.3. Chaperoning the PI3K/AKT Pathway

The phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT regulates many cellular processes
that favor cell survival and proliferation in normal and pathological hematopoietic cells.
The hyperactivation of this pathway is frequently observed in leukemia and lymphomas
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due to either mutations or gene amplifications of PI3K or AKT, but also due to the loss
of regulatory proteins such as PTEN [89]. Given the importance of this pathway, many
inhibitory compounds have been developed for clinical use and are now being tested [90].
HSP90 and HSP70 have been shown to regulate this pathway.

HSP90 not only binds to AKT with CDC37 in an active complex to promote AKT activity
and PI3K signaling [91,92], but also binds to multiple components of the PI3K/AKT/mTOR
pathway (the PI3K catalytic and regulatory subunits, as well as downstream factors mTOR
and EIF4E), as shown in BL [93]. As mentioned previously for the association of other
signaling pathway inhibitors with HSP90 inhibitors, a synergistic anti-tumor effect was
observed with PU-H71 and PI3K/mTOR inhibitors in BL [93]. In AML, the combination of
ganetespib with cytarabine also provides synergistic cytotoxicity and is characterized by AKT
disappearance [94]. For GC-DLBCL that shows a great dependency on AKT mediated by
SYK activation [95,96], HSP90 targeting seems a good option to neutralize two client proteins
essential for lymphoma survival. This goal is, however, reversed in acute promyelocytic
leukemia (APL), which lacks AKT activation and shows a reduction in HSP90 expression.
In this situation, ATRA treatment reverses HSP90 expression and AKT phosphorylation,
suggesting a role for HSP90 in restarting myeloid differentiation. Regarding HSP70, the
HSP70 inhibitor PFT-y1 has been shown to reduce AKT expression in ALL and AML, also
suggesting a chaperoning role in this pathway [97]. However, solid demonstrations of direct
interaction and regulation are still lacking in those pathologies.

4. HSPs Are Chaperones of Oncogenes

Fusion proteins play a critical role in many leukemia initiations, such as the well-
known BCR-ABL fusion in CML. As they are not naturally synthesized and folded proteins,
HSPs are mandatory to maintain their correct conformation (Figure 2). BCR-ABL is a client
protein for HSP90. The chaperone interacts with its coiled-coil domain in the N-terminal
part, thereby preventing the transport of BCR-ABL to the nucleus and permitting the
cytosolic promotion of signaling [98]. Conversely, HSP90 inhibition leads to the nuclear
transport of BCR-ABL, its degradation, and a subsequent decrease of the downstream sig-
naling molecules P-AKT and P-STATS5 [98,99]. Recently, a newly identified HSP90-specific
inhibitor that targets HSP90 dimerization sites, aminoxyrone, has shown a similar effect
on BCR-ABL down-expression in both leukemic stem cells and bulk fraction [100]. Other
fusion proteins like FOP2-FGFR1, FLT3-ITD, and BCR-FGFR1 in AML are also client pro-
teins of HSP90/CDC37, which holds them in a permanently active conformation [101-103].
HSP90 inhibitors alone or in combination with cytarabine show FP2-FGFR1 downregula-
tion and anti-leukemic activity [104]. Similarly, the association of HSP90 inhibitors with
a protein translation inhibitor (homoharringtonine) shows synergistic apoptosis and cell
cycle arrest effects in FLT3-ITD AML [105]. Furthermore, this strategy is still valid in
patients previously treated in the long term with TK inhibitors for FLT3-ITD and develop-
ing resistance through acquired mutations in FLT3-ITD, as HSP90 inhibitors are still very
effective in those mutated cells [106]. Cooperation between different HSP family members
is sometimes necessary to achieve the correct folding of aberrant proteins. This is the case
for the AMLI-ETO fusion proteins, the most important oncogenes in AML, whose correct
folding is enabled by the associated work of both HSP70 and the chaperonin TRiC [107].

Aberrant transcriptional regulation by either hyperactive transcription factors or
transcriptional repressors is also a hallmark of leukemia/lymphoma cells in which HSPs
are involved. Bcl6, the transcriptional suppressor highly expressed in GC-DLBCL, and
¢-MYC, the master cell cycle regulator that promotes BL development, are both sustained
by HSP90 and HSP110 (Figure 2). Indeed, HSP90 was shown to bind to BCL6 at the
promotor of the targeted genes, stabilizing BCL6 and facilitating BCL6 transcriptional
activity [108]. HSP110 expression correlates with c-MYC and Bcl6 protein expression in
tumor biopsies of BL, DLBCL, FL, and MCL, and HSP110 knockdown leads to decreases
in both oncogenes [23]. As described for the contribution of HSP90 to various signaling
pathways, HSP90 is also embedded in multiprotein complexes in the nucleus as it is

128



Cancers 2023, 15,984 9 of 22

associated with BCL6 and WTAP (Wil’s tumor-1-associated protein) [109]. C-MYC is also
a HSP90 client protein in BL and MCL [110,111], and therefore its degradation by the
proteasome is protected by the chaperone.
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Figure 2. HSP are chaperones of oncogenes, epigenetic regulators, metabolism regulators, chaperones
of DNA repair, and sequesters of apoptotic actors in leukemia and lymphoma. Schematic of a
leukemia/lymphoma cell showing the four major roles of HSPs in the global cellular homeostasis,
which are: chaperones of oncogenes, chaperones of epigenetic regulators, chaperones of DNA repair
actors, and their involvement in metabolism. SSB: single-strand break, DSB: double-strand break,
DNPB: de novo purine biosynthetic pathway, HR: homologous recombination.

Although BCL6 and c-MYC are promising therapeutic targets, effective inhibitors
have not yet reached clinical efficacy, suggesting that indirect inhibition through the desta-
bilization of their protein complexes with HSPs could be an alternative strategy. This is
supported by reports of the degradation of BCL6 and c-MYC upon HSP90 or HSP110
inhibition, which is followed by increased cell death. Of note, in MCL, the MYC tran-
scriptional program was particularly and specifically suppressed upon HSP90 inhibition
compared to other pathways, confirming the importance of the peculiar HSP90/c-MYC
relationship [110]. Many other transcription factors might be regulated by HSP70, HSP90,
and HSP110, and future research will probably confirm this. For instance, E2F1, a central
factor involved in cell cycle in MCL, and GLI1, the main effector of the hedgehog pathway
in AML, have been identified as new HSP90 client proteins that are down-expressed upon
HSP90 and HSP70 inhibition [112,113]. Conversely, the accelerated cytosolic degradation
of the mutated transcription factors that would, in their wild-type form, normally alleviate
the aborted differentiation is a not-so-well-studied mechanism of aberrant HSP chaperon-
ing. This has been demonstrated in ABC-DLBCL, where unstable N-terminally misfolded
Blimp-1 mutants are recognized by HSP70 and brought to Hrd1-mediated cytosolic seques-
tration, ubiquitination, and proteasomal degradation. In this context, HSP70 inhibition
restored Blimp-1 mutants’ nuclear localization and function [114]. This mechanism of
HSP70-mediated aberrant sequestration of a transcription factor is reminiscent of what we
observed for GATA-1 in myelodysplastic syndromes [115].

T-cell leukemia/lymphoma 1 (Tell) is overexpressed in aggressive CLL and other
human B-cell lymphomas. It is known to be a co-activator of AKT and a transactivator of
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NFKB [116,117]. HSP70 inhibition induces the proteasomal degradation of TCL1, prevents
NFKkB activation, and decreases tumor growth in mice xenografted with Daudi and Raji
BL cell lines [118]. Therefore, not only transcription factors but also oncogenes that serve
as signaling pathway transactivators, such as Tcll, are stabilized by HSPs, expanding the
number of putative therapeutic targets (Figure 2).

5. HSPs Are Epigenetic Regulators

Epigenetic regulators are also masters of gene expression, and their down- or over-
expression is frequently associated with chemotherapy resistance [119]. In particular, the
histone methyltransferase EZH2 is lost in 50% of AML patients and induces cytarabine
resistance [120]. This reduction in EZH2 protein is due to CDK1-dependent phosphoryla-
tion within a complex involving HSP90. Accordingly, HSP90 inhibition restores EZH2 and
drug sensitivity [121]. The histone deacetylase (HDAC) proteins are powerful epigenetic
translational regulators. They mediate chromatin compacting and gene expression by the
deacetylation of histones and regulate both the protein stability and activity of non-histone
proteins. HDACS is a client protein of HSP90 and mediates its deacetylation [122,123].
Therefore, HDAC inhibition leads to HSP90 hyperacetylation and degradation, with all
the cascade of client protein disappearance that follows (Figure 2). Particularly, in B-cell
lymphomas and T-cell leukemias, RASGRP1 and CRAF, two HSP90 client proteins, are
degraded upon HDACS inhibition, leading to RASGRP1/CRAF-dependent apoptosis [124].
Being an HSP90 client protein, however, HDACS is also degraded upon HSP90 inhibi-
tion; therefore, mutual regulation does exist and is a tempting target for combinational
therapies. Furthermore, in AML and CML, HDAC inhibition leads to stronger binding
of HSP90 to its inhibitor, 17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG), fostering
HSP90 degradation. Accordingly, combinations of HDAC inhibitors and 17-AAG logically
result in increased cell death [125]. Finally, the transcriptional regulation of HSP90 is
also modulated by HDACES, first by facilitating HSF1 nuclear translocation, and second by
deacetylating histone at the HSP90 gene locus. In conclusion, the search for dual HDAC and
HSP90 inhibitors is a promising field to synergistically improve therapeutic strategies [126].
Transcriptional regulation of many oncogenic mRNAs is also controlled by the eukaryotic
initiation complex eIF4F, which binds to HSP90 [127]. As in DLBCL, BCL6 and cMYC
mRNAs are exported and translated under the control of eIF4F; targeting HSP90 would
also make it possible to blunt the production of these oncogenes. In conclusion, HSP90 is
known to be a direct regulator of gene expression as a chromatin-bound protein [128].

