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  Résumé 

Les pƌotĠiŶes de ĐhoĐs theƌŵiƋues ;H“PͿ soŶt des pƌotĠiŶes tƌğs ĐoŶseƌǀĠes au Đouƌs de l͛ĠǀolutioŶ 

des espèces. Ce sont des chaperons moléculaires impliqués dans le repliement des protéines 

nouvellement synthétisée ou dénaturées. Les HSP sont fortement exprimées dans les cellules 

ĐaŶĐĠƌeuses, où elles ĐoŶtƌiďueŶt à la ƌĠsistaŶĐe à l͛apoptose et aux chimiothérapies. Parmi les HSP, 

H“PϭϭϬ est jusƋu͛à pƌĠseŶt peu étudiée. Cependant, HSP110 a été récemment associée au lymphome 

diffus à grandes cellules B (DLBCL). Le DLBCL est le syndrome lympho-prolifératif agressif le plus 

fƌĠƋueŶt Đhez l͛adulte ;ϯϬ% des lǇŵphoŵes ŶoŶ-Hodgkinien). Il existe trois principaux sous-type de 

DLBCL : le type B activé (ABC-DLBCL), le type centre germinatif (GC-DLBCL) et le type lymphome 

primaire du médiastin (PMBL). La forme activée est celle associée au plus mauvais pronostic clinique. 

Bien que les thérapies classiques de chimiothérapies associées aux anti-CD20 aient permis 

d͛augŵeŶteƌ le pƌoŶostiĐ de suƌǀie des patieŶts souffƌaŶt de l͛ABC-DLBCL, nombreux sont ceux qui 

développent des résistances ou qui ne répondent pas aux traitements. L͛ideŶtifiĐatioŶ de Ŷouǀelles 

cibles thérapeutiques est donc nécessaire. 

 

Mes tƌaǀauǆ pƌĠseŶteŶt uŶ ƌôle de H“PϭϭϬ daŶs l͛aĐtiǀitĠ d͛uŶe ǀoie oŶĐogĠŶiƋue du lǇŵphoŵe ABC-

DLBCL. EŶ effet, Đes tƌaǀauǆ dĠŵoŶtƌeŶt uŶe foƌte eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs les ĠĐhaŶtilloŶs patieŶts 

ABC-DLBCL. De plus, ces travaux in vitro sur des lignées ABC-DLBCL montrent une interconnexion entre 

HSP110 et Myd88 L265P, protéine mutée responsable de l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NF-kB.  HSP110 stabilise 

l͛oŶĐogğŶe MǇdϴϴ LϮϲϱP, et paƌtiĐipe à l͛aŵplifiĐatioŶ de la ǀoie NFkB daŶs le lǇŵphoŵe ABC, voie 

responsable de la survie et de la prolifération des cellules ABC-DLBCL. 

Paƌ le ďiais d͛uŶe ĐollaďoƌatioŶ, Ŷous aǀoŶs pu oďteŶiƌ ƌĠĐeŵŵeŶt des iŶhiďiteuƌs de H“PϭϭϬ. AiŶsi, 

mon travail à également consisté aux criblages in vitro de ces inhibiteurs pour évaluer leur capacité 

d͛iŶhiďitioŶ de H“PϭϭϬ. Deuǆ ĐoŵposĠs oŶt aloƌs ĠtĠ ideŶtifiĠs Đoŵŵe ĐaŶdidats iŶhiďiteuƌs d͛H“PϭϭϬ. 

Je ŵe suis eŶsuite iŶtĠƌessĠ à l͛utilisatioŶ de Đes iŶhiďiteuƌs in vitro daŶs l͛ABC-DLBCL. Mes résultats 

tendent à montrer que ces inhibiteurs ont une action similaire à Đeuǆ oďseƌǀĠs loƌs de l͛iŶhiďitioŶ de 

HSP110 par siRNA ou shRNA.  

Mes travaux de thèse présente donc HSP110 comme une cible moléculaiƌe poteŶtielle de l͛ABC DLBCL. 

 

Mots cléfs : HSP110 – lymphome ABC-DLBCL – NFkB – Myd88   



 

Abstract 

Heat shock proteins (HSPs) are highly conserved protein across species, and are expressed in 

all cell type. HSPs are molecular chaperones involved in the folding of newly synthesized or 

denaturated proteins. HSPs are overexpressed in cancer cells, where they contribute to cancer 

resistance to chemotherapies. Among HSPs, roles and functions of HSP110 are less described. 

Interestingly, HSP110 was recently associated with lymphoma aggressiveness in Diffuse Large 

B Cell Lymphoma (DLBCL). DLBCL is the most lymphoproliferative disease diagnosed in adult 

(30% of Non-Hodgkin Lymphoma). Three main subtypes of DLBCL are described: Activated-B-

Cell lymphoma (ABC-DLBCL), Germinal Center lymphoma (GC-DLBCL), and Primary 

Mediastinal B Lymphoma (PMBL). ABC-DLBCL is the most aggressive form associated with a 

poor prognosis. Even if R-CHOP theƌapies had iŵpƌoǀe patieŶt͛s suƌǀiǀal oǀeƌ the last decades, 

most of patients experiences relapses or treatment resistances. New molecular target are now 

necessary to treat efficiently these subtypes.  

My PhD work has highlighted the role of HSP110 in the NFkB signaling pathway, which is an 

oncogenic pathway in ABC-DLBCL. First, we show that HSP110 is overexpressed in ABC-DLBCL 

patient sample. We also show an interaction between HSP110 and Myd88 L265P, that is an 

oncogenic protein responsible for NFkB pathway activation. Consequently, HSP110 stabilizes 

Myd88 L265P, leading to a sustain NFkB pathway activation in lymphoma cells, and promoting 

ABC-DLBCL cell survival and proliferation.   

Finally, our team recently characterized the first known HSP110 inhibitors. I took the 

opportunity to test these putative inhibitors in my study. My results suggest that these 

compounds have similar effects than siRNA or shRNA inhibition of HSP110 on ABC-DLBCL 

survival. This result provide a ground for future in vivo testing of chemical inhibitors of HSP110. 

In conclusion, my work highlight HSP110 as a potential therapeutic target in ABC-DLBCL. 

 

Key words: HSP110 – ABC-DLBCL lymphoma – NFkB – Myd88   
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CoŶteǆte de l’Ġtude :  
 

Les tƌaǀauǆ Ƌui ǀoŶt suiǀƌe s͛iŶtĠƌesseŶt au lǇŵphoŵe B diffus à gƌaŶdes Đellules ou DLBCL eŶ 
anglais, le cancer hématologique le plus fƌĠƋueŶt Đhez l͛adulte. Ce tǇpe de pathologie survient 

à la suite d͛altĠƌatioŶs gĠŶĠtiƋues au seiŶ des lǇŵphoĐǇtes B ŵenant à leur hyper-prolifération 

et leuƌ ƌĠsistaŶĐe à l͛apoptose. L͛aǀaŶĐĠe des ƌeĐheƌĐhes suƌ le lǇŵphoŵe et ŶotaŵŵeŶt les 
études de transcriptomiques ont permis de  déterminer différents sous-types de DLBCL, dont 

les caractéristiques moléculaires sont de plus en plus documentées, chaque sous-type étant 

caractérisé paƌ l͛eǆpƌessioŶ de pƌotĠiŶes oŶĐogĠŶiƋues spĠĐifiƋues ou de ŵutatioŶs 
spécifiques par exemple.  

Le traitement clinique standard du DLBCL est appelée thérapie R-CHOP, composée d'une 

combinaison de quatre agents chimio thérapeutiques avec le rituximab, un anticorps ciblant 

les lymphocytes B (anti-CD20). Cependant, bien que la thérapie R-CHOP et ses dérivés aient 

peƌŵis d͛augŵeŶteƌ le pƌoŶostiƋue de suƌǀie des patieŶts, Ŷoŵďƌeuǆ soŶt Đeuǆ Ƌui 
développent des résistances ou qui ne répondent pas au traitement. De plus, malgré les 

caractéristiques moléculaires très distinctes de chacun de ces sous-types (mutations, voies de 

signalisation), les protocoles de traitement clinique sont identiques pour chaque patient 

atteint de DLBCL. L͛ideŶtifiĐatioŶ de Ŷouǀelles Điďles thĠƌapeutiƋues spĠĐifiƋues à ĐhaĐuŶ de 
ces sous-types est donc nécessaire afin de fournir aux cliniciens un arsenal de composés et de 

combinaisons de composés adaptés pour chaque patient.  

Ce tƌaǀail s͛iŶsĐƌit daŶs la ǀoloŶtĠ d͛eǆploƌeƌ l͛eǆpƌessioŶ et, poteŶtielleŵeŶt le ƌôle des H“P 
daŶs le lǇŵphoŵe DLBCL. Mes tƌaǀauǆ se ĐoŶĐeŶtƌeŶt suƌ l͛ideŶtifiĐatioŶ d͛uŶe Ŷouǀelle Điďle 
protéique dans un sous-type de lymphome DLBCL. Cette protéine appartient à la famille des 

pƌotĠiŶes de ĐhoĐ theƌŵiƋue ou H“P. Tƌğs ĐoŶseƌǀĠes au Đouƌs de l͛ĠǀolutioŶ des espğĐes,  les 
HSP sont fortement exprimées dans les cellules cancéreuses, où elles contribuent à la 

ƌĠsistaŶĐe à l͛apoptose et auǆ ĐhiŵiothĠƌapies, Đe Ƌui en font des cibles de choix en thérapie 

anticancéreuse. Les travaux qui vont suivre tendent à présenter HSP110 comme une cible 

thérapeutique potentielle dans le DLBCL. 

L͛iŶtƌoduĐtioŶ du pƌĠseŶt ŵaŶusĐƌit seƌa doŶĐ stƌuĐtuƌĠe Đoŵŵe suit : une première partie 

présentant succinctement le lymphome non hodgkinien, son incidence et ses sous-types, une 

deuxième partie sur le lymphome DLBCL de type activé et la voie NFkB, une troisième partie 

sur les traitements émergeant pour cibler ce sous-type activé puis un chapitre présentant 

l͛iŶtĠƌġt du Điďlage des H“P daŶs le lǇŵphoŵe diffus à gƌaŶde Đellules.   

 

 



3 
 

Introduction :  
 

Définition générale du lymphome non Hodgkinien 

Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) sont les plus fréquentes des hémopathies (tumeurs 

malignes des cellules du sang) (Figure 1Ϳ de l͛adulte et la tƌoisiğŵe cause de cancer 

pédiatrique. Comme tous les lymphomes, les LNH ont pour origine un lymphocyte tumoral, 

Đ͛est-à-dire un lymphocyte ayant acquis des modifications / mutations lui conférant une 

proliféƌatioŶ ŶoŶ ĐoŶtƌôlĠe ou uŶe ƌĠsistaŶĐe au ŵĠĐaŶisŵe d͛apoptose. Il s͛agit d͛uŶ ĐaŶĐeƌ 
lymphatique, ce qui signifie que les cellules tumorales vont se disséminer à travers le sang à 

divers endroits du corps, notamment les ganglions lymphatiques, la rate et la moelle osseuse, 

où ils forment des masses tumorales. Les lymphomes concernent les deux populations de 

lymphocytes du sang (T et B) mais les lymphomes B sont les plus représentés en clinique (1).  

 

 

Figure 1 Classements des 20 sites tumoraux principaux retrouvés en clinique dans le monde 

seloŶ l͛Ġtude GLOBOCAN ϮϬϭϮ [IA‘C]. Les lymphomes sont la 10ième cause de cancer (NHL 
pour Non Hodgkin Lymphoma). 
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Classification des lymphomes  

L͛OƌgaŶisatioŶ MoŶdiale de la “aŶtĠ ;OM“, WHO eŶ aŶglaisͿ propose depuis 2008 une 

classification standardisée des lymphomes, classification reposant sur  une association de 

critères cliniques, morphologiques, génétiques et moléculaires (2). Cette classification est mise 

à jour régulièrement et tend à être de plus en plus précise : l͛oďjeĐtif est de répertorier et 

classer les marqueurs morphologiques ou moléculaires des lymphomes afin de permettre aux 

cliniciens de proposer une prise en charge et un traitement adapté à chaque patient (3). Les 

lymphomes présentent un répertoire de pathologies assez varié, et on discerne deux grands 

groupes : les lymphomes hodgkinien (ou maladie de Hodgkin) et les lymphomes non 

hodgkinien (LNH). Le lymphome de hodgkin, ĐaƌaĐtĠƌisĠ paƌ l͛appaƌitioŶ de Đellules dites de 

« Reed–Sternberg », démontre une activation importante de la voie NF-kB, menant à une 

forte pƌolifĠƌatioŶ des Đellules et uŶe ƌĠsistaŶĐe à l͛apoptose ;4). Le lymphome de Hodgkin est 

dit « de pronostic favorable » puisque la maladie est en rémission dans 80% des cas avec les 

combinaison initiales de traitement (Chimiothérapie [protocoles ABVD , BEACOPP et Stanford 

V] et/ou radiothérapie) (5). Le pƌĠseŶt ŵaŶusĐƌit s͛iŶtĠƌesse auǆ lymphomes les plus agressifs : 

les lymphomes non hodgkinien.  

EŶ teƌŵe d͛iŶĐideŶĐe, ϭϭ ϱϭϮ Ŷouǀeauǆ Đas de LNH oŶt ĠtĠs dĠĐlaƌĠs eŶ FƌaŶĐe eŶ ϮϬϭϮ 

(source GLOBOCAN 2012, International Agency for Research on Cancer,  Section of Cancer 

Surveillance, France Métropolitaine). Le LNH est un terme rassemblant de multiples 

pathologies. Pour comprendre quels sont les principaux sous-types de LNH, il faut pour cela 

regarder les pourcentages estimé de la représentation clinique de ces différentes pathologies 

en 2016 aux Etats-Unis est présenté dans la figure2, adaptée de Teras et al (1). Les données 

présentées sont une estimation pour l͛aŶŶĠe ϮϬϭϲ auǆ États-Unis basée sur les 112 380 cas 

déjà diagnostiqués en 2016, fouƌŶissaŶt aiŶsi uŶe ǀue d͛eŶseŵďle tƌğs ƌĠĐeŶte utilisaŶt la 

classification WHO 2016. 
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Figure 3 : Incidence et ratio homme / femme des différents sous-types de lymphome en 

foŶĐtioŶ de l͛âge d͛appaƌitioŶ de la ŵaladie. AdaptĠ de “ŵith et al, ͞LǇŵphoŵa iŶĐideŶĐe, 
survival and prevalence 2004-2014 : sub-tǇpe aŶalǇses fƌoŵ the UK͛s Haeŵatologi cal 
Malignancy Research Network. 

 

Les lymphomes non hogkinien (LNH) constituent donc un ensemble hétérogène de tumeurs 

du tissu lǇŵphoïde. Les tƌaǀauǆ ƌĠsuŵĠ daŶs Đe ŵaŶusĐƌit s͛iŶtĠƌesseŶt ŶotaŵŵeŶt au 

lǇŵphoŵe le plus fƌĠƋueŶt Đhez l͛adulte : le lymphome B diffus à grandes cellules B (ou 

DLBCL).  

Le bon, la brute et le truand : les trois principaux sous-

types DLBCL  

Chaque année en France, 3000 à 4000 personnes développent un lymphome DLBCL (rapport 

WHO sept 2016 dossier manuscrit thèseͿ. D͛uŶe gƌaŶde hĠtĠƌogĠŶĠité clinique, les DLBCL 

pƌoǀieŶŶeŶt de la tƌaŶsfoƌŵatioŶ d͛uŶ lǇŵphoĐǇte B issu du ĐeŶtƌe geƌŵiŶatif doŶt ils poƌteŶt 

le phénotype et le profil génétique. Les DLBCL comportent trois sous-types moléculaires 

pƌiŶĐipauǆ, ŶoŵŵĠs d͛apƌğs leuƌs Đellules d͛oƌigine supposée : le DLBCL  de Centre Germinatif 

(GC-DLBCL) vraisemblablement dérivé de la zone claire du centre germinatif,  ainsi que  la 

forme activée DLBCL (ABC-DLBCL) et le sous-type PMBL (Primary Mediastinal B cell 

Lymphoma) (6). Alors que les sous-types ABC et GC-DLBCL touchent en majorité des personnes 

ayant plus de 60 ans, l'âge médian des personnes affectées par le PMBL est de 30 ans. Ce 

lymphome médiastinal primitif à grandes cellules B ou PMBL  est cependant plus rare et de 

meilleur pronostique que les deux autres. Environ 64% des patients survivent 5 ans après le 
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traitement (cf courbe survie figure 4 [7]. Les PMBL se développent à partir des lymphocytes B 

résidant dans le thymus, et dépendent de l'activation constitutive des voies NF-κB et JAK-STAT 

pour promouvoir leur survie et leur prolifération [8]. 

 

Figure 4 : Survie globale des patients atteint de DLBCL traités par R-CHOP. Adapté de 
‘oseŶǁald et al, ͞MoleĐulaƌ diagŶosis of pƌiŵaƌǇ ŵediastiŶal B Đell lǇŵphoŵa ideŶtifies a 
clinically favorable subgroup of diffuse large B cell lymphoma related to Hodgkin lymp 

GC-DLBCL et ABC-DLBCL paƌtageŶt uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe d͛altĠƌatioŶs gĠŶĠtiƋues Ƌui ƌeflğteŶt 

probablement un mécanisme de transformation néoplasique similaire (mutations TP53 dans 

20% des cas 9, amplifications de BcL2 ou BcL6 6) mais présentent aussi des lésions génétiques 

uniques et propres à chaque sous-type, induisant une dépendance à des voies de signalisation 

oncogéniques distinctes 10 11 12. Par conséquent, ces deux principaux sous-types sont 

caractérisés par différents pronostiques cliniques, avec la forme ABC présentant le plus 

mauvais pronostique (figure 4). En effet, sous traitement R-CHOP, de nombreux patients 

présenteront des rechutes ou un lymphome réfractaire à la chimiothérapie. Il est donc 

nécessaire de rechercher des traitements pour améliorer la guérison de cette pathologie. Dans 

cette optique, grâce à l͛aǀğŶeŵeŶt des teĐhŶiƋues de gĠŶoŵiƋue haut dĠďit sur les 

échantillons de patients, nous avons assisté à de profondes améliorations de notre 

compréhension moléculaire de cette pathologie. Ces études ont permis de découvrir 

l͛iŵpliĐatioŶ de ŵutatioŶs ƌĠĐuƌƌeŶtes de faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ ou de ǀoie de tƌaŶsduĐtioŶ 

de signaux qui jouent un rôle fondamental dans la physiologie normale du lymphocyte B dans 

le centre germinatif, et qui deviennent de puissant oncogènes dans le DLBCL. Parmi ces voies 

moléculaires, la cascade signalétique NFkB a été décrite comme pouvant subir de nombreuses 

altérations génétiques. Les ABC-DLBCL montrent un phénotype et une signature moléculaire 

des lymphocytes B activés par un antigène et sur le point de se différencier en plasmocyte, 

mais dont le processus de différenciation serait bloqué par des altérations génétiques.  
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Centre de commandement du lymphome ABC : NFkB  

NFkB est un terme regroupant un complexe de facteur de transcription jouant un rôle à la fois 

daŶs l͛iŵmunité innée et adaptative [13]. La voie NFkB permet la transcription de centaines de 

gènes impliqués dans des fonctions diverses, tels que la réponse immunitaire, la phagocytose, 

les ƌĠpoŶses aŶti apoptotiƋue, etĐ… Le Đoŵpleǆe NFkB est ĐoŵposĠs de diffĠƌeŶtes sous-

unités cytoplasmiques, appartenant aux familles de protéines NFkB ou Rel (figure 5). Ces sous-

uŶitĠs soŶt sĠƋuestƌĠes daŶs le ĐǇtoplasŵe paƌ l͛iŶhiďiteuƌ de NFkB ou IkB. L͛aĐtiǀitĠ NFkB  

peut-ġtƌe iŶduite paƌ Ϯ ǀoies, l͛uŶe dite ĐaŶoŶiƋue et l͛autƌe dite alteƌŶe, Ƌui transmettent des 

signaux par différents complexes de dimère : soit des homodimères (exemple p65-p65), soit 

des hétéro-dimères tels p65/p50 et c-Rel/p50 (voie classique) ou RelB/p52 (voie alterne). 

L͛aĐtiǀatioŶ ĐhƌoŶiƋue de la  ǀoie ĐaŶoŶiƋue est ƌetƌouǀĠe dans le cadre des lymphomes ABC 

tandis que la voie alterne est retrouvée pour les lymphomes ABC GC (14).  

 

Figure 5 : protéines de la voie NFkB et activation. A Schéma des protéines appartenant à la 
famille NFkB.B Schémas simplifiés des voies classique et alterne de la voie NFkB, avec les 
principaux dimères NFkB utilisées pour chacune des voies. 
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Rôle of NFkB dans le centre germinatif.  

Dans les organes lymphoïdes secondaires, après contact avec son antigène spécifique via le B 

Cell receptor (BCR) et contact avec les molécules de co-activation des lymphocytes T helper 

folliculaires, l͛aĐtiǀatioŶ d͛uŶ lǇŵphoĐǇte B folliĐulaiƌe est ƌapideŵeŶt suiǀie d͛uŶe importante 

expansion clonale qui donne naissance aux centroblastes qui constituent  la zone sombre du 

centre germinatif (GC) (figure 6). NFkB joue déjà un rôle dans le pƌoĐĠdĠ d͛aĐtiǀatioŶ : il est 

activé de manière transitoire dans les cascades signalétiques du BCR et du CD40 récepteur 

afin de permettre la formation du centre germinatif [15 16]. DaŶs la zoŶe soŵďƌe, l͛aďseŶĐe de 

présence nucléaire des sous-unités NFkB semble indiquer que la voie est ensuite 

ŵoŵeŶtaŶĠŵeŶt ĠteiŶte loƌs de l͛eǆpansion clonale [17]. Les centroblastes vont ensuite 

migrer vers la zone claire du centre germinatif où ils arrêtent de proliférer pour entrer dans 

des pƌoĐessus de ŵodifiĐatioŶs des gġŶes d͛iŵŵuŶogloďuliŶes du BC‘ ǀia le pƌoĐĠdĠ 

d͛hǇpeƌŵutatioŶ somatique, ceci afiŶ d͛augŵeŶteƌ leuƌ affiŶitĠ pour l͛aŶtigğŶe ƌeŶĐoŶtƌĠ [18]. 

Les centrocytes ainsi obtenus vont entrer en contact avec des lymphocytes T helper 

folliculaires et des cellules dendritiques folliculaires pouƌ ġtƌe sĠleĐtioŶŶĠs suƌ l͛affiŶitĠ de leuƌ 

BCR. Ces contacts cellulaires mettant à nouveau en jeu la voie NFkB (voie BCR et CD40R là 

encore [19 20].  

 

Figure 6 : Activité NFkB dans le centre germinatif. La voie NFkB est activée dès la rencontre 

du lymphocyte B naïve avec son antigène spécifique (Ag). Le lymphocyte B se retrouve alors 

daŶs les oƌgaŶes lǇŵphoïdes seĐoŶdaiƌes ou il ǀa dĠďuteƌ la foƌŵatioŶ d͛uŶe stƌuĐtuƌe 
spécialisée de la différenciation lymphocytaire B : le centre germinatif (germinal center). La 
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formation du centre germinatif débute au stade centroblaste (CB). Après le procédé 

d͛hǇpeƌŵutatioŶ somatique (SHM), les lymphocytes ayant un BCR de haute affinité sont 

sélectionnés par les lymphocytes t helper folliculaires (TfH) et vont progresser dans leur 

différenciation (stade centrocytes [CC] et plasmoblastes [PB]). La différenciation de ces 

lymphocytes permet la génération de plasmocytes ou de de cellules B mémoires. Schéma 

adapté de Pasqualucci  et al, ͞GeŶetiĐ dƌiǀeƌs of NF-κB deregulation in diffuse large B-cell 

lymphoma », Semin Cancer Biol. 2016. 

Dans cette zone claire, les lymphocytes B proposant un réarrangement génétique fonctionnel 

et plus affin de l͛aŶtigğŶe ǀoŶt aloƌs poursuivre leur différenciation, tandis que les cellules 

poƌtaŶt uŶ BC‘ ŶoŶ foŶĐtioŶŶel ou peu affiŶ de l͛aŶtigğŶe seront soit redirigés vers la zone 

sombre, soit entreront en apoptