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Résumé

Les lymphomes sont un groupe de cancers développés aux dépens des
lymphocytes B ou T. Parmi les lymphomes B, il existe une grande hétérogénéité
de présentations cliniques et de réponses thérapeutiques, résultant de la mise
en ceuvre de mécanismes oncogéniques différents. Les lymphomes B diffus a
grandes cellules représentant la sous-entité majoritaire des lymphomes B non
Hodgkiniens, sont classés selon le stade de différenciation de leur cellule
d’origine supposée et sur leur profil mutationnel. Le gene BTG1 est
particulierement muté dans le sous-groupe MCD/C5, caractérisé par un
pronostic défavorable et associé a des atteintes extra-ganglionnaires. L'objet de
ce travail a été de comprendre les conséquences fonctionnelles de I'inactivation
de BTG1 dans la lymphomageneése B.

Dans un premier temps, nous avons montré que l'inactivation de BTG1
entrailne une augmentation de la formation des centres germinatifs apres
immunisation par antigenes T dépendants. De plus, l'inactivation de BTG1
accélere le développement de lymphomes induits par la surexpression de
I'oncogene BCL2. Puis nous avons mis au point un modele murin de
dissémination lymphomateuse, dans lequel nous avons observé que BTG1
promeut la dissémination tumorale, rappelant le phénotype des lymphomes
MCD/C5. Grace a des approches protéomiques, nous avons identifié un nouveau
partenaire protéique de BTG1, BCAR1, qui joue entre autres un role de mécano-
censeur et participe a la transduction du signal des plaques d’adhésions focales
a travers différentes phosphorylations médiées par les kinases Src. Nous avons
montré que les cellules inactivées pour BTG1 présentent une activation
constitutive de la voie BCAR1-RAC1, qui se traduit par un remodelage du
cytosquelette d'actine, la formation de filopodes, et des capacités d'adhésion
augmentées. Ces modifications sont abolies par la réexpression de BTG1 ou par
I'utilisation du dasatinib, un inhibiteur des Src kinases. Enfin, nous avons mis en
évidence une vulnérabilité thérapeutique des cellules BTG1 KO par rapport aux
inhibiteurs de MCL1 (peptides ou composé S63845) qui ouvre des perspectives
thérapeutiques intéressantes pour ces lymphomes de mauvais pronostic.
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- Premiere partie -

INTRODUCTION
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A / Les lymphomes

Les lymphomes représentent un groupe de cancers hématopoiétiques qui
se développent aux dépens des lymphocytes. La classification actuelle de I'OMS
se base sur le stade de différenciation de la cellule d’origine devenue tumorale.
On peut distinguer deux grands ensembles au sein des lymphomes, que sont les
lymphomes de Hodgkin et les lymphomes non Hodgkiniens (LNH). Les
lymphomes non hodgkiniens qui nous intéresseront ici sont caractérisés par une
prolifération clonale de lymphocytes matures qui peuvent étre B ou T,

constituant un groupe tres hétérogene d’hémopathies malignes.

Au cours de ce travail, nous nous intéresserons principalement aux

lymphomes non hodgkiniens de type B, qui représentent la majorité des LNH.

1 - Généralités sur les lymphomes
1.1 Epidémiologie des lymphomes

Les LNH représentent le cinquieme cancer le plus courant en France, avec
environ 12000 nouveaux cas chaque année. L'incidence est en augmentation de
3 a 4% par an en moyenne chez les hommes et reste stable chez les femmes
(Defossez et al., 2019). La survie globale des patients atteints par un LNH est de
I'ordre de 60% a 5 ans, mais cette estimation est extrémement variable du fait
de la trés grande diversité des maladies regroupées sous ce terme (Swerdlow SH
et al., 2016; Tarella et al., 2014). Le sous-type de lymphome B le plus répandu
est le lymphome B diffus a grandes cellules (DLBCL), qui représente pres de 40 %

des LNH (Alizadeh et al., 2000). L’age moyen des patients diagnostiqués pour un

14



DLBCL se situe autour de 60 ans, avec 30% des patients ayant plus de 75 ans.
Bien que considéré comme cliniqguement agressif, prés de 60% des patients
atteints de DLBCL peuvent étre guéris par une immunochimiothérapie, le R-
CHOP, associant l|'anticorps monoclonal anti-CD20 Rituximab a une poly-
chimiothérapie (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone)

(Sehn & Salles, 2021).

1.2 Classifications des lymphomes B

Dans cette partie descriptive des classifications des lymphomes, nous nous
intéresserons principalement aux classifications contemporaines mises en place
par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a partir des années 2000 et
régulierement mises a jour (Swerdlow SH et al., 2016), basées sur le stade de
différenciation présumé de la cellule d’origine. Dans ce manuscrit, nous
décrirons exclusivement les lymphomes non hodgkiniens (LNH), qui sont entre
autres classifiés a partir de leur cellule d’origine (B, T ou NK), de la localisation
de la maladie ou encore de présence d'évenements génétiques somatiques
récurrents. Historiquement, la classification des hémopathies lymphoides B
différencie les lymphomes en fonction du stade de maturation de leurs cellules
d’origine, que ce soient des précurseurs B, des lymphocytes B matures ou des
plasmocytes (Tableau 1). En pratique clinique, on distingue classiguement les
lymphomes indolents, caractérisés par une évolution lente de la maladie, des

lymphomes agressifs, pour lesquels on observe une évolution tres rapide.

Lors de ce travail nous nous intéresserons plus particulierement au
lymphome B diffus a grandes cellules (DLBCL) que nous avons précédemment

décrit comme |'entité majoritaire des lymphomes B non hodgkiniens et dans

15



laguelle on retrouve des mutations du gene BTG1 a hauteur de 8 a 10%, tous

sous-types confondus.

Classification OMS 2016 des lymphomes B

Tumeurs développées a partir de précurseurs B

* Lymphome/leucémie lymphoblastique B

Tumeurs développées a partir des lymphocytes périphériques B

* Leucémie lymphoide chronique / Lymphome lymphocytique
* Leucémie prolymphocytaire
Lymphomes ¢ Lymphome lymphoplasmocytaire (Waldenstrém)
indolents ¢ Leucémie a tricholeucocytes
* Lymphome de la zone marginale
* Lymphome folliculaire

* Lymphome des cellules du manteau

* Lymphome diffus a grandes cellules B
* Lymphome B médiastinal

* Lymphome de Burkitt

Tumeurs développées a partir des plasmocytes

*  Myélome
* Leucémie a plasmocytes

Tableau 1 : Classification OMS 2016 des lymphomes B. Adapté de
(Swerdlow et al., 2016)

1.2.1 Classification anatomopathologique et
histologique du DLBCL

La premiére étape du diagnostic d’'un lymphome est I'analyse
macroscopique de l'aspect et de la taille du tissu biopsié, généralement une
adénopathie. Dans un second temps, une analyse microscopique des tissus est

nécessaire. D’un point de vue histologique, un DLBCL est caractérisé par une
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prolifération diffuse de cellules lymphoides B de grande taille (dont la taille du
noyau est supérieure a deux fois la taille d’'un globule rouge). La classification
OMS 2016 dénombre une vingtaine de sous-entités de DLBCL distinctes, dont
plus de 80% sont classées DLBCL NOS (not otherwise specified) (Swerdlow SH et
al., 2016). On distingue par exemple des lymphomes dits grey-zone, présentant
des caractéristiques intermédiaires entre DLBCL et lymphome de Hodgkin, ainsi
qgue des lymphomes dits « double- ou triple-hit » pour 5% des DLBCL, qui
présentent des réarrangements de MYC, et BCL2 et/ou BCL6 (Swerdlow, 2014).
On peut également distinguer le lymphome du médiastin (PMBL, primary
mediastinal B cell lymphoma, 6% des DLBCL), caractérisé par une amplification

9p21 et une positivité pour les marqueurs CD30, CD23, PDL1 et PDL2.

1.2.2 Classification a partir du stade de
maturation de la cellule d’origine

Outre cette classification histologique, il est important de définir la
provenance de la cellule a I'origine du lymphome, chaque état de différenciation

étant associé a des caractéristiques et a une expression génique spécifique.

Lors de leur maturation dans la moelle osseuse, les lymphocytes B
réarrangent leur génome pour exprimer un récepteur B a I'antigéne (BCR)
unigue du fait de la recombinaison aléatoire des locus V, D et J, avant toute
rencontre avec I'antigene. Cette phase de recombinaison est un des éléments
permettant de générer la diversité des immunoglobulines et est médiée par
I’expression des protéines RAG1 et RAG2 (Recombination Activating Genes)
(Oettinger et al., 1990; Olaru et al., 2005; Papavasiliou et al., 1997). Ces

lymphocytes B naifs migrent dans les organes lymphoides secondaires, ou ils
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formeront des centres germinatifs (CG) apres une premiére rencontre avec des
antigenes présentés par les cellules dendritiques, en présence d'une co-
stimulation par un lymphocyte T helper. Au sein du CG, les lymphocytes
opéreront une commutation isotypique (class switch recombination, CSR), leur
permettant de changer de classe isotypique en réponse a des signaux
cytokiniques délivrés par les cellules T. Dans le CG, les lymphocytes B
exprimeront différents facteurs de transcription spécifiques, tels que NFkB, qui
permet |'activation d’IRF4 et de BCL6, nécessaires au passage de la phase
d’initiation a la phase de prolifération, qui permet d’augmenter la quantité de
lymphocytes B au sein du CG. Durant cette phase de prolifération, les régions
variables (V) des épitopes des immunoglobulines subiront un grand nombre de
mutations dans leurs séquences qui modifieront I’affinité du BCR pour I'antigene
(phénomene appelé hypermutation somatique, ou SHM). Une partie des
lymphocytes dont I'affinité du BCR est insuffisante mourra par apoptose. Si
I"affinité du BCR pour I'antigene qui lui a été présenté par la cellule dendritique
folliculaire est suffisante, le lymphocyte exprimera entre autres les genes
BLIMP1 et XBP1 par l'intermédiaire d’IRF4, qui est réactivé en sortie de zone
claire, entrainant ainsi sa différenciation en plasmocyte ou en cellule B mémoire
(Figure 1). Lors de ces étapes de maturation, les lymphocytes subiront un trés
grand nombre de mutations médiées par I'enzyme AID, qui permettent de
moduler I'affinité du BCR. Cependant, dans certains cas, ces mutations peuvent
entrainer la transformation de quelques cellules et permettre la mise en place

d’une prolifération incontrolée d’un clone émergeant.
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Figure 1 : Production, maturation et différenciation d’un lymphocyte B, de la
moelle osseuse au centre germinatif et représentation des sites d’origine des
DLBCL ABC et GCB. Adapté de (Basso & Dalla-Favera, 2015)

C'est a partir de ce schéma de différenciation que s’effectue la
classification basée sur la cellule d’origine du lymphome (COO). Cette
classification des DLBCL provient d’une analyse transcriptomique qui a permis
de distinguer trois grandes catégories, basées sur leurs profils d’expression
génique (Alizadeh et al., 2000). On distinguera donc les lymphomes ayant un
profil d’expression proche de celui des lymphocytes B du GC, qui seront appelés
« Germinal Center B cell lymphoma » (GCB), des lymphomes issus de cellules
plus différenciées, qui ont quitté le centre germinatif et qui seront appelés

« Activated B cell lymphoma » (ABC). Une troisieme catégorie est proposée,
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comportant des lymphomes dits inclassables, a l'interface entre les deux
précédentes. Il est intéressant de noter qu’un certain nombre d’altérations
génétiques sont exclusives d’un groupe a l'autre, mais également que la survie
globale (OS) des patients traités par chimiothérapie CHOP ou RCHOP est
différente entre les patients, avec un pronostic défavorable associé aux patients
atteinte d’'un DLBCL de type ABC (Alizadeh et al., 2000) (Coiffier et al.,
2002)(Rosenwald et al., 2002).

En pratique courante, bien que plusieurs équipes aient tenté de remplacer
cette analyse transcriptomique par des techniques d’immunohistochimie
évaluant I’expression de protéines telles que CD10, BCL6, IRF4, FOXP1, GCET1 et
LMO?2, celles-ci restent sous-optimales, notamment car elles ne reconnaissent
qgue 2 (et non 3) classes (Hans et al., 2004; De Jong et al., 2007; Meyer et al.,
2011). Désormais, des techniques moléculaires permettent une analyse
transcriptomique de quelques marqueurs permettant de classifier correctement
les DLBCL a partir de tissus fixés (RT-MLPA (Mareschal et al., 2015), Nanostring
(Scott et al., 2014)). Jusqu’en 2018, la classification des DLBCL s’arrétait a la
classification de la cellule d’origine, qui bien que communément admise,
regroupe des cas trés hétérogenes en termes de pronostic, de survie globale et

probablement nécessitant des traitements différents.

1.2.3 Classifications moléculaires

Pour raffiner la classification basée sur la cellule d’origine, I'utilisation de
techniques de séquencgage a haut débit d’'un grand nombre de patients atteints
de lymphomes B diffus a grandes cellules a permis de proposer plusieurs sous-

types basés sur des anomalies génétiques communes. Deux classifications
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moléculaires ont été proposées, la classification LymphGen (Schmitz et al., 2018;
Wright et al., 2020) et la classification DLBCL Clusters (Chapuy et al., 2018). Ces
deux classifications, basées sur le regroupement d’évenements moléculaires
somatiques et de données transcriptomiques, ont permis de constituer 6 et 5
groupes distincts. Cependant, il est a noter que la classification LymphGen est
biaisée, du fait d’un enrichissement en patients atteints de DLBCL de type ABC
et non classifiés, ce qui ne représente pas la répartition des DLBCL totaux, et par
le fait que I'ensemble des groupes proposés ne contiennent que 45% du total
des patients atteints de DLBCL, en laissant une partie non négligeable non

assignée a un des groupes.

Dans ces classifications, le sous-type ABC est ici sous-divisé en 3 sous-
types, MCD, N1 et A53 pour LymphGen et C2 et C5 pour Clusters. De la méme
maniere, le groupe GC est divisé en deux groupes, EZB ou C3 et ST2 ou C4. Un
dernier sous-groupe BN2 ou C1 (comportant des altérations de BCL6 et NOTCH?2)
regroupe une partie des cas non classifiés, quelques cas ABC et quelques GC. Le
sous-groupe MCD/C5, caractérisé par des mutations des genes MYD88 et CD798,
est associé a un trés mauvais pronostic (Figure 2A), au méme titre que le sous-
groupe N1, caractérisé par une forte représentation de mutations de NOTCH1.
On définit également le sous-groupe A53/C2 comme associé a un pronostic
défavorable, et caractérisé par des mutations du gene TP53. Finalement, les
deux sous-groupes EZB (EZH2, BCL2)/C3 et ST2 (SGK1, TET2)/C4 sont associés a

un pronostic plutoét favorable (Figure 3) (Dubois & Jardin, 2018).

Il est intéressant de noter que le sous-type MCD/C5 est caractérisé par une
forte récurrence d’altération des genes MYD88, CD79B, ETV6, TBL1XR1 ou
encore PIM1 et une activation chronique des voies du BCR et de NF-kB (Figure

2B). On y retrouve également de forts taux de mutations des genes BTG1 (47%,
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principalement faux sens) et BTG2 (34%) (Schmitz et al., 2018), faisant de ces
derniers de possibles marqueurs de mauvais pronostic, au méme titre que
TBLIXR1, que nous détaillerons plus tard. On remarquera également que la
plupart des lymphomes primitifs du systeme nerveux central (PCNSL), de méme
que les lymphomes avec atteinte testiculaire ou mammaire, qui sont donc des
lymphomes extra-ganglionnaires primaires, sont regroupés dans le cluster
MCD/C5 (par soucis de clarté, nous parlerons par la suite du sous-type MCD/C5
sous l'appellation MCD uniguement). Ce sous-type MCD serait donc caractérisé
par des atteintes extra-ganglionnaires importantes, ainsi qu’une survie a 5 ans
faible (35%, contre plus de 60% pour les sous-types moins agressifs) et avec un
taux de réponse a I'immunochimiothérapie R-CHOP le plus faible (64% contre

80% pour les sous-types ayant les meilleurs réponses) (Lacy et al., 2020).
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Figure 2 : (A) Représentation de la survie globale a 10 ans en fonction du
sous-type de DLBCL (Schmitz et al., 2018). (B) Fréquence d’altérations génétiques
dans le sous-type C5 (Chapuy et al., 2018)

Une des questions qui se pose cependant est l'intérét pratique de ces

classifications. Lors de la prise en charge d’un patient, il est en effet compliqué
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de réaliser une séquence de I'exome entier de celui-ci, et il faudrait déterminer
un panel de genes suffisant a définir les groupes. Récemment, une étude semble
également remettre en question le classement effectué par les études de
Chapuy et de Schmitz, en proposant d’autres regroupements, parfois
redondants, mais classant un certain nombre d’entités dans de nouveaux
groupes qui ne recoupent pas forcément ceux précédemment proposés, ce qui
au final peut poser probléme dans une optique de prise en charge des malades
et qui nécessiterait une harmonisation des clusters entre les différentes études
(Lacy et al., 2020). Enfin, il reste a prouver que I'adaptation des prises en charges
thérapeutiques en fonction des sous-types est bénéfique, ce qui n’a pas encore
été le cas pour la classification basée sur la cellule d’origine (Davies et al., 2019;

Younes et al., 2019).

Classification a

Lymphome du centre germinative Lymphome B activé

cellule doriaime GCB-DLBCL Non classifié ABC-DLBCL
Classification
EZB ST2 BN2 A53 N1 MCD
LymphGen
Classification c3 ca c1 c2 c5
DLBCL Clusters
Mod,fications BCL2 SGK1 BCL6 MYD88
génétiques EZH2 TET2 NOTCH2 bl Lol CD79B
Pronostique Plutét favorable Intermédiaire Mauvais

associé

Figure 3 : Différentes classifications des DLBCL et corrélation entre
LymphGen, DLBCL Clusters et COO. Adapté de (Sehn & Salles, 2021).

23



1.3 Stadification des lymphomes

Aprés l'établissement du diagnostic, il est nécessaire d’évaluer
précisément l'extension de la maladie. Pour cela, plusieurs solutions sont

possibles et reposent principalement sur de I'imagerie.

Tres utilisée du fait de son importante sensibilité, la tomographie par
émission de positons couplée a un scanner (PET-CT), permet de repérer la
localisation précise des ganglions actifs dans I'organisme. On peut également
réaliser un scanner pour déterminer le nombre d’organes ou de ganglions
atteints ainsi que la taille de la tumeur. L'utilisation de ces techniques permet de
déterminer le stade du lymphome et I'état d’envahissement de la maladie. On
utilise alors la stadification de Ann Arbor, qui se base sur la localisation et le

nombre d’organes ou de ganglions atteints (Figure 4):

Stade | :
- Atteinte ganglionnaire limitée a un territoire anatomique.
- Atteinte extra-nodale unique.

Stade I :

- Atteinte de deux territoires ganglionnaires ou plus, situés du
méme cété du diaphragme.

- Atteinte d’un seul territoire ganglionnaire associé a une ou
plusieurs localisation extra-nodales contigués, accessible a un
champ d’irradiation délivrant une dose curatrice.

Stade lll :
- Atteintes ganglionnaires situées de part et d’autre du

diaphragme avec ou sans atteinte splénique.
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Stade IV :
- Atteinte extra-nodale avec atteinte ganglionnaire non contigué.
- Deux atteintes extra-nodales au moins, non contigués.
- Atteinte ganglionnaire et extra-nodale dont le volume interdit un

champ d’irradiation a dose curatrice.

A cette classification initiale, il est possible d’ajouter quatre lettres
modulant chaque stade. Un stade A (absence) ou B (présence) signale ou non la
présence de signes cliniques systémiques (fievre, sueurs nocturnes, forte perte
de poids) présents avant le diagnostic. Un stade E caractérise I'envahissement
d’une structure extra-lymphatique pour les stades | a lll. Le stade X correspond
a la présence d’une masse tumorale importante (ganglion de plus de 10 cm de

diametre) (Sehn & Salles, 2021).
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Figure 4 : représentation des atteintes lymphomateuses et du stade du
lymphome (image issue de https://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-
cancers/Le-lymphome-hodgkinien/Classification-des-lymphomes-hodgkiniens)

Pour affiner le principe de stadification de Ann Arbor, un index

international de pronostic (IPl) a été mis en place, basé sur les caractéristiques

cliniques de chaque patient avant le traitement, permettant de prédire le

pronostic d’'un patient atteint de DLBCL. Le score IPI assigne 1 point pour la

présence de chaque facteur pronostic négatif :

Age du patient supérieur a 60 ans.

Taux de lactate déshydrogénase (LDH) élevé.

Stade Ann Arbor de lll ou IV.

Score ECOG supérieur ou égal a 2 (basé sur la capacité du patient
a réaliser des activités (de pleinement actif a completement
handicapé et/ou immobile)).

Nombre d’atteinte extra-ganglionnaire supérieur a 1.
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Les patients sont alors classés en quatre catégories, les patients a faible
risque (0 ou 1), a risque intermédiaire faible (2), a risque intermédiaire élevé (3)
etarisque élevé (4 a 5) (Ruppertetal., 2021). Cependant, ce score IPI, développé
il y a plus de 25 ans, se base sur des patients traités uniquement par
chimiothérapie CHOP et ne tient pas compte de l'ajout de rituximab au
traitement, ce qui modifie nettement la survie et le taux de rémission des
patients, bien gu’en pratique ce score soit toujours utilisé malgré I'usage du
rituximab. Plusieurs scores ont ainsi été mis en place en modifiant Iégerement le
score IPl initial, tels que le score IPI révisé (R-IPI) ou le score NCCN-IPI (National
Comprehensive Cancer Network) qui augmente le nombre de grade de chaque
facteur pronostic (ex : age > 75 = 3 points, age > 60 = 2 points, age > 40 =1 et
age < 40 = 0 point), augmentant la précision du pronostic, mais qui en pratique

ne sont pas utilisés.

1.4 Du lymphocyte au lymphome : migration,
dissémination et « homing »

1.4.1 lymphocyte et migration

La migration cellulaire est un phénomeéne treés contrélé, notamment lors
de I'embryogenese, permettant a chaque type cellulaire d’occuper une
localisation précise. Les lymphocytes sont des cellules qui conservent des
capacités de migration chez I'adulte, leur permettant d’atteindre un site

spécifique ou se déroule la réponse immunitaire.

Les lymphomes se développent en général dans les organes lymphoides

secondaires (ganglions lymphatiques, rate, etc.). Cependant, des localisations
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lymphomateuses extra-ganglionnaires sont décrites, dont on distingue deux
formes : d’une part la dissémination de lymphocytes malins originaires de
ganglions lymphatiques vers d’autres organes, qui sera appelée lymphome
extra-ganglionnaire secondaire (tous les organes peuvent étre atteints, avec des
fréquences plus importantes pour I'estomac, les amygdales, le foie, les os ou la
peau); et d’autre part, lorsque le lymphome se développe directement dans des
organes non lymphoides, dans lesquels on ne retrouve parfois méme aucun
lymphocyte en condition normale, tels que le systeme nerveux central (Malikova
et al.,, 2018) ou les testicules, appelé alors lymphome extra-ganglionnaire
primaire. La recherche d'une atteinte extra-ganglionnaire d’un lymphome est
essentielle a la détermination du stade du lymphome, qui conditionne les choix
thérapeutiques. Concernant les DLBCL, les lymphomes extra-ganglionnaires sont
considérés comme plus agressifs et sont généralement des DLBCL de type ABC.
Il apparait alors important de s’intéresser aux mécanismes de la migration des
lymphocytes normaux et pathologiques pour comprendre et optimiser la prise
en charge thérapeutique des atteintes extra-ganglionnaires. Pour commencer,
nous allons décrire brievement les trois grands types de migration cellulaire qui
peuvent étre observés, qui dépendent du type cellulaire, du stade de
différentiation et du tissu cible, que sont la migration mésenchymateuse, la
migration amiboide et la migration collective. La mise en place d’un réseau

d’actine est un mécanisme central de ces différents types de migrations.

1.4.1.1 Migration et polymérisation de
I’actine

In vitro, la migration s’effectue principalement en 2 dimensions et permet
une étude détaillée des mécanismes mis en ceuvre lors du déplacement

cellulaire. L’étape majeure de la migration passe par la polarisation cellulaire, qui
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est traduite par I'organisation asymétrique de la cellule entre 'avant (le front de
migration ou « leading edge ») et l'arriere (uropode ou « trailing edge »)
(Etienne-Manneville, 2008). La polarisation et l'organisation cellulaire se
mettent en place en fonction des caractéristiques de I’environnement, tels que
le chimiotactisme (attirance pour des chémo-attractants), le mécanotactisme
(contacts cellules-cellules), le durotactisme (induit par des différences de rigidité
du substrat), ou une combinaison de plusieurs de ces facteurs. La mise en place
du front de migration se fait principalement par une activité de polymérisation
de I'actine, entrainant la formation d’un réseau dense et permettant I'adhésion
au substrat. Le « trailing edge » quant a lui, fait suite a la formation du front de
migration, et résulte de la contraction du cytosquelette d’actine et de myosine,

et du désassemblage des adhérences (Vallenius, 2013).

La formation du front de migration s’effectue principalement par la mise
en place de protrusions de la membrane, tels que des lamellipodes ou des
filopodes, soutenus par des structures cytosquelettiques a travers la
polymérisation de l'actine et des points d’adhésion au substrat. Nous allons
détailler la chronologie de la polymérisation de I'actine, dont les étapes sont
illustrées sur la figure 5, qui débute par la réception d’un signal extracellulaire,
telle gu’une modification de la concentration d’une molécule chémo-attractante
par les récepteurs membranaires. Le principal complexe nécessaire a la
nucléation de I'actine (initiation de la polymérisation) est le complexe ARP2/3,
qui est controlé par le complexe protéigue WASP (Wiskott-Aldrich syndrome
protein), N-WASP et WAVE/SCAR (WASP-family verprolin homologous protein)
(Pollitt & Insall, 2009). Ce dernier fait partie d’'un complexe inhibiteur contenant
les protéines ABI, NAP125, SRA-1 et HSPC-300, qui peut étre dissocié du
complexe WAVE/SCAR par des GTPases de types RAC1-GTP et CDC42, ce qui
permettra l'activation du complexe WAVE/SCAR (Pollard & Gary, 2003).

29



L’activation du complexe ARP2/3 qui en découle promeut linitiation de
nouveaux filaments d’actine a partir de filaments préexistants en forme de Y. Un
filament d’actine qui a arrété de croitre ne peut recommencer, il est en effet
capé a son extrémité par des protéines telles que la B-actinine, CAPZ ou
CAP32/34, qui protegent la dégradation de I'extrémité du filament, mais bloque
également son élongation future. Le complexe ARP2/3 permet alors la
polymeérisation de filament de F-actine a partir de monomeres de G-actine liés a
un groupement ATP, formant une hélice de 8nm de diametre, et appelée
extrémité barbée (Richardson et al., 2007). Cette polymérisation entraine la
formation de filopodes ou de lamellipodes (Figure 6). Par la suite, le groupement
ATP est hydrolysé de maniere irréversible au bout de quelques secondes et dans
les minutes suivantes, le phosphate est dissocié par les protéines de la famille
ADF/cofiline, formant I'extrémité appelée bout pointu. Les filaments de F-actine
liés a ’ADP seront dépolymérisés par I'intermédiaire de ces mémes protéines,
libérant les monomeres de G-actine-ADP, qui seront pris en charge par une
protéine liant I’actine (ABP), la profiline, qui pourra moduler I’accessibilité du site
de liaison a I’ADP, régulant ainsi la disponibilité de la G-actine disponible a la
polymérisation. La profiline liée a la G-actine-ATP favorisera ensuite |’élongation
de nouvelles branches de filaments, formant ainsi un cycle (Figure 5). La
disponibilité en G-actine totale module la vitesse d’élongation et de
polymeérisation, ce qui a un impact direct sur la vitesse de migration de la cellule
sur son substrat (Pollard & Gary, 2003). La polymérisation de I’actine et donc la
mise en place de protrusions est un mécanisme trés dynamique qui se présente
sous la forme d’un « tapis roulant » entre polymérisation et recyclage des

monomeres de G-actine.
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Figure 5 : Représentation de la cascade de signalisation et des étapes

conduisant a la polymérisation de I'actine et a son recyclage. (Pollard & Gary,
2003)
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Lamellipodia

Figure 6 : Répartition des fibres de F-actine et régulation des
embranchements par le complexe ARP2/3 dans la mise en place de filopodes et
de lamellipodes (Pollitt & Insall, 2009).

Si la polymérisation de I'actine est un processus central dans toutes les
formes de migration, on peut distinguer plusieurs types de migration cellulaire

gue nous allons décrire brievement.

1.4.1.2 Migration mésenchymateuse

Pour se déplacer, les cellules peuvent mettre en place trois mécanismes
de migration, que sont la migration mésenchymateuse, la migration amiboide et
la migration collective, selon leur localisation, leur état et la composition du
microenvironnement (Parikova et al., 2010). La migration mésenchymateuse est
le mécanisme exploité entre autres par les fibroblastes, les kératinocytes, les
cellules endothéliales ou encore les macrophages, donnant aux cellules une
forme aplatie, allongée et polarisée, due aux interactions entre la matrice

extracellulaire et les intégrines.

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires essentiels aux

interactions entre le substrat et le cytosquelette d’actine. Ce sont des
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hétérodimeres a3 comportant un domaine extracellulaire large et un domaine
cytoplasmique court (Hynes, 2002). Le domaine extracellulaire permet la liaison
aux ligands du substrat, tels que la fibronectine (intégrines de type a581, aV[33,
04f1...) ou le collagene (al1P1, a2f1...). Le signal regu par les intégrines est
transmis par l'intermédiaire des protéines des adhésions focales liées aux
domaines cytoplasmiques courts, telles que FAK (focal adhesion kinase) ou les
kinases Src, qui permettent en aval I'activation des GTPases nécessaires a la

polymérisation de I'actine et a la migration cellulaire (Figure 7).

La migration mésenchymateuse peut se résumer en 5 étapes, que sont
I’extension du front de migration par la formation de filopodes ou de
lamellipodes, I'adhésion a la matrice extracellulaire, la contraction du
cytoplasme, le relachement des sites d’adhésion et enfin le recyclage des
molécules et des récepteurs nécessaires a I'adhésion et a la polymérisation de
I'actine vers l'avant de la cellule (Sheetz et al.,, 1999). La migration
mésenchymateuse, du fait de ses adhésions fortes avec le substrat, entraine des
vitesses de migration cellulaires assez faibles, de I'ordre d'un micrometre par

minute (Petrie et al., 2009) (Figure 8).

Une caractéristique de la migration mésenchymateuse est la dégradation
de la matrice qu’elle engendre. En effet, les complexes d’intégrines recrutent des
enzymes protéolytigues nécessaires a la dégradation de la matrice
extracellulaire, permettant la création d’un tunnel facilitant la migration
cellulaire dans un environnement tridimensionnel. Les protéases majoritaires
impliguées dans ce processus de dégradation sont les métalloprotéases
matricielles (MMPs) (Gifford & Itoh, 2019) qui sont des protéines dépendantes
du zinc, et qui ont la capacité de dégrader tous les composants de la matrice

extracellulaire en fonction du type de MMP sécrétée (24 MMP chez I’lhumain)
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(Nagase et al.,, 2006). Il existe également des protéases de type cystéine
(cystéines cathepsines) ou sérine protéases (telle que la plasmine) (Deryugina &
Quigley, 2012; Mohamed & Sloane, 2006). Ces protéases peuvent soit étre
sécrétées dans le milieu extracellulaire, soit exposées a la surface de la
membrane plasmique (MT-MMPs, Membrane type MMPs). Il a par exemple été
montré qu’une surexpression de MT1-MMP permet une augmentation de la

capacité invasive des cellules (Itoh, 2006).
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Figure 7 : Représentation des voies de signalisation partant de I"adhésion
des intégrines a la matrice extra cellulaire en passant par CAS (BCAR1/p130CAS)
jusqu’a la polymérisation de I'actine et a la migration cellulaire en résultant.
Extrait de (Avraamides et al., 2008).
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Figure 8 : Représentation d’un fibroblaste polarisé migrant de facon
mésenchymateuse et comportant des protrusions de type lamellipodes et

filopodes médiées par un réseau d’actine dense (Risler, 2011).

1.4.1.3 Migration amiboide

A l'inverse du mécanisme de migration mésenchymateuse décrit ci-
dessus, la migration amiboide permet une vitesse de déplacement cellulaire plus
élevée, pouvant dépasser les 10um/min (Petrie et al., 2009). La forme des
cellules au cours de la migration amiboide sera arrondie et non allongée, du fait
des forces exercées par la contractilité cellulaire. Sous cette forme, la cellule
interagit peu avec le substrat et peut se déformer fortement pour passer entre

les fibres de la matrice extra cellulaire.

Ce type de migration repose sur la déformation et le décollement de la
membrane plasmique du cortex d’actine et de myosine, ce qui entraine la
formation d’un « bourgeon » (appelée bleb). Le cytosquelette peut se décoller

localement du cortex d’actine soit par l'initiation de la dépolymérisation de
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I’actine ou une rupture locale du cortex et de la membrane plasmique, soit par
une augmentation locale de la pression intracellulaire (Figure 9) (Keller & Eggli,
1998). La membrane plasmique est en effet accrochée au réseau d’actine par
des protéines de la famille ERM, comprenant des protéines telles que I'Ezrine, la
Radixine ou la Moesine, qui sont toutes régulées par les petites GTPases de type
RhoA et leur effecteur ROCK (rho associated protein kinase) (Niggli & Rossy,
2008). ROCK induit la phosphorylation de la chaine légere de myosine MLC2,
permettant 'augmentation de la contractilité de I'acto-myosine (Worthylake et
al., 2001), faisant de la voie RhoA/ROCK la principale responsable de la
contractilité du bleb. L’acto-myosine est un complexe formé de fibres de F-actine
et de myosine Il, la myosine Il pouvant se déplacer le long des filaments d’actine
et ainsi exercer une force de traction en rapprochant deux filaments d’actine
paralleles (Agarwal & Zaidel-Bar, 2019). Le bleb ainsi formé peut soit se rétracter
lorsque le cortex d’acto-myosine se reforme a l'intérieur du bleb, soit perdurer
et permettre la migration cellulaire par les forces qu’il exerce sur le substrat
(Charras et al., 2006). Ayant des adhérences faibles avec le substrat, des vitesses
de 25um/min peuvent étre relevées dans le cas de lymphocytes dans du
collagene. Ces faibles adhérences favorisent la migration dans wun
environnement 3D confiné (entre des lamelles de verre ou dans la matrice), ce
qui permet I'application des forces sur la membrane extracellulaire (Figure 9). A
I'inverse de la migration mésenchymateuse, les cellules qui migrent de facon
amiboide ne sécretent pas de protéases et ne dégradent pas la matrice

extracellulaire, elles 'utilisent au contraire pour participer a leur progression.
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Figure 9 : Représentation de l'initiation d’un bleb par détachement de la
membrane plasmique du cortex d’acto-myosine (A) ou par rupture du cortex
d’acto-myosine (B). Comportement d’un bleb in vitro sur un support 2D (C), dans
un environnement confiné entre deux lamelles (D) et dans une matrice 3D de
collagéne (E). (Charras & Paluch, 2008)
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1.4.1.4 Migration collective

La migration collective permet le déplacement d’un groupe de cellules
liées entre elles par des adhésions cellulaires, médiées par des protéines de
jonctions adhérentes telles que les cadhérines. Ces cellules adoptent un mode
de polarité appelée supra cellulaire, ce qui entraine une organisation du
cytosquelette au niveau de I'ensemble du groupe et non de la cellule isolée
(Friedl & Gilmour, 2009). Les cellules au front de migration (cellules de la pointe)
génerent d’importantes protrusions tels que des lamellipodes ou des
pseudopodes avec de fortes adhésions, nécessaires pour tracter les cellules dites
suiveuses, qui de leurs cOtés générent d’importantes quantités de MMPs pour
faciliter I'avancée du groupe dans un environnement 3D. Ce systéeme de
migration est trés utilisé dans les phénomenes d’embryogenése pour la mise en
place des tissus et organes. On trouve également de la migration collective dans
certains processus d’invasion tumorale (Figure 10) (Friedl & Gilmour, 2009), Mais
ce processus ne semble pas étre impliqgué dans la lymphomagenése a notre

connaissance.
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Figure 10 : Représentation du front de migration d’une monocouche de
cellules migrant de fagon collective en 2D (A), et d’un cluster de cellules migrant
de facon collective dans un environnement 3D, les cellules foncées représentant
le front de migration (B). Adapté de (Friedl & Gilmour, 2009)

1.4.1.5 Impact de BCAR1 sur la migration

Le cytosquelette d’actine et sa réorganisation dynamique permettent de
moduler la plasticité cellulaire et d’entrainer les phénomenes migratoires
précédemment évoqués. Pour aller plus loin et lier la migration au processus
métastatique dans le cancer, nous allons nous intéresser au role de la protéine
BCAR1 (Breast Cancer Anti-estrogen Resistance, également appelée p130Cas)
sur la migration. Comme nous I'avons vu plus tot, la protéine Rho-GTPase RAC1
est nécessaire a la formation de filaments d’actine lors de la mise en place de
lamellipodes, d’une part en agissant sur le complexe WAVE et d’autre part en
activant la kinase PAK, ce qui permet de stabiliser I'actine polymérisée via

I'inhibition de la cofilin. Il a d’ailleurs été montré que l'inactivation de BCAR1
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dans des fibroblastes inhibe la migration, la diffusion cellulaire et la capacité des
cellules a réparer une breche faite sur une monocouche de fibroblastes (Honda

et al., 1999).

Une importante partie des mécanismes de migrations est médiée par
I’état d’activation de la protéine échafaudage BCAR1 et sa cascade de
signalisation, entrainant I'activation de RAC1 par sa liaison au GTP. En effet, en
aval des intégrines, au niveau des sites d’adhésion de la cellule au substrat, on
retrouve les plagues d'adhésion focales, qui sont des complexes protéiques
nécessaire a la transduction des signaux. Ces complexes d’adhésion sont
composés de nombreuses kinases, dont la protéine FAK (Focal adhesion kinase),
BCAR1, BCAR3 ou des SRC kinases. Au niveau de ces plaques d’adhésion, la
protéine BCAR1 peut étre phosphorylée au niveau de ses résidus tyrosine, ce qui
permet la formation de sites de « docking » et le recrutement des protéines CRK
et DOCK180, entrainant I'activation de la protéine RAC1 en échangeant le
groupement GDP par un groupement GTP (Brugnera et al., 2002), modulant ainsi
le réarrangement du cytosquelette d’actine et permettant la migration cellulaire
(Figure 11). Cette phosphorylation de BCAR1 est permise par I’étirement de son
domaine SD (Substrate Domain), libérant les sites de phosphorylation. Il a
d’ailleurs été montré dans le cancer du sein que la phosphorylation de BCAR1
était médiée par l'interaction avec BCAR3, nécessaire au recrutement de Src, et
gue l'inactivation de BCAR3 entraine une réduction de I'adhésion et de Ia
migration cellulaire in vitro (Schuh et al., 2010). Une étude montre également
gue l'activation de BCAR1 augmente la capacité des cellules a migrer a travers
un support en matrigel et que cette migration est possible par la formation de
protrusions cellulaires importantes et I'expression de la métalloprotéase MMP2

(Brabek et al., 2004).
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L’activation de la protéine BCAR1 et I'induction de la migration qu’elle
entraine en fait donc une cible potentiellement intéressante pour le traitement
des processus de migration tumorale, notamment des métastases. En effet, une
forte expression de BCAR1 est associée a un mauvais pronostic et a une
résistance aux traitements dans les cancers du sein (Van Der Flier et al., 2000),
mais également a une augmentation de la dissémination métastatique de la
maladie (Kumbrink et al., 2016). Au cours de ce travail de thése, nous avons
d’ailleurs montré que la protéine BCAR1 était impliquée dans la migration de

lignées lymphomateuses in vivo et in vitro, selon le statut du gene BTG1.
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Figure 11: Représentation d’une adhésion focale et de la signalisation de
BCAR1/P130Cas a travers I'activation de RACI1, suivi de la mise en place de la
polymérisation de l'actine et de la formation de protrusions membranaires
(Donato et al., 2012).
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1.4.1.6 Migration des lymphocytes

Nous allons maintenant décrire les mécanismes mis en jeu dans la
migration des lymphocytes normaux, qui peut éclairer la compréhension des
mécanismes de dissémination a I'ceuvre dans les atteintes extra-ganglionnaires
des lymphomes. Comme le montre I'exemple paradigmatique des lymphomes
du tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT), une stimulation antigénique
persistante dans un organe peut par exemple conduire a la formation d’un tissu
lymphoide avec expression de chimiokines habituellement retrouvées dans les
tissus lymphoides secondaires, et ainsi, potentiellement participer a la mise en
place d’'un lymphome primaire dans des tissus non lymphoides (Aloisi & Pujol-

Borrell, 2006).

Dans le centre germinatif, les cellules dendritiques folliculaires (FDC) et les
cellules stromales produisent de grandes quantités de molécules chémo-
attractantes, telles que le CXCL13 ou le CXCL12, qui attirent les cellules B
exprimant les récepteurs CXCR5 ou CXCR4 respectivement, permettant la mise
en place des centres germinatifs et leur maintien (Dubey et al., 2019). Une fois
dans la zone sombre du centre germinatif, le lymphocyte B naif suit le gradient
de CXCL13 vers la zone claire du centre germinatif. En effet, une fois sécrétée, la
protéine CXCL13 est majoritairement immobilisée par fixation aux
glycosaminoglycans (GAGs), et forme des gradients de concentration importants
dans la zone claire du centre germinatif (Cosgrove et al.,, 2020). De la méme
maniere que pour CXCL13, les FDC sécretent la protéine d’adhésion ICAM-1 qui
sera reconnue par l'intégrine LFA-1 (alLP2) exprimée a la membrane du
lymphocyte. Une étude a montré que la migration de lymphocytes B sur un

substrat recouvert de CXCL13 et de I'ICAM-1 se faisait de facon aléatoire et
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dépendante de la formation de bleb, confirmant une migration de type amiboide

pour les lymphocytes B (Liu et al., 2016).

La migration des lymphocytes T et des cellules hématopoiétiques se fait
communément de fagcon amiboide (Wolf et al., 2003) indépendamment de
I"action des MMPs. La migration des lymphocytes B reste cependant assez peu
étudiée. Une récente étude montre que la migration de lymphocytes B dans le
cas d’'un lymphome B diffus a grandes cellules se fait principalement de facon
amiboide, impliquant la voie RhoA/ROCK (Pan et al., 2018). En effet I'interleukine
10, généralement fortement exprimée dans les DLBCL, permet Ia
phosphorylation de STAT3 par l'intermédiaire des kinases de la famille JAK, ce
qui entraine I'activation de la voie RhoA/ROCK et participe ainsi a la
phosphorylation de la myosine, comme nous |'avons décrit plus haut. Des
inhibiteurs de JAK tels que le ruxolitinio empéchent la dissémination de lignées
de DLBCL in vivo (Pan et al.,, 2018). Il a par ailleurs été montré que la
surexpression de RAC1-GTP entraine une activation de STAT3 dans le cancer
colorectal et est associée a un pronostic défavorable. RAC1-GTP interagit
directement avec STAT3, et entraine la formation d’'un complexe avec PKC
(Protein Kinase C), ce qui permet la phosphorylation de STAT3 et conduit a

I'invasion métastatique (Mattagajasingh et al., 2012; Zhou et al., 2018).

1.4.2 Lymphocyte, lymphome et « homing »

Nous allons maintenant nous intéresser au confinement des lymphocytes
B dans les centres germinatifs, permettant leur développement au niveau de
sites spécifigues et conduisant potentiellement a la mise en place d'un

lymphome.
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Les lymphocytes matures circulent dans le sang et les organes lymphoides,
mais ont besoin de I'expression de molécules spécifiques pour se fixer a la
membrane endothéliale des vaisseaux sanguins et entrer dans un organe
lymphoide. La localisation de ces lymphocytes est médiée par I'expression de
genes appelés récepteurs de homing (HRs) codant pour des protéines telles que
LAM-1, LFA-1 ou VLA-4 (Pals et al., 2007). Les lymphocytes ressortent de la
circulation en se fixant aux parois endothéliales au niveau des veinules a
endothélium épais retrouvées dans les organes lymphoides secondaires. Les
mécanismes d’extravasation (appelés aussi diapédese) des lymphocytes B sont
peu étudiés mais probablement proches de ceux observés pour les lymphocytes
T nettement plus documentés. Les lymphocytes B, de la méme facon que les T,
s’accrochent a la surface luminale des cellules endothéliales par I'intermédiaire
des molécules d’adhésion VLA-4 (intégrine a4f31) et LFA-1 (intégrine aLP2) dont
les ligands sont respectivement VCAM-1 et ICAM-1 (Figure 12A). Deux modes
d’extravasation sont décrits : le mode para-cellulaire (au niveau de la jonction de
deux cellules endothéliales) et le mode trans-cellulaire (a travers une seule
cellule endothéliale), bien que la migration trans-cellulaire soit sujette a
controverse (Ley et al., 2007). Lors de la migration trans-endothéliale de type
para-cellulaire, les molécules PECAM1 (platelet-endothelial-cell adhesion
molecule 1) et JAMs (junctional adhesion molecule) exprimées a la surface des
cellules endothéliales guident les lymphocytes au niveau des jonctions cellules-
cellules (Figure 12B). L'expression de ces molécules de surface est stimulée par
I’expression d’interleukine 1p (IL-1p) et promeut la migration des lymphocytes
(Nourshargh et al., 2006). Il est intéressant de noter qu’une forte expression de
ces récepteurs, conduisant a la migration et a I'adhésion cellulaire au substrat,
semble étre un marqueur de mauvais pronostic et de dissémination des

lymphomes extra-ganglionnaires (Jalkanen et al., 1991).
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Une fois les lymphocytes engagés dans un centre germinatif, I’expression
du récepteur d’inhibition de la migration S1PR2 (Sphingosine-1-phosphate
receptor 2) permet de confiner les cellules dans le centre germinatif et
d’empécher leur dissémination. L’activation de S1PR2 inhibe les fonction des
RAC-GTPases nécessaires a la migration cellulaire, favorisant ainsi la rétention
des lymphocytes dans les centres germinatifs (Green & Cyster, 2012). Il a
également été montré que l'inactivation du gene GNA13 codant la protéine
Gal3 qui est couplée au récepteur S1PR2 entraine de la méme facon la
dissémination des lymphocytes B hors du centre germinatif dans des organes
distants (Muppidi et al., 2014). S1PR2 est fréquemment muté (27%) dans les
DLBCL de type GC, entrainant le développement de ces lymphomes et une
réduction du confinement des lymphocytes dans le centre germinatif (Cattoretti
et al., 2009). Bien que trés rarement retrouvé muté dans les ABC-DLBCL,
pourtant caractérisés par des atteintes extra-ganglionnaires fréquentes, il
semblerait que I'expression protéique de S1PR2 soit réprimée dans ces
lymphomes par le facteur de transcription FOXP1 (factor forkhead box protein

1) (Flori et al., 2016).

Il est par ailleurs intéressant de noter que I'on retrouve une tres forte
concentration de CXCL13 dans le liquide céphalo-rachidien de patients atteints
de lymphomes du systéme nerveux central (CNS) par rapport a ce que l'on
retrouve chez un patient sain ou chez un patient atteint de cancer du systéme
nerveux (468 pg/ml, contre 6 pg/ml pour un patient sain et 8 pg/ml pour un
cancer du systeme nerveux), alors que I'on n’observe pas d’augmentation
d’expression de CXCL12 dans le liquide céphalo-rachidien, suggérant un impact
majeur de la présence de CXCL13 sur la formation d’un lymphome dans le

systeme nerveux central (Figure 13) (Fischer et al., 2009).
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Figure 13 : Niveaux de CXCL12 et CXCL13 dans le liquide céphalo-rachidien

(cerebrospinal fluid, CSF) on fonction de I’atteinte du lymphome (CNS lymphoma
=lymphome du systéeme nerveux central, CNS cancer : cancer du systéme nerveux
central) (Fischer et al., 2009).

Bien que relativement peu étudié, le niveau de dissémination des

lymphomes est trés important a I’établissement du pronostic et a la stadification,

nécessaires a la mise en place d’un traitement adapté. L'étude de son

mécanisme permettrait de mieux comprendre son évolution vers une maladie

incurable. La réalisation d’un modeéle de dissémination lymphomateuse et la

description d’un mécanisme moléculaire ont fait I'objet d’une partie de ce

travail.
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Figure 12 : (A) Représentation des différentes intégrines, de leur ligands et
des molécules qui conduisent a leur activation (Humphries et al., 2006). (B)
Extravasation des lymphocytes B et molécules mises en jeu. Adapté de (Pals et

al., 2007)
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1.5 Traitements

Au cours de ce chapitre, nous présenterons de facon non exhaustive
qguelques approches thérapeutiques actuellement utilisées en cliniqgue ou encore
en développement, dans le but de mettre en perspective I'approche que nous

proposons dans les résultats de ce manuscrit.

1.5.1 Chimiothérapies

A la différence des cancers solides, il n’y a pas de place thérapeutique pour
la chirurgie dans la prise en charge des DLBCL. La plupart des patients
nouvellement diagnostiqués présentent un stade avancé de la maladie (70%),
historiguement pris en charge par six ou huit cycles de chimiothérapies par CHOP
(cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone) (Sonnen et al.,

2002; Wasterlid et al., 2018).

Au début des années 2000, il fut proposé d’ajouter du rituximab, un
anticorps monoclonal chimérique dirigé contre la protéine membranaire CD20
spécifique des cellules B matures (Coiffier et al., 2002). L'efficacité des thérapies
par anticorps monoclonaux repose sur la cytotoxicité a médiation cellulaire
dépendant des anticorps (ADCC) et sur la cytotoxicité dépendante du
complément (CDC). L'ajout de rituximab a permis d’augmenter le taux de
réponse au traitement (76% pour les patients traités par R-CHOP contre 63%
pour le traitement CHOP seul (Coiffier et al., 2002)), cependant 30 a 40% des
patients traités par R-CHOP rechutent dans les 2 ans suivant le traitement ou ont
une maladie réfractaire au traitement. Les stratégies d’intensification
thérapeutique permettant d’augmenter la dose-intensité de la chimiothérapie

(RCHOP-14, R-ACVBP, R-daEPOCH) peuvent améliorer le contrdle de la maladie,
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mais au prix de toxicités qui ont limité leur usage (par exemple, (Récher et al.,
2011)). L'utilisation de radiothérapie en supplément de 'immunochimiothérapie
ne semble en général pas apporter de bénéfice a la survie, excepté dans la prise
en charge de fixations persistantes au PET-scanner post-traitement ou pour le

traitement de DLBCL localisés (Freeman et al., 2021).

1.5.2 Thérapies ciblées

Une autre approche se base sur le ciblage de certaines voies de
signalisation souvent suractivées lors de la transformation tumorale, telle que
peut I'étre la voie NF-kB dans les DLBCL. Initialement décrits dans les
lymphocytes B matures, les facteurs NF-xB sont impliqués dans un grand
nombre de processus physiologiques comme la réponse immunitaire, la
prolifération ou I'inhibition de I'apoptose. NF-kB est une famille de facteurs de
transcription composée de 5 protéines fonctionnant sous la forme d’homo ou
d’hétérodimeéres (NF-kB1, NF-kB2, RelA, RelB et cRel). Sous leur forme inactive,
les protéines NF-kB sont généralement séquestrées dans le cytoplasme par des
inhibiteurs de la famille 1B, tels que IkBa. L’activation de NF-kB par la voie
canonique conduit a la dégradation des molécules inhibitrices de NF-kB. Cette
voie peut étre activée par un grand nombre de récepteurs, dont le récepteur des
cellules B (BCR) ou les Toll like recepteurs (TLR), et entraine la phosphorylation
de IkBa.. Celui-ci sera alors ubiquitinylé et dégradé par le protéasome (Liu et al.,
2017), libérant ainsi les facteurs NF-kB (principalement NF-kB1/RelA et NF-
kB1/c-Rel), leur permettant d’étre transloqués dans le noyau ou ils pourront se
fixer aux séquences promotrices ou inhibitrices pour activer ou réprimer certains
genes cibles (BCL2, VEGF, VCAM-1...). Il est possible de cibler le facteur NF-xB

avec, par exemple, la molécule pevonedistat (MLN4924), qui module
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I"'ubiquitinylation de IkBo et empéche sa dégradation, ce qui permet de bloquer
NF-kB dans le cytoplasme et d’inhiber son action (Soucy et al., 2009). Une autre
approche a I’étude est I'inhibition du protéasome, dont la fonction est requise
pour l'activation du facteur NF-kB. Pour maintenir I'expression de IkBao., des
inhibiteurs du protéasome, tels que le bortezomib couplé a du cisplatine ou a du
R-CHOP, sont en phase d’essai clinique pour traiter des patients atteints de
DLBCL, mais n’ont pas permis d’améliorer la survie sans progression des patients

traités (Bose et al., 2014; Davies et al., 2019).

Une seconde possibilité est de cibler les protéines en amont de NF-xB,
telles que BTK (Bruton’s Tyrosine Kinase), qui joue un role majeur dans la
transduction du signal du BCR (B cell receptor), ou SYK (spleen tyrosine kinase).
Il existe de nombreuses molécules inhibant spécifiquement ces protéines, telles
que l'ibrutinib (BTK), I'entospletinib ou le fostamatinib (SYK) (pour revue sur les
molécules et essais cliniques : (Wang et al., 2020) (Figure 14). La encore, les
essais cliniques n’ont pas permis de démontrer un intérét a I’adjonction de ces
inhibiteurs. L'essai PHOENIX montre d’ailleurs une aggravation de la maladie
apres ajout d’ibrutinib au traitement R-CHOP chez les sujets agés de plus de 60
ans, avec cependant une survie globale légérement plus élevée chez les sujets
de moins de 60 ans. L’age médian de prise en charge étant de 62 ans, il apparait
difficile de proposer I'ajout d’ibrutinib au R-CHOP de facon généralisée (Younes
et al., 2019). Récemment, I'effet de I'ajout d’ibrutinib au R-CHOP a été décrit
comme trés positif pour le traitement de patients jeunes (<60 ans) atteints d’un
DLBCL de type MCD, avec une survie sans évenement de 100% a trois ans pour
le groupe traité par ibrutinib contre 60% pour le groupe placebo (Wilson et al.,
2021). La classification moléculaire semble ici apporter un avantage
thérapeutique significatif par rapport a I'approche basée sur la cellule d’origine

qui comporte une forte hétérogénéité dans le regroupement des patients.
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Finalement, de tres nombreuses molécules sont actuellement en essai
cliniqgue, mais aucune n’a pour le moment pu démontrer son intérét réel dans
des essais randomisés. C’'est pourquoi il est important de continuer la recherche
de nouvelles thérapies, ou le repositionnement de molécules qui cibleraient des
voies peu étudiées, nécessaires a la mise en place des lymphomes, tel que nous
le présenterons dans les résultats de ce manuscrit, en s’intéressant a 'effet de

BTG1 dans la lymphomagenése et aux moyens potentiels de cibler ces effets.
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Figure 14 : Voies de signalisation du BCR et thérapies ciblées associées.
(Wang et al., 2020)
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1.5.3 Nouvelles approches thérapeutiques

Au contraire des thérapies ciblées, dont I'efficacité clinique reste a
prouver dans les DLBCL, de nouvelles approches d’'immunothérapies ont été
développées, avec beaucoup plus de succes. En 2018, I'utilisation de CAR-T cells
a été développée pour les patients atteints de DLBCL réfractaires. Le concept de
CAR-T cells (Chimeric antigen receptor T) repose sur l'activité naturelle
cytotoxique des cellules T a détruire une cellule cible. Les lymphocytes T du
patient sont prélevés et modifiés (par infection lentivirale et culture in vitro)
pour leur faire exprimer un récepteur membranaire ciblant un antigene tumoral
(le CD19 dans le cas des DLBCL) et une chaine intra-cytoplasmique chimérique,
composée de plusieurs domaines d’activation des lymphocytes T. Ces
lymphocytes T modifiés sont ensuite réinjectés au patient apres un
conditionnement par cyclophosphamide, permettant de favoriser I'expansion
des CAR-T, qui pourront alors détruire les cellules exprimant le CD19 (cellules
tumorales et lymphocytes B normaux) (figure 15) (Schuster et al., 2017).
L’utilisation de ces thérapies semble donner d’excellents résultats pour les
patients répondeurs, avec plus de 70% de réponses, dont environ 35% de
rémissions complétes durables (Locke et al., 2019; Sesques et al., 2020). Dans le
contexte du développement des CAR-T cells, la description d’un cas de DLBCL
n’exprimant pas le CD19 du fait d’'une mutation affectant un site de splice
dupliquée par disomie uniparentale acquise, a pris toute son importance, et a
fait I'objet d’une publication dans le cadre de ce travail de theése (Delage et al.,

2019).
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Figure 15 : Etapes de la génération de CAR-T cells (adapté de
https.//www.omedit-grand-est.ars.sante.fr/car-t-cells)

2 - Physiopathologie des DLBCL, de la
génomique aux études fonctionnelles

2.1 Concept de géne driver ou passenger

Avec |'essor des technologies de séquencage a haut débit, il devient de
plus en plus aisé de déterminer I'ensemble des modifications génétiques
somatiques d’une tumeur donnée. L’analyse de la récurrence des modifications
génétiques (mutations, translocations, délétions...) parmi un tres grand nombre

de patients, permet de prédire I'impact qu’aura une mutation sur l'initiation
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et/ou la progression du cancer. Le principe de mutation « driver » d’'un cancer a
été proposé et défini en 2009 (Stratton et al., 2009). Selon la théorie des
mutations somatiques, la plupart des cancers sont initiés par une ou des
modifications de "ADN d’une cellule (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).
Cependant, toutes les modifications somatiques n’entrainent pas
nécessairement un cancer, et n’ont parfois méme aucun impact. Une mutation
est dite driver si elle apporte un avantage sélectif a la cellule tumorale. Une
mutation driver n’est pas forcément maintenue tout le long du développement
d’une tumeur (elle I'est tout de méme généralement), mais elle est nécessaire

au moins a un moment de son développement.

A l'opposé du concept de mutation driver, on définit une mutation
« passenger » comme n’étant pas sélectionnée positivement, n’apportant pas
d’avantage prolifératif et ne participant pas au développement de la tumeur.
Lors des multiples divisions que subit une cellule, il peut apparaitre des
mutations lors de la réplication de I’ADN, la plupart n’ayant aucune conséquence
fonctionnelle. C'est pourquoi, lors de I'exploration des modifications génétiques
propres a une tumeur, la cellule tumorale originale (dans le cas d’une
prolifération clonale) est trés probablement porteuse d’une ou plusieurs
mutations passenger, antérieures ou postérieures a I'apparition de la mutation
driver, qui seront conservées tout au long de la prolifération clonale,
compliquant ainsi la détermination de I'impact des mutations détectées lors du
diagnostic. Une tumeur sera donc porteuse d’un grand nombre de mutations
passenger et d’un certain nombre de mutations driver, pouvant par ailleurs, dans
les deux cas, apparaitre au cours du traitement, de la rechute ou de I’évolution
de la maladie.

De maniere importante, une mutation passenger (non sélectionnée

positivement durant 'oncogenése) peut avoir un impact sur « la fitness » des
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cellules tumorales en présence d’une drogue de chimiothérapie, ce qui souligne
gue ces mutations peuvent également étre intéressantes dans le contexte

clinique.

On définira par la suite la notion d’oncogene et de gene suppresseur de
tumeur comme deux sous-ensembles des genes driver, que I'on peut simplifier
par la régle 20/20 pour analyser les profils mutationnels (Vogelstein et al., 2013).
Un oncogene se définit comme un gene driver dont la plupart des mutations sont
activatrices. Un géne suppresseur de tumeur quant a lui se définit par le fait
gu’au moins 20% des mutations retrouvées sont des mutations inactivatrices ou

perte de fonction.

A partir des données collectées dans des études moléculaires extensives
de grandes cohortes, telles que TCGA (The Cancer Genome Atlas) ou ICGC (the
International Cancer Genome Consortium)(Futreal et al., 2004), des algorithmes
ont été mis au point pour assigner un role driver ou passenger a un gene donné
dans un cancer donné. Ces différentes études proposent alors une tres grande
variété de genes comme drivers, allant de 158 pour la plus restrictive (MustigCV)
a plus de 2600 pour la plus souple (OncodriveFM) (Figure 16) (Tokheim et al.,
2016). Lattribution d’une fonction driver/passenger étant largement
dépendante de la nature des algorithmes d’analyse des données de séquencage,
cela doit inciter a une certaine prudence en I'absence d’étude fonctionnelle. En
effet, méme si I'intérét de connaitre a priori 'impact d’une mutation génétique
peut sembler séduisante dans la prise en charge d’un patient ou la mise en place
de thérapie ciblée, la détermination algorithmique d’une liste de gene driver
peut engendrer des erreurs et fortement sous-estimer I'impact de mutations

alors déterminées comme passenger (Tokheim et al., 2016).
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Number of predicted driver genes

Figure 16 : Représentation du nombre de génes prédits comme drivers en
fonction de I’étude et des différentes méthodes utilisées (Tokheim et al., 2016)

2.2 Mutations liées a AID

Dans les centres germinatifs, 'enzyme AID (Activation-Induced-Cytidine
Deaminase) est fortement exprimée par les lymphocytes B situés dans la zone
sombre, dans lesquels elle est responsable de I’hypermutation somatique des
geénes codant pour les immunoglobulines, permettant d’augmenter leur affinité
pour I'antigéne. AID reconnait des séquences nucléotidiques spécifiques de type
WRCY (W=AouT,R=AouGetY=CouT)(Aminetal., 2017; Pham et al., 2003).
Son activité entraine la désamination des cytosines, pour former un uracile et
entrainer des mutations génétiques et des cassures de ’ADN (Zaheen & Martin,
2011). Il n"est pas a exclure I'échappement de certaines cellules aux points de

controles, permettant ainsi 'émergence d’une cellule pré-tumorale.
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Dans le cas du DLBCL, de tres nombreuses mutations sont dues a |'activité
d’AID. Il est alors important de déterminer si les mutations induites par AID
peuvent induire ou non une transformation tumorale, ou apporter un avantage
sélectif a la cellule (Amin et al., 2017). Certains genes tels que PIM1 sont des
cibles d’AID, mais les mutations retrouvées sur ce locus ne semblent pas avoir
d’effet driver et ne présentent que de |égeres aberrations phénotypiques (Laird
et al., 1993). Cependant, I'inactivation simultanée des trois kinases PIM1, PIM2
et PIM3, entraine une forte réduction de masse des animaux, suggérant un effet
délétere cumulatif (Mikkers et al., 2004). De la méme fagon, le gene BTGI,
fréqguemment retrouvé muté dans les DLBCL, est considéré comme une cible
d’AlID et comme un gene passenger de la lymphomagenéese, comme le montre la
figure 17, dans laquelle les mutations liées a AID sont notées en bleu et les
mutations liées au vieillissement sont notées en rose, permettant de mettre en
avant I'impact a priori de certains genes, dont les mutations sont fortement

associées au vieillissement et non a AID (Chapuy et al., 2018).

Finalement, bien que certains genes soient tres fortement mutés dans les
lymphomes, I'impact d’AID n’est pas a négliger et de plus amples études
fonctionnelles sur ces mutations sont nécessaires pour décider du caractére
driver ou non d’un gene, I'approche a grande échelle médiée par des algorithmes

étant possiblement insuffisante, voire inexacte.
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Figure 17 : Représentation de la part de mutations liées a AID en bleu et
liées au vieillissement en rose de génes fréquemment retrouvés mutés dans les
DLBCL (Chapuy et al., 2018).
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2.3 Validation fonctionnelle des mutations
driver de la lymphomagenése

Bien que certains génes soient caractérisés comme des passengers ou des
drivers apres analyse statistique, I'étude approfondie de leur role et de leur
impact dans la lymphomagenése reste indispensable. Récemment, de
nombreuses études ont permis de valider I'impact des mutations de certains
génes dans la lymphomageneése, avec parfois la mise en avant d’'un composé
thérapeutique, ciblant spécifiguement la ou les voies impactées par ces

mutations.

Des genes tels que CREBBP (CREB binding protein) ou EP300, deux acétyles
transférases majeures nécessaires a la régulation transcriptionnelle, présentent
un important taux de mutations ou délétions dans les hémopathies malignes,
avec une fréquence de 41% dans le lymphome folliculaire et 39% dans le DLBCL
pour CREBBP (Pasqualucci et al., 2011). Il est intéressant de noter que ces
mutations apparaissent souvent sur un seul allele pour de nombreux genes tels
que KMT2D (Zhang et al., 2015) ou CREBBP (Zhang et al., 2017), et que ces
mutations, bien gu’inactivatrices, suffisent a fortement moduler I'activité de Ia
protéine. La plupart des mutations se situent au niveau du domaine histone
acetyltransferase (HAT) de CREBBP, réduisant considérablement son activité
acétyle transférase sur des protéines telles que BCL6 et p53 (Pasqualucci et al.,
2011). L'acétylation de p53 médiée par CREBBP est indispensable a son activité
transcriptionnelle. Cette réduction de l'activité de p53 est renforcée par
I'inhibition de I'acétylation cette fois de BCL6, ce qui entraine une activation
constitutive de sa fonction oncogénique (Pasqualucci et al., 2011), permettant

aux cellules malignes de conserver des propriétés propres au cellules du centre
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erminatif, et conduisant a une protection contre I'apoptose entrainée par des
g

dommages a ’ADN et un maintien de la prolifération.

De la méme facgon, il est intéressant de décrire le cas du géne TBL1XR1
dans le lymphome. Des études de grandes cohortes classent le géne TBL1XR1
comme un gene suppresseur de tumeur, retrouvé muté dans des DLBCL de type
ABC, ou de sous-type MCD / C5, et associé a un pronostic défavorable (Chapuy
et al., 2018; Reddy et al., 2017; Schmitz et al., 2018). Les études sur ce gene
montrent des taux de mutation supérieurs a 35% dans ces sous-types de
lymphomes les plus agressifs. TBLR1 (codée par TBL1XR1) est un des composants
et co-activateurs du complexe SMRT/NCOR1, impliqué dans la répression de la
transcription. Il a récemment été démontré que dans le lymphome B, les
mutations de TBLIXR1 bloquent la prolifération des cellules B du centre
germinatif et permettent la formation de cellules pré B mémoires, qui ne
pourront a terme pas se différencier en plasmocytes, et qui ré-entreront dans
de nouveaux centres germinatifs, conduisant a la formation de lymphomes avec
des atteintes extra-ganglionnaires (Venturutti et al., 2020). Cependant, ces
analyses ne correlent que rarement le niveau d’expression du gene a celui de sa
protéine. Une cohorte de 208 patients atteints de DLBCL, traités par R-CHOP, a
montré qu’une forte expression protéique en immunohistochimie de TBLR1
dans les DLBCL ABC (souvent mutés pour TBL1XR1) au niveau nucléaire est
corrélée a une réduction de la survie sans progression et de la survie globale, et

pouvait donc avoir une valeur pronostic (Ednersson et al., 2020).

Des études fonctionnelles, aussi bien transcriptomiques que
protéomiques, apparaissent nécessaires pour confirmer I'impact mutationnel

prédit par les études a haut débit sur la lymphomagenése. Parmi les genes mutés

60



de maniére récurrente dans les lymphomes, dont la contribution a la

lymphomageneése B est indéterminée, figure BTG1, qui fait 'objet de ce travail.

Points clés :

Initialement classés uniquement sur des critéres morphologiques, les
lymphomes B diffus a grandes cellules sont actuellement décrits a I'aide d’une
classification moléculaire basée sur des récurrences d’altération génétiques
somatiques. Les mutations de BTG1 sont associées aux lymphomes de type
MCD/C5, caractérisés par de fréquentes localisations extra-ganglionnaires, et un
pronostic défavorable. A cet égard, nous présentons les mécanismes de
migrations cellulaires pouvant potentiellement expliquer cette localisation extra-

ganglionnaire, la migration des lymphocytes étant essentiellement amiboide.
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B/ Famille des génes BTG

BTG1 est un géne découvert par sérendipité lors de I'étude d’une
hémopathie maligne (Rimokh et al., 1991; Rouault et al., 1992). Il a par la suite
été décrit comme gene suppresseur de tumeur dans une autre hémopathie
gu’est la leucémie aigué lymphoblastique pré-B (Waanders et al., 2012).
Finalement, et assez récemment, il est décrit comme étant tres fréquemment
muté dans certains sous-types de lymphomes caractérisés par un pronostic
plutot défavorable et associé a une dissémination extra-ganglionnaire (Chapuy

et al., 2016).

Certains auteurs considerent cependant que BTG1 est un gene passenger
de la lymphomageneése, car ses mutations portent la signature d’AID (Chapuy et
al., 2018). Néanmoins, la majorité des mutations de BTG1 sont retrouvées dans
la phase de lecture ouverte du gene, ce qui nous laisse penser que ces mutations
sont spécifiquement sélectionnées dans la mise en place d’un processus
tumoral. D’autre part, BTG1 est fréquemment muté dans certains sous-types de
cancers particulierement agressifs et associés a des atteintes extra-
ganglionnaires ; I'apparition de mutations a la rechute de la maladie apres
traitement ont également été relevées. Ces observations semblent nous
indiquer que les mutations de BTG1 sont un élément important dans la

tumorigenese, et particulierement dans la lymphomagenese B.

Au cours du chapitre suivant, nous allons décrire de facon non exhaustive
les fonctions principales de BTG1, et nous mettrons en perspective son impact

dans les cancers.
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1 - BTG1, découverte et fonctions

1.1 BTG1, le prototype d’une famille de
genes antiprolifératifs

BTG1 (B-cell Translocation Gene 1) est un gene découvert en 1991, lors de
I’étude moléculaire d’une translocation t(8 ; 12) apparue lors de la phase de
transformation d’une leucémie lymphoide chronique (LLC) (Rimokh et al., 1991).
Il fut alors montré que I'expression de BTG1 était ubiquitaire et qu’il était tres
fortement conservé tout au long de I'évolution chez de nombreuses espéces
testées (poulet, lapin, chien, souris, humain...) (Rimokh et al., 1991; Rouault et
al., 1992). BTG1 est situé sur le chromosome 12, est composé de 2 exons et un
intron, et code une protéine de 171 acides aminés d’un poids moléculaire de
19kDa. Dans un premier temps, BTG1 a été décrit comme un gene réduisant la
prolifération cellulaire lorsqu’il est surexprimé dans des cellules NIH3T3 et dont
I’expression est maximale en phase GO/G1 du cycle cellulaire (Rouault et al.,

1992).

Un gene homologue de BTG1, BTG2 (également appelé PC3 chez la souris
ou TIS21) a été découvert simultanément. Il est exprimé transitoirement dans
les cellules 3T3 apres traitement au tetradecanoyl phorbol acetate (TPA)
(Fletcher et al., 1991) et a été montré comme étant une cible de p53 (Rouault et
al., 1996). Quelques années plus tard, TOB1 (Transducer Of ERBB2) fut découvert
pour la capacité de sa protéine a réduire la prolifération de cellules NIH3T3 et a
fixer ERBB2 (Matsuda et al., 1996). Les derniers genes de la famille BTG/Tob, que
sont BTG3 (également nommé ANA) (Guéhenneux et al., 1997; Yoshida et al.,
1998), BTG4 (ou PC3B) (Buanne et al., 2000) et TOB2 (lkematsu et al., 1999)

furent découvert par la suite, en se basant sur les homologies de séquence et sur
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leur propriété antiproliférative induisant un arrét de la progression du cycle
cellulaire en phase G1/S lors d’une surexpression, et ce dans de nombreux types

cellulaires.

1.2 Structure des génes de la famille BTG

La famille de genes BTG se distingue par la forte homologie de séquence
de ses membres, principalement dans la région N-Terminale, entre les acides
aminés 4 et 119. Cette région, nommée domaine BTG, comprend deux domaines
d’homologie encore plus conservés, qui sont appelés la boite A et la boite B
(Guéhenneux et al., 1997). BTG1 et BTG2 sont les seuls membres de la famille a
comprendre un troisieme domaine tres conservé qu’est la boite C, directement
positionnée en 3’ de la boite B. TOB1 et TOB2, quant a eux, disposent de deux
domaines exclusifs PAM?2, situés dans la région C-terminale de la protéine
(Figure 18A) (Guéhenneux et al., 1997; Winkler, 2010). Plusieurs études ont par
la suite permis de montrer que le domaine BTG était fortement impliqué dans
des interactions protéines-protéines a travers la boite B et la boite C, notamment
avec des régulateurs post-transcriptionnels. On retrouve également deux motifs
peptidiques LxxLL situés dans le domaine BTG, connus pour faciliter les
interactions protéines-protéines notamment avec des récepteurs nucléaires

(Heery et al., 1997; Prévot et al., 2001; Yang et al., 2008).

Les protéines TOB1 et TOB2, qui disposent d’une partie C-terminale plus
longue que les 4 autres membres de la famille, comportent deux régions PAM?2
(PABP-interacting motif 2) qui permettent I'interaction avec la cytoplasmic poly-
A binding protein 1 (PABPC1) (Ezzeddine et al., 2007). La détermination de la

structure cristalline des protéines BTG2 et TOB1 a permis de caractériser le site
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d’interaction avec la protéine CNOT7 (hCafl) et de mettre en avant la forte
conservation de la structure du domaine BTG (Horiuchi et al., 2009; Yang et al.,
2008). BTG2 et TOB1 sont donc formées de 5 hélices alpha contenant les deux
motifs LxxLL, ainsi que de 4 feuillets béta retrouvés exclusivement dans les boites
A, B et C (Figure 18B). Il a par ailleurs été montré, grace aux données de
cristallographie, que les résidus formant les boites A et B sont tous retrouvés au
niveau des régions en contact avec la surface de la protéine CNOT7 lorsque les
deux protéines interagissent, ce qui laisse penser que des mutations ou des
modifications de conformation de ces régions trés conservées pourraient avoir
un fort impact sur l'interaction avec CNOT7, et ainsi moduler I'activité du

complexe majeur de déadénylation CCR4-NOT (Horiuchi et al., 2009).
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Figure 18 : (A) principaux domaines d’interaction des 6 protéines de la famille
BTG/TOB. Le domaine BTG en bleu, également appelé domaine APRO (Anti
PROlifératif), contient les deux domaines de tres forte homologie, les boites A et
boites B, elles-mémes directement suivies par la boite C, uniquement pour BTG1
et BTG2 (BTG1 exon 1 = 1-49, exon 2 = 50 — 171). Ces domaines d’homologies
favorisent les interactions avec de nombreux partenaires protéiques, interactions
renforcées par la présence de deux motifs LxxLL présents dans le domaine BTG.
Les domaines PAM?2 sont également présentés en jaune sur les protéines TOB1
et TOB2, permettant les interactions avec PABPC1. Adapté de (Amine et al., 2021;
Guéhenneux et al., 1997; Winkler, 2010). (B) Structure cristalline de la protéine
BTG2, avec représentation des hélices alpha composant la majorité du domaine
BTG et contenant les motifs LxxLL, et représentation des feuillets beta,
composant principalement les boites A, B et C (Yang et al., 2008).

66



1.3 Fonctions principales de BTG1

Dans un souci de clarté, nous allons ici nous intéresser aux fonctions les
plus documentées de BTG1. BTG1 reste un gene dont les fonctions sont encore
peu connues. Cependant, il semble maintenant clair qu’il joue un réle important
dans la régulation du cycle cellulaire, la modulation de la méthylation des
arginines a travers l'interaction avec PRMT1 et qu’il impacte également la
dégradation des messagers en interagissant avec la protéine CAF1 (Figure 19).
Pour aller plus loin dans la compréhension exhaustive de ses fonctions, il est
possible de se référer aux revues suivantes (Matsuda et al., 2001; Mauxion et al.,

2009; Winkler, 2010; Yuniati et al., 2019).

Méthylation des arginines Déadénylation des ARNm

a  BlGI m
Boite C - PRMT1 —_— Boite B - CAF1

- Résistance aux glucocorticoides - Dégradation des ARNm

- Différenciation érythroide - Maintien en quiescence des cellules T

Figure 19 : Principales fonctions de la protéine BTG1 et conséquences de
ses interactions avec ses partenaires protéiques.

1.3.1 Régulation de la méthylation des
arginines

Aprés leur découverte, il a été montré que BTG1 et BTG2 agissaient en

partie a travers des interactions protéines-protéines, et que l'une de ces
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interactions liait BTG1 et BTG2 a I’arginine méthyl transférase PRMT1 (Lin et al.,
1996). Ces protéines arginine méthyl transférases sont exprimées dans tous les
tissus des mammiferes, et sont impliquées dans de nombreux processus
biologiques comme la transcription des ARN messagers, la réparation de I’ADN,
ou la modulation des voies de signalisation (Bedford & Clarke, 2009; Bedford &
Richard, 2005) (Figure 20). Par exemple, les protéines liant ’ARN (RNA binding
proteins ou RBPs) sont indispensables a la conformation, a la stabilisation et a la
localisation des ARN et des ARN messagers ; ces RBPs sont souvent riches en
domaines RGG (Glycine Arginine Rich) et sont les cibles de méthylation des
arginines, modulant ainsi leur activité (Blackwell & Ceman, 2012). Plusieurs types
de méthylations sont possibles et dépendent de différentes méthyl transférases.
Cependant, il est admis que PRMT1 est I’'enzyme majeure, et qu’elle réalise plus
de 90% de la méthylation dite asymétrique des arginines (aDMA). Nous pourrons
citer 'exemple de I’hélicase A, qui est nécessaire a |I'épissage des ARN et qui est
une cible connue de PRMT1 au niveau de ses motifs RGG, dont la translocation
nucléaire requiert la méthylation de ses arginines (Smith et al., 2004). Il a
également été montré que PRMT1 contribue au remodelage de la chromatine a
travers la méthylation de I'arginine 3 de I'histone H4, modulant fortement
I"acces a I’ADN et de ce fait la transcription d’'un grand nombre de genes (Bedford

& Clarke, 2009).
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Figure 20 : Représentation des processus régulés par la méthylation des
arginines, représentée par des points rouges, fortement médiée par PRMT1. Pour
revue exhaustive, voir : (Bedford & Richard, 2005).

Il a également été montré que la boite C de BTG1 et BTG2 était nécessaire
a l'interaction avec PRMT1, et que la surexpression du peptide boite C inhibe
I’effet de BTG1 et BTG2 sur PRMT1 en réduisant la méthylation de I'histone H2A,
ce qui indigue un role de co-activateur majeur de ces deux protéines sur PRMT1

(Berthet et al., 2002; Lin et al., 1996).
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BTG1 a également été décrit comme étant une cible de FOX0O3a. Dans un
modele de différenciation érythroide, I'expression de FOXO3a entraine un arrét
du cycle cellulaire associé a une surexpression de BTG1. La surexpression de
BTG1 sauvage inhibe la prolifération des progéniteurs érythroides, alors que
I’expression d’une forme tronquée de BTG1, sans boite C, ne réduit pas la
prolifération de progéniteurs érythroides, suggérant un effet de cette boite C,
qui pourrait passer par son interaction avec PRMT1. Il semble donc que I'activité
méthyltransférase empéche la différenciation et la prolifération des
progéniteurs érythroides, faisant de BTG1 un possible régulateur d’'une partie de

cette différenciation (Bakker et al., 2004).

1.3.2 La dégradation des messagers par BTG1

La dégradation des ARN messagers (ARNm) est une étape importante dans
la régulation de I'expression génique. Succinctement, les ARN messagers sont
des structures protégées en 5’ par une coiffe 7-methylguanosine (Cowling, 2010)
et en 3’ par une queue poly-A auxquelles se fixent des protéines. Ces ARNm
peuvent étre dégradés dans le sens 5" -> 3’ par I'’enzyme XRN1, dans le sens 3’ -
> 5’ par un complexe d’exonucléases appelé exosome ou par des endonucléases
(Garneau et al., 2007). La plupart des ARNm sont dégradés par la voie
dépendante de la déadénylation de la queue poly-A en 3’ de 'ARNm. Cette
déadénylation est médiée par deux complexes majeurs que sont le complexe
CCR4-NOT, le complexe PAN (PAN2-PAN3) et une enzyme PARN qui favorise la
dégradation de la queue poly-A des ARN messagers capés en 5. PAN2 et PAN3
sont mis en place lors de la premiére étape de déadénylation sur les premiers

nucléotides en s’associant a PABPC1 (Yamashita et al., 2005), tandis que le
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complexe CCR4-NOT permettra la dégradation des nucléotides suivants (Figure
21).
Deadenylation-dependent mRNA decay
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Figure 21 : Représentation de la dégradation des ARNm dépendant de la
déadénylation (Garneau et al., 2007).

Un des roles les mieux caractérisé de BTG1 est son implication dans la
régulation post-transcriptionnelle de ces ARNm. En effet, il a été montré que
BTG1 interagit a travers sa boite B avec la sous unité mCafl (mouse CCR4-
associated factor 1) du complexe de déadénylation de la queue poly-A des ARN
messagers CCR4-NOT (Rouault et al., 1998). Cette interaction, qui est également
possible avec la protéine hCAF1 (également appelée CNOT7 et que nous

appellerons CAF1 par la suite), est aussi décrite pour la protéine BTG2 (Prévot et
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al., 2001). In vitro, 'interaction entre BTG1 et CAF1 serait dépendante de la
phosphorylation de la sérine 159 de BTG1 (Bogdan et al., 1998). Il a également
été montré qu’une surexpression de BTG2, a travers son interaction avec CAF1,
augmente la vitesse de dégradation des ARNm in vitro. Cette dégradation est
médiée par I'augmentation de la vitesse de déadénylation des queues poly-A, et
est rendue possible grace a I'activité catalytique de CAF1 au sein du complexe

CCR4-NOT (Mauxion et al., 2008, 2009; Stupfler et al., 2016).

Le complexe CCR4-NOT, bien qu’initialement découvert chez la levure, est
présent chez tous les eucaryotes, et contribue trés largement a tous les niveaux
de régulation de I'expression génique, de la production des ARN messagers dans
le noyau, jusqu’a leur dégradation dans le cytoplasme, ce qui renforce I'intérét
de I’étude de l'interaction BTG1-CAF1. Cette interaction a d’ailleurs récemment
fait l'objet d’une étude sur l'impact des mutations de BTG1 dans la
lymphomagenése et a montré qu’un certain nombre de variants réduisaient
fortement l'interaction BTG1-CAF1 et modulaient la dégradation des ARNm
(Almasmoum et al.,, 2020). De récentes études montrent que BTG1 et BTG2
peuvent directement interagir avec PABPC1, bien qu’ils ne disposent pas de
motif PAM2, a l'inverse des protéines TOB (Ezzeddine et al., 2007), et ainsi
moduler la déadénylation des ARN messagers par cette voie. Les queues poly-A
sont nécessaires a la protection des molécules d’ARNm, et sont-elles mémes
complexées avec la protéine PABPC1 qui empéche la dégradation des ARNm par
des ribonucléases. Bien qu’il ait été décrit que BTG1 et BTG2 pouvaient avoir une
activité de régulation post traductionnelle a travers leur interaction avec PRMT1
par la boite C, il semble que cette boite C interagit également directement avec
PABPC1 et module ainsi la déadénylation des ARNm (Amine et al., 2021; Stupfler
et al., 2016).
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Bien que I'action de BTG1 au niveau de la régulation de la dégradation des
ARNm soit bien décrite, il est intéressant de noter que BTG1 ne semble pas avoir
d’impact sur une population spécifique d’ARN messagers. En effet, il aurait été
possible que BTG1 agisse comme une RBP, en adressant le complexe de
déadénylation a un set spécifiqgue d’ARN messagers. Cependant, une étude
récente décrit qu’une inactivation de BTG1 (et de BTG2) dans des lymphocytes T
naifs peut entrainer une augmentation globale de I'abondance en ARN
messagers, conduisant a une sortie de quiescence de ces lymphocytes. Cette
étude a d’ailleurs montré que les queues poly-A des ARN messagers des cellules
T inactivées pour BTG1 et pour BTG2 étaient plus longues que celles des cellules
T sauvages, alors que la queue poly-A des ARN mitochondriaux n’était pas
impactée (Hwang et al., 2020). L’hypothése avancée est que la réduction globale
d’ARNm permet le maintien en quiescence des cellules T naives. L’activation de
ces cellules entraine par ailleurs une réduction de I'expression de BTG1 et BTG2,
ce qui permet une accumulation d’ARNm et qui conduit a une sortie de I'état de

guiescence.

2 - Impact de I'expression de BTG1 dans les
cancers

Nous allons maintenant décrire le statut de BTG1, de ses délétions ou de
ses mutations, dans plusieurs types de cancers et nous nous intéresserons
particulierement a son statut dans les lymphomes B, ainsi que le potentiel

impact pronostic qu’il peut y avoir.
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Historiguement, BTG1 a été défini comme un géne dont la surexpression
réduit la prolifération cellulaire. Or, en cancérologie, un gene antiprolifératif
conduit, en théorie, a la réduction de la croissance tumorale. Comme évoqué
précédemment, ces genes sont fréquemment mutés ou délétés pour permettre

a la cellule d’outrepasser leurs effets antiprolifératifs.

En 2014, il a été montré une inhibition transcriptionnelle de I'expression
de BTG1 par 'oncogene c-Myc (Li et al., 2014b). C-Myc est un oncogéne régulant
I’expression d’un trés grand nombre de genes, permettant, entre autres,
I’expression du cluster de micro-ARN miR-17-92, expression qui régule
négativement celle de BTG1. En effet, il a été montré que I'inactivation de c-Myc
réduit I'expression de miR-17-92, ce qui entraine une levée de l'inhibition des
genes cibles de ces miRNA et une réduction de la prolifération cellulaire ainsi
gu’une augmentation de la sénescence. L'expression de c-Myc entraine une
réduction de I'expression globale de BTG1, permettant ainsi leur survie et leur
prolifération. Il est également observé qu’une inactivation de c-Myc entraine
une augmentation de la di-méthylation de I’histone H4 sur I’arginine R3, et que
cette méthylation est médiée par I'expression de BTG1 et son interaction avec
PRMTL1. Or, une augmentation de la méthylation de cette histone entraine une
condensation de la chromatine, conduisant a un ralentissement de la

prolifération (Li et al., 2014b).

BTG1 a été décrit en 2012 comme un gene suppresseur de tumeur dans
les leucémies lymphoblastiques aigués pré-B de I'enfant (BCP-ALL), dans
lesquelles il est délété dans pres de 10% des cas. Ces derniers cas sont associés
a un mauvais pronostic et a un taux de rémission compléete plus faible (Waanders
et al., 2012). Les délétions de BTG1 étaient localisées au niveau de son second

exon (entre les acides aminés 93 et 106, correspondant a la boite B) entratnant
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I’expression d’une protéine tronquée. Il est d’ailleurs intéressant de noter que
ces délétions sont tres probablement médiées par les protéines RAG1 et RAG2,
impliguées dans la recombinaison V(D)J qui se déroule pendant les premieres
étapes de la lymphopoiese B. En effet, on retrouve, de part et d’autres des sites
de délétions, des séquences proches des séquences consensus RSS, qui sont des
cibles de ces protéines RAG, plusieurs fois décrites comme entrainant des
délétions ou des translocations dans des leucémies (Marculescu et al., 2002;
Mullighan et al., 2008). Il a également été relevé que ces délétions de BTG1
apparaissent de facon prédominante dans deux sous-types de BCP-ALL,
caractérisés par des translocations permettant les évenements de fusion ETV6-
RUNX1 (19%) et BCR-ABL1 (31,2%) (Tijchon et al., 2018; Tsuzuki et al., 2007; Xie
et al., 2014). Par ailleurs, les sous-clones qui sont porteurs des délétions de BTG1
au diagnostic, semblent étre les clones majoritairement retrouvés a la rechute
de la maladie, laissant ainsi penser que BTG1 est un élément driver de la
leucémogenese et qu’il est impliqué dans la sélection clonale de la maladie

(Waanders et al., 2012).

Plus récemment, une étude sur une importante cohorte de 533 patients
atteints de BCP-ALL a montré que 16% des patients atteints de mutations ou de
délétion du gene IKZF1 comportaient également des délétions mono-alléliques
de BTG1. Les délétions de BTG1 seules n’entrainent pas de pronostic
particulierement défavorable, cependant la cooccurrence des délétions d’IKZF1
et de BTG1 aggrave le pronostic et réduit fortement le temps de survie sans
événement de ces patients (Scheijen et al., 2017). L'impact néfaste des délétions
de BTG1 semble donc étre exacerbé ou révélé par la présence d’un ou plusieurs
événements génétiques aggravant, suggérant une coopération oncogénique

entre BTG1 et certains partenaires.
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Il semble donc que I'expression de BTG1 soit fortement impliquée dans la
tumorigenése, ou un faible taux de BTG1 est associé a une maladie plus agressive
et plus encline a rechuter, confirmant le caractere driver de I'inactivation de

BTG1 dans certains cancers.

3 - Implications fonctionnelles de BTG1 dans
la tumorigeneése

Du fait de ses interactions protéiques et leurs fonctions précédemment
évoquées, BTG1 peut avoir un impact non négligeable sur la progression
tumorale en général, en faisant ainsi un potentiel marqueur de mauvais

pronostic lorsqu’il est muté et / ou délété.

3.1 Régulation du cycle cellulaire

BTG1 a été décrit comme un gene ayant un effet antiprolifératif (Rouault
et al., 1992). Néanmoins, il a fallu attendre d’autres études pour comprendre de
facon claire son réle dans la cancérogenése. Au niveau tumoral, I'impact de cette
régulation du cycle cellulaire modulée par BTG1 a été décrit en 2013 dans les
cancers du sein, ou il a été mis en évidence, d’une part, que I'expression de BTG1
était réduite dans les préléevements tumoraux par rapports a des prélevements
effectués sur des tissus sains, et d’autre part, que la surexpression in vitro de
BTG1 dans des lignées de cancer du sein entraine un blocage du cycle cellulaire

en phase GO/G1, réduisant ainsi la prolifération cellulaire (Zhu et al., 2013).

Il a été décrit en 2015 dans les carcinomes rénaux une importante

réduction de I'expression protéique et transcriptionnelle de BTG1 par rapport
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aux tissus controles rénaux non tumoraux. Dans le modele cellulaire 786-RCC
(renal cell carcinoma), la surexpression de BTG1 entraine un arrét des cellules en
phase GO/G1 du cycle cellulaire, une augmentation de I'apoptose, ainsi qu’une
inhibition de la prolifération cellulaire. Des expériences de co-
immunoprécipitation ont également montré que BTG1 interagit directement
avec PRMT1 dans ce modeéle cellulaire de carcinome rénal et que ses fonctions
antiproliférative et pro-apoptotique sont probablement liées a cette interaction.
En effet, I'inhibition chimique de PRMT1, dans les lignées surexprimant BTG1,
entraine une réversion de l'action de BTG1 et conduit a la prolifération et a
I'inhibition de I'apoptose, suggérant la modulation de I'activité de PRMT1 par

BTG1 dans les carcinomes rénaux (Liu et al., 2015).

3.2 L’expression protéique de BTG1 comme
biomarqueur

L’expression protéique de BTG1 est explorée dans de nombreux types de
cancers et est rapportée comme étant fréequemment plus faible dans les tissus
tumoraux que dans les tissus sains. Sa surexpression est associée a une réduction
globale de la prolifération et une augmentation de I'apoptose dans les cancers
du sein (Li et al., 2014a; Zhu et al., 2013, 2015) ou les cancers du poumon (Sheng
et al., 2014), dans lesquels une faible expression de BTG1 est associée a une
invasion tumorale exacerbée. De la méme facon, I'expression de BTG1 a été
appréciée dans une cohorte de 151 prélevements de patients atteints de
carcinomes hépatiques. L'étude a révélé une forte diminution (dans 85% des cas)
de I'expression protéique et de '’ARNm de BTG1 par rapport a des prélevements
effectués sur des tissus hépatiques sains. Il a par ailleurs été mis en relation une

forte baisse d’ARNm avec une faible expression protéique. L'étude de cette
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cohorte de patients a permis de montrer qu’une faible expression de BTG1 était
associée, pour cette pathologie, a des taux de survie plus faible (Kanda et al.,

2015).

Une méta-analyse effectuée sur 15 études, regroupant au total 1992
patients atteins de tumeurs solides variées (sein, foie, pancréas, cesophage...), a
permis de mettre en avant le caractére pronostic du niveau d’expression de la
protéine BTG1 dans les tumeurs solides. Cette étude montre |’association entre
une faible expression de BTG1 et un faible de taux de survie chez les patients,
ainsi qu’un état de progression tumorale avancée ou encore une invasion

métastatique dans les ganglions lymphatiques (Chen et al., 2020).

3.3 Effets de PRTM1 en cancérogenese

Dans de nombreux cancers, I'expression de PRMT1 (et de PRMT®6, qui
régulent tous deux la di-méthylation asymétrique sur les arginines) est dérégulée
dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains. Son expression est
augmentée dans les cancers de la vessie, les cancers du sein, les lymphomes, les
cancers gastriques ou encore les cancers des testicules (Yang & Bedford, 2013;
Yoshimatsu et al., 2011). Cependant, I'expression d’autres arginines méthyl
transférases de type | (PRMT4 et 6) est réduite dans les mélanomes, suggérant
qgue la régulation des méthylations est un phénomeéne complexe et

probablement dépendant du type de cancer étudié.

L'interaction de BTG1 avec PRMT1 a été décrite comme un régulateur
positif des récepteurs aux glucocorticoides (GC) dans des cellules de leucémies

(Van Galen et al., 2010), les glucocorticoides tels que la dexamethasone ou la
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prednisone étant utilisés pour traiter les ALL en premiere intention. Il a été
montré que l'inactivation in vitro de BTG1 dans des lignées de cellules dérivées
d’ALL entraine une forte résistance au traitement a la prednisone et a la
dexamethasone. Les récepteurs aux glucocorticoides sont en effet régulés par
un phénomeéne d’auto-induction, médié entre autres par le complexe BTG1 -
PRMT1 qui joue ici un réle de co-activateur transcriptionnel ; la réexpression de
BTG1 dans ces lignées restaure la sensibilité aux glucocorticoides (Van Galen et
al., 2010). Dans ce cas, il semble qu’une inactivation de BTG1 soit liée a une

résistance aux glucocorticoides et donc a une maladie plus agressive.

Enfin, il semblerait que les arginines méthyl transférases de type 1 et 2
soient impliquées dans la progression des DLBCL. Effectivement, I'inhibition des
méthylations de PRMT1, induites par des composés pharmaceutiques
(GSK3368715), semble montrer un effet anti-tumoral sur des souris, effet

renforcé par l'inhibition combinée de PRMT1 et PRMTS5 (Fedoriw et al., 2019).

Dans les leucémies, une forte expression de BTG1 serait donc associée a
une meilleure prise en charge des leucémies a travers son interaction avec
PRMT1, permettant de cibler les tumeurs avec des glucocorticoides. Mais il
semble que dans d’autres types de cancer, l'inhibition de PRMT1 soit plutot
bénéfique au patient et permettrait de réduire le développement tumoral,
faisant de la régulation de la méthylation des arginines une cible d’intérét, mais

dépendante du type de tumeur.
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3.4 Impact de BTG1 sur la différenciation
cellulaire

Assez récemment, il a été montré que BTG1 et BTG2 sont impliquées dans
la différenciation des progéniteurs lymphoides B. L’étude de souris inactivées
pour BTG1 et/ou BTG2 a permis de montrer que l'inactivation de chaque géne
réduit significativement la quantité de progéniteurs B dans la moelle osseuse et
qgue l'inactivation conjointe de ces deux génes renforce le phénotype et aggrave
la déplétion en progéniteurs B, a tous les stades de différenciation B (Tijchon et
al., 2016). De la méme fagon, comme nous l'avons présenté plus tot, BTG1
impacte la différenciation des lymphocytes T en régulant leur état de quiescence

par la dégradation des messagers (Hwang et al., 2020).

Actuellement, en clinique, les classifications des lymphomes sont basées
sur I’état de différenciation de I’équivalent non tumoral de la cellule, la cellule
d’origine. La relation entre la différenciation lymphocytaire B et Ia
lymphomagenése est donc importante dans la prise en charge des patients, car
les mécanismes moléculaires mis en place dans le lymphome dépendent tres
probablement du stade de différenciation du lymphocyte pré-tumoral qui a subi
le premier événement de transformation. Ce qui fait de BTG1 un élément
important de la lymphomageneése B, du fait de son impact sur la régulation de la

différenciation cellulaire.

D’autre part, BTG1 est fortement impliquée dans la différenciation
musculaire et la neurogenese. Il a été montré que BTG1 est un co-activateur
majeur de la régulation de la différenciation musculaire, et que son activité passe
par une interaction directe avec plusieurs facteurs de transcriptions impliqués
dans la différenciation des myoblastes (Busson et al., 2005; Rodier et al., 1999).

De la méme facon, une étude a montré que I'expression de BTG1 permet de
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maintenir la quiescence et le renouvellement des cellules progénitrices et des
cellules souches dans le cerveau, en empéchant I'apoptose de ces derniéres. En
effet, des souris dans lesquelles BTG1 est inactivé ont été générées pour étudier
le potentiel de ce géne a moduler I'apparition de neurones a I'dge adulte et ont
permis de montrer qu’a un stade de développement précoce, I'inactivation de
BTG1 augmente fortement la prolifération cellulaire, mais qu’a partir de deux
mois, le nombre de neurones et de cellules souches neuronales dans le gyrus
dentés des souris BTG1 inactivé décroit fortement par rapport aux souris
sauvages, en réduisant leurs capacités prolifératives et en augmentant le taux
d’apoptose de ces cellules. Il apparait donc que l'expression de BTG1 est
nécessaire au maintien des cellules souches en quiescence, du fait de sa capacité
a maintenir les cellules en phase G1 du cycle cellulaire, et que l'inactivation de
BTG1 induit une prolifération cellulaire incontrdélée, conduisant probablement a
I"accumulation de mutations et entrainant les cellules a I'apoptose, ou a la

transformation tumorale (Farioli-Vecchioli et al., 2012).

L'effet de BTG1 semble donc étre retrouvé au niveau d’une importante
diversité de types cellulaires et est toujours décrit comme étant impliqué dans
le controle de la différenciation et de la régulation du cycle cellulaire, étapes clés

de la mise en place tumorale.

4 - Mutations de BTG1 dans les lymphomes.

BTG1 a été découvert dans un cas de LLC et continue d’étre fortement
associé aux hémopathies malignes. Son statut mutationnel est de plus en plus
mis en avant dans les lymphomes avec |'essor des techniques de séquencages a

haut débit.
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Une étude récente réalisée sur une cohorte de 1001 cas de lymphomes B
diffus a grandes cellules (DLBCL), intégrant des analyses de profils mutationnels
ainsi que les suivis cliniques des patients, montre que 9% de ces patients
présentent des mutations de BTG1, et que |'expression de ces mutations est
associée a un pronostic défavorable lorsqu’elles sont présentes dans des
lymphomes de type B Activé (ABC-DLBCL) (Reddy et al., 2017). Un an plus tard,
deux études explorant l'aspect de I’hétérogénéité génétique inhérente aux
lymphomes B diffus a grandes cellules, avec d’'importantes cohortes de patients,
proposent d’affiner la classification existante en se basant sur la cooccurrence
d’événements génétiques. En effet, comme développé précédemment, la
classification communément admise des DLBCL repose sur la provenance de la
cellule d’origine, qu’elle provienne du centre germinatif (GCB-DLBCL) ou d’un
stade de différenciation plus avancé (ABC-DLBCL). Cependant, le sous-groupe
MCD/C5 précédemment décrit (mutations de MYD88 et de CD79B), qui regroupe
majoritairement des lymphomes de type ABC et qui présente un pronostic
particulierement défavorable, comprend plus de 45% de patients ayant au moins
une altération génétique de BTG1, suggérant une implication directe de BTG1
dans le mécanisme tumoral des lymphomes de mauvais pronostic (Chapuy et al.,
2018; Schmitz et al.,, 2018; Wright et al., 2020). Il en est de méme pour la
présence de forts taux de mutations de BTG1 dans les lymphomes primaires du
systeme nerveux central (50%) et des lymphomes testiculaires primaires (35%)

(Chapuy et al., 2016).

De maniere intéressante, plusieurs études sur les maladies de
Waldenstrom montrent une cooccurrence de mutations activatrices du gene
MYD88, qui est un des genes les plus fréquemment muté dans ces hémopathies
(dans plus de 90% des cas), avec des délétions de BTG1 a hauteur de 87% (Hunter

et al.,, 2014, 2016), suggérant une possible interaction fonctionnelle ou un
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mécanisme de coopération oncogénique entre les mutations de BTG1 et la

surexpression d’une forme mutée activatrice de MYD88.

Bien que parfois considéré comme passenger dans la lymphomagenése B,
BTG1 pourrait étre un géne déterminant dans les lymphomes agressifs et
potentiellement associé a une augmentation de la dissémination de la maladie
du fait de la fréguence de ses mutations dans les lymphomes a atteintes extra-
ganglionnaires. Etant donné que le ou les effets des mutations ou délétions de
BTG1 dans le lymphome ne sont pas encore décrits, I'étude fonctionnelle de ce
géne dans ce modele permettrait de mieux appréhender les mécanismes de la
lymphomageneése liés a BTG1, conduisant a I'aggravation de la maladie avec des

formes réfractaires au traitement ou ayant un fort potentiel de dissémination.

Points clés :

BTG1 est le prototype d’une famille de genes antiprolifératifs, dont le réle
reste a ce jour élusif, en dehors de fonctions en lien avec le métabolisme des ARN
et le contréle de la méthylation des arginines. Par ailleurs, BTG1 est aussi connu
pour étre un gene suppresseur de tumeur dans les LAL pré B de I’enfant ; ce travail
vise a déterminer son importance fonctionnelle dans la lymphomagenese B et

plus particulierement dans les lymphomes extra-ganglionnaires.
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Objectifs de la these

L’objectif de cette thése est d’apporter des éléments de réponses quant
au role du gene BTG1 dans ’lhoméostasie des lymphocytes B, ainsi que dans ses
déreglements pathologiques, tel le lymphome. En outre, nous allons également
essayer de comprendre pourquoi on le retrouve principalement muté dans des
lymphomes de mauvais pronostic, mais surtout associé a des formes extra-

ganglionnaires de la maladie, comme les lymphomes cérébraux.

Dans un premier temps, nous avons mis en place un modéle murin de
lymphoprolifération B pour comprendre le réle que peut avoir BTG1 dans la
lymphomageneése B. Des souris surexprimant I'oncogene BCL2 dans leurs cellules
hématopoiétiques sont croisées avec des souris ayant ou non une inactivation
de BTGI1. Les souris ainsi obtenues nous indiqueront, le cas échéant, si la perte
de BTG1 participe a la lymphomagenése dans ce modele. En paralléle, et pour
comprendre son impact moléculaire sur les lymphocytes B, nous avons inactivé
BTG1 dans un modele cellulaire de lymphome de type ABC / MCD, représenté
par la lignée TMDS8. Par la suite, nous avons également ré-exprimé BTG1 dans
ces cellules sous plusieurs formes mutées qui sont fréguemment retrouvées en
clinique, pour s’assurer que l'inactivation de BTG1 entraine des conséquences

identigues a ses mutations.

Ces différents modeéles nous ont permis de montrer que BTG1 est un géne
suppresseur de tumeur, et également qu’il joue trés probablement un réle dans
la dissémination cellulaire associée aux atteintes extra-ganglionnaires. Grace a

ces découvertes, nous avons mis en évidence un nouveau partenaire protéique
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pour BTG1, BCAR1, qui est un acteur majeur de la migration cellulaire a travers

la régulation de la polymérisation de la F-actine médiée par RAC1.

La premiere partie des résultats de ce travail de these sera présentée sous
forme d’article en phase de soumission. Une seconde partie de ces travaux a
aussi permis le dépdt d’un brevet, axé sur la vulnérabilité thérapeutique des
cellules BTG1 KO a un composé pharmaceutique, qui sera proposé en deuxieme
partie de résultats. Enfin, une partie axée sur des modifications du métabolisme
cellulaire médiées par BTG1 au niveau mitochondrial sera abordée en
perspectives de cette étude. L'étude d’un cas clinique effectuée en marge de
mon sujet de thése a fait I'objet de la publication d’un article en 2019 et sera

présenté en annexe de ce manuscrit.
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ABSTRACT

BTG1 is a recurrently mutated gene in lymphomas, especially in the MCD/C5
subgroup of diffuse large B cell lymphoma (DLBCL), which is characterized by
poor outcome and extranodal dissemination. BTG1 mutations have been
considered as passengers of oncogenic transformation, and the functions of this
gene in lymphomagenesis have never been investigated. Here, we observe that
Btgl’- mice have an increased germinal centre response after antigenic
stimulation, suggesting that BTG1 might play essential roles in mature B cells.
Moreover, Btgl knock out significantly accelerates the development of a lethal
lymphoproliferative disease driven by BCL2 overexpression. Using a MCD/C5
DLBCL derived cell line, we observed that after intrasplenic injection, BTG17 cells
disseminated in the liver of the recipient mice, whereas BTGI"" or rescued cells
did not. Importantly, expression of BTG1 harbouring any of three missense
mutations observed in patients did not rescue this phenotype, supporting the
hypothesis that BTG1 mutations are loss of function ones. As this phenotype
mimicked the lymphoma dissemination observed in MCD/C5 DLBCL, we
investigated further the molecular mechanisms explaining this observation.
Mass spectrometry and co-immunoprecipitation experiments revealed BCAR1 as
a new interacting partner of BTG1l. BCAR1 plays major roles in signal
transduction of the focal adhesion and SRC kinases after cell adhesion to the
extracellular matrix. We observed that BTG1”- cells had an over-activation of
BCAR1 and its downstream protein RAC1, associated with profound changes of
the structure of the actin cytoskeleton, formation of multiple filopodia, and
increased capacities of adherence and migration. These modifications were
reversed by a rescued expression of BTG1, or by the use of the SRC inhibitor

dasatinib. Interestingly, dasatinib fully abolished the hepatic dissemination of
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BTG1 cells in vivo, which suggests that targeting this pathway warrants further

clinical evaluation in BTG1 mutated DLBCL.
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INTRODUCTION

Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) is the most common subtype of
lymphoma. Around two thirds of the patients can be cured with intensive
immuno-chemotherapy, but this disease remains an unmet medical need for
unfit patients or patients with relapse/refractory disease (Sehn & Salles, 2021).
Following the description of the transcriptomic heterogeneity of DLBCL (Alizadeh
et al., 2000), functional analysis of the activated B cell (ABC) and germinal center
(GC) subtypes have revealed specific targetable oncogenic addictions (Davis et
al., 2010) and synthetic lethal interactions (Yang et al., 2012). However, the
randomized clinical trials based on these preclinical data have failed to
demonstrate a measurable clinical benefit of adding drugs to
immunochemotherapy backbones (Davies et al., 2019; Younes et al., 2019). An
interesting explanation of these disappointing clinical results comes from
genomic studies, which have further refined the classification of DLBCL with
genomic subgroups of clinical significance (Chapuy et al., 2018; Schmitz et al.,
2018; Wright et al., 2020). Among them, the MCD/C5 subtype, characterized by
MYD88 L265P and CD79B mutations and an ABC transcriptomic profile, is
associated with extranodal dissemination, and very poor prognosis. This subtype
is also associated with recurrent mutations in other genes, such as TBL1IXR1
(Venturutti et al., 2020) or BTG1 (40% of the patients).

BTG1 is a highly conserved gene, prototype of an antiproliferative gene family
(Matsuda et al., 2001; Rouault et al., 1992; Winkler, 2010; Yuniati et al., 2019).
BTG1 is a bona fide tumor suppressor gene in pediatric B cell precursor acute
lymphoblastic leukemia (BCP-ALL), where deletions are observed in 10% of the
patients, and have been associated with corticosteroid resistance (Scheijen et

al., 2017; Waanders et al., 2012). The functions of this gene remain elusive
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except for its interactions with the mRNA de-adenylation complex CCR4-Not
(Mauxion et al., 2009; Rouault et al., 1998) and with the arginine methyl
transferase PRMT1 (Berthet et al., 2002; Lin et al., 1996). Regarding lymphomas,
most of BTG1 mutations are missense (85%) with no mutational hotspot. As
BTG1 mutations harbour the signature of activation induced cytidine deaminase
(Duke et al., 2013), they are often considered as passengers in lymphomagenesis
(Amin et al., 2017). However, many observations suggest that BTG1 mutations
might also contribute to lymphomagenesis: 1/ most of the missense mutations
tested impair the capacity of BTG1 to interact with its partner CAF1 (Almasmoum
et al., 2020); 2/ 15% of mutations are truncating mutations predicted to have a
strong functional impact; and 3/ BTG1 mutations/deletions are especially
frequent in lymphomas derived from post-GC B cells such as ABC-DLBCL or
Waldenstrom macroglobulinemia (Hunter et al., 2014).

In this work, we provide experimental evidences that BTG1 inactivation
increases the germinal center reaction and contributes actively to
lymphomagenesis. Furthermore, we observed that BTG1 inactivation
recapitulates the phenotype of lymphoma dissemination observed in patients
with the MCD/C5 subtype of DLBCL. Indeed, BTG1 interacts with BCAR1, and the
loss of BTG1 is responsible of an over-activation of the BCAR1-RAC1 pathway,
leading to profound reorganization of the actin cytoskeleton, and increased
capacities of adherence and migration of lymphoma cells. Interestingly, the
inhibition of the BCAR1-RAC1 pathway by the SRC inhibitor dasatinib fully
blocked the dissemination of BTG1 knock out cells, which opens interesting

perspectives for therapeutic developments.
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RESULTS

BTG1 inactivation increases Germinal Centre reaction

Previous studies have shown that Btg1 knock out mice have a reduced number
of B220 positive B-lymphocytes in the bone marrow, due to increased apoptosis
of lymphoid progenitors (Tijchon et al., 2016). However, whether Btgl
inactivation affects the response of mature B cells to antigenic stimulation has
still to be determined. To explore this, we immunized Btg1”/- mice and their wild
type counterparts with intraperitoneal injection of sheep red blood cells (SRBC),
a T cell dependant antigen. Nine days later, we quantified the percentage of
splenic germinal centre (GC) B cells (defined as GL7 and CD95 positive B cells) in
mice injected with SRBC as compared with mice injected with excipient (figure
1A). Whereas we did not notice any difference in the percentage of B cells, we
observed an increase in the percentage of GC-B cells in the spleen of Btg1/ mice
as compared with Btg1V" mice after immunization (5.8% vs 4.3%, p=0.05, figure
1A). Histological analysis of the spleens confirmed that the germinal centres
were larger in Btgl”- mice, as revealed by Ki67 and Peanut agglutinin (PNA)
staining (mean size 58.109 pm?2vs 36.620 um?, p = 0.0212, figure 1B and 1C).
These data show that Btgl inactivation is associated with an increased GC
reaction after immunization with a T-cell dependent antigen. Given the impact
of Btg1 inactivation on mature B cells functions, we decided to explore further
the hypothesis that Btgl inactivation might also have a role in the neoplastic

transformation of these cells.
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Figure 1: BTG1 inactivation leads to increased germinal center reaction after
immunization.

(A)Flow cytometry (FC) quantification of B cells and splenic GCB cells (CD19+,
B220+, CD95+, GL7+) 9 days after SRBC immunization in Btg1”- or Btg1""
mice. Right panel: example of flow cytometry histograms; left panel:
percentage of B cells and GC-B cells in the spleen of Btg1” or Btg1"" mice
with or without SRBC immunization (n=4 in each group)

(B) Histology of spleen of SRBC immunized Btg1” or Btg1"" mice after PNA or
with antibody specific Ki67 staining.

(C) Quantification of splenic GC size after Ki67 and PNA labelling using
CaseViewer (3DHISTECH) software.

Btg1 inactivation is a driver of lymphomagenesis.

Even if Btg1”’- mice do not develop lymphoma spontaneously (Scheijen et al.,
2017), we hypothesized that the role of Btg1l inactivation in lymphomagenesis
might be revealed in a model of lymphomagenesis driven by BCL2
overexpression. Indeed, the MCD/C5 subtype of DLBCL is associated with BCL2
amplification (Chapuy et al., 2018), and because this model has been recently
used to demonstrate the driver functions of TBL1XR1, another gene recurrently
mutated in MCD/C5 DLBCL (Venturutti et al., 2020). Hence, we crossed Btg1” or
Btg1"" mice with VavP-Bcl2 mice and used their bone marrow to reconstitute
haematopoiesis in irradiated syngeneic recipient mice (figure 2A). As expected
(Egle et al., 2004), mice became moribund because of a lymphoproliferation
associated with hepato-splenomegaly. Importantly, mice receiving Btg1’ bone
marrow developed the disease more rapidly than mice receiving Btg1"" cells

(median overall survival 205 days vs 236 days, p= 0.0089, figure 2B). Moreover,
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Btg1”- recipient mice had a more aggressive disease, with a three-fold increase
in the number of B cells in spleen (377x10° vs 145x108, p= 0.0042) and liver
(72x10° vs 23x10°, p= 0.001) (figure 2C) and higher numbers of GC-B cells and
follicular helper T cells in liver (Supplemental figure 1A). HES staining and B220
immunohistochemistry staining of spleens showed a lymphoid hyperplasia in all
mice, which was restricted to the white pulp in the recipients of Btg1"T cells but
was infiltrating also the red pulp in the recipient of Btg1”/ cells (figure 2D and
2E). Similarly, the peri-vascular and sinusoidal infiltration of the livers was more
pronounced in recipients of Btg1”/ cells as compared to recipients of Btg1"V" cells
(Supplemental figure 1B). Finally, we used high throughput sequencing of the
genes encoding the variable region of the B cell receptor heavy chain to measure
to what extent these lymphoproliferations were clonal. As shown in figure 2E,
the lymphoproliferation was more clonally restricted in Btgl”/ recipients as
compared to Btg1"T recipients.

Altogether, these observations demonstrate that Btgl inactivation cooperates
with Bcl2 overexpression to accelerate the development of an oligoclonal
lymphoproliferation, which support the hypothesis that Btgl inactivation is a

driver of lymphomagenesis.
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Figure 2: BTG1 inactivation is a driver of lymphomagenesis.

(A)Schematic representation of the VavP-Bcl2 model of lymphomagenesis.

(B)Kaplan-Meier curve of C57BL/6 mice transplanted with VavP-Bcl2, Btg1”-
(blue, n = 15), VaVP-Bcl2, Btgl"T (red, n = 15). Statistical significance of
survival difference was determined by the log-rank test, p= 0.0089.

(C) Flow cytometry analysis of the total number of B cells in mice spleen (left)
and liver (right) (WT, n=6 and KO, n=12; **p=0.0042; ***p=0.001).

(D)H&E and B220 staining of representative spleen sections from VaVP-BCL2
Btg1” or Btg1"" recipients (x25 and x5) with magnification of spleen
portions.

(E) Representation and quantification of the clonal composition of VaVP-Bcl2
Btg1" or BTG17 spleens (n=4). The number above histograms represents
the percentage of reads corresponding to the largest clone over the 100
most represented. bottom panel: comparison of the mean proportion of
the major clone between VaVP-Bcl2 Btg1" or BTG17 recipients (Mann-
Whitney, p=0.0286).

BTG1 inactivation enhances lymphoma dissemination.

Given the driving role of BTG1 inactivation in a model of lymphomagenesis, we
hypothesized that BTG1 could also influence the phenotype of lymphomas. A
striking clinical feature of the MCD/C5 subtype is its frequency of extranodal
involvement. As BTG1 is especially mutated in this subtype, we postulated that
BTG1 inactivation might contribute to the dissemination of lymphoma cells. To
assess this hypothesis, we developed a model of lymphoma dissemination based
on the quantitative analysis of the lymphoma cells in the liver 5 weeks after
intrasplenic graft of TMD8 cells in immunocompromised NSG mice (figure 3A).

TMDS8 is a human lymphoma cell line derived from a BTG1Y" MCD/C5 DLBCL with
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MYD88 L265P and CD79B mutations (Tohda et al., 2006). We used two different
sgRNA targeting BTG1 with high specificity, which did not target the closely
related gene BTG2 (supplemental figure 2A). We also developed a rescue of
BTG1 in the TMD8 BTG1”- cell lines, using a lentiviral expression vector encoding
the murine orthologue of BTG1, which is 100% homologous to human BTG1 at
the protein level, but is not recognized by the sgRNA because of differences at
the DNA level (supplemental figure 2B).

Using these different TMD8 cell lines, we assessed the role of BTG1 on lymphoma
dissemination. The total number of TMDS8 cells was similar in the spleen of mice
having received TMD8 BTG1VT or TMD8 BTG1”" cells (figure 3B). However, we
observed numerous tumour spots in the liver of recipients of BTG1” cells (figure
3C). Using flow cytometry, we quantified the absolute number of lymphoma cells
in the liver, which was 5-fold higher in mice having received TMD8 BTG1"- cells
as compared to mice having received TMD8 BTG1" cells (mean 12.2x10° cells vs
2.4x10° cells p=0.0006; figure 3D). Immunohistochemistry staining of human
CD20 confirmed the higher number of TMDS cells in the liver of TMD8 BTG17
recipients as compared to the livers of TMD8 BTGIWT cells (figure 3E).
Importantly, this increased hepatic dissemination was not observed in mice
having received TDM8 BTG1™¢ cells (figure 3B, C), confirming the causal role
of BTG1 inactivation in the hepatic dissemination.

In this model, we did not observe lymphoma cells in the central nervous system
of the recipient mice. However, given the frequency of CNS involvement
observed in MCD/C5 DLBCL, we explored the consequences of BTG1 inactivation
in this specific environment by using stereotaxic surgery to engraft TMDS8 cells
inside the brain. Whereas TMDS8 BTG1WT or TDM8 BTG1"“® cells growth were

restricted to the brain hemisphere where they were injected, TMD8 BTG1” cells
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invaded both hemispheres (figure 3F), confirming their higher ability to

disseminate also inside the CNS.
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Figure 3: BTG1 inactivation promotes lymphoma dissemination.

(A)Schematic representation of the intrasplenic injection model.

(B) Flow cytometry quantification of TMD8 cells (GFP+, human CD19+) in the
spleen of recipient NSG mice 5 weeks after intrasplenic xenograft (TMD8
BTGIWT n=17; TMD8 BTG17- n=20; TMD8 BTG1"™5“ n=10)

(C) Liver histology of BTG1Res<ue or BTG17- 5 weeks after intrasplenic injection
of TMD8 cells.

(D)Flow cytometry quantification of TMDS8 cells (GFP+, human CD19+) in the
liver of the same mice as in A. (p<0.0001, compared to WT)

(E) Immunohistochemistry staining of human CD20 in liver of mice
xenografted with TMD8 BTG1”or BTGIW" cells (n=5 in each group).

(F) Immunohistochemistry staining of human CD20 in brain of mice
xenografted with TMD8 BTG1”/-, BTGIW' or BTG1Re“e cells on the left

hemisphere (n=2 in each group).

BTG1 missense mutations phenocopy BTG1 inactivation.

As only 15 percent of BTG1 mutations are false sense one predicted to strongly
impair BTG1 functions, the phenotypic consequences of BTG1 knock out
described above might not be relevant for the majority of the patients having
missense mutations. To explore this aspect, we used the TMD8 "*“¢ model with
rescue cDNA harboring missense mutation observed in patients. We developed
three different TMD8 Mmutantrescue ca|| |ines using cDNA with either the L26P, G66D
or 1115V mutation randomly chosen among in different domains of BTG1, and
described in DLBCL patients. First, we measured the impact of these mutations

on BTG1 protein half-life. As shown in figure 4A, all three mutated BTG1 proteins
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had a significant shorter half-life (BTG1"™: 20 min, BTG1%%": 10 min, BTG1¢%%°: 10

min, BTG1''1%V: 12 min), which suggests that they are loss-of-function mutations.

We then evaluated the functional impact of these missense mutations in the

intrasplenic engraftment model. In this model, the rescue of BTG1"T expression

fully abolished the hepatic dissemination of TMD8 BTG1” cells, but none of the

BTG1 mutants had an effect on the dissemination of TMD8 BTG17- cells (figure

4B). Altogether, we conclude that the three missense mutations evaluated here

phenocopied BTG1 inactivation, suggesting that the conclusions derived from

BTG17 cells are also relevant for patients with missense mutations.
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Figure 4 : BTG1 missense mutations are loss of function

(A)Quantification of mutant BTGl protein expression after 10uM of
cycloheximide treatment (time 0 to 300 minutes).

(B) Flow cytometry quantification of TMD8 cells (GFP+, human CD19+) in the
spleen and in the liver of recipient NSG mice 5 weeks after intrasplenic
xenograft. (TMD8 BTGIV"in red, n=4; TMD8 BTG1" in blue, n=4, p=0.0365
compared to BTGIWT; TMD8 BTGI1™¢ in purple, n=4, p=ns; TMDS8
BTG1rescue L26P i green, n=4, p=0.0048; TMDS8 BTG1ue G660 jn green, n=5,
p=0.0088; TMDS8 BTG1rescue 113V jn green, n=5, p=0.0001)

BTG1 inactivation has dramatic effects on the organisation of actin
cytoskeleton, inducing cell shape changes and adhesion capacities.

Lymphoma migration and invasion is a poorly known process, since these cells
are poorly attaching to the extracellular matrix (ECM) and forms mostly a series
of F-actin-dependent membrane extrusions (such as blebs, pseudopods and
filopodia (Jacquemet et al., 2015). Given the observation of increased
dissemination after the inactivation of BTG1, we hypothesized that BTG1 might
have an impact on these processes. To test this, we first analysed the
morphology of TMD8 BTG1”/- and TMD8 BTG cells using phalloidin staining
after cytocentrifugation of the cells in suspension. We observed that the F-actin
cytoskeleton was different and mainly accumulated in the cellular cortex in
TMDS8 BTG17 cells (figure 5A and 5B), suggesting a hyper-polarization of these
cells. This observation suggests that BTG1 inactivation might result in functional
modifications of the capacities of adhesion and migration of TMD8 cells.

Thereafter, we quantified their capacities to adhere to coated surfaces, using the

104



Xcelligence device, which enables to monitor the dynamics of high amount of
cell adhesion processes over time (70 000 cells per condition). Whereas we did
not detect any difference between TMD8 BTG17/ and TMD8 BTGIWT cells in
uncoated wells or in wells coated with poly-L-lysine or collagen (supplemental
figure S3 A), we observed that the loss of BTG1 did not change the kinetics of
spreading but rather dramatically increase the maximum spreading capacities on
fibronectin as compared to TMD8 BTGIW™ and TMD8 BTG1¢ (figure 5C).
Therefore, we further examined if BTG1 inactivation had an impact on the shape
of the cells after adhesion on fibronectin. Confocal 3D analysis clearly showed
that TMD8 BTG17- cells were flattened (figure 5D), and presented numerous long
filopodia, whereas TMD8 BTGIWT cells kept a round shape, with a reduced
number of short filopodia (figure 5D, E and F). These modifications were
associated with changes in the dynamics of TMD8 cells. Using time-lapse
microscopy to measure the mobility of TMD8 cells on fibronectin-coated surface,
we observed that TMD8 BTG17 cells were significantly more mobile than TMDS8
BTG1WT cells (20.3x102 um.min* vs 10.3x102 um.min%, p<0.0001 figure 5G). This
phenotype was also validated in a 3-dimensional collagen matrix where TMD8
BTG17/- cells form more cytoplasmic protrusions than wild type counterparts
(supplemental figure S3 B). Importantly, rescue of BTG1 expression abolished
the increased adhesion capacities of TMD8 BTG1”7- and their increased mobility
(figure 5C and 5G), which demonstrate a causal role for BTG1 inactivation in this

phenotype.
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Figure 5: BTG1 inactivation modifies cells adhesion and migration capacities.

(A)Phalloidin staining of TMD8 BTG17 or TMD8 BTGI"" cells imaged on
confocal Zeiss LSM800 with Airyscan module without slide coating.

(B) Quantification of phalloidin staining intensity (n=20; p<0.0001) (left), and
area under the curve between cell edge peaks representing actin
cytoplasmic repartition (right) (n=20; p<0.0001). Top panel represent the
guantification method, after intensity representation on Imagel
software.

(C) Measurement of the evolution of resistivity estimated by the Cell index
(Xcelligence) after addition of TMD8 BTG1”- (blue), TMD8 BTGIWT (red) or
TMD8 BTG1¢ (purple) on fibronectin coated or uncoated wells.

(D)Phalloidin (purple) and Hoechst (blue) staining of TMD8 BTGIW' (top
panel), TMD8 BTG1”7- (middle panel) and TMD8 BTG1"“¢ (bottom panel)
seeded on fibronectin coated slides, and imaged on inverted microscope
Zeiss Observer, after z-stacking and 3D reconstruction represented for
different observation viewpoint under different angles from a = 0°
(vertical observation) to a = 90° (horizontal observation).

(E) Vertical observation (o = 0°) of a representative TMD8 BTG1"T and TMDS8
BTG17 cell after phalloidine and Hoechst staining on fibronectin coated
slides.

(F) Quantification of TMD8 BTG1 WT or BTG1 KO cell area (n=80; p<0.0001)
on fibronectin coated slides, counted on eight field containing 20 cells per
field (n=8; p=0.0065) (left) and quantification of filopodia length for TMD8
BTG1WT or TMD8 BTG1” cells on fibronectin coated slides (right).

(G) Quantification of cellular mobility of TMID8 BTG1IWT, TMD8 BTG1” and

TMD8 BTG1™® seeded on fibronectin coated slides imaged on an
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Incucyte device for 1 hour, images acquired every 1 minute

(****p<0.0001)

BTG1 interaction with BCAR1 inhibits the BCAR1-RAC1 pathway.

In order to investigate the molecular basis of the effects of BTG1 inactivation on
the actin cytoskeleton, we used an unbiased proteomic approach to identify new
BTG1 interacting proteins which might be involved in this process. Using
guantitative mass spectrometry, we identified 104 proteins statistically enriched
after anti-HA immunoprecipitation in cells expressing HA-tagged BTG1 as
compared to cells expressing HA-tagged green fluorescent protein (GFP) (figure
6A, and supplemental table S1). Among these proteins were BCAR1 (also known
as p130cas) and BCAR3, which form a complex integrating mechanical signals
resulting from the interaction of integrins with the extracellular matrix (Sun et
al., 2012). BCAR1 is activated after phosphorylation of its substrate domain by
the kinases SRC or FAK, and then activates RAC1, which controls actin
cytoskeleton (Sharma & Mayer, 2008). First, we performed co-
immunoprecipitation experiments, which confirmed the interaction between
BTG1 and BCAR1 (figure 6B). Given the phenotype observed in TMD8 BTG17/
cells, we hypothesized that this interaction could inhibit the activity of BCAR1,
which is correlated with its level of phosphorylation of tyrosine 410 (Jacquemet
et al., 2019). Indeed, we observed that the phosphorylation of BCAR1 tyrosine
410 was increased in TMD8 BTG17- cells (figure 6C) and we also observed an
increased level of activated (GTP-bound) RAC1 in these cells (figure 6D).
Altogether, these results show that BTG1 inactivation disrupts the BCAR1-BTG1

interaction, leading to overactivation of the BCAR1-RAC1 pathway.
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Figure 6: BTG1 — BCAR1 interaction and functional consequences.
(A)Volcano plot of the proteins identified after anti-HA immunoprecipitation

in HEK293T cells transfected with HA-BTG1 or HA-control plasmid.

109



(B) ColP results for V5 pulldown in HEK293T cells transfected with V5-BTG1 or
V5-AHCYL2 (control) plasmid (left) and for BCAR1 pulldown in the same
transfection conditions.

(C) Western blot analysis (left) and quantification (right) of BCAR1 Y410
phosphorylation on TMD8 BTG1”/ or TMD8 BTG1"" cells.

(D)Immunoprecipitation of active RAC1 (RAC1-GTP) on TMD8 BTG1”-or TMDS8
BTG1WT cells.

Interfering with the BCAR1-RAC1 pathway inhibits lymphoma dissemination
To functionally assess the role of the BCAR1-RAC1 pathway in the modifications
of the actin cytoskeleton and adhesion capacities observed in TMD8 BTG17 cells,
we used the SRC inhibitor dasatinib to inhibit the activating phosphorylation of
BCAR1. Using non-cytotoxic doses of dasatinib, we confirmed that SRC inhibition
abolished the phosphorylation of BCAR1 (figure 7A) and led to a decrease of
RAC1-GTP levels (figure 7B). Accordingly, dasatinib strongly impaired the ability
of TMD8 BTG1” cells to adhere to fibronectin coated wells as assessed by the
Xcelligence assay (figure 7C).

These observations prompted us to analyze the effects of dasatinib in vivo in the
model of hepatic dissemination after intrasplenic engraftment. Five weeks after
intrasplenic engraftment, dasatinib treatment had no effect on the intrasplenic
proliferation of TMD8 BTG17- cells, confirming the absence of cytotoxic effects
of SRCinhibition. However, the analysis of the livers showed a dramatic decrease
in lymphoma cell numbers in mice treated with dasatinib, confirming in vivo that
SRC inhibition can inhibit lymphoma dissemination driven by the BCAR1-RAC1

after BTG1 inactivation (figure 7D).
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Figure 7: BTG1 interacts with BCAR1 and modifies its downstream pathway.

(A)Western blot analysis of BCAR1 Y410 phosphorylation on TMD8 BTG1” or
TMDS8 BTG1" cells after a 30 min exposure to dasatinib.

(B) Immunoprecipitation of active RAC1 (RAC1-GTP) on TMD8 BTG1” or
TMDS8 BTG1YT cells after 0.1uM dasatinib or vehicle pre-treatment for 2
hours.

(C) Measurement of the evolution of resistivity estimated by the Cell index
(Xcelligence) of TMID8 BTG1”" cells on fibronectin coated with (dark blue)

or without (light blue) dasatinib pretreatment (1uM, 30 min).
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(D)Flow cytometry quantification of TMD8 BTG17 cells (GFP+, CD45+) in the
spleen of recipient NSG mice 5 weeks after intrasplenic xenograft and
treatment with 10mg/kg of dasatinib or vehicle (0.5% HPMC, 0.1%
Tween80) in intraperitoneal injection daily for 2 weeks (Dasatinib n=5,

vehicle n=6, p=0.0043).

DISCUSSION

Following the extensive characterization of the genomic landscape of cancers,
the driver/passenger dichotomy has been widely used to prioritize the
recurrently mutated genes that warranted further functional analyses. However,
this classification relies on algorithms which produce highly variable results,
making it difficult to definitively conclude based only on genomic data (Tokheim
et al., 2016). In B cell neoplasms, the genes harboring a strong signature of the
activity of activation induced cytidine deaminase (AICD), such as BTG1, have
been mostly considered as passenger genes in lymphomagenesis (Chapuy et al.,
2018). However, the data presented here support the hypothesis that BTG1
mutations are indeed actively driving the process of lymphomagenesis. First, we
observed that BTG1 inactivation increases the germinal center reaction after
immunization of the mice by a T cell-dependent antigen, suggesting important
functions of this gene in the physiology of mature B cells. Second, by using a
classical model of BCL2 overexpression, we observed that BTG1 inactivation
increased the development of an oligoclonal lymphoproliferation, as was
previously shown for other drivers of lymphomagenesis such as CREBBP
(Pasqualucci et al., 2011), KMT2D (Ortega-Molina et al.,, 2015) or TBL1XR1
(Venturutti et al., 2020). Third, we observed that all the missense mutations

tested phenocopied BTG1 inactivation, suggesting that the conclusions derived
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from genetic knock out of BTG1 are applicable not only to patients with false
sense mutations, but also to patients with missense ones. This is in accordance
with a recently published report assessing in vitro the impact of BTG1 missense
mutations on its ability to interact with the CCR4-Not complex, which also
concluded that most of the missense mutations were loss of functions
(Almasmoum et al., 2020). Finally, it is not infrequent to observe multiple BTG1
mutations in cis (on the same allele) in DLBCL (5% of DLBCL, according to (Kurtz
et al.,, 2021)) probably as a result of AID activity, which also supports the
hypothesis that BTG1 activity is impaired in mutated DLBCL. In the future, a
systematic evaluation of the functional consequences of all the missense BTG1
mutations observed in patients will be required to help in analysing the
sequencing results in the clinical settings. The dissemination model proposed

here could be an useful platform to achieve this goal.

Beyond the observation that BTG1 mutations act as a driver of
lymphomagenesis, BTG1 inactivation has also a strong impact on lymphoma
dissemination. Using intrasplenic engraftment of TMD8 cells into NSG mice, we
observed that hepatic dissemination was controlled by BTG1. In this model, we
did not observe any dissemination of these cells in the central nervous system,
suggesting that BTG1 inactivation is probably not sufficient to allow the
spreading through the blood brain barrier. However, when we injected the cells
inside the brain, we also observed an increased dissemination of the cells in the
brain microenvironment after BTG1 inactivation. It will be interesting to more
directly assess the impact of BTG1 inactivation on the lymphoma dissemination
across the blood brain barrier by using intravenous injection of lymphoma cell
lines in immunocompromised mice, which has been proposed as a model of

central nervous system involvement (Bosch et al., 2013). Using this model, the

113



authors have shown that the ability of the lymphoma cells to disseminate to the
central nervous system was correlated with an upregulation of BCAR1
expression (Bosch et al., 2013), pointing out the importance of the BCAR1
pathway in lymphoma dissemination. Our study reveals another mechanism of
BCAR1 overactivation, after the loss of the inhibitory interaction between BTG1
and BCAR1. The release of this interaction provokes major changes of the actin
cytoskeleton leading to the formation of numerous filopodia, associated with
increased adhesion and spreading on fibronectin and increased in vitro
migration, supporting the increased migration capacities in vivo. Of note, BCAR1
(formerly known as p130cas) activity is also contributing to the
mechanosensitivity of cells to the mechanical properties of the ECM (Matsui et
al., 2012) and metastatic spreading of breast cancers (Cabodi et al., 2010a,
2010b), suggesting a broader role of this pathway in cancer. Accordingly,
therapeutic targeting of the BCAR1-RAC1 pathway is an interesting avenue,

which can be achieved indirectly by Src inhibitors such as dasatinib.

It is worthy of note that BTG2 has already been implicated in cytoskeleton
network control in a hepatoma cell line during senescence (Lim et al., 2017). We
can thus speculate that this function is largely conserved among the members of
the BTG/TOB family. Furthermore, to our knowledge the functional association
between BTG1 and BCARL1 is described here for the first time. This observation
brings new important insights into understanding of the role of the highly
conserved protein BTG1 whose biochemical functions have remained mostly
elusive until now; only its association with CAF1 and PRMT1 being extensively

studied (Yuniati et al., 2019).
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Dasatinib has already been studied in preclinical models of DLBCL, showing
cytotoxic activity against cell lines in vitro and in vivo, mostly due to FYN
inhibition (Scuoppo et al., 2019). However, the efficacy of dasatinib as a cytotoxic
agent in DLBCL was not confirmed in a phase I-Il trial of dasatinib in relapsed or
refractory non Hodgkin lymphomas including 8 patients with DLBCL
(Umakanthan et al., 2019). The experimental results described here suggest that
dasatinib might be an interesting drug in DLBCL beyond its cytotoxic activity, by
inhibiting the BCAR1-RAC1 mediated dissemination. Accordingly, dasatinib could
be repurposed to prevent extranodal relapse of BTG1 mutated DLBCL. However,
further preclinical work is needed, because conflicting results come from a
report showing that dasatinib increases dissemination of EBV-transformed
lymphoblastoid cell lines (Kotaki et al., 2020). In the absence of BTG1 mutation
in this model, the effects of dasatinib on the BCAR1 pathway were probably
counterbalanced by the induction of cytokine receptors such as CXCR4 as
evidenced after in vitro treatment. It could be interesting to evaluate in this
specific model if BTG1 inactivation modulated the effects of dasatinib. This
observation also underlies the pleiotropic effects of Src inhibitors, suggesting
that more specific inhibitors of BCAR1 could be more efficient in the clinical
settings.

To conclude, we provide evidences that BTG1 mutations are actively
contributing to lymphomagenesis, germinal centers reaction and cellular

dissemination by modulation of BCAR1-RAC1 pathway.
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MATERIAL AND METHODS

Cell lines

The DLBCL cell line TMD8 (CVCL_A442; male origin) containing Cas9 protein was
grown in Roswell Park Memorial Institute medium 1640 GlutaMAX Supplement
(ThermoFisher Scientific, USA), supplemented with 10% fetal calf serum (FCS),
1% penicillin G/streptomycin (5000U/ml) (ThermoFisher Scientific, USA).
HEK293T cells (CVCL_0063; female origin) were maintained in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (11965092; ThermoFisher Scientific, USA),
supplemented with 10% FCS, 1% penicillin G/streptomycin. Cells were grown in

incubators at 37°C, in a 5% CO2 atmosphere.

Generation of BTG1-KO cell line

TMD8 cas9 cells were infected using pLKO.1-puro-GFP U6 sgRNA (Addgene
#50920) containing BTG1 RNA guides or non-targeting RNA guides (BTG1-KO-1-
F: TTCTGTAGGACACTTCATAG, BTG1-KO-2-F: AATGGATCCTCTGATTGGAC, Non-
Targeting-1-F: GCAGTACTACTGAGTTTTTC, Non-Targeting-2-F:
GCCTAGTCTCGGTAAGAGTG,). Cells were selected with puromycin for 7 days
(0.7ug/ml). BTG1 rescue (either WT or mutants) were obtained by infection of
TMD8 BTG1”cells with a pHIV-SFFV-MSC lentivirus (Frecha et al., 2009) allowing
co-expression of murine Btgl and mCherry via an internal ribosome entry site.
GFP and mCherry positive cells were sorted on a FACS ARIA™ cell sorter (BD

biosciences, San Jose, CA).
Murine models

BTG17- and VaVP-BCL2 mice generation have been described previously (Farioli-

Vecchioli et al., 2012; Ogilvy et al., 1999), VaVP-BCL2 mice were kindly provided
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by Jerry Adams (WEHI, Victoria, Australia). C57BL/6 WT and NOD.Cg-

Prkdcscidi2rgtmIWjl/sz) (NSG) mice were purchased from Charles River
laboratory (St-Germain sur I’Arbresle, France). All mice were maintained in
pathogen-free conditions at the Plateau de Biologie Expérimentale de la Souris
(Ecole Normale Supérieure de Lyon, France). All studies and procedures were
performed in accordance with EU guidelines and approved by the local Animal

Ethics Evaluation Committee (CECCAPP LS-2017-05).

SRBC immunization

To induce GC formation, BTG17- or BTGI"T mice were immunized at 12 weeks of
age by intraperitoneal injection of 0.5ml of a 2% sheep red blood cell (SRBC)
(Innovative Research; Michigan, USA) suspension in phosphate buffer saline
(PBS), or 0.5ml of PBS. Cells were harvested from spleen and lymph nodes 9 days

after immunization and analyzed by flow cytometry and histology.

Bone Marrow transplantation

Bone marrow cells of VavP-BCL2, BTG1 KO or WT mice were harvested from the
tibia and femur of 8-12 weeks old donor mice. After treatment with red blood
cell lysis buffer ACK solution (ThermoFisher Scientific, USA) 1 million cells were
injected retro-orbitally in lethally irradiated C57BL/6J host mice (10 Gy, on a Rad
Source Technologies RS 2000 Biological Research X-ray Irradiator). Mice were
monitored weekly until any one of several criteria for euthanizing were met:
severe lethargy, more than 10% body weight loss, and palpable hepato- or
splenomegaly, in accordance with EU guidelines and the local Animal Ethics

Evaluation Committee (CECCAPP).
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Antibody Staining and Flow Cytometry Analysis

Single-cell suspension prepared from different organs (spleen, lymph nodes,
liver, brain) were stained with a panel of fluorescent-labeled antibodies in FACS
Buffer (Phosphate Buffered Saline, 2% FCS, EDTA 0.5mM, Azide Sodium 0.01%).
Viability staining was performed with viability dyes efluor780, AnnexinV APC or
DAPI. The following mAbs reactive with murine cells were purchased from
Becton Dickinson Biosciences (BD Biosciences, USA) or Biolegend (USA).

Flow cytometry data were acquired using a LSR Il cytometer (BD Biosciences,
USA) and analyzed using Flowlo software (BD Biosciences, USA). (Refer to

Antibodies table)

Intrasplenic xenograft model

NSG mice were placed on a heating pad and intraperitoneally anesthetized with
ketamine and xylazine solution. They were placed in the right lateral recumbent
position. A 1-cm incision was made in the left upper abdominal wall, followed by
a 1-cm incision of the peritoneum to expose the spleen. 1 x 10° TMDS cells in
30ul of PBS were gently injected into the spleen. Mice were monitored for 3

hours after surgery to ensure complete recovery.

In vivo dasatinib assay

Dasatinib was obtained from Sigma Aldrich (Sigma Aldrich, USA) and
resuspended in DMSO. Working solution was prepared with 0.5% HPMC and
0.1% Tween80 in H20 (vehicle). Dasatinib in DMSO was incorporated in vehicle

solution after heating (50°C) and sonication of the solution. Mice were dosed
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once daily for two weeks with 10mg/kg of dasatinib or vehicle by intraperitoneal

injection.

Immunohistochemistry

Mouse tissues were dissected and fixed in 10% buffered formalin and paraffin-
embedded at the histopathology department of Hopital Lyon Sud (Hospices
Civils de Lyon, Lyon, France). Tissue sections were subjected to hematoxylin-
eosin staining using standard procedures.

To perform immunohistochemistry on murine samples, tissue sections were de-
paraffinized and endogenous peroxidase (HRP) activity was blocked.
Immunohistochemistry was performed with antibodies reactive with human
B220, Ki67 or with Peanut agglutinin (PNA) followed by species-specific
biotinylated secondary antibodies in the presence of avidin—horseradish
peroxidase and DAB color substrate on a BenchMark Ultra/Ventana (Roche

Diagnostic, Switzerland, Ref 07098740001).

BCR Repertoire Analysis

BCR repertoire analysis of DNA samples by high throughput sequencing were
performed by Adaptive Biotechnologies (Seattle, USA) using the mouse
immunoSEQ assay. Data obtained by high throughput sequencing were analyzed
with Adaptive Biotechnologies immunoSEQ analyzer proprietary software. 100
major clones were selected and represented as histogram; percentage is the

representativity of the major clone over 100.
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Western Blot and immunoprecipitation analysis

Western blot analysis were performed after cell lysis using cOmplete™, Mini,
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Switzerland) with freshly added
phosphatase inhibitor cocktails (Sigma Aldrich, USA). For immunoblot detection,
refer to antibodies table.

For immunoprecipitations assays, transfected HEK293T cells were lysed using
ice-cold non-denaturing lysis buffer (50mM Tris-HCIl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1%
Triton X-100, 5 mM EDTA pH 8, 0.5% NP-40) supplemented with a protease-
phosphatase inhibitor cocktail (120 pg/ml aprotinin, 120 pug/ml leupeptin, 120
ug/ml Soybean Trypsin Inhibitor, 120 pug/ml benzamidine, 120 pug/ml Phenyl-
Methyl-Sulfonyl-Fluoride, 120 pg/ml Tosyl-Phenyl-anlanyl-Chlormethyl-Ketone),
then sonicated with 10 pulses (Duty cycle : 20 ; Output Control : 3) and
centrifugated at 14,000 x g for 10 min at 4 °C to remove insoluble material. V5-
BTG1, HA-BTG1 and BCAR1 were immunoprecipitated from 3 mg of cell lysate by
incubation for 2h at 4 °C with 5ul of antibody previously crosslinked to 150ul of
Protein-A Magnetic Beads (Bio-Rad, USA). Beads were washed 3 times with 1 ml
of PBS-Tween 0.1%, then eluted with 20mM Glycine pH 2 buffer. Protein
concentrations of the clarified cell lysates were measured using BiCinchoninic

acid Assay quantification kit (Interchim, France).

Detection of active RAC1

The activation of RAC1 was assessed by Active RAC1 Detection Kit (#8815, Cell
Signaling Technology, USA) according to the manufacturer’s instruction. Briefly,
cells were washed with ice-cold phosphate-buffered saline and lysed with lysis
buffer containing freshly added phenylmethanesulfonylfluoride 1mM (PMSF,

#8553, Cell Signaling Technology, USA) on ice for 5 min. After centrifugation at
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16 000 x g for 15 min at 4 °C, the supernatant was mixed with GST-PAK1-
PBD/glutathione resins and incubated at 4 °C for 1 h. Then the resin was washed
three times with 1x cell lysis/binding/wash buffer. The resin-bound GTP-RAC1
was eluted with 2x SDS sample buffer containing 200 mM dithiothreitol followed
by western blot analysis with a mouse against human RAC1 mAb (#8631, 1:1000,
Cell Signaling Technology, USA). Total RAC1 in cell lysate was determined by

western blotting.

Mass Spectrometry analysis

Analysis was performed by the Protein Science Facility of SFR BioSciences (CNRS
UAR 3444, Inserm USS8, Lyon, France). Samples were reduced, alkylated, and
then digested with trypsin at 37°C overnight. They were desalted on spin column
C18, dried and then analyzed in triplicate using an Ultimate 3000 nano-RSLC
(Thermo Scientific, San Jose California) coupled on line with a Q-Orbitrap (Q
Exactive HF, Thermo Scientific, San Jose Califronia). Briefly, peptides were
separated on a C18 nano-column with a linear gradient of acetonitrile and
analyzed in a Top 20 HCD (Higher Collision Dissociation) data-dependent mass
spectrometry. Data were processed by database searching using Sequest HT
(Thermo Scientific) with Proteome Discoverer 2.4 software (Thermo Scientific)
against a human Swissprot database and quantified with a label free
guantitation approach. Precursor and fragment mass tolerance were set at 10
ppm and 0.02 Da respectively. Trypsin was set as enzyme, and up to 2 missed
cleavages were allowed. Oxidation (M), acetylation (Protein N-terminus) were
set as variable modification, and Carbamidomethylation (C) as fixed

modification. Peptides were filtered with false discovery rate (FDR) at 1%.
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Fibronectin coating and cell migration

Bovine fibronectin (Sigma-Aldrich, France) was prepared as working solutions
following the manufacturer’s instructions. For pre-coating purposes, the well
plates were incubated with 40 uL of the working solution for fibronectin (final
concentration of 3ug/cm?), collagen (100ul/cm?) and poly-L-lysine (final
concentration of 0.1% in H20). After 2 hours of incubation, the supernatant was
removed, and the wells were air-dried. Once coated, depending on the
experiment, between 40 000 and 1 000 000 cells were seeded.

For the migration experiments, cells were seeded on 3ug/cm? fibronectin coated
wells and acquired from 1 to 3 hours every minute using an inverted microscope
Zeiss Observer at 37°C. Migration speed was measured using spot detector and
tracking pluggin on Imagel) software and validated by manual counting.
Experiments were performed with the help of the BioMecan'IC facility (Institut

Cochin, Paris).

xCELLigence system

Fifty microliters of cell culture medium were added to each well for the
impedance background measurement (Xcelligence, Agilent, USA). After adding
the cells and/or drugs, the final volume was 200 pL. The E-Plates were incubated
at 37°C with 5% CO, and monitored on the RTCA (real time cell analysis) system
at 1 minute time intervals for 5 to 10 hours with or without treatment. When

indicated, wells were coated with 3pug/cm? fibronectin bovine.
Immunostaining
For antibody staining, cells on glass coverslips coated with fibronectin (3ug/cm?)

were fixed with 4% formaldehyde in PBS for 10 min at 37°C to avoid rapid cell
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membrane/filopodia retraction. Cells were permeabilized with 0.5% Triton in

PBS for 5 min, blocked with 3% bovine serum albumin for 45 min, and labeled

with phalloidin for 45 min at room temperature. After staining, cells were

labelled with Hoechst for 2 minutes. After being washed, coverslips were

mounted with Fluoromount (Thermo Fisher Scientific, USA). Cells were observed

on inverted microscope Leica DMI6000 (40x and 63x) or inverted microscope

Zeiss Observer.Z1 (40x or 100x).

Antibodies table

Anti-human antibodies Source Identifier
Rabbit anti-Phospho BCAR1- | Cell signaling Cat# 4011
Rabbit anti-BCAR1 Cell signaling Cat# 13846
Mouse anti-Racl Cell signaling Cat# 8631

Mouse anti-BTG1 Santa Cruz Cat# sc-81207
Mouse anti-BTG2 Santa Cruz Cat# sc-517187
Antibodies Source Identifier
Mouse anti-[3-Actin Cell signaling Cat#3700
Mouse anti-HA tag Cell signaling Cat# 2367
Mouse anti-V5 tag Cell signaling Cat# 80076
Anti-mouse antibodies Source Identifier
Hamster CD95-PE CF594 BD bioscience Cat# 562499
Rat GL7-Bv421 BD bioscience Cat# 562967
Rat B220-APC Cy7 BD bioscience Cat# 552094
Rat CD4-PE BD bioscience Cat# 557308
Rat CD8-BV786 BD bioscience Cat#563332
Rat CD19-APC Cy7 BD bioscience Cat# 557655
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Rat Cd138-APC

BD bioscience

Cat# 558626

Rat CD21-FITC Biolegend Cat# 123408
Rat CD23-PE BD bioscience Cat# 553139
Hamster CD3-PE CF594 BD bioscience Cat# 562332

Rat Thyl-PE Cy7 Biolegend Cat# 140310
Rat CXCR5-FITC Biolegend Cat# 145519
Rat PD1-APC Biolegend Cat# 109111
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SUPPLEMENTAL FIGURES

FIGURE S1
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Figure S1 : BTG1 inactivation is a driver of lymphomagenesis.

(A)Flow cytometry analysis of GCB (gated on B220+, CD19+, CD95+, GL7+)
cells and TFH (gated on CD3+, Thyl+, CD4+, CXCR5+, PD1+) cells in mice
liver (n=5, p=0.0079)

(B)H&E and B220 staining of representative liver sections from VaVP-BCL2
Btg1” or Btg1" recipients (x25)
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FIGURE S2
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Figure S2 : BTG1 inactivation promotes lymphoma dissemination.
(A)Western Blot analysis of BTG1 and BTG2 expression in TMD8 BTGI"" (non
targeting sgRNA 1 and 2), BTG17 (sgRNA 3 and 4), and BTG1Rescue (sgRNA
3 and murine Btgl cDNA overexpression)
(B) Representation of murine and human BTG1 cDNA differences, with display
of recognition site of BTG1 CRISPR guides. SgRNA (ctatgaagtgtcctacagaa)

is only specific of human BTG1 DNA and is not functional on murine Btg1

DNA.
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FIGURE S3
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Figure S3 : BTG1 inactivation modifies cells adhesion and migration capacities.
(A)Measurement of the evolution of resistivity estimated by the Cell index
(Xcelligence) after addition of TMD8 BTG17- (blue), TMD8 BTG1W" (red)

on Poly-L-lysine or collagen coated or uncoated (light color) wells.
(B)Capture of live imaging of TMD8 BTG1 WT or BTG1 7 cells on non-
coated or coated collagen 3-dimensional matrix (10% RPMI, 60
minutes), and quantification of the percentage of cells harboring

cytoplasmic extensions over the course of the experiment.
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Table S1

Abondance
Gene ratio
(BTG1/Ctrl)

BCAR1 6,029
ARPCSL 4,888
GLG1 3,773
c1qep 3,536
RPLP1 3,248
BCAR3 3,237
LAMTORS 3,191
cALM3 3,168
LAMTOR1 3,127
MARCKSLL 3,097
GNB4 3,09
BTGL 3,047
HSPEL 2,944 10 0,03800662
GNAQ 2,802 9 0,0524676
TMEMAa3 2,722 18 0,06291283
TOMM22 2,638 5 0,07590362
PSMD11 2,621 3 0,07901809
GNB1 2,587 19 0,08531216
LIN7A 2,568 3 0,08888517
ATP6VOAL 2,517 12 0,09975154
GLB1 2,47 5 0,11087726
STMNL 2,457 4 0,11397072
GNB2 2,439 21 0,11881969
RAP1B 2,404 10 0,12828386
TIC78 2,401 7 0,12912079
CKB 2,396 6 0,13070445
RHOA 2,388 5 0,13299237
PSMD1 2,37 3 0,13846112
BASP1 2,342 19 0,14725468
GLIPR2 2,341 5 0,14757078
OGDH 2,293 4 0,16420607
RALB 2,279 15 0,16937478
PGD 2,276 3 0,17036206
PRDX4 2,257 4 0,17764783
ATP6VOD1 2,237 3 0,18583709
CD59 2,234 5 0,18694767
DLD 2,222 6 0,1918192
ccTs 2,214 13 0,19509178
FARSB 2,21 3 0,19674727
EPHA2 2,209 5 0,19732873
PARK7 2,196 3 0,20290257
PTPLAD1; HACD3 2,189 11 0,20617435
GNAO1 2,187 15 0,20691574
MLLT4; AFDN 2,165 4 0,21737935
STOML2 2,161 12 0,21906549
SNAP23 2,154 6 0,22229071
RALA 2,146 17 0,22650383
GPI 2,14 3 0,22948436
EIFSA 2,138 s 0,23000645
GAN 2,136 7 0,23144111
PDIA3 2,134 15 0,23245395
PHB 2,132 15 0,23339408
HISTIH1D 2,122 12 0,2383946
FMNL2 2,122 6 0,23832849
TPIL 2,112 15 0,24358802
KTNL 2,008 6 0,25098497
|cspa; YBx3 2,004 4 0,25283127
ILF3 2,088 8 0,25632241
Lz1s2 2,077 18 0,26236499
GNAS 2,069 12 0,266812
CASK 2,067 4 0,26795222
cocaz 2,062 8 0,27094579
RPLP2 2,061 9 0,27154272
[HADHA 2,059 28 0,27286217
[eNA1L 2,058 13 0,27333006
HADHB 2,056 14 0,27477712
NONO 2,055 18 0,27516988
AP2M1 2,052 3 0,27678242
PALM 2,051 A 0,27733755
GNAIL 2,05 23 0,27817164
POTEJ 2,043 15 0,28189264
STIP1 2,037 5 0,28594689
HNRNPAB 2,036 3 0,28670933
EFR3A 2,029 10 0,29094084
CNP 2,029 5 0,29050861
ccr7 2,024 15 0,29404046
CFL1 2,018 6 0,29779762
FLOT1 2,013 28 0,30044123
CACNA2D1 2,011 8 0,30207466
LDHB 2,007 11 0,30421727
KRAS 2,005 5 0,30606183
SSBP1 2,004 9 0,30639318
PSMAG 2,002 a 0,30778932
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(A)List of proteins identified after anti-HA immunoprecipitation in HEK293T
cells transfected with HA-BTG1 or HA-control plasmid by abondance ratio

with BTG1/GFP abondance >2.
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Seconde partie de résultats — Demande de

brevet

Au cours de I'étude de I'impact de BTG1 dans la lymphomagenese, et
apres la découverte de sa localisation mitochondriale, que nous détaillerons
dans la partie discussion de ce manuscrit, nous avons cherché des vulnérabilités
thérapeutiques dirigées contre les lymphomes ayant une inactivation de BTG1

en suivant une stratégie de repositionnement de molécules pharmaceutiques.

Nous avons axé une partie du projet sur I'étude des protéines anti-
apoptotiques mitochondriales. Pour cela, nous avons réalisé une étude de « BH3
profiling », qui consiste a tester I'impact de plusieurs peptides inhibiteurs
spécifiques des protéines de la famille BCL2 sur les mitochondries. En conditions
de stress, les protéines BAX et BAK forment des pores au niveau de la membrane
mitochondriale et permettent le relargage du cytochrome C, entrainant
I'apoptose. MCL-1 peut alors étre recrutée a la membrane et se lier a ces
protéines pour empécher la formation de ces pores et inhiber I'apoptose (Del
Gaizo Moore & Letai, 2013). Nous avons observé une augmentation nette de la
dépolarisation membranaire des mitochondries des cellules BTG1 KO par
rapport aux cellules WT et Rescue, lorsque les mitochondries sont mises en
contact de peptides inhibant spécifiquement la protéine MCL-1 que sont NOXAA,
MS1 et MS3. Il n’y a pas de différence de dépolarisation lorsque I'on s’intéresse
aux peptides qui ciblent plusieurs protéines (PUMA2A, BIM...) (Voir brevet,
figure 2A).

La demande de brevet ci-apres propose |'utilisation d’inhibiteur spécifique

de MCL-1 dans le traitement de cancers mutés ou inactivés pour BTG1.
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Demande de brevet numéro EP 21 306 400

Résumé

METHODES POUR PREVOIR ET AMELIORER L'EFFICACITE DE LA THERAPIE PAR
INHIBITEUR DE MCL-1

En étudiant l'impact de l'inactivation de BTG1 dans le lymphome, les
inventeurs ont démontré son réle en tant que driver de la lymphomageneése dans
un modeéle murin. lls ont également décrit les conséquences phénotypiques de
I'inactivation de BTG1 dans des lignées cellulaires de lymphome humain. En
particulier, ils ont démontré que l'inactivation de BTG1 est associée a une
sensibilité accrue a l'inhibition de MCL-1, ce qui ouvre la voie au développement
d'un traitement personnalisé pour les patients atteints de lymphomes mutés

pour BTG1 et de cancers comportant une inactivation de BTG1.
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METHODS FOR PREDICTING AND IMPROVING THE EFFICACY OF MCL-1
INHIBITOR THERAPY

Patent Application EP 21 306 400

FIELD OF THE INVENTION:
The presentinventionisin the field of medicine, in particular oncology, to predict

and improving the efficacy of MCL-1 inhibitor therapies.

BACKGROUND OF THE INVENTION:

BTG1 is a highly conserved gene, which acts as a tumour suppressor gene in B-
cell acute lymphoblastic leukaemia (Rouault et al., 1992; Waanders et al., 2012).
The functions of this gene are poorly understood, except for its interactions with
members of the mRNA de-adenylation complex (Rouault et al., 1998), and with

the arginine methyltransferase PRMT1 (Berthet et al., 2002; Lin et al., 1996).

Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) is the most common subtype of
lymphoma. Around two thirds of the patients can be cured with intensive
chemotherapy, but this disease remains an unmet medical need for unfit
patients or patients with relapse/refractory disease. In the recent years, genomic
studies have defined molecular subgroups of clinical significance (Chapuy et al.,
2018; Schmitz et al., 2018). Among them, the MCD/C5 subtype, characterized by
MYD88 L265P and CD79B mutations is associated with extra nodal involvement,
and very poor prognosis with immunochemotherapy. Interestingly, this subtype
is especially enriched in mutations of BTG1 (40% of the patients). Many

observations support the hypothesis of a driver role of BTG1 mutations : 1/ most
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of the missense mutations tested have functional consequences on the capacity
of BTG1 to interact with its partner CAF1 (Almasmoum et al., 2020), 2/ around
15% of mutations are truncating mutations predicted to have a strong impact on
protein functions, 3/ BTG1 mutations are highly enriched in post-germinal center
derived lymphomas (DLBCL-ABC), and BTG1 deletions are highly prevalent in
Waldenstrom macroglobulinemia (another lymphoma derived from post-GC B
cells)(Hunter et al., 2014), and 5/ BTG1 mutations confer a dismal prognosis in

DLBCL (Reddy et al., 2017).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION:

Investigating the impact of BTG1 inactivation in lymphoma, the Inventors have
demonstrated its role as a driver of lymphomagenesis in a murine model. They
have also described the phenotypic consequences of BTG1 inactivation in human
lymphoma cell lines. Especially, they have demonstrated that the inactivation of
BTG1 is associated with an increased sensitivity to MCL-1 inhibition, which paves
the way to the development of a personalized treatment for patients with BTG1

mutated lymphomas.

RESULTS

We have established two cell lines models to study the impact of BTG1
inactivation. Using the CRISPR/Cas9 system, we have inactivated the BTG1 gene
in the TMDS8 cell line (Figure 1A) (representative of the MCD/C5 subtype of
DLBCL) and in the SUDHLA4 cell line (Figure 1B) (representative of the GC subtype

of DLBCL). In the TMDS8 cell line, we have rescued the expression of BTG1 with
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murine cDNA, using either a wild type sequence or a sequence with one of three
missense mutations observed in patients (Figure 1C).

Using BH3 profiling, we have demonstrated in the TMDS8 cell line that BTG1
inactivation creates an exquisite sensitivity to MCL-1 targeting peptides (such as
NOXA, MS1 or MS3), and this phenomenon was fully reversed by the rescue of
BTG1 expression. Of note, this differential effect was specific to MCL-1 targeting
peptides, and not observed with peptides targeting other members of the BCL2
family (Figure 2A). The link between BTG1 inactivation and increased sensitivity
to MCL-1 inhibitors was further confirmed using the chemical inhibitor of MCL-1
S63845, which induces significantly more apoptosis in TMD8 BTG1 KO cells. Of
note, the increase sensitivity to MCL-1 inhibitor was abolished by the expression
of BTG1 WT, but not by the expression of mutated BTG1 engineered with a
missense mutation described in patients (either L26P, G66D or 1115V), (Figure
2B). We confirmed the link between BTG1 inactivation and sensitivity to MCL-1

in the SUDHL4 cell line derived from a Germinal Centre DLBCL (Figure 2C).

CONCLUSION

Our results demonstrate that the inactivation of BTG1 creates a specific
sensitivity to MCL-1 inhibitors, which suggests that clinical trials of MCL-1
inhibitors could be stratified according to the BTG1 mutational status of the

cancer, where the therapeutic effects might be more pronounced.
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Figure 1: Cellular models of BTG1 inactivation in ABC and GCB lymphoma cell
lines. (A) Immunoblot of BTG1 in TMD8 cells, NT = Non-Targeting CRISPR, KO =
BTG1 specific CRISPR, R = Re-expression of BTG1 using murine cDNA with 100%
protein homology. (B) Immunoblot of BTG1 in SU-DHL-4 cells, NT = Non-
Targeting CRISPR, KO = BTG1 specific CRISPR. (C) Representation of BTG1
sequence containing 3 specific boxes, representatives of the BTG family, and the

location of the missense mutations.
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Figure 2: BTG1 inactivation is associated with increased sensitivity to MCL-1
inhibition. (A) Relative mitochondrial membrane potential loss using TMRE
measurement (Relative apoptosis priming) of TMD8 BTG1 KO or TMD8 BTG1 KO
with rescue as compared to BTG1 WT, after digitonin (5ug/ml) and specific BH3
inhibitors treatment (20uM each). (B) Proportion of apoptotic cells (Annexin V
staining) after 72h exposure to the MCL-1 inhibitor S63845 (0 or 50 nM) in TMDS8
BTG1 KO, TMD8 BTG1 WT, TMD8 BTG1 Rescue or TMD8 BTG1 mutated rescues

(striped) cell cultures. (C) Proportion of apoptotic cells (Annexin V staining) after
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72h exposure to the MCL-1 inhibitor S63845 (0 or 50 nM) in SUDHL-4 BTG1 KO
or SUDHL-4 BTG1 WT cell cultures.

Material and Methods

Cell lines

TMDS8 and SUDHL-4 were grown in Roswell Park Memorial Institute medium,
GlutaMAX Supplement (61870044, Thermofisher), supplemented with 10% FBS,
1% penicillin G/streptomycin. Cells were grown in incubators at 37C, in a 5% CO2

atmosphere.

Generation of BTG1-KO cell lines

TMD8 and SUDHL-4 expressing cas9 cells were infected using pLKO.1-puro-GFP
U6 sgRNA containing BTG1 RNA guides or non-targeting RNA guides (target
sequence for BTG1-KO-270: TTCTGTAGGACACTTCATAG (SEQ ID NO:2); BTG1-
KO-355: AATGGATCCTCTGATTGGAC (SEQ ID NO:3); non-Targeting-598:
GCAGTACTACTGAGTTTTTC (SEQ ID NO:4); non-Targeting-614:
GCCTAGTCTCGGTAAGAGTG (SEQ ID NO:5)). Cells were selected with puromycin
for 7 days, and GFP expression was evaluated with flow cytometry. BTG1
inactivation was validated by Western Blotting after 1 week. BTG1 rescue cell
were derived from TMD8 BTG1 KO cells infected with murine BTG1 cDNA (100%
protein homology with human) in a mcherry-HIV-based virus. GFP and mcherry
positive cells were sorted on a FACS ARIA™ cell sorter (BD biosciences, San Jose,

CA).
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BH3 profiling

For BH3 profiling, 2x105 cells were washed with DTEB buffer (135 mM Trehalose,
20 uM EDTA, 20 uM EGTA, 5 mM Succinic Acid, 0.1% BSA, 10 mM HEPES, 50 mM
KCl, pH 7.5) and permeabilized with DTEB + 5 pg/mL digitonin. Loss of
mitochondrial membrane potential ()m) was assessed using TMRE (200 nM)
after one hour of incubation at 30°C with BH3 peptides as described previously
(Del Gaizo Moore & Letai, 2013). TMRE is a cell permeant, positively charged,
red-orange dye that readily accumulates in active mitochondria due to their
relative negative charge. Depolarized or inactive mitochondria have decreased
membrane potential and fail to sequester TMRE. The fluorescence was

measured using a MACSQuant® Analysers (Miltenyi, France).

In vitro assay of MCL-1 inhibitor

The high affinity MCL-1 specific inhibitor S63845 (Kotschy et al.,, 2016) was
purchased from Selleck Chemical (Minchen, Germany). For in vitro study, it was
dissolved in DMSO at a concentration of Immol/L. DMSO was also used as a
vehicle control in the in vitro study. For cell viability assessment, 100 000 cells
were seeded in 24 well plate and incubated for 72h with either S63845 or DMSO.
Culture medium was used for further dilutions (typically 5 and 50 nM). For cell
viability assessment, cells were stained with Annexin V-APC and propidium

iodide, analysed on a FACS LSRII™ (BD biosciences, San Jose, CA).
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- Troisieme partie -

DISCUSSION
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L’aspect principal de ce travail a été de déterminer le réle de I'inactivation
de BTG1 dans la lymphomagenése B. Dans un premier temps, in vivo, en
montrant que linactivation de BTG1 entraine une augmentation de la
prolifération de cellules du centre germinatif lors d’une réaction immunitaire,
une apparition plus précoce d’'un syndrome lymphoprolifératif oligoclonal et
aussi une augmentation de la dissémination de lignées de DLBCL humaine. Dans
un second temps, in vitro, en montrant que l'inactivation de BTG1 entrainait une
migration cellulaire plus rapide avec une augmentation de la taille des filopodes
présents a la surface de la cellule. Nous avons par ailleurs montré que cette
migration était en partie régulée par l'interaction de BTG1 avec la protéine
BCAR1, modulant sa phosphorylation et sa signalisation d’aval, notamment a
travers RAC1-GTP, fortement impliguée dans la polymérisation de I'actine
nécessaire a la migration. D’autre part, nous avancons I’hypothése
thérapeutique d’un ciblage de cette migration induite par I'inactivation de BTG1

par l'utilisation d’un inhibiteur pharmacologique utilisé en clinique, le dasatinib.

Nous avons également pu montrer que dans deux modeles cellulaires de
lymphome B (ABC et GCB), I'inactivation de BTG1 entraine une hypersensibilité
a un traitement par inhibiteur de MCL-1, connue pour bloquer I'apoptose induite

au niveau mitochondrial. Cette partie fait I'objet d’'une demande de brevet.

Au cours de ce travail, nous avons également pu mettre en évidence des
modifications du métabolisme mitochondrial et de la biogenese des
mitochondries, liées au statut de BTG1. Cette partie n’ayant pas pu étre inclue
aux résultats précédemment décrits, nous détaillerons les données traitant de la
mitochondrie en discussion et les proposerons comme perspectives de

prochaines études.
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BTG1, un géne driver dans un modele murin de
lymphomagenese B ?

1) BTG1, un géne driver de la
lymphomageneése B
BTG1 est un gene que I'on retrouve muté a une fréquence assez faible
dans les hémopathies prises dans leur ensemble et présente de plus une forte
signature de l'activité de la cytidine désaminase induite par activation (AID), ce
qui a conduit a avancer qu’il serait un gene passenger dans la lymphomagenése
B (Chapuy et al., 2018). Cependant, cette distinction de passenger et de driver
doit étre nuancée, vue I'"hétérogénéité des algorithmes utilisés pour I'annotation
des événements récurrents (Tokheim et al., 2016). |l parait intéressant d’étudier
I'impact fonctionnel de certains genes classés passengers, mais dont la
récurrence mutationnelle est particulierement élevée dans certains sous-types
de cancers. C'est d’ailleurs le cas de BTG1, qui, bien que muté dans moins de 8%
des cas de DLBCL, est muté dans plus de 45% des DLBCL tres agressifs de type
MCD (Wright et al., 2020) et délété dans 87% des maladies de Waldenstrom
(Hunter et al., 2014). Il est également intéressant de noter que les mutations de
BTG1 sont fortement représentées dans la séguence codante du gene par
rapport aux mutations retrouvées dans les régions non traduites (3’ et 5° UTR),
laissant penser que ces mutations sont sélectionnées et ne sont pas le fruit du

hasard.

Nous avons pu montrer que dans un modele murin de lymphomagenése
B liée a la surexpression de BCL2, I'inactivation de BTG1 accélere I'apparition des
lymphomes, faisant de cette inactivation un événement driver de la

lymphomageneése. Plusieurs études ont d’ailleurs montré par le biais de ce
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modele qu’il était nécessaire d’avoir un événement fort conduisant a la
lymphoprolifération, ici la surexpression de BCL2, pour apprécier I'effet des
mutations d’intérét, comme cela été décrit pour KMT2D (Ortega-Molina et al.,
2015; Zhang et al., 2000), TBL1XR1 (Venturutti et al., 2020) ou CREBBP (Jiang et
al., 2017). On peut par conséquent penser que les mutations de BTG1 observées
en clinique ne sont pas I'élément déclencheur de la mise en place du lymphome,
mais plutot un événement péjoratif, conduisant peut-étre a la dissémination de
la maladie. Il a d’ailleurs été décrit I'apparition de mutations de BTG1 dans deux
cas de leucémies lymphoides chroniques aprés traitement au vénétoclax
(inhibiteur de BCL2), ce qui semble étayer le fait que les mutations de BTG1 ne

seraient pas un événement initiateur dans cette pathologie (Herling et al., 2018).

2) Avantages et limites du modéle murin
VavP-BCL2

Une des conclusions de ce travail a été de montrer que l'inactivation de
BTG1 in vivo accélere la mise en place d’'un syndrome lymphoprolifératif
oligoclonal et, de ce fait, entraine la mort des souris plus précocement.
Cependant, le choix du modele murin VaVP-BCL2, qui permet une surexpression
de I"'oncogeéne BCL2 dans les compartiments hématopoiétiques, mime plutét un
lymphome de type folliculaire, qui est caractérisé par une translocation t(14,18)
avec surexpression de BCL2. On retrouve cependant tres fréquemment des gains
de chromosomes 18g comportant le gene BCL2 dans les sous-types MCD/CS5, ce
qui pourrait tout de méme justifier I'utilité de ce modeéle dans I'étude de ces
DLBCL particulierement agressifs (Dierlamm et al., 2008). On notera aussi que ce
modele, bien qu’imparfait, est largement utilisé dans plusieurs études

s'intéressant a la caractérisation de I'effet d’'un gene ou d’une mutation sur la
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lymphomagenése B, mais qu’il apparait souvent nécessaire de transplanter les
progéniteurs hématopoiétiques dans des souris receveuses irradiées pour
accélérer I'apparition du lymphome, comme ce qui est fait dans I'étude de
KMT2D, TBL1XR1 ou CREBBP (Egle et al., 2004; Jiang et al., 2017; Ortega-Molina
et al., 2015; Venturutti et al., 2020). |l est également fréquent d’'immuniser ces
animaux avec des globules rouges de mouton, pour augmenter la réaction des
centres germinatifs et accélérer la mise en place du lymphome (Venturutti et al.,
2020). Dans notre modele, nous avons privilégié la transplantation de
progéniteurs hématopoiétiques sans immunisation ; cependant il est possible
gue cette immunisation accélere le développement du lymphome, voire

conduise a la mise en place d’un type de lymphome différent.

Dans ces modeles murins de lymphomagenese, la plupart des études
qualifient de « lymphome » |’atteinte des souris VaVP-BCL2. Cependant, bien
qgue l'on observe la plupart du temps une hépato-splénomégalie nette, les
études de clonalité du répertoire BCR, effectuées sur ces animaux, montrent une
trés forte hétérogénéité, ce qui va plutot a I'encontre de la définition d’un
lymphome classique et qui irait plus dans le sens d'une simple

lymphoprolifération, en I'occurrence médiée par la surexpression de BCL2.

Pour parfaire ces études, il serait possible d’utiliser d’autres modeles
permettant d’obtenir un lymphome plus proche d’un DLBCL, tel que le modéle
Eu-myc. Cependant, il a été montré que ce modele présente une importante
hétérogénéité en termes de développement de la maladie. En effet, il semblerait
gue la grande majorité des lymphomes issus du modele Eu-myc se développent
trés précocement, autour de 30 - 40 jours, et ressembleraient a des lymphomes
de Burkitt, initiés par des cellules B immatures, alors que d’autres lymphomes,

moins nombreux, se développeraient bien plus tard, avec plus d’un an de délai
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et ressembleraient, pour leur part, plus a des lymphomes B diffus a grandes
cellules, mis en place ici a partir de cellules B matures (Mori et al., 2008). Cette
cinétique de développement des lymphomes, avec ou non une inactivation de
BTG1, aurait pu nous permettre d’observer I'apparition d’un lymphome différent

de ce que nous avons noté avec le modele VaVP-BCL2.

Il existe de nombreux modeles murins permettant d’obtenir des
lymphomes divers (Figure 22), dont le modéle Eu-BRD2, qui, lui, permet
d’obtenir des lymphoproliférations monoclonales, mais comme le modele Eu-
myc, présente une cinétique d’apparition du lymphome tres rapide, autour de
20-30 jours. Cette mise en place trés rapide masquerait probablement |'effet de
I'inactivation de BTG1, que nous n’avons pu apprécier qu’apres 200 jours dans

le modele VaVP-BCL2.

Un modele récemment décrit, qui serait relevant pour la poursuite de
notre étude, serait le modele murin d’expression de la forme mutée L265P de
MYDS88 (L252P chez la souris) (Knittel et al., 2016). Il semble que cette mutation
seule n’entraine pas de développement de lymphome et conduise a une
lymphoprolifération comportant des ressemblances avec une maladie de
Waldenstrom (Sewastianik et al., 2019), mais que le croisement de ces souris
avec un modele de surexpression de BCL2 accéléere I'apparition de lymphomes
oligoclonaux de type ABC. BTG1 étant fréguemment muté dans les ABC-DLBCL
et dans les maladies de Waldenstrom, avec une forte cooccurrence
mutationnelle avec MYD88, ce modele semble tres intéressant pour caractériser
I'effet d’'une possible coopération oncogénique entre MYD88 L265P et les

mutations de BTG1.
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Name

Lymphoma subtype/orgin

Strain (haplotype)

B10 H-22 H-4"p/Wts
SL/KH

Ep-N-myc

NFS.V+
NMRI/RFB-MuLV
B6-1-MYC
VavP-Bcl2

Lig4/p53 KO
Ep-BRD2

Bcl6 Knock in

Bcl6/Myc transgenic

IL-14aTGxc-Myc TG
(DTG)

Myc/BCRHEL/HEL

Ep-myc

RzCD19Cre

UVB induced

CLL
Pre-B lymphoma
Indolent B-NHL
Marginal zone lymphoma
n.d.
Burkitt-like lymphoma
Follicular lymphoma
Pro/Pre-B lymphoma
DLBCL
Germinal center, DLBCL

Post germinal center, DLBCL

Blastoid variant of mantle-cell
lymphoma

Burkitt-like lymphoma

From follicular to DLBCL (time

dependant)

NHL, hepatitis C induced

Mature B-cell lymphoma

C57BI/10 (H-2°)
SL/KH (H-2'1)
C57Bl/6 x DBA/2 (H-2Yd)
NES.V+ (H-2%9%
NMRI (H-29)
C57Bl/6 (H-2P)
C57Bl/6 (H-2)
C57BI/6 X sv129
FVB (H-29)
C57BI/6 X sv129
C57Bl/6 X sv129

C57Bl/6 (H-2P)
C57Bl/6 (H-2P)

C57Bl/6 X sv129

129/Sv (H-2b¢); BALB/c (H-2%); C57B1/6

(H-2°)

C57Bl/6 p53*/~ (H-2P)

Figure 22: Tableau des principaux modéles murins de lymphomageneése B avec

les équivalences en termes d’origine du lymphome (Donnou et al., 2012).
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BCAR1, un nouveau partenaire protéique de BTG1
modulant la migration cellulaire

1) BTG1 et migration cellulaire

On sait que BTG1 est particulierement muté dans les lymphomes de
mauvais pronostic, résistants aux thérapies et associés a des formes extra-
ganglionnaires tels que les PCNSL ou les lymphomes testiculaires. Ce travail nous
a permis de montrer qu’il est treés probable qu’une partie du phénotype de
migration extra-ganglionnaire soit due a l'inactivation de BTG1 et a la sur-
activation de la voie de BCAR1 — RAC1. L'étude de l'effet migratoire de
I'inactivation de BTG1 sur des cellules non tumorales permettrait de comprendre
si cette inactivation promeut la migration en général, ou si plusieurs éléments
supplémentaires mis en place lors de la transformation tumorale sont

nécessaires a la modulation de la migration par BTG1.

Un des points majeurs de ce travail a été de montrer d’une part, que
BCAR1 est un nouveau partenaire protéique de BTG1, et qu’a travers cette
interaction, BTG1 est impliqué dans la régulation de la migration cellulaire, aussi
bien in vitro qu’in vivo. Nous avons pu étudier in vitro cet aspect migratoire des
cellules BTG1 KO, en leur permettant d’adhérer au support grace a I'ajout de
fibronectine. La fibronectine est une protéine reconnue, entre autre, par les
intégrines de type a437, a5B1 et avPB3 (Danen et al., 2002), ou a4p1 (VLA-4)
qui sont connues pour étre nécessaires au lymphocyte B pour adhérer aux
vaisseaux lors de I'étape d’adhésion précédant I'extravasation, ce qui nous a
permis de révéler I'effet de BCARL sur ces lignées et I'impact que BTG1 peut y

avoir.
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Ce phénotype de migration, que nous avons montré in vitro, pourrait
sembler paradoxal, car nous observons a la fois une augmentation de I'adhésion
cellulaire et une augmentation de la vitesse de migration. Cependant,
I'activation de RAC1-GTP permet la polymérisation facilitée des filaments
d’actine et la formation de protrusions cellulaires, ce que nous observons sous
la forme de filopodes beaucoup plus longs et nombreux sur les cellules BTG1 KO,
ce qui va dans le sens d’une augmentation de la vitesse de migration médiée par
les filopodes. Pour autant, notre modele in vitro ne permet qu’une observation
en deux dimensions de la migration, et il n’est pas a exclure qu’une migration
amiboide soit également efficace dans un environnement confiné pour les
cellules BTG1 WT. Bien que cette observation soit robuste in vitro,
I"'augmentation de la présence de cellules BTG1 KO ou mutées dans les foies des
souris apres injection intra-splénique pourrait aussi s’expliquer par une
meilleure survie ou adaptation de ces cellules dans une niche spécifique telle
que le foie, bien que les résultats observés apres traitement au dasatinib

semblent favoriser I’hypothése migratoire.

Suite a la découverte de I'impact de I'inactivation de BTG1 sur la migration
cellulaire, nous avons montré que cette migration pourrait étre médiée par
BCAR1 et par les Src kinases, que lI'on peut cibler grace a un inhibiteur
pharmacologique, le dasatinib, déja utilisé en clinique pour traiter la leucémie
myéloide chronique ou les LAL avec chromosome Philadelphie en inhibant ABL1.
Le dasatinib entraine une importante réduction de la migration cellulaire in vivo
induite par le KO de BTG1 et une réduction de la phosphorylation de BCAR1, ce
qui renforce notre hypothése qui place la migration sous le contrble de
I'inactivation de BTG1. Il faudrait maintenant traiter au long court des souris
VaVP-BCL2 x BTG1 KO ou WT et observer si le développement des lymphomes

s’en voit ralenti. Il serait également intéressant de poursuivre les essais avec du
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dasatinib en clinique et de les axer sur les patients mutés pour BTG1. Le ciblage
de la voie de migration induite par BCAR1 pourrait étre intéressant dans les
lymphomes BTG1 mutés, par exemple en prévention des rechutes extra-
ganglionnaires chez les patients a risque élevé. Les patients atteints de PCNSL
ayant d’importantes concentrations en CXCL13 dans les fluides cérébrospinaux,
il serait éventuellement intéressant d’observer l'attirance de cellules BTG1
mutés ou inactivés pour le CXCL13 ou de mesurer si I’expression du récepteur
CXCRS5 est impactée par l'inactivation de BTG1 (Fischer et al., 2009), qui pourrait

expliguer une modulation de la migration médiée par cette chimiokine.

2) Partenaires protéiques de BTG 1

BTG1 est une protéine dont peu de fonctions sont connues et bien
documentées, mais on sait qu’elle interagit directement avec les protéines CAF1
et PRMT1 et module leur activité. Cependant, dans notre modele cellulaire de
lymphome B, nous n’avons pas observé de différence nette ni au niveau
transcriptomique (séquencage d’ARN et validation par qPCR ou recherche d’un
potentiel rle de RNA binding protein de BTG1 dans le complexe CCR4-NOT par
la technique du TRIBE), ni au niveau de la régulation de la méthylation des
arginines (méthylation des histones en western blot, spectrométrie de masse,
inhibiteur spécifique de PRMT1) en fonction du statut de BTGI1. Pour
comprendre |'effet de BTG1 dans notre modeéle, nous avons d( chercher de
potentiels nouveaux interactants protéiques. Dans un premier temps, nous
avons utilisé la technique de BIO-ID, qui consiste a marquer toutes les protéines

au voisinage (10nm) de la construction d’intérét (BTG1-BirA*) (Roux et al., 2013)
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et qui a I'avantage de s’effectuer dans un modele in cellulo, ce qui permet de

s’assurer que le marquage n’est pas un artefact qui apparaitrait post-lyse.

Etant donné le fonctionnement de ce systéme, le bruit de fond généré est
trés important et nécessite de nombreux contrdles et réplicats. Cette technique
nous a permis de montrer que BTG1 interagit possiblement avec de nombreuses
protéines mitochondriales. Un autre inconvénient de cette technique est
I'augmentation de la taille de la protéine d’intérét, qui pourrait voir sa
conformation modifiée, ses sites d’activité obstrués ou sa localisation cellulaire
impactée. Pour valider les observations faites grace au BIO-ID, nous avons mis
au point des co-immonuprécipitations de BTG1, avec un tag HA ou un tag V5,
suivies de détection en spectrométrie de masse, les anticorps spécifiques de
BTG1 étant peu nombreux et inefficaces en immunoprécipitation. Nous avons
alors découvert quelques protéines, telles que BCAR1 et BCAR3, mais également
un certain nombre de protéines mitochondriales. L’'inconvénient de cette
technique est qu’une partie des interactions observées pourraient étre mises en
place apres la lyse de la cellule et de la perte de confinement des différents
organites, ce qui masque une partie importante du signal mitochondrial, la

spectrométrie de masse n’étant pas assez sensible pour les détecter.

Nous avons observé un enrichissement fort en protéines mitochondriales
grace au BIO-ID, mais aucune des protéines que nous avons par la suite testées
par immunoprécipitation ne s’est révélée étre un interactant direct de BTG1,
bien que l'internalisation de BTG1 dans la mitochondrie ait été validée par
plusieurs approches. L’utilisation de la co-immunoprécipitation et spectrométrie
de masse a montré de meilleurs résultats au niveau interactomique, car nous

avons pu montrer l'interaction de BTG1 avec BCAR1 en co-immunoprécipitation
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et western blot. Ces deux approches se sont donc révélées complémentaires,

méme si chacune a apporté une réponse différente.

Une des limites de ces études réside dans le fait que nous n’avons qu’une
seule fois retrouvé en co-immunoprécipitation et spectrométrie de masse les
partenaires protéiques « historiques » de BTG1, a savoir CAF1 ou PRMT1, ce qui

semble indiquer un manque de sensibilité de ces techniques.

3) Domaine d’interaction de BTG1 et BCAR1

BCARL1 est une protéine tres étudiée dans les phénomeénes de métastases
dans les cancers solides, et semble étre une cible d’intérét pour éviter la
dissémination cellulaire (Dai et al., 2011). Cependant, il n’existe pour le moment
pas de traitement ou d’inhibiteur spécifique de BCAR1. La solution que nous
avons choisie, en utilisant du dasatinib, montre bien un effet sur la signalisation
en aval de BCAR1 et sur la migration cellulaire, mais le dasatinib est un inhibiteur
a spectre large qui manque de spécificité. Nous avons vu que l'inactivation de
BTG1 active la phosphorylation de BCAR1 sur son site Y410, nous cherchons
maintenant un peptide qui inhiberait cette phosphorylation et qui serait issu
d’une région de la protéine de BTG1. Nous avons pour le moment montré que
I'interaction de BCAR1 est possible avec BTG1 lorsque ce que ce dernier est
tronqué jusqu’a l'histidine 74, mais des contraintes techniques ne nous
permettent pas, actuellement, de mettre en évidence I'expression d’une
protéine tronquée avant H74. Une des perspectives de la suite de ce travail sera
la caractérisation de cette région minimale d’interaction de BTG1 avec BCAR1,

dans le but de trouver un peptide spécifique inhibiteur de BCAR1.
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Coopération oncogénique entre BTG1 et MYD88

Ce travail de thése sur I'impact de BTG1 dans la lymphomageneése a été
initié en 2017, a une période ou la classification des DLBCL admise était encore
basée sur la cellule d’origine (COO). Des études montraient alors une récurrence
mutationnelle de BTG1 dans les DLBCL, associée a un mauvais pronostic dans les
types ABC (Reddy et al., 2017), cependant la fréguence de ces mutations était
assez faible, proche de 8% sur I'’ensemble des DLBCL. La publication des études
de classification moléculaire en 2018 a permis de mettre en avant les mutations
de BTG1 et de les corréler au sous-type de mauvais pronostic MCD/C5
principalement. Or, ce sous-type est caractérisé par un fort taux de mutations
de MYD88 et de CD79B. On pourra d’ailleurs remarquer que les taux de délétions
de BTG1 sont également tres élevés dans les maladies de Waldenstrom (87%)
(Hunter et al., 2014), elles aussi caractérisées par la mutation de MYD88 a
hauteur de 90% (Treon et al., 2012), de la méme fagon que dans les lymphomes
primitifs du systéeme nerveux central (70%) ou encore dans les lymphomes
testiculaires (74%). On peut alors penser qu’il y a un phénomeéne de coopération
oncogénique entre les délétions ou mutations de BTG1 et les mutations de
MYDS8S8, et que cette cooccurrence d’événements apporte un avantage sélectif

aux cellules tumorales.

Un des axes d’étude pour la suite de ce travail sera donc de s’intéresser a
I'impact des mutations de BTG1 en fonction du statut mutationnel de MYD88.
En effet, les lymphocytes B sont caractérisés par deux voies de signalisation que
sont la voie du BCR (B Cell Receptor), activée par I'antigene, et la voie des TLR
(Toll like receptors), qui sont les récepteurs de l'immunité innée et qui

permettent, a travers leurs interactions avec les kinases IRAK1 et IRAK4, d’activer
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la voie NF-kB. MYD88 est une protéine impliquée dans la réponse de la voie TLR
et contribue, entre autre, a l'internalisation des TLR9 et du BCR, conduisant a la
formation d’'un endosome (myddosome), entrainant I’activation de la voie NF-
kB également. Il a par ailleurs été montré que la kinase BTK (Bruton’s tyrosine
kinase), kinase indispensable a la signalisation du BCR et du TLR, était également
nécessaire a la mise en place de cet endosome et a sa signalisation, et qu’elle
interagit préférentiellement avec MYD882%°" lorsqu’elle est phosphorylée
(Kenny et al., 2013). La mutation L265P de MYD88 est une des seules mutations
de ce géne retrouvée lorsque celui-ci est muté et permet d’activer de facon
constitutive les kinases IRAK1, IRAK4 et la phosphorylation de BTK. Cette
mutation de MYD88 permet également la mise en place du myddosome sans
stimuli externe et conduit donc a I'activation constitutive de la voie NF-kB (Ngo
et al., 2011). Dans ce contexte, il apparait trés intéressant de chercher a
comprendre les mécanismes moléculaires utilisés par BTG1 et MYD88, qui sont

nécessaires a I'apparition de ces lymphomes.

BTG1, un acteur de la dynamique mitochondriale ?

Les mitochondries sont des organites participant a de nombreuses
fonctions, telles que la mort cellulaire programmée (apoptose), la production
d’ATP ou encore le catabolisme des acides gras. La plupart des protéines
mitochondriales humaines, parmi les 1158 répertoriées par la base de données
MitoCarta2.0 (Calvo et al., 2016), sont des protéines codées par le génome
nucléaire et transloquées dans la mitochondrie. Cette translocation est
généralement médiée par une séquence de 10 a 80 acides aminés, qui sera clivée
(Pfanner & Meijer, 1997), entrainant la prise en charge de ces protéines par des

protéines chaperonnes de type mtHSP (mitochondrial Heat Shock Protein), leur
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permettant d’atteindre leur compartiment cible, qui peuvent étre les
membranes externes, internes, I'espace intermembranaire ou la matrice
mitochondriale. La translocation mitochondriale se fait a travers deux complexes
protéiques, TIM (Translocase Inner Membrane) et TOM (Translocase Outer
Membrane) (Pfanner & Meijer, 1997), que nous avons décrits comme

interactants de BTG1 par BIO-ID et co-immonuprécipitation (Figure 23A).

Les mitochondries sont des organites trés dynamiques qui peuvent
fusionner sous forme de longs filaments ou de réseaux, ou au contraire
fissionner, générant des mitochondries rondes et divisées. L’état fissionné, ou
divisé, permet entre autres la biogenese de nouvelles mitochondries, dans une
optique de division cellulaire, de transport des mitochondries ou encore de
dégradation des mitochondries endommagées ou contenant du matériel (ADN,
protéines...) endommagé. L'état fusionné, en réseau, permet quant a lui de
protéger les mitochondries en augmentant leur résistance a l'induction de
I'apoptose, en maintenant le potentiel de membrane et en redistribuant

I’ADNmt ou les protéines mitochondriales (Figure 24).
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Figure 24 : Différents états de fusion/fission de la mitochondrie et
mécanismes biologiques associée. Adapté de (Lennon & Salgia, 2014)

L’étude de lI'impact métaboligue médié par l'inactivation de BTG1 a
commencé par la découverte de potentielles interactions de BTG1 avec de
nombreuses protéines mitochondriales, dans une analyse d’interactions
protéiques par BIO-ID2. L’analyse de ces protéines en spectrométrie de masse
nous a permis de découvrir de potentielles interactions entre BTG1 et des
protéines mitochondriales, mais également de montrer que BTG1 était aussi
localisée au niveau de la mitochondrie, ce que nous avons par la suite confirmé
par western blot aprés avoir fractionné les compartiments cellulaires et isolé les
mitochondries (Figure 23C), mais également en marquant les protéines BTG1 par
des anticorps couplés a des billes d’or en microscopie électronique a

transmission (Immunogold) (Figure 23B).
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Figure 23 : (A) Protéines mitochondriales biotinylées par BTG1-BirA*. Deux
plasmides BTG1-BirA* et myc-tag-BirA* (contréle) ont été transfectés dans des
cellules HEK293FT avec ajout de biotine a 50mM, les cellules ont été lysées 48h
apres transfection et les lysats ont été soumis a des colonnes de billes couplées a
de la streptavidine. Les éluats ont été analysés en spectrométrie de masse, seules
les protéines présentes dans les lysats BTG1-BirA* et absentes des lysats myc-
tag-BirA* ont été conservées (n=3). (B) Localisation de BTG1 dans la
mitochondrie en microscopie électronique a transmission. Des cellules TMD8
BTG1 WT ont été fixées et perméabilisées avant inclusion en « pure LRWhite
gelatine » et découpe extra fines (70nm). Les échantillons ont été incubés avec
un anticorps anti-BTG1 humain (1/100¢) et avec un anticorps secondaire couplé
a des billes d’or avant observation en microscopie électronique a transmission
JEOL 1400JEM (Tokyo, Japan). (C) Localisation de BTG1 dans la mitochondrie en
Western Blot aprés fractionnement cellulaire. Les cellules sont lysées et les
différents compartiments cellulaires sont séparés sur des gradients de densité,
en suivant les instructions du kit d’isolation Qproteome mitochondria (Qiagen,
Allemagne).

Aprés avoir montré la localisation mitochondriale de BTG1, restait a en
comprendre son role. Pour cela, nous nous sommes intéressés a la morphologie
des mitochondries. Dans un premier temps, nous avons pu montrer que les
mitochondries des cellules TMD8 inactivées pour BTG1 avaient une forme
allongée et en réseau, et que leur masse globale était augmentée (Figure 25A et
B), ce qui est également le cas pour la masse globale des cellules B de souris
BTG1 WT ou KO (Figure 25C). On peut corréler I'inactivation de BTG1 avec ce
phénotype mitochondrial, mais pour le moment rien ne nous indique un lien
direct causal entre inactivation de BTG1 et mitochondrie, ni méme si cet effet
est d0 a la localisation mitochondriale de BTG1, ou s’il est une conséquence

secondaire de I'inactivation de BTG1.
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Figure 25 : (A) Observation en microscopie électronique (voir méthode en
figure 24B) et en microscopie confocale haute résolution aprés marquage au
Mitotracker des mitochondries de cellules TMD8 BTG1 KO ou WT. Pour la
microscopie haute résolution, les cellules sont fixées sur les lames avec de la Poly-
L-lysine et maintenues en conditions optimales de cultures (37°C, 5% CO2)
pendant l'acquisition en microscopie confocale (Zeiss LSM800 Airy Scan). (B)
Mesure de la masse mitochondriale par cytométrie en flux aprés marquage au
Mitotracker de cellules TMD8 BTG1 KO, WT et Rescue. (C) Mesure de la masse
mitochondriale par cytométrie en flux aprés marquage au Mitotracker de cellules
B CD19+ de souris BTG1 KO ou BTG1 WT.

D’autre part, nous avons montré que l'inactivation de BTG1 entraine une
augmentation globale de la consommation d’oxygéne des cellules, en condition
basale, mais également apres usage d’'un agent découplant, permettant
d’évaluer les capacités totales de consommation d’oxygene par les
mitochondries (Spare capacity) (Figure 26A). Nous n’avons cependant pas
observé de différence d’expression des super complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale (Figure 26B), indiquant probablement que BTG1
n’influe pas directement sur la production d’énergie mais que I'augmentation de
consommation d’oxygeéne ne serait que le reflet de 'augmentation de la masse

moyenne des mitochondries.
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Figure 26 : (A) Mesures de la consommation d’oxygéne par SeaHorse de deux
types de cellules TMD8 BTG1 KO (KO 270 et KO 355) et BTG1 WT (WT 598 et WT
614) (O = oligomycin, F= FCCP, R/A = rotenone / antimicyn A), montrant la
consommation d’0O2 basale entre 0 et 15 minutes, et la consommation d’O2
maximale entre 40 et 55 minutes aprés ajout de FCCP pour découpler la chaine
respiratoire mitochondriale. (B) Caractérisation des complexes et super
complexes de la chaine respiratoire mitochondriale par blue native page
(Collaboration Laurence Aubry, CEA, Grenoble). Brievement, les cellules sont
lysées et les fractions cellulaires sont séparées pour ne conserver que les
membranes mitochondriales. Les protéines ne sont pas dénaturées, permettant
de conserver la conformation des super complexes de la chaine respiratoire. Pour
le détail du protocole, voir (Wittig et al., 2006).

A I’état basal, une cellule B ne peut disposer que d’un apport limité en
énergie, en partie d au fait d’un faible volume cytoplasmique et d’'une quantité
réduite de mitochondries. Cependant, au cours de leur activation et de leur
maturation, les cellules B peuvent avoir un besoin bref d’augmenter leur
production et leur consommation énergétique, mais une augmentation
prolongée de cette demande en énergie, secondaire a I'expression d’un
oncogene ou a une auto-réactivité, entrainerait un stress énergétique important
et déclencherait la mort cellulaire, ce qui est proposé comme une protection
métabolique (Metabolic gatekeeper) par monsieur Mischen (Mischen, 2019).
On pourrait alors penser que l'inactivation de BTG1 permettrait d’outrepasser
cette protection métabolique, en augmentant la quantité d’énergie produite a
travers une augmentation de la masse mitochondriale, permettant également a

la cellule de migrer plus rapidement ou plus efficacement.
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Finalement, bien que l'impact de BTG1 sur la migration a travers
I'interaction avec BCAR1 et la modulation de l'activation de sa voie de
signalisation semble robuste, le mécanisme moléculaire mis en jeu reste
cependant a élucider. Une des hypothéses serait que BTG1, ou une région de la
protéine, inhibe de facon physique la phosphorylation de certains sites de BCAR1
et empéche le recrutement des protéines permettant I'activation de RACI.
L’augmentation de la masse mitochondriale sert possiblement la cellule en lui
apportant suffisamment d’énergie pour opérer cette migration, mais I'action de

BTG1 au niveau mitochondrial reste la encore a comprendre.
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ANNEXE : Au début de mon travail de thése, j’ai eu I'occasion de participer a

la réalisation d’un article, publié dans Haematologica en 2019, qui caractérise un
patient atteint de DLBCL ne présentant pas d’expression du marqueur CD19. Ce
patient était porteur d’'une mutation somatique entrainant la rétention d’un
intron entre les exons 3 et 4 de CD19, conduisant a I'apparition d’'un codon stop
prématuré et donc a l'absence de l'expression de la protéine CD19. La
caractérisation de I'existence d’un tel cas est importante au niveau diagnostic,
car le marqueur CD19 est un des principaux utilisés pour définir une cellule B, ce
qui peut entrainer une erreur de diagnostic. Ce genre de cas serait également
plus compliqué a traiter par CAR-T cells, du fait de I’'absence de la protéine CD19

a sa surface.
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CASE REPORTS

Molecular analysis of a CD19-negative diffuse large
B-cell lymphoma

CD19 is widely used as a marker of B-cell lineage
because it is expressed as early as the pre-B stage and
repressed only during terminal differentiation into plas-
ma cells.! This transmembrane glycoprotein is an essen-
tial co-receptor of the B-cell receptor (BCR),” although it
can also be activated in a BCR-independent manner.’ The
deleterious consequences of CD19 inactivation on B-cell
development, described both in murine models and in
human diseases,"’ are explained by the potential of CD19
to activate pro-survival pathways transduced by phos-
phatidylinositol-3-kinase (PI3K) or kinases from the Src
family. Accordingly, the expression of CD19 is highly
conserved in B-cell neoplasms, except in those derived
from terminally differentiated cells such as plasmablastic
lymphoma and multiple myeloma.® Of note, CD19 has
become a therapeutic target for bispecific antibodies (bli-
natumomab) or chimeric antigen receptor (CAR) T cells
in B-cell malignancies.”

We report the case of a patient diagnosed with diffuse
large B-cell lymphoma (DLBCL) that did not express
CD19 as assessed by flow cytometry and describe the
molecular mechanisms that explain this exceptional
observation.

A 76-year-old woman was hospitalized for asthenia,

persistent fever, and night sweats. Physical examination
was normal except for massive splenomegaly (craniocau-
dal length of 20 cm on CT-scan). Analysis of blood and
bone marrow aspiration smears detected around 20%
atypical lymphoid cells with uncondensed chromatin,
visible nucleoli in some cells, and moderately basophilic
cytoplasm (Figure 1A). On immunophenotyping these
cells strongly expressed CD45 together with B-cell differ-
entiation markers (CD20, CD79b, and CD22) and
showed a monotypic kappa light chain expression.
However, they were negative for the CD19 antigen,
whereas the residual normal B-cells were CD19 positive,
as expected (Figure 1B). The lymphoma cells expressed
MUM1, but no marker of plasma cell differentiation
(CD38, CD138), and they did not express the ALK pro-
tein. A bone marrow biopsy confirmed the diagnosis of
diffuse large B-cell lymphoma (Figure 1C) of the activat-
ed-B-cell subtype as assessed by reverse transcription
multiplex ligation-dependent probe amplification.®
Additional cytogenetic analysis by fluorescent in situ
hybridization on paraffin-embedded sections showed an
additional 3q27 locus (BCL6) and did not identify
rearrangements of ¢MYC, BCL2 or CCND1 loci.
According to the international prognostic index, this
patient was at clinical stage 5 (elevated LDH (840 IU, nor-
mal range (240-480), ECOG status = 3, age above 60,
extra-nodal involvement (bone marrow), stage IV). HIV
serology was negative. She was treated with 8 R-CHOP
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Figure 1. Diagnosis of a CD19-negative DLBCL. (A) Lymphoma cells in bone marrow smears (MGG staining, X500 magnification). (B) Flow cytometry analysis
of the lymphoma cells (red dots) and residual normal B-cells (blue dots) in the blood, after staining of CD19 and CD20 (left) and kappa and lambda light chains
(right). (C) Bone marrow biopsy showing infiltration by the DLBCL (left panel: hematoxylin eosin saffron staining, x20 magnification, right panel, CD20 staining,

x40 maghnification).

haematologica 2019; 104:e114
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associated with intrathecal methotrexate prophylaxis.
PET scan showed complete metabolic remission after 4
cycles and this finding was confirmed at the end of the
treatment (6-month follow up).

In order to understand the unexpected negative results
for CD19 expression, lymphoma cells were purified by
CD20 cell sorting (RoboSep™, StemCell Technologies,
Vancouver, Canada). Comparative genomic hybridiza-
tion with single nucleotide polymorphism array
(SurePrint G3 Cancer CGH+SNP Microarray Kit, 4x180K,
Agilent, Santa Clara, CA, USA) found an uniparental dis-
omy involving the short arm of chromosome 16, which
encompasses the locus coding for CD19 (16p11.2; Figure
2A). Sanger sequencing of the CD19 gene performed on
germline DNA (CD20-negative fraction) did not find any
abnormalities, whereas a homozygous splice mutation
(c.560-1G>C, NM_001178098.1) was detected in the
lymphoma cells (Figure 2B). In order to evaluate the tran-
scriptional consequences of this mutation in the acceptor
site of intron 3 (between exons 3 and 4), we extracted
RNA from the FFPE bone marrow biopsy after DNAse
digestion (Maxwell 16 Lev RNA FFPE kit (Promega)). We
performed reverse transcription followed by polymerase
chain reaction with a forward primer on exon 3
(GACAGCCTGAACCAGAGCCT) and reverse primer on
exon 4 (CTAGGCTCAGCAATGACTTAG). PCR condi-
tions were: initial denaturation (94°C, 2 min), 35 cycles
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of denaturation (94°C, 30 sec), hybridization (60°C, 30
sec) and elongation (72°C, 30 sec), and a final step of 2
min at 72°C. Patient’s amplicon size was larger than that
found from a control sample (Figure 2C), and we con-
firmed by Sanger sequencing that this was due to the
retention of intron 3. Importantly, genomic DNA con-
tamination was ruled out because this band was not
observed when the PCR was done on mRNA, performing
the reverse transcription step without reverse transcrip-
tase. As a consequence, a premature stop codon occurs
23 amino-acids later, which explains the absence of
CD19 expression in this case of DLBCL (Figure 2D). It
should be noted that we only assessed CD19 expression
at the membrane surface, thus we cannot rule out intra-
cellular expression of a truncated CD19 protein which
could activate signaling pathways.

As CD19 transduces pro-survival signals, the observa-
tion of a DLBCL displaying loss of CD19 expression at
the time of diagnosis is unexpected. CD19 negativity is
usual in plasmablastic lymphomas that are derived from
B-cells committed to plasmacytic differentiation.
However, the whole phenotypic profile of these lym-
phomas reflects this stage of differentiation, with expres-
sion of plasma cell markers (such as CD138 or CD38) and
loss of expression of all B-cell markers such as CD20 and
CD19°. The patient described here did not express any
plasma cell markers, and did not repress the other B-cell
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Figure 2. Molecular mechanisms of CD19 inactivation. (A) Single-nucleotide polymorphism analysis showing a uniparental disomy of the short arm of chromo-
some 16. (B) Sanger sequencing of the CD19 gene showing no abnormality in the germline material (left) and a homozygous mutation of the splice acceptor
site of intron 3 (¢.560-1G>C, NM_001178098.1) in the DLBCL cells (right). (C) Polymerase chain reaction analysis using primers on exons 3 and 4 of CD19,
showing the same amplicon size in genomic DNA and in cDNA from the DLBCL diagnosis sample because of retention of intron 3. Note that no amplification
occurs when using a non-reverse-transcribed RNA matrix, thus ruling out genomic DNA contamination. The cDNA from a control patient (CTR) with CD19-positive
DLBCL shows a smaller amplicon because the intron 3 was spliced. A schematic representation of the experiment is provided (right). (D) Schematic overview of
the molecular mechanisms explaining this CD19-negative DLBCL. Note that we did not rule out intracellular expression of CD19 (right panel, bottom).
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markers such as CD20 or CD79b, thus ruling out a diag-
nosis of plasmablastic lymphoma. Loss of B-cell markers
has also been described in ALK-positive DLBCL, but the
case described here was negative for ALK protein.
Regarding DLBCL, some cases have been described as
CD19 negative using immunohistochemistry,”"" but this
was not confirmed by flow cytometry, which is more
sensitive.”

To the best of our knowledge, this case is the first
report of DLBCL with complete loss of CD19 expression
at diagnosis, as demonstrated by flow cytometry, which
is the most sensitive technique. This observation is
explained by an acquired splice mutation in the CD19
gene, followed by an acquired uniparental disomy, lead-
ing to homozygous intron retention and a premature stop
codon. Loss of expression of CD19 and other B-cell
markers has been described in a case of high grade lym-
phoid neoplasm with features intermediate between
DLBCL and acute lymphoblastic leukemia (TdT-positive)
with a t(8;14) translocation involving ¢MYC."” The emer-
gence of subclones with splice mutations of CD19 has
been reported in acute lymphoblastic leukemias treated
with CAR-T cells targeting CD19, although the mutation
referred to this report was never specified." In these
cases, the CD19-negative subclones present a competi-
tive advantage under the strong selective pressure exert-
ed by the therapeutic intervention. It is therefore intrigu-
ing to observe this genetic inactivation in the absence of
any therapeutic selective pressure.

The absence of CD19 expression in DLBCL is a diag-
nostic pitfall, because this antigen is widely used to gate
the B cells for flow cytometry analysis®®. More important-
ly, our observation suggests that it could be important in
cases of DLBCL to evaluate the expression of CD19
when a targeted therapy (e.g., CAR-T cells) is considered,
in order to detect those rare CD19-negative cases that are
unlikely to benefit from therapies targeting CD19.
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Résumé

Les lymphomes sont un groupe de cancers développés aux dépens des lymphocytes B ou T. Parmi
les lymphomes B, il existe une grande hétérogénéité de présentations cliniques et de réponses
thérapeutiques, résultant de la mise en ceuvre de mécanismes oncogéniques différents. Les lymphomes B
diffus a grandes cellules, représentant la sous-entité majoritaire des lymphomes B non Hodgkiniens, sont
classés selon le stade de différenciation de leur cellule d’origine supposée et sur leur profil mutationnel. Le
géne BTGI1 est particulierement muté dans le sous-groupe MCD/C5, caractérisé par un pronostic
défavorable et associé a des atteintes extra-ganglionnaires. L'objet de ce travail a été de comprendre les
conséquences fonctionnelles de I'inactivation de BTG1 dans la lymphomagenése B.

Dans un premier temps, nous avons montré que I'inactivation de BTG1 entraine une augmentation
de la formation des centres germinatifs aprés immunisation par antigénes T dépendants. De plus,
I'inactivation de BTG1 accélére le développement de lymphomes induits par la surexpression de I'oncogene
BCL2. Puis nous avons mis au point un modele murin de dissémination lymphomateuse, dans lequel nous
avons observé que BTG1 promeut la dissémination tumorale, rappelant le phénotype des lymphomes
MCD/C5. Grace a des approches protéomiques, nous avons identifié un nouveau partenaire protéique de
BTG1, BCARL, qui joue entre autres un role de mécano-censeur et participe a la transduction du signal des
plaques d’adhésions focales a travers différentes phosphorylations médiées par les kinases Src. Nous avons
démontré que les cellules inactivées pour BTG1 présentent une activation constitutive de la voie BCAR1-
RAC1, qui se traduit par un remodelage du cytosquelette d'actine, la formation de filopodes, et des
capacités d'adhésion augmentées. Ces modifications sont abolies par la réexpression de BTG1 ou par
I'utilisation du dasatinib, un inhibiteur des Src kinases. Enfin, nous avons mis en évidence une vulnérabilité
thérapeutique des cellules BTG1 KO par rapport aux inhibiteurs de MCL1 (peptides ou composé S63845)
qui ouvre des perspectives thérapeutiques intéressantes pour ces lymphomes de mauvais pronostic.

Abstract

Lymphomas are a group of cancers developed at the expense of B or T lymphocytes. Among B
lymphomas, there is an important heterogeneity of clinical presentations and therapeutic responses,
resulting from the implementation of different oncogenic mechanisms. Diffuse large B cell lymphomas,
representing the major entity of non-Hodgkin B lymphomas, are classified according to the stage of
differentiation of their presumed cell of origin and their mutational profile. The BTG1 gene is particularly
mutated in the MCD / C5 subgroup characterized by an unfavorable prognosis and associated with extra-
nodal involvement. The object of this work was to understand the functional consequences of the
inactivation of BTG1 in B lymphomagenesis.

We first showed that inactivation of BTG1 leads to an increase in the formation of germinal centers
after immunization with T-dependent antigens. In addition, inactivation of BTG1 accelerates the
development of lymphomas induced by overexpression of the BCL2 oncogene. Then, we developed a
mouse model of lymphoma dissemination, in which we observed that BTG1 promotes tumor dissemination,
reminiscent of the phenotype of MCD / C5 lymphomas. Thanks to proteomic approaches, we have identified
a new protein partner of BTG1, BCAR1, which among other things plays a role of mechanosensor and
participates in the signal transduction of focal adhesions through different phosphorylations mediated by
Src kinases. We have shown that cells inactivated for BTG1 exhibit constitutive activation of the BCAR1-
RAC1 pathway, which results in remodeling of the actin cytoskeleton, formation of filopodia, and increased
adhesion capacities. These changes are abolished by re-expression of BTG1 or by the use of dasatinib, an
Src kinase inhibitor. Finally, we have demonstrated a therapeutic vulnerability of BTG1 inactivated cells for
MCL1 inhibitors (peptides or compound S63845) which opens interesting therapeutic prospects for these
lymphomas with poor prognosis.