6. HSPs Are Leukemia and Lymphoma Metabolism Regulators

Metabolism rewiring allows tumor cells to adapt their biosynthesis to the nutrient
availability in their microenvironment. Therefore, aggressive lymphomas and leukemias
both use oxidative phosphorylation and glycolysis to fulfill their need in ATP. The latter
process is amplified and known as the Warburg effect, which contributes to chemore-
sistance [129]. Oncogenes and aberrant cell signaling such as c-MYC, HIF1a, and the
PI3K/AKT/mTOR pathway contribute to the promotion of the Warburg effect, the con-
version of pyruvate to lactate, and fatty acid synthesis. By sustaining these pathways and
oncogenes directly or indirectly, HSPs can modulate such metabolic rewiring (Figure 2).
Recently, it has been reported that HSP90 is involved in this process as a stabilizer of protein
complexes rather than as signaling pathway promoters [130]. Indeed, HSP90 coordinates
and sustains several metabolic pathways, such as enzymes involved in the metabolism of
nucleotides, carbohydrates, and amino acids, by promoting the formation of multienzy-
matic complexes. More recently, this metabolic function of HSP90 has also been shown in
the process of de novo purine biosynthesis (DNPB) under high purine demands during
metabolic stress [131]. Purinosome, a multienzymatic complex that drives DNPB, requires
HSP90 to maintain its physical properties and thereby promote purine production. Al-
though demonstrated in HeLa cells and not yet in hematological malignancies, this finding
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supports the role of HSP90 as a metabolic regulator and encourages future research in
this field.

Mitochondria are multicompetent actors in cellular metabolism, and mitochondrial
chaperones are important factors. HSPA9 (Mortalin), a mitochondrial HSP70 family mem-
ber, is involved in the quality control of proteins imported into the mitochondrial matrix.
HSPAY also senses oxidative stress and controls the activation of the antioxidant path-
way [132], therefore playing a central role in the mitochondrial stress response. The
targeting of mitochondrial chaperones could be envisioned as sensitivity to proteostasis
inhibition strategies, commonly used in relapsed MM or MCL patients through borte-
zomib treatment, which relies on mitochondrial metabolism [133]. This hypothesis is
sustained by the fact that inhibition of HSPA9 by HSP70 allosteric inhibitors alleviates
proteasome inhibitor resistance in MM cells [134,135]. Globally, HSP70 family members are
also good target candidates, as resistance to Bortezomib therapy is associated with their
up-regulation [135,136].

7. HSP Are Chaperones of DNA Repair and Sequesters of Apoptotic Actors

DNA damage can result from environmental or endogenous stress, consequently initi-
ating several mechanisms of DNA repair to maintain cells’ integrity and survival. The abil-
ity of HSPs to promote DNA repair in several cancers has been recently reviewed [137,138].
Here, we will focus on their role in leukemia and lymphomas (Figure 2). Several mecha-
nisms are involved in DNA repair, i.e.,, DNA damage detection, cell cycle arrest, and DNA
synthesis [139]. PCNA (proliferating cell nuclear antigen), which favors the recruitment
of DNA polymerase to DNA strand breaks, DDB1 (damage-specific DNA binding pro-
tein), which recognizes UV-induced DNA lesions, and MC2, a substrate of ATM and ATR
upon DNA damage, are reduced upon HSP90 inhibition by SNX-7081 in CLL [140]. This
promotion of DNA repair by HSP90 favors resistance to DNA-damaging drugs like fludara-
bine. Therefore, treatment with an HSP90 inhibitor restores the cells” sensitivity [141,142].
Similarly, in AML, whose treatment relies mostly on replicative stress induced by nucle-
oside analogues, HSP90 inhibition reduces Chk1 and Rad51, two HSP90 client proteins
that induce cell cycle arrest and promote homologous reparation repair (HR), respectively.
Accordingly, treatment of HSP90 inhibitors with cytarabine leads to a stronger cell cycle
arrest [143]. Therefore, associating an HSP90 inhibitor with nucleoside analogues for the
treatment of AML would permit increasing leukemic cells’ responses and limiting the
progression of the disease. Regulation of DNA replication and repair could also be modu-
lated at the transcriptional level by E2F1, a client protein of HSP90 and HSP70 that assures
the transcription of CDC6, CDC45, MCM4, MCM?7, RIM1, and RIM2 in CLL [112,113].
The subtle equilibrium between pro- and anti-apoptotic proteins must be finely tuned.
HSP are involved in this adjustment and could shift the balance toward cell survival in
cancer cells through direct interaction with key apoptotic proteins. In hematopoietic cells,
interaction of HSP70 with the BH3-only pro-apoptotic protein BIM via a BH3 domain has
been shown [144]. A dual mechanism simultaneously appears; first, sequestration of BIM
from Bcl2, which contributes to cell survival, and second, promotion of the chaperone
activity of HSP70 with the aid of BIM, which serves as a co-chaperone. Recently, a specific
inhibitor that targets the BH3 domain involved in HSP70-BIM interaction has been shown
to disrupt this association and thereby overcome the BCR-ABL independent TKI resistance
in CML [145]. Venetoclax is a Bcl2-selective inhibitor approved in 2016 as a treatment of
CLL, AML, and shows promising results in MM. Recent studies have shown the efficacy of
this inhibitor as a treatment for MCL patients refractory to ibrutinib [146]. However, the
development of acquired resistance in some patients remains inevitable. It has been shown
that HSP27 may be the cause of this relapse in patients treated with venetoclax for MCL,
suggesting that targeting HSP27 could overcome this resistance [147]. Furthermore, in MCL,
a robust synergy was observed between the HSP90 inhibitor, LAM-003 and venetoclax in
FLT3-ITD AML cells, a particularly aggressive and resistant cell type [148].
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8. Recent Progress in Clinical Targeting of HSP90

As said previously, HSP90 is known to facilitate the maturation, stabilization, and
activation of over 200 client proteins, covering all cellular processes in cancers. Therefore,
huge efforts have been made over the past decades to develop selective inhibitors that
directly target HSP90. Most of the HSP90 inhibitors that are currently available and all that
have been clinically assessed both in solid and hematological tumors, bind to the nucleotide
binding pocket of the N-terminal domain and block the processing of client proteins by
preventing ATP binding and hydrolysis.

HSP90 inhibition has shown, for example, some efficacy for the treatment of lym-
phomas. HSP90 inhibitor ganetespib enhances the sensitivity of MCL to Bruton’s Tyrosine
Kinase inhibitor ibrutinib [149]. Aberrant HSP90 expression in lymphocytes and HSP90
response to anti-PD-1 therapy in lymphoma patients have also been shown [150]. HSP90
inhibition sensitizes diffuse large B-cell lymphoma cells to Cisplatin [151]. Regarding AML,
several HSP90 inhibitors affect cancer cells” growth. For instance, HSP90 inhibitors over-
come the resistance to Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3) inhibitors in AML [106]. HSP90
inhibitors NVP-AUY922 and ganetespib (STA-9090) have shown synergistic anti-leukemic
activity with cytarabine in AML [94,104]. Alvespimycin (17-DMAG), administered intra-
venously twice weekly to AML patients, was also found to be effective [152]. Co-treatments
with 17-AAG and a FLT3 kinase inhibitor or a histone deacetylase inhibitor are highly
effective against human AML cells with mutant FLT3 [153,154]. Finally, HSP90 inhibition
depletes DNA repair proteins to sensitize AML to nucleoside analog chemotherapeu-
tics [143].

Other studies have also confirmed that there is an elevated expression of HSP90 in
CML, suggesting that HSP90 could serve as a prognostic marker [20]. This also explains
why several chemical inhibitors of HSP90 have been tested to treat CML [155]. In addition,
targeting HSP90 dimerization is effective in imatinib-resistant CML [100]. ACY-1215 sup-
presses the proliferation and induces the apoptosis of CML cells via the ROS/PTEN/ Akt
pathway [156]. Preclinical evaluation of the HSP90 inhibitor SNX-5422 in Ibrutinib-resistant
CLL has furthermore been described, and destabilization of ROR1 enhances the activity of
Ibrutinib against CLL in vivo [64,157].

Regarding ALL, the HSP90 inhibitor PU-H71 has also been shown to be effective in
treating T-ALL patient samples that express a high level of NOTCHI1 (notch receptor 1) [158].
TAS-116 (pimitespib), a HSP90 inhibitor, shows efficacy in preclinical models of adult T-
ALL [159].

It is well known that HSP90 is involved in many essential cellular processes in non-
malignant cells, such as protein maturation and stabilization, chaperoning of kinases,
transcription factors, and other major signaling proteins [160,161]. Fortunately, tumor cells
rely more on HSP for survival and proliferation than normal cells, limiting the inhibitors’
side effects [161]. However, to limit these adverse events, one must pay attention to each
HSP90 inhibitor’s selectivity towards normal cells, as AUY922 does not preferentially
impair the proliferation of cancer cells over normal cells, whereas the C-terminal Hsp90
modulator SM258 only impacts colon cancer cell lines [162]. In monotherapies, HSP90
inhibitors have shown some toxicity, limiting their efficacy, and tumor cells manage to
develop resistance [161]. Therefore, combining low doses of HSP90 inhibitors with other
anti-cancer drugs would be a solution in the future. Development of inhibitors that would
target the tumor-specific conformation of HSP90 would also be a goal [162,163]. Current
HSP inhibitors and their stage of clinical development are shown in Table 1.
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Table 1. List of HSP inhibitors presented in this review, showing their targets, mechanisms of action,

and clinical phases of development.

HSP Inhibitors Target Mechanism of Action Phase of Hematological Malignancies
Development
Foldamers 33 and 52 HSP110 Binding to the ATPbinding  p i ica) research ABC DLBCL [67]
domain
o NHL NCT01269593/MPN
Clinical: Phase I NCT01393509
o o Pre-clinical research
PUH71A HSP90 Binding to the ATP binding (with Ibrutinib) ALL/ABC DLBCL [63]
(Zelavespib) domain
Pre-clinical research
(with PI3K/mTOR BL [93]
inhibitors)
Convert to SNX-2112 and
SNX-5422 o - Clinical: Phase I
(PF-04929113) HSP90 binding to the ATP binding (with Ibrutinib) CLL [64,157]
domain
Binding to the ATP binding ~ Pre-clinical research )
SNX-7081 HSP90 domain (with Fludarabine) CLL [140]
NVP-AUY922 Binding to the ATP binding Pre-clinical research L
(Luminespib) HSP90 domain (with Cytarabine) AML [94,104]
. Binding to C-terminal .
Aminoxyrone HSP90 g o . Pre-clinical research CML [100]
imerization domam
Clinical: Phase II HOdgl?ﬁ/Cl\{.l(%i{%]é%L/MM
17-AAG HSP90 Binding to the ATP binding
(Tanespimycin) domain Pre-clinical research
(with HDAC AML/CML [125]
inhibitors)
LAM-003 . )
(MPC-3100) HSP90 Convert to LAM-003A Clinical: Phase I AML [148]
Clinical: Phase I MM (NCT01485835)
Lo L. Pre-clinical research )
Ganetespib HSP90 Binding to the ATP binding (with Tbrutinib) MCL [149]
domain
Pre-clinical research o
(with cytarabine) CML [94]
- Lymphoma & leukemia
17-DMAG HSPo0 Binding to the ATP binding Clinical: Phase I (NCT00089271)
(Alvespimycin) d i
Py omain Pre-clinical research AML CLL [71]
TAS-116 Binding to the N-terminal -
(Pimitespib) HSP90 domain of HSP90 Pre-clinical research ALL [159]
PFT-p Binding to the C-terminal .
(Pifithrin-pu) HSP70 domain of HSP70 Pre-clinical research ALL/AML [97]
VER-155008 HSP70 Binding to the ATPbinding  p . jiica) research MM [135]
domain
JG-98 HSP70 Allosteric HSP70 inhibitors Pre-clinical research MM [134]
DTHIB HSF1 Binding to the DNAbinding . ;ical research AML [31]

domain

AML: acute myeloid leukemia; ALL: acute lymphocytic leukemia; MM: multiple myeloma; CML: chronic myeloid
leukemia; MCL: mantle cell lymphoma; ALCL: anaplasic large cell lymphoma; CLL: chronic lymphoblastic
leukemia; MPN: myeloproliferative neoplasms; ABC-DLBCL: activated B cell diffuse large B cell lymphoma; NHL:

non-Hodgkin lymphoma; BL: Burkitt lymphoma.
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9. Discussion

Leukemia and lymphoma represent a diverse, although particular, group of cancers
that poses specific challenges to researchers. We have presented here the diverse and major
roles of HSPs in these diseases, which could help to better target oncogenic processes
and contribute to improving therapies. Typical of B- and T-cell populations, BCR and
TCR signaling networks are frequently and heavily mutated in lymphoid leukemias and
lymphomas and strongly rely on HSPs to transmit sustained signaling. We have also
described the stabilization of many oncogenes by HSPs that would otherwise endanger the
viability of tumor cells.

We must not forget that the roles of HSP and HSF are not limited to cell signaling but
provide critical support to gene expression and epigenetic regulation, particularly through
HDACEG. In solid tumors, HSF1, the major HSP transcription factor, also controls various
transcriptional programs such as those for cell-cycle regulation, RNA splicing, and resis-
tance to apoptosis [164]. Very few studies have explored these non-classical functions of
HSF1 in hematological malignancies. We have shown that HSF1 is highly expressed during
myeloid differentiation, modulating PU.1 expression [165]. Of note, chronic myelomono-
cytic leukemia cells that are frequently associated with defective monocyte differentiation
were lacking both HSF1 and PU1 expression [165]. HSF1 is also known to be involved in
metabolic regulation in hepatocellular carcinoma [166]. This could be explored in the con-
text of leukemia and lymphomas as metabolic rewiring is modulated by HSP90 and HSPA9,
promoting the production of large amounts of needed ATP [130]. Targeting HSF1 has been
difficult to date due to the lack of specific inhibitors. However, recently, Dong et al. [167]
identified a small molecule that directly binds to HSF1 and promotes the degradation of its
nuclear and active forms. This promising new tool should soon be tested in leukemias and
in lymphomas murine models to validate its clinical perspectives.

So far, most studies on the role of HSPs have focused on HSP90 and HSP70 for obvious
reasons of cellular abundance and inhibitor availability. This must not overshadow the
importance of other HSPs such as HSP27, mitochondrial HSPA9, or HSP110. The latter starts
to reveal its critical involvement in the oncogenesis of lymphoma, such as the stabilization
of several oncogenes like BCL6, C-MYC, and MyD88. The recent discovery of the first
HSP110 inhibitors [67] would probably foster research in other types of hematological
malignancies and the identification of more functions.

In this review, we focused on the intracellular functions of HSPs, but one must not
forget the extracellular HSPs, either membrane-bound or secreted in the extracellular milieu.
HSP70 and HSP110 are expressed on the surface of NHL or released within extracellular
vesicles such as exosomes and have the ability to interact with various ligands expressed on
immune cells like TLR2 or TLR4 [22,168,169]. These extracellular HSPs are mainly observed
in tumors, both in cells and their microenvironment, and have the capacity to activate
immune cells associated with immunosuppression [170-172]. Therefore, their targeting or
neutralization should be envisioned. This could be achieved by CAR-T cell technology as
proposed by Smith J. et al. for HSP70 (patent: EP3250605).

In B cell lymphomas, exosomes from plasma samples can be easily isolated and
characterized, and their content might be used as a predictor of response to therapy [173].
Moreover, HSP27, HSP70 and HSP110 exosomes can be easily detected in body fluids,
and their content is associated with a bad prognosis in several solid tumors [85,174-176].
Therefore, their detection in plasma samples from patients with leukemia and lymphoma
may also be used as biomarkers to predict tumoral HSP expression and to monitor responses
to therapies.

10. Conclusions

In conclusion, HSPs appears to play multiple and crucial roles in every aspect of
leukemia and lymphoma biology, from specific cell signalling to epigenetic regulations.
Identification of specific functions related to the oncogenesis of these cells must be pursued
to provide better targeted and personalized therapies. Identification of new and more
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specific inhibitors will also be beneficial for the entire anti-cancer field of research as HSPs
are hallmarks of cancer resistance to intra- and extracellular stresses.
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Simple Summary: Almost 25% of patients with either primary mediastinal B-cell lymphoma (PMBL)
or classical Hodgkin lymphoma (cHL) possess a recurrent mutation of the XPO1 gene encoding
the major nuclear export protein. The aim of our study was to assess the molecular function of the
mutant XPO1 protein. Using several cell models (including CRISPR-Cas9 edited cells) and high
throughput techniques, we determined that the export capacity of the mutant XPO1 was not altered.
However, mutant XPO1 accumulated in the cytoplasm due to its binding to importin 31 (or IPO1).
The targeting of XPOL is largely efficient for fighting haemopathies. The inhibition of IPO1 could
open new therapeutic perspectives for B-cell lymphomas.

Abstract: The XPO1 gene encodes exportin 1 (XPO1) that controls the nuclear export of cargo proteins
and RNAs. Almost 25% of primary mediastinal B-cell lymphoma (PMBL) and classical Hodgkin
lymphoma (cHL) cases harboured a recurrent XPO1 point mutation (NM_003400, chr2:g61718472C>T)
resulting in the E571K substitution within the hydrophobic groove of the protein, the site of cargo
binding. We investigated the impact of the XPO1F51K mutation using PMBL/cHL cells having
various XPO1 statuses and CRISPR-Cas9-edited cells in which the E571K mutation was either
introduced or knocked-out. We first confirmed that the mutation was present in both XPO1 mRNA
and protein. We observed that the mutation did not modify the export capacity but rather the
subcellular localisation of XPOL1 itself. In particular, mutant XPO1 bound to importin 1 modified the
nuclear export/import dynamics of relevant cargoes.

Keywords: B-cell lymphoma; XPO1/CRM1; nuclear export; CRISPR—Cas9; proteomics; nuclear
import; importin 1; indirect immunofluorescence; proximity ligation assay

Cancers 2020, 12, 2829; doi:10.3390/cancers12102829 www.mdpi.com/journal/cancers
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1. Introduction

Primary mediastinal B-cell lymphoma (PMBL) is an aggressive B-cell lymphoma clinically and
molecularly distinct from germinal centre B-cell-like (GCB) and activated B-cell-like (ABC) subtypes of
diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) [1,2]. PMBL cells are characterized by genomic abnormalities
that are also found in the classical form of Hodgkin lymphoma (cHL) [3]. These observations underline
the molecular relationships between these two haematological malignancies [2]. We previously
described a recurrent mutation of the XPOI gene occurring with the same frequency in both PMBL and
cHL (25%) [4,5]. This mutation appears as a genetic feature of these two types of lymphoma, since it is
present at low frequency or absent in GCB or ABC lymphomas [6].

XPO1 (previously known as CRM1, chromosome region maintenance 1) is the major eukaryotic
nuclear export protein. XPO1 mediates the translocation of several types of RNAs, ribonucleoprotein
complexes and more than 200 cargoes, including tumour suppressors and regulatory proteins [7].
Overexpression, deregulation or dysfunction of XPO1 have been reported in various types of cancer [7].
In haematologic malignancies, quantitative (amplification of XPO1 or translocation) and qualitative
(XPO1 mutation) abnormalities have been described. However, although XPO1 overexpression is
observed in myeloid and lymphoid lineages, in both acute and chronic diseases, mutations have been
described only for PMBL [4], cHL [5] and, with a lower frequency, in chronic lymphocytic leukaemia
(CLL) [8,9] or DLBCL [4]. All reported XPO1 mutations lead to a substitution of glutamate 571,
most frequently to lysine.

Using PMBL and cHL cell lines with various XPO1 statuses and CRISPR—Cas9-edited cells,
we investigated the effects of the XPO17'X mutation on XPO1 interactome. We first confirmed that
the mutation was present at the mRNA and protein levels. Strikingly, comparing PMBL/cHL cell
lines and edited clones in which we replaced one wild-type (wt) allele with a mutant one or deleted a
mutant allele, we observed that the accumulation of XPO1 at the perinuclear rim correlated with the
presence of the mutant protein. We analysed the interactomes of both wt and mutant proteins and
found that most cargoes were similar. However, some XPO1 partners were specifically associated with
the wt or mutant proteins, and among them, the karyopherin 1 (also known as importin 31, KPNB1
or IPO1) was specifically associated with the XPO1E7IK form. We further confirmed the XPO1/IPO1
interaction with the proximity-ligation assay (PLA) and by using importazole, an inhibitor of the IPO1
receptor. Our data uncovered one functional impact of the E571K mutation that could be involved in
the B-cell lymphoma physiopathology.

2. Results

2.1. PMBL and cHL Parental and Edited Cell Lines Display Various XPO1 Status

Karpas 1106-P (hereafter referred to as K1106), MedB1 and U2940 PMBL cell lines and UH-01
cell line have been previously described [4,5]. The quantification of the mutant vs. wt alleles in
PMBL/cHL cells was performed by genomic (g)DNA and RNA pyrosequencing (Tables S1 and
52). The percentages of the mutant and wt XPO1 forms were similar in MedBl1 cells, indicating
that the cell line is heterozygous for XPO1, whereas only the wt XPO1 allele was present in K1106
and U2940 cells. UH-01 cells exhibited a duplication of the mutant allele and one wt XPOT1 allele
(Table S1). XPO1 status was next confirmed by reverse transcriptase multiplex ligation-dependant
probe amplification (RT-MLPA). Our data and previously published data [5,10-12] were compiled in
the Table S3.

We used the CRISPR—Cas9 technology to establish several edited PMBL and cHL cells (see
Supplementary Protocol and Supplementary Results). We first optimised a CRISPR-barcoding
technique that allowed us to introduce the E571K mutation in the U2940 cell line (XPOI™") and to
follow the population of edited cells (Figure Sla—). However, despite the fact that the percentage of
cells experiencing homology-directed repair (HDR) was correct (~42%, Figure S1d), the number of
edited cells decreased during the time-course of culture (Figure Sle). To select and enrich U2940 cells
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having integrated the XPO157!X mutation, we took advantage of the fact that XPO1<*?5-mutant T
cells are resistant to selinexor, an inhibitor of XPO1 [13]. We designed a strategy for introducing in
the same cell the two close C528S and E571K mutations using megamers and two sgRNAs (Figure 1a,
Table S4).

CRISPR-Cas9 megamer strategy c
SERNA 2 ©KAS -KS = EAS 4 ES = p
i
Human XPO1 locus - -
NM_003401 - E 100
z
pse1n psg2 ! E
.GGAwArmGAAt:AGM’GcGAGGMGA. .MGCTGTTCGAATTU\V{GCATGGTMAT(..w( 2 0
GGATTATCAGAACAGANGCGAGGCAAAGA. ... AAGCTTTTCGAGTTTATGCATGGTAAATC. .double mutation g
”‘GGAWMCAGMCAGN‘G(GABGCAMGA.””. MGCTFTTTMATTTAT’FCA’IEGVAAATC”,mu\.\mn/summumn
t t t
€528 PAM €571 PAM
v T T
b 0 2 4
Selinexor log [nM]
P
L L]
KAS —— :
d
KS -
KAS ks EAS 33
EAS kpa P U s us s us s us s
15 [ e e o - - =] XPO1

ES

reads ¢

g UH-01

XPO1 Merge
Human XPO1 locus x p
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' FATM
1 DSB-induced indels
f i a
i i

Figure 1. U2940-derived KAS and K clones expressed a wt and a C528S/E571K allele, UH-01A cells
expressed only one wt allele. (a) For the CRISPR-Cas9 megamer strategy, we used two sgRNAs (in
green) that respectively target the TGT and GAA codons (in yellow). We chose the PAMs (in grey)
closest to the codons C528 and E571 to ensure a high HDR efficiency. After sgRNA 1, sgRNA 2 and PAM
recognition, two double-strand breaks (DSBs) were generated by the Cas9 and cells undergoing HDR for
megamer insertion between the DSBs. We used a 400 bp megamer that contained the C528S and E571K
mutations and silent mutations serving as barcodes and preventing a second recognition of the modified
target sites by the sgRNA (Tables S4 and S5). As a control we used a megamer containing the C5285
mutation and the E571E substitution and silent mutations (Table S5). (b) The clones KAS (antisense
orientation)/KS (sense orientation) and EAS (antisense orientation)/ES (sense orientation) generated
by the CRISPR—Cas9 technique and the parental (p) cell line were analysed by NGS. The results are
illustrated with an IGV (Integrative Genomics Viewer) view. The E571K and C528S XPO1 mutations (in
red) are pointed out along the sequence with the silent mutations (in black) introduced. The numbers
of reads are on the y-axis. The nucleotides are indicated on the x-axis. The sequence is reversed 3'-5’.
The proportion of each nucleotide is represented as a coloured bar (A, in green; C, in blue; T, in red;
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G, in orange). (c) Two weeks after the transfection, the four batches of KAS/KS and EAS/ES cells
were cultured in the presence of selinexor (1 uM) for selection. One week later, cells were assessed
for selinexor sensitivity/resistance with an MTS test. Selinexor-selected cells and U2940 parental cells
(in red) were treated for 48 h with various concentrations of selinexor (0.01-20 uM) and cell viability
was calculated. The experiment was performed once (due to a limited number of cells); each culture
condition was done in triplicate. (d) XPO1 expression was analysed in selected (s) and unselected (us)
cell batches along with the parental (p) U2940 cell line by western blotting (WB) with the indicated
antibodies (Abs) (Table S7). An anti--actin Ab served as a control of charge and transfer. The anti-XPO1
Ab is directed against the C-terminal part of the XPO1 protein (residues 772-1071). (e) Schematic
representation of the CRISPR-Cas9 knockout (KO) strategy set up for UH-01 cHL cells. We used the
sgRINA 3 (Table S4, green arrow) that targets the E571K codon (in yellow) to delete the mutated E571K
allele. The PAM site (in grey) was the same as the one chosen previously in (a). The E571K codon is
highlighted in bold. (f) Three days after nucleofection, gDNA was sequenced by the Sanger method.
The genomic sequence was modified by the insertion of nucleotides (arrowed) three bases upstream
the PAM sequence allowing the generation of indels. (g) The expression of XPO1 was analysed by
immunofluorescence (IF) in edited (A) and parental (p) cells with an anti-XPO1 Ab directed against the
C-terminal part of the protein (residues 1025-1071) (Table S7). In turn, only the XPO1 protein encoded
by the wt allele could be detected. Cells were counterstained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPYI, in blue) and analysed by confocal microscopy (X180 magnification).

We designed single-strand oligonucleotides (ssODNs) bearing both C528S and E571K mutations
(or C528S mutation and E571E substitution as a control) and silent mutations serving as barcodes and
sense/antisense orientations for each construct (Table S5). Cells were transfected by nucleofection,
and the resulting cells are referred to as KS and KAS and for the sense and antisense double
mutants, respectively; ES and EAS for the corresponding controls. Cells were treated with selinexor.
Two weeks later, the presence of mutations was verified by next-generation sequencing (NGS,
Figure 1b). A sub-population of cells resistant to selinexor contained the two C5285/E571K mutations
or the C528S/E571E mutation/substitution (Figure 1b,c) and expressed the XPO1 protein (Figure 1d).
Edited KAS and KS cells were heterozygous for the C5285 and E571K mutations, as determined by
pyrosequencing, whereas as EAS and ES cells were homozygous for the C5285 mutation (Table S6).
We further used another CRISPR-Cas9 strategy to delete the mutant E571K allele in UH-01 cHL cells
(Figure 1e). Insertions/deletions (indels) of the targeted region of the XPO1 gene were confirmed
by Sanger sequencing (Figure 1f). As estimated by the Surveyor assay, at least 28% of XPO1 alleles
experienced non-homologous end-joining (NHE], Figure S1f). The wild-type form of XPO1 was
synthesised in UH-01-edited cells (referred to UH-01A, Figure 1g). The XPO1 gene was reported to
be necessary for cell survival [14,15]. UH-01A cells expressing only one wt XPO1 allele were viable,
although they grew slowly compared to the parental cells.

2.2. XPO1ES7IK Muytation is Present at the mRNA and Protein Levels

To test whether the mutant gene is expressed in MedB1 cells (XPO1"YE571K) e used RT-PCR
and amplified the relevant region in PMBL cells with the CM untransformed B-cell line as a control
(Figure S2a). XPO1-PCR amplified fragments were next sequenced by the Sanger method. The
nucleotide G (arrowed) was replaced by both an G and an A only in MedB1 cells (Figure 2a). This
change corresponded to the chr2:g61719472C>T mutation described previously [4].

Whole-cell proteins were purified from PMBL and CM cells and analysed by WB. The level of XPO1
protein was similar in the PMBL cells and higher than in the control non tumoral CM cells (Figure 2b).
We next optimized an immunoprecipitation (IP) protocol (Figure S2b) and XPO1 complexes were
separated by SDS-PAGE. Subsequently, the most efficient IP conditions were used for trypsin digestion
and mass spectrometry (MS) analysis on four biological replicates. Figure 2c shows tryptic digestion
patterns for each cell line obtained out of the digested IP eluates after nano liquid chromatography-MS
(see also Figures 53-55). The black arrows point out position 571 for each covered cell line. A peptide
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spanning residues 568-589 showed up (as seen in the top and bottom panels) while a shorter peptide
spanning residues 572-589 showed up (as seen in the middle panel) indicating that, indeed, the E571K
mutation created a new tryptic cleavage site three amino acids farther than the one already present at
the existing lysine 568 (N-term side of the new lysine 571). We thus concluded that the XPO1-mutated
protein is expressed in MedB1 cells with the same detectable amount as the wt protein in the two other
cell lines.
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Figure 2. XPO1E7K mutation is present in the mRNA and protein of MedB1 cells. (a) Total RNAs were
purified from PMBL and CM cells. The relevant region of the XPO1 gene was amplified by RT-PCR with
the primers presented in the Table S8. XPO1-PCR fragments were sequenced using the Sanger method.
The resulting profiles are shown. The mutation present in MedB1 cells is arrowed. (b) Whole-cell
proteins were purified from cultured cells, separated on SDS-PAGE, transferred onto nitrocellulose
sheets. Blots were cut in strips and incubated with an anti-XPO1 Ab. An anti-B-actin Ab was used as a
control of loading and transfer (Table S7). The experiment was done three times and the level of XPO1
protein expression was estimated by densitometry. ns, not significant with the t-test. (c) Whole-cell
protein extracts were obtained from the three PMBL cell lines. XPO1 was immunoprecipitated with
an anti-XPO1 Ab (70% of total proteins were immunoprecipitated using 0.15 ug of Ab as evaluated
in Figure S52b), processed and submitted to mass spectrometry (MS). MS-sequenced peptides from
XPO1 found by Mascot database matches are shown in red over the theoretical sequence in black. Black
triangles indicate position 571 of the three sequences from the three cell lines. The Mascot minimum
scored over 25 when the minimum Mascot score was 16 for p < 0.05. Relevant mass spectra annotations
are available in Figures S3-55.

2.3. Nuclear Export Function of XPO1 is Maintained in MedB1 Cells

To verify whether the XPO1E57IK protein is fully functional, we analysed the localisations of two
XPO1 cargoes known to be relevant for lymphoma pathology: nucleophosmin (NPM) and RELA [16,17].
Immunostaining and indirect IF revealed that NPM was strictly nuclear, whereas RELA was both
nuclear and cytoplasmic whatever the XPO1 status (Figure 3a). Two main XPO1 partners are necessary
for nuclear export, RanBP1 and RanBP2 [18]. Both are expressed in the three cell lines (Figure S2c)
excluding a major default of the nuclear export apparatus. We next analysed the effects of selinexor
on RELA localisation in K1106 and MedB1 cells. We observed a nuclear accumulation of RELA in
selinexor-treated cells (Figure 3b) indicating that XPO1 was inhibited, and in turn, functional in both
cell lines. The subcellular localisation of RELA and its nuclear accumulation in selinexor-treated K1106
and MedB1 cells was confirmed by image processing with the Image] software and the calculation
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of the Fn/c index. We further confirmed that RELA and NPM localisations were similar in U2940
(XPO1"!") and U2940-derived KAS and KS edited clones having a XPO1WH/C5265/E571K gene (Figure 3¢).
Moreover, RELA distribution was similar in UH-01 parental and edited (A) cells (Figure 3d). Our data
indicated that the localisation of XPO1 cargoes was not impacted by the insertion or the deletion of the
mutant allele. The E571K mutation has no major effect on the nuclear export conducted by XPO1.
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Figure 3. XPO1 is fully functional in PMBL cells. (a) PMBL cells were analysed by IF to determine the
localisation of two XPO1 cargoes, NPM and RELA. We used primary Abs (Table S7) and a goat
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Alexa Fluor 633-conjugated anti-mouse IgG or a goat Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit IgG as
a secondary Ab. Slides were counterstained with DAPI and analysed by confocal microscopy (x180
magnification). For the RELA staining, images were processed with the Image] software and the
fluorescence intensity of each fluorophore was plotted along a line crossing one representative cell
(white line). Data were exported to generate the curves of fluorescence intensity (FI, in arbitrary units
on the y-axis) as a function of the distance (left to right, in pixels on the x-axis). Regarding NPM
staining, the experiment was done three times for MedB1 and U2940 cells and twice for K1106 cells.
Regarding RELA staining, the experiment was done four times for the three cell lines. (b) K1106 and
MedB1 cells were treated with 1 uM selinexor for 24 h then harvested. Cells were analysed by IF for
RELA expression and localisation by confocal microscopy (X180 magnification) as described in (a).
Images were processed with the Image] software and exported. The curves of Fl as a function of the
distance were drawn as previously described. The nuclear accumulation of RELA in selinexor-treated
(S) vs. vehicle-treated (V) K1106 and MedB1 cells was quantified according to Kuusisto et al. [19], as
described in Section 4.3. The Fn/c was calculated from six independent fields covering at least 100 cells.
The experiment was done three times. Presented data are means + SD. (c¢) U2940-derived KAS/KS
clones were analysed by IF for RELA and NPM localisation as described in (a). (d) UH-01 parental and
edited (A) cells were analysed by IF for RELA localisation as described in (a). Slides were analysed by
confocal microscopy (x180 magnification). The experiments were done once due to the limited number
of cells. ****, p < 0.001 with the t-test.

2.4. Wild-Type and Mutant XPO1 Proteins Localised in Different Compartments in PMBL Cells

We next analysed the subcellular distribution of XPO1 by IF. XPO1 was both nuclear and
cytoplasmic in U2940 cells (XPO1"Y) and K1106 cells (XPO19UPL), whereas XPO1 accumulated at
the nuclear membrane in MedB1 cells (XPO1%YES71K) (Figure 4a). This was confirmed when images
were processed with the Image] software and the calculation of the Fn/c index. To confirm that the
E571K mutation modified XPO1 distribution, we transiently transfected the human HEK-293 cells with
expression plasmids coding for wt, E571G (a mutation found in CLL [9]) and E571K XPO1-coupled
to the mCherry fluorophore. XPO1*! was both nuclear and cytoplasmic like the XPO1571C mutant,
whereas XPO1E7' mutant was mainly cytoplasmic (Figure 4b). The preferential cytosolic localisation
of XPO1E71K was confirmed with WB of cytoplasmic/nuclear differential protein extracts of transfected
HEK-293 cells (Figure 4b). We further analysed the subcellular XPO1 localisation in U2940-derived
KAS and KS clones in which one wt allele was replaced by a mutant E571K allele. In the clones, XPO1
tended to accumulate at the nuclear envelope (Figure 4c). Finally, we used parental (p) and edited (A)
UH-01 cells. Compared to UH-01 parental cells, XPO1 was more diffuse and nuclear in UH-01A cells
(Figure 4d). The processing of U2940 and UH-01 images with the Image] software and the calculation
of the Fc/n index confirmed the XPO1 cytoplasmic accumulation in cells having the E571K mutant
allele (MedB1, KAS/KS, UH-01, Figure 4a,c,d). These data indicated that the E571K mutation may alter
XPO1 localisation.
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Figure 4. XPO1 accumulates at the perinuclear rim in XI’OlE571K-expressing cells. (a) PMBL cells were
analysed by IF to determine the localisation of XPO1. We used an anti-XPO1 Ab (Table S7) and a goat
Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit IgG as the secondary Ab. Slides were counterstained with DAPI
and analysed by confocal microscopy (X180 magnification). Images were processed with the Image]
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software and data were exported to generate the curves of FIin AU as a function of the distance in
pixels. The Fn/c was calculated from six independent fields covering at least 100 cells. The experiment
was done five times. Presented data are means + SD. (b) HEK-293 cells were transfected with plasmids
expressing XPOI-mCherry fusion proteins. Cells were harvested 24 h after transfection and analysed
for red fluorescence with confocal microscopy. The experiments were repeated four times. Cytosolic
and nuclear extracts were prepared from HEK-293 cells transfected with the XPO1-mCherry-wt (wt) or
XPO1-E571K-mCherry (E571K) plamids 48 h after transfection. Proteins were separated on SDS-PAGE
and transferred onto nitrocellulose membranes. They were incubated with an anti-XPO1 Ab (Table S7).
HSP60 and lamin A were used as specific markers for confirming the good cytoplasmic/nuclear
separation and loading controls. (c) Selinexor-selected KAS and KS clones expressing the two C5285
and E571K mutations were assessed for XPOI localisation and images were processed as in (a).
The experiment was done three times. Data are means + SD. (d) Parental and UH-01A cells were
assessed for XPO1 localisation and images were processed as described in (a) and the calculation of the
Fn/c index. Due to the limited number of UH-01A cells, the experiment was done once. **, p < 0.01; ***,
p <0.001; ns, not significant.

2.5. Mutant and Wild-Type XPO1 Possess Similar Interactomes

Using a proteomic approach, we analysed the XPO1*! and XPO1¥7'K interactomes in PMBL
cells with the aim of observing either a different pattern of cargoes or specific cargoes. Following
the previously described optimized IP protocol (Figure S2b), XPO1 complexes were separated and
subsequently used for trypsin digestion and MS analysis on four biological replicates from the three
PMBL cell lines. As a control, we set up four replicates in which immunoglobulins (Ig) of the same
isotype replaced the anti-XPO1 Ab. The MS proteomics data (.Raw, .mgf and mascot .dat files have
been deposited to the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE [20] partner repository with the
dataset identifier PXD016916 (http://www.proteomexchange.org/)) obtained with the U2940 cells were
difficult to analyse because of an increased number of non-specific interactions, so we focused on the
interactomes of K1106 and MedB1 cells that differ by the presence of one mutant allele (Figure S6a).
By considering only the differentially expressed proteins (anti-XPO1 vs. Ig, p < 0.05), we found
20 specific XPOl-interacting proteins in K1106 cells, 13 in MedB1 cells, whereas 13 were common
to both cell lines, including XPO1 (Figure S6b). We classified XPO1l-interacting proteins using the
STRING database tools (Figure Séc) and found the same GO terms: biological process (BP), molecular
function (MF) and cellular component (CC), and the same INTERPRO and SMART protein domains,
confirming that both interactomes are similar in the two cell lines. Despite the XPO1 duplication
in K1106 and the XPO1 mutation in MedB1, the major role of XPOL1 as a nuclear export protein is
maintained (Table 1). Moreover, proteins previously described as XPO1 cargoes either by affinity
capture or co-fractionation and MS [21-23] were sorted (Figure Séb). Other proteins not described as
putative cargoes but belonging to a family of previously described cargoes (e.g., DDX41 vs. DDX1
or DDX5) were also characterized (Figure S6b). Thus, proteomics data validated our strategy and
technical procedure.
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Table 1. Enrichment for XPO1 interactors identified in K1106 and MedB1 cells with STRING database.

K1106
GO Term Biological Process Count in Gene Set False Discovery Rate
GO:0046907 Intracellular protein transport 7/836 8.40 x 1074
GO Term Molecular Function Count in Gene Set False Discovery Rate
GO:0003924 GTPase activity 8/283 7.42 %1077
GO Term Cellular Component Count in Gene Set False Discovery Rate
GO:0031090 Organelle membrane 20/2828 1.66 x 1077
INTERPRO Prot. domains Count in Gene Set False Discovery Rate
IPR0O01806 Small GTPase superfamily 71171 6.80x 1077
SMART Prot. domains Count in Gene Set False Discovery Rate
SMO00175 Rab subfamily of GTPases 5/62 1.58 x 107®
MedB1
GO Term Biological Process Count in Gene Set False Discovery Rate
GO:0046907 Intracellular protein transport 10/1390 220% 1073
GO Term Molecular Function Count in Gene Set False Discovery Rate
GO:0003924 GTPase activity 4/283 3.60 x 107
GO Term Cellular Component Count in Gene Set False Discovery Rate
GO:0031090 Organelle membrane 16/2828 2.84%x 1076
INTERPRO Prot. domains Count in Gene Set False Discovery Rate
IPR0O01806 Small GTPase superfamily 3/163 410%x 107
SMART Prot. domains Count in Gene Set False Discovery Rate
SM00175 Rab subfamily of GTPases 3/62 1.10x 1073

The 33 proteins associated with XPO1 in K1106 cells and the 26 proteins associated with XPO1 in MedB1 cells,
revealed by IP/MS, were analysed with the STRING v10.5 database (string-db.org/cgi/). Within the network of
protein/protein interaction (PPI, Figure Sé6c), functional connections among the set of proteins were enriched and
reported in the table with their GO pathway terms, the number of genes in their pathways and the false discovery
rates calculated by Fisher’s exact tests followed by corrections of multiple testing.

2.6. XPO1E>7IK Protein Binds the Karyopherin B1 at the Outer Nuclear Membrane

Two studies reported previously that the XPO1 mutation alters NES recognition and favours the

export of cargoes with negatively charged C-terminal NES sequences [24,25]. Moreover, Taylor and
co-workers described an enrichment of cytoplasmic vs. nuclear proteins in pre-B NALM6 cells bearing a
mutant E571K allele [25]. We compared our data and those previously reported and found nine proteins
common to NALM6"YE>IK and MedB1 (Figure S7) Although these proteins are potentially interesting
and relevant for PMBL and cHL pathologies (Supplementary results, Section 2.2), we focused on
karyopherin 31 (KPNB1), also known as importin 1 (or IPO1). The import of proteins containing a
nuclear localisation signal (NLS) requires a heterodimer of importin « and  subunits. Importin &
binds the cargoes in the cytoplasm and IPO1 docks the complexes at the cytoplasmic side of the nuclear
pore complex (NPC). In the presence RanGTP, the complex moves into the NPC and the importin
subunits dissociate. RanBP2 (or NUP358) is the major nucleoporin component of the cytoplasmic
filaments of the NPC and interacts with the FG-rich domains of IPO1 [26]. We used this property to
analyse by IF the colocalisation of IPO1 and RanBP2. As observed in Figure 5a, in all analysed cells,
the red fluorescent signal (RanBP2) and the green fluorescent signal (IPO1) peaked together, and the
intensity of the signals is high outside the nucleus confirming the cytoplasmic localisation of IPO1.
Analysing XPO1 and IPO1, we found that both proteins colocalised at the cytoplasmic face of the
nuclear envelope. The calculated Manders’ overlap coefficients were 0.834 + 0.049, 0.830 + 0.053 and
0.850 + 0.088 for MedB1, UH-01 and U2940 cells, respectively, confirming the colocalisation of XPO1
and IPO1 (Figure 5a).
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Figure 5. XPO1 and IPO1 are colocalised and bound in the PMBL and cHL cell lines and an
importazole-treatment allows XPO1 to relocate to the nucleus. (a) MedB1, UH-01 and U2940 cells
were analysed by IF to determine the colocalisation of XPO1 and RanBP2 (as a control) or IPO1.
We used anti-XPO1, anti-RanBP2 and anti-IPO1 as primary Abs (Table S7) and goat Alexa Fluor 488- or
633-conjugated anti-rabbit IgG as secondary Ab. Slides were counterstained with DAPI and analysed
with the Image] software as described previously. The colocalisation of XPO1 and IPO1 was confirmed
with the Manders overlap coefficient from stained cells on three independent images for each staining
condition (https://imagej.nih.gov/ij/). Means + SD are indicated on the histograms. At least 30 cells
per field and three fields per cell line were analysed. (b) The Duolink PLA technology was used on
the same cell lines to investigate XPO1/IPO1 interactions with [IPO1/RanBP2 interactions as a positive
control. Slides were incubated with the primary Abs (Table S7), except for the negative control, and
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with the secondary Abs conjugated with the PLUS and MINUS probes. The ligation and amplification
steps were next performed and the slides were counterstained with DAPI and observed with a confocal
microscope (X180 magnification). Enlargements (x3) of positive slides are shown. Red dots were
counted on at least 70 cells on each slide. For each experiment, two slides were set up, and three
independent experiments ertr performed (Table S9). The means + SD of red dot counts for 100 cells of
all experiments are presented in the histogram. (¢) Whole cell extracts were prepared from the indicated
cell lines. Proteins were separated on SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes.
Membranes were then incubated with an anti-IPO1 Ab (Table S7). An anti-p-actin Ab was used for
loading and transfer controls. (d,e) MedB1 and UH-01 cells were treated with vehicle (0.01% DMSO,
D) or 4 uM importazole (I) for 24 h. Cells were then harvested and analysed by IF to determine the
localisation of XPO1 (d) and RELA (e). We used an anti-XPO1 or an anti-RELA as the primary Ab
(Table S7) and a goat Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit IgG as the secondary Ab. Slides were
counterstained with DAPI (merge) and analysed by confocal microscopy (x180 magnification). The Fn/c
was calculated from six independent fields covering at least 100 cells for importazole (I) or vehicle
(D)-treated MedB1 and UH-01 cells. The experiment was done twice. Presented data are means + SD.
#4 p <0.0001 with the t-test.

The direct binding of IPO1 and XPO1 was further confirmed by the proximity-ligation assay
(PLA). In the negative control, no red dot was detected, whereas in the positive control red dots were
observed (Figure 5b). Our results are in good agreement with the known respective roles of IPO1
and RanBP2 and their interactions [27]. Red dot blots, each one corresponding to one XPO1/IPO1
interaction, were also observed in the three PMBL/cHL cell lines tested, independently of XPO1 status
(Figure 5b). However, according to IF data, dots were mostly nuclear in U2940 cells and cytoplasmic in
MedB1 and UH-01 cells. We counted the number of dots for 100 observed cells from the three cell lines.
We found that the number of dots (i.e., XPO1/IPO1 interactions) was statistically higher in the two
cell lines having the E571K mutation compared to U2940 cells having only wild-type XPO1 alleles
(Figure 5b).

With the levels of XPO1 and IPO1 being similar in all cell lines (Figure 5c¢), we hypothesised
that the increased number of dots between the two proteins could be due to stronger interactions
between the two partners. We finally treated PMBL/cHL cells with importazole, a small molecule
inhibitor of the nuclear transport receptor that blocks IPO1-mediated nuclear import without disrupting
XPO1l-mediated nuclear export [28]. We then analysed by IF the sub-cellular localisation of XPO1
in cytoplasmic/nuclear extracts obtained from MedB1 and UH-01-treated cells and -untreated cells
(Figure 5d). Importazole-treatment dissociates the XPO1/IPO1 complexes, allowing XPO1 to relocate
into the nucleus. These data confirmed that mutant XPO1 localisation is dependent on IPO1. Finally,
we analysed RELA, known to possess a classical nuclear localisation signal (NLS) and to be a cargo
of KPNA/IPO1 [29,30]. Due to the constitutive activation of the NF-«B signalling pathway in MedB1
cells, a common feature of PMBL [31], RELA localised into the nucleus in MedB1 cells (Figure 5e).
Upon importazole-treatment, RELA accumulated in the cytoplasm confirming the inhibition of the
nuclear import and its functionality.

3. Discussion

”

The present work focused on the understanding of the functional impact of the “hot-spot
XPO1E7K mutation in B-cell lymphoma. Although XPOI amplification was observed in both solid
and haematological malignancies, the XPO1E%7K mutation seems lineage-specific and arises almost
exclusivelyin B cells [4,5,9,25]. We first verified that the E571K mutation was present in the XPO1 protein.
We next found that the mutant XPO1 protein displayed an altered cellular localisation in PMBL/cHL
cell lines and their CRISPR-Cas9-edited counterparts. Indeed, using several CRISPR—Cas9 strategies,
we introduced the E571K mutation in the U2940 cell line (XPOI™!) and deleted the mutant allele in
the UH-01 cell line (XPOT*YE571K) 1n KAS and KS cells derived from U2940 cells, XPO1 that shuttled
between the nucleus and the cytoplasm in the parental cells accumulated at the nucleocytoplasmic
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membrane, whereas in UH-01A cells with no mutant allele, XPO1 was freed from the nuclear rim and
became nuclear. The analysis of XPO1 interactome with a proteomic approach of cells having or not
the XPO1 mutation revealed a network of similar proteins, confirming that the nuclear export was not
intensively modified, in agreement with in vitro and in vivo reported data [24,25]. However, we found
some proteins uniquely present in XPO1F7Kbearing cells. The preferential binding of mutant XPO1
with the importin 31 or IPO1 reported here may explain its abnormal localisation.

The nuclear export and import of cargoes through the nuclear pore complex are mediated by
carrier proteins known as export and import receptors of the karyopherin-f family [32,33]. Importins
carry a wide range of cargoes, including those having classical nuclear localisation signals (NLSs),
into the nucleus, whereas exportins carry cargoes containing nuclear export signals (NESs) to the
cytoplasm. This receptor-mediated transport is orchestrated by RanGTP, which dissociates cargoes
from importins, but conversely is required for cargo binding to exportins [32,33]. Within the nucleus,
XPO1 recognises the nuclear export signal of cargoes; this interaction is then stabilised by RanGTP.
Due to a Ran-GTP/Ran-GDP gradient dependent on the localisation of RCC1 (regulator of chromosome
condensation 1, the Ran guanine exchange factor) and RanGAP (the Ran activating protein) in the
nucleus and in the cytoplasm, respectively, XPO1l-cargo-RanGTP complexes go through the NPC.
This process is facilitated by their binding to nucleoporins (Nups), including Nup98 at the nucleoplasmic
side and Nup214-Nup88 at the cytoplasmic side [34]. In the cytoplasm, XPO1-cargo-RanGTP complexes
encounter RanBP1 and RanBP2 (or Nup358) which facilitate the hydrolysis of RanGTP and the cargo
release [34]. The accumulation of mutant XPO1 at the nucleoplasmic side could be due to a default of
cargo release imposed by a stronger affinity of XPO1 for one (or more) protein of the export complex
when it dissociates. Human XPOL is a ring-shaped protein composed of 21 HEAT repeats, formed
by two helixes « and 3, separated by a loop. The hydrophobic pocket of XPO1 at the surface of the
protein, recognising the NES, is formed by H11 and H12 [35,36]. The H1-6 HEAT repeats and a loop on
H9 of XPOL1 contribute to the binding of RanGTP [37]. Therefore, the E571K mutation present on H12
cannot modify directly the affinity of XPO1 for RanGTP, but could do so allosterically. We did not find
any mislocalisation of RanBP1 in PMBL cells including MedB1 (Figure S2c¢). Finally, using the available
crystal structures of XPO1 and [PO1, each in complex with partner proteins, we attempted to construct
models of ternary complexes (Figure S8). The model, obtained by superimposition of RanBP2 from the
two structures, shows that XPO1 and IPO1 use the same interface, which rules out the hypothesis that
the interaction can occur in this manner (Figure S8). The last possibility is a direct binding between
XPO1 and IPO1 that could be altered by the presence of the E571K mutation.

The description of XPO1 recurrent mutations in a large percentage of PMBL and cHL patients
suggests that XPO1E71K conveys oncogenic functions. This is also highly sustained by the observation
that mutations persist in patients without any selection pressure. Taylor and colleagues reported that
the E571K mutant form of XPOL1 is a driver of B-cell transformation [25]. When expressed in a pre-B
cell line, the heterozygous mutation induces in vivo and in vitro the proliferation of transfected cells.
By contrast, XPO1E71K inhibits HEK-293 cell growth and causes mitotic defects [38]. When analysing
the proliferation properties of KS an KAS clones in which we introduced the double C528S and E571K
mutations, we found no differences compared with the parental U2940 cells (Figure S9). A direct role
of XPO1F%1K in the control of proliferation is still an open question. Alternatively, the oncogenic
properties of the mutant XPO1571K protein could rely on alterations of cargoes binding. Although
the E571K mutation could increase the XPO1 affinity for NES sequences bearing negatively charged
residues, as reported in vitro [24], there is no experimental evidence that XPO1%! and XPO1F71K
interactomes are different ([25] and our present data). Moreover, most NESs similarly bind XPO1wt
and XPO1E¥7IK proteins, and the presence of charged residues within the NES cannot predict any
differences for binding [38]. Our data suggest another mechanism. The binding of XPO1F7K to IPO1
modifies its subcellular localisation, and in turn, the shuttling of some cargoes, potentially including
oncoproteins and tumour suppressors. Further studies are necessary to investigate the dynamics of
export and import complexes in relation to the E571K mutation.
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There is a growing interest in targeting XPO1 in cancer treatment, and various SINEs have been
developed, including Selinexor, and are still under development [7,39]. Selinexor exhibits a great
therapeutic efficacy either alone or in combination therapies and is currently being assayed in numerous
clinical trials (//clinicaltrials.gov/). However, IPO1 could also be considered a relevant therapeutic
target [40]. IPOL1 also appears important for B-cell and plasma cell diseases. Indeed, upregulation
of the protein contributes to promote cell proliferation and tumour microenvironment-mediated
resistance [41]. IPO1 mediates NF-«kB transduction in the nucleus of MM cells and controls proliferation
and apoptosis [42]. XPO1 inhibition blocks the nuclear export and allows tumour suppressors proteins
to relocate into the nucleus and to recover their cell functions. We report here that IPO1 inhibition
allowed the nuclear relocation of XPOL1 for cells expressing the mutant protein, opening up new
therapeutic perspectives.

4. Materials and Methods

4.1. Cell Culture and Transfection

The PMBL cell lines K1106, U2940 and MedB1 and the cHL UH-01 cell line have been described
previously [4,5]. UH-01 (ACC-626) and U2940 (ACC-634) cells were purchased from DSMZ (Leibniz,
Germany). MedB1 and K1106 cell lines, a generous gift of Karen Leroy, were authenticated by STR
profiling (DSMZ). The untransformed CM cell line used as a control is a mature B-cell line immortalized
by the Epstein-Barr virus.

Celllines were cultured in RPMI 1640 or IMDM medium (Lonza, Basel, Switzerland) supplemented
with 10-20% foetal calf serum (FCS, PAA laboratories, Pasching, Austria), 2 mM L-glutamine and
antibiotics (Lonza), under a humid atmosphere at 37 °C. Cells were regularly checked for mycoplasma
contamination; moreover, each batch of cells was maintained in culture less than three months.
The human HEK-293 cell line was maintained in DMEM medium (Lonza) supplemented with 10%
FCS, L-glutamine and antibiotics.

U2940 and UH-01 cells transfections were performed by nucleofection (4D-Nucleofector, Lonza,
Basel, Switzerland). We used the Cell Line Optimisation 4D-Nucleofector X kit and the pmaxGFP
vector as positive control. The NucleoCounter NC-3000 (ChemoMetec, Allered, Denmark) was used
to determine viability and transfection efficiency. We selected the best conditions regarding viability
and transfection efficiency and used the SF solution and the DS-150 and DN-100 programs for U2940
and UH-01 cells, respectively. HEK-293 cells were transfected by the phosphate calcium method,
as described in [43].

4.2. Cell Viability Assay

Cells were seeded in 96-well plates in complete medium (2 x 10° cells per well) and treated for 48 h
with vehicle (0.01% dimethylsulfoxide, DMSO) or various concentrations of selinexor (KPT-330, 0.01-20
uM, Selleckchem, Houston, TX, USA). Cell viability was quantified using an MTS assay (CellTiter
96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, Madison, WI, USA) according to the
manufacturer’s instructions and as previously described [44]. The index of cytotoxicity (IC5p) was
calculated with the Prism v8.0 software (GraphPad, San Diego, CA, USA).

4.3. Indirect Immunofluorescence and Confocal Microscopy

Cells were cytospun on superfrost glass slides, fixed in 4% paraformaldehyde, and permeabilized
in 0.5% Triton-X100. The slides were then stained with primary antibodies (Abs), and with Alexa
Fluor 488- (in green) or 633- (in red) conjugated goat anti-mouse or anti-rabbit IgG as secondary Abs
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and counterstained with DAPI (in blue, Molecular Probes, Eugene,
OR, USA). The primary Abs used in this study are presented in Table S7. The slides were observed
with a confocal microscope (Fluoview FV100, Olympus, Rungis, France). The fluorescence intensity
(in arbitrary units, AU) of each fluorophore was estimated with the Image] software (available from

157



Cancers 2020, 12, 2829 150f 20

https://fimagej.nih.gov/il/) as described previously [44]. Quantification of nuclear and cytoplasmic
distribution of cargo proteins was performed as described by Kuusisto et al. [19]. Briefly, using
Image] software, three mean fluorescence intensities—Fc for cytoplasmic fluorescence, Fn for nuclear
fluorescence and Fb for background fluorescence—were determined by drawing a region of interest
(ROI) of 30 arbitrary units in each compartment of each analysed cell. The ratio of nuclear to cytoplasmic
fluorescence Fn/c was determined according to the following formula: Fn/c = (Fn - Fb) / (Fc - Fb).
The mean fluorescence intensity (MFI) of each experimental condition was used to draw the histograms
with the Prism software (v6.0, GraphPad).

4.4. Proximity Ligation Assay

The proximity ligation (PLA) assay was used to confirm protein interactions. We used the Duolink
In Situ Red Starter Kit (DUO92101, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA), according to [44], using
primary Abs (Table S7) and as secondary Abs the PLUS and MINUS probes. As a positive control we
used an anti-RanBP2 Ab, RanBP2 being a well-known partner of XPO1 [18]. As a negative control, no
primary Ab was added in the reaction mixture. The slides were observed with a confocal microscope
(Fluoview FV 100, Olympus).

4.5. Western Blotting

Whole-cell protein extracts were prepared from exponentially growing cells. Cells were lysed
with a lysis buffer containing 1% NP40, 10% glycerol, 0.05 M Tris pH?7.5, 0.15 M NaCl and a cocktail
of protease and phosphatase inhibitors. Insoluble material was discarded and soluble proteins were
recovered and quantified. Nuclear and cytoplasmic extracts were prepared with the NE-PER Nuclear
and Cytoplasmic Extraction reagent kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according
to the manufacturer’s instructions. The methods used for SDS-PAGE and WB have been described
previously [45]. The antibodies used are described in Table S7. Levels of detected protein were
quantified using the ChemiDoc XR+ and the ImageLab software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

4.6. Immunoprecipitation, Mass Spectrometry and Protein Characterisation

The optimisation of IP conditions is described in Figure S2b. Briefly, U2940 cells were lysed
in a buffer containing 25 mM Tris-HCI pH7.5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10% glycerol, 0.5 %
NP40 and a cocktail of protease and phosphatase inhibitors (250 L for 107 cells). IP of XPO1
was performed with 15 pL of Dynabeads Protein A and 0.15 ug of anti-XPO1 Ab (PLA0109,
Sigma-Aldrich) per mg of total protein extract. XPO1 was eluted in a buffer containing 50 mM
Tris (pH8.5), 2% SDS, 20 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphine and 50 mM chloroacetamide, heated
for 5 min at 95 °C and trypsin-digested overnight using S-trap micro spin columns according to the
manufacturer’s instructions(www.protifi.com). Eluted peptides were dried in a vacuum centrifuge
(SpeedVac, Eppendorf, Montesson, France) and solubilised with 10 pL of a 10% acetonitrile (ACN),
0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in milliQ-H,O solution.

Nano-liquid chromatography and MS analyses were performed on a 2 h run per replicate as
previously described [46]. The mass spectrometry experimental data were compared with theoretical
data using Mascot v2.5.1 (Matrix science) on a Homo sapiens (23,076 sequences) SwissProt protein
database (October 2018) and an in-house database containing the E571K sequence variant of XPO1.
The enzyme specificity type was trypsin‘s (C-term side of K or R), and up to 1 missed cleavage was
permitted. The precursor mass tolerance was set to 4 ppm and the fragment mass tolerance to 20 mmu.
Carbamidomethylation of cysteins was set as constant modification and oxidation of methionines was
set as variable modification. The best mass spectra annotations of three relevant peptides are available
as Figures S3-55.

158



Cancers 2020, 12, 2829 16 of 20

4.7. CRISPR-Cas9 Editing

Depending of our objective: insertion of the E571K mutation (or the corresponding E571E as a
control) in U2940 cells, insertion of the two C5285/E571K mutations in U2940 cells, or the KO of E571K
in UH-01 cells, we set up various CRISPR-Cas9 strategies (Figure Sla, Figure 1a—e). sgRNA target
sequences (Table S3) were designed using the CRISPR design tool hosted by the MIT (//crispr.mit.edu)
to minimize potential off-target effects. The sequences of the ssODNs (Integrated DNA Technologies
or IDT, Coralville, IA) containing functional and silent mutations used as genetic barcodes (Table 54)
were chosen according to Guernet et al. [47]. Two types of ssODNs were used: either ultramers (DNA
sequences of less than 200 bp) or megamers (DNA sequences of about 400 bp). For editing lymphoma
cells, CRISPR-Cas9 experiments were performed with the Alt-R CRISPR-Cas9 system based on the use
of a recombinant Cas9 (Alt-R S.p. Cas9 Nuclease 3NLS, #1074181, IDT). Transfections were performed
with 0.4 g of ribonucleoprotein (RNP) and 50 M ssODN templates (Table S4) assembled in vitro as
recommended by the manufacturer. Briefly, 200 uM sgRNAs (IDT) were incubated at 95 °C for 10 min.
The RNP complex was formed by mixing sgRNAs with Alt-R™ S.p Cas9 Nuclease 3NLS at a final
concentration of 5 UM. One microliter of 100 uM Alt-R Cas9 Electroporation Enhancer (IDT) was added
to ensure optimal delivery of the Cas9 complex. Transfections were performed using nucleofection.
Cells were then cultured and amplified for analysis. Barcodes detection was then performed by qPCR
using specific primers (Table S10). We also used the Surveyor Mutation Detection kit to detect XPO1
mutations and/or deletions as recommended by the supplier (IDT), and the restriction fragment length
polymorphism (RFLP) technique to assess HDR efficiency. We amplified by PCR the region containing
the sequence 5-GCT GTT CGA ATT CAT GCA TGG TAA AT-3’ containing one EcoRI restriction site
(in bold) using specific primers (Table S8). The PCR products were subjected to EcoRI digestion and
the fragments were run on agarose gel. Digested and undigested fragment were quantified using
the ChemiDoc XR+ and ImageLab software (Bio-Rad, Hercules, CA). For XPOF7IK deletion, we
used the same conditions; however, no megamer was added to the transfection mix with the aim of
triggering only NHE]. The control experiments and technical improvements are described in detail in
the Supplementary Information.

4.8. DNA and RNA Extraction, RT-PCR and Sanger Sequencing

Genomic (g)DNA was purified from cultured PMBL cell lines with the NucleoSpin Tissue kit
according to the supplier’s instructions (Macherey-Nagel, Diiren, Germany). Total RNA was extracted
from the same cultured cells using Trizol reagent (Invitrogen). The purity of nucleic acids was checked
with the NanoDrop One (Thermo Scientific, Waltham, MA).

c¢DNAs were generated from purified RNA using random primers and the GoScript reverse
transcriptase according to the manufacturer’s instructions (Promega, Madison, WI). PCRs were then
realised with the Platinium Tag DNA Polymerase kit (Invitrogen) and the primers described in Table 58.
PCR fragments were gel-purified (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega) and directly
sequenced by the Sanger method in both directions using the same primers.

4.9. DNA and RNA Pyrosequencing

Reverse transcription was performed on 500 ng of total RNA using MMLV-reverse transcriptase
according to manufacturer’ instructions (Invitrogen). PCR amplification was performed on 5 uL of
cDNA or 100 ng of DNA, using 45 uL of a PCR mix containing 25 uL. Red’y’Star Mix (Eurogentec,
Liege, Belgium), 1 uL XPO1_F primer (RNA or DNA, 10 uM), 1 pL 5’-biotinylated XPO1_R_biot primer
(10 uM) and 18 uL water, as follows: 6 min at 94 °C; 35 cycles (30 sec at 94 °C, 30 sec at 60 °C, 30 sec at
72 °C); 4 min at 72 °C; and cooling at 10 °C. Then, 20 uL of PCR products were analysed on a PyroMark
Q24 platform (Qiagen, Venlo, The Netherlands) using sequencing primers with a dispensation order
predefined with PyroMark Q24 software (v2.0.7) and following standard procedures. The sequences of
primers are listed in Table S2.
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4.10. Next-Generation Sequencing

NGS experiments were performed using Ion Torrent Personal Machine (PGM) and variant analysis
was performed using an in-house generated bioinformatics pipeline as previously described [48].
The gene panel used for the sequencing covers the exon 15 of XPO1, which contains the codons for
E571 and C528 residues.

4.11. Statistical Analyses

The Student’s -test was used to determine the significance of differences between two experimental
groups. Data were analysed in two-tailed tests, with p < 0.05 (*) considered to be significant.

5. Conclusions

XPO1 overexpression is commonly observed in solid cancers and haematological malignancies,
leading to the aberrant localisations of tumour suppressors and cell cycle regulators, and to enhanced
expressions of oncogenes associated with poor prognoses [7,39]. Interestingly, Ran, an XPO1/IPO1
partner, necessary for proper nucleocytoplasmic export and import, is also overexpressed and associated
with a poor prognosis in solid cancers [49,50]. How the mislocalisation of XPOL1 in B cells has a
bearing on how the E571K mutation participates into the oncogenic process is still an open question.
However, our data confirmed that aberrant nuclear export machinery could be regarded as a hallmark
of oncogenesis.

Supplementary Materials: The supplementary file is available online at http://www.mdpi.com/2072-6694/
12/10/2829/s1. Figure S1: Optimisation of the CRISPR-barcoding strategy, Figure S2: Optimisation of the
immunoprecipitation conditions and immunoflurescence images, Figures 53-55: MS/MS annotated spectra from
K1106, MedB1 and U2940 cells, respectively, Figure S6: Proteomic analysis of XPO1 interactome in PMBL cells,
Figure S7: Comparison of XPO1 interactomes in K1106, MedB1 and NALM6 XPOT%Y™" Figure S8: Hypothetical
3D-model of IPO1/XPO1/RanBP2 complex, Figure S9: Proliferation curves of U2940 cells, and KS/KAS and EAS/ES
derivatives, Table S1: Relative quantification of mutant and wild-type (wt) XPOT1 alleles by pyrosequencing,
Table S2: Sequences of the primers used for DNA and RNA pyrosequencing, Table S3: XPO1 status in the PMBL
and cHL cell lines used in the study, Table S4: Sequences of sgRNA used in the CRISPR-Cas9 studies, Table S5:
Sequences of ssODNSs used in the CRISPR-Cas9 barcoding strategies, Table S6: Selinexor treatment allows the
recovery of U2940 cells having the the two C528S/E571K mutations, Table S7: Primary antibodies used in the
study, Table S8: Sequences of the primers used for RT-PCR and Sanger sequencing, Table S9: Proximity-ligation
assay results, Table S10: Sequences of the primers used for PCR in CRISPR-Cas9 assays.
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Titre : Caractérisation fonctionnelle des premiers inhibiteurs de HSP110
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Résumé : Les protéines de choc thermique sont
des chaperons moléculaires fortement exprimeés
dans les hémopathies malignes. Mon laboratoire
de these a montré que la protéine de choc
thermique HSP110 est une nouvelle cible
thérapeutique de premiere importance dans le
cancer colorectal et dans les lymphomes non-
Hodgkiniens. Une stratégie de criblage d’une
chimiothéque a permis 1’identification de deux
molécules capables d’inhiber spécifiquement
’activité chaperonne de HSP110. Mon objectif
de thése a été de caractériser et de valider
fonctionnellement ces molécules nouvellement
identifiées dans les lymphomes B diffus a
grandes cellules.

J’ai montré qu’une de ces molécules limite
I’interaction de HSP110 avec la protéine de
signalisation SYK, kinase essentielle de la voie
de signalisation du BCR. Cet inhibiteur réduit la
croissance des cellules de lymphomes in vitro et
in vivo. Elle réduit aussi ’activation de la voie
NF-xB, voie essentielle de survie. J’ai enfin
montré que I’inhibition de cette voie par notre
inhibiteur, en combinaison avec des inhibiteurs
de la voie PI3K, bloque completement la
croissance tumorale in vivo.

Title: Functional characterization of the first HSP110 inhibitors

Keywords: Heat shock protein, Activated B cell diffuse large B cell lymphoma, Targeted therapy

Abstract : Heat shock proteins are molecular
chaperones highly expressed in haematological
malignancies. My laboratory has shown that the
heat shock protein HSP110 is a new and
important therapeutic target In colorectal cancer
and in non-Hodgkin's lymphoma. As there were
no existing inhibitors of HSP110, a screening
strategy of a chemical library was carried out
and allowed the identification of two molecules
capable of specifically inhibiting the chaperone
activity of HSP110. My thesis objective was to
characterise and functionally validate these
newly identified molecules in diffuse large cell
B lymphomas.

I have shown that one of these molecules limits
the interaction of HSP110 with the SYK
signalling protein, an essential kinase in the
BCR signalling pathway in activated diffuse B-
cell lymphoma. These molecules reduce the
growth of these lymphoma cells in vitro and in
vivo. They reduce the activation of the NF-xB
pathway, an essential survival pathway. Finally,
I have shown that inhibition of this pathway by
our inhibitor, in combination with inhibitors of
the PI3K pathway, completely blocks tumour
growth in vivo.
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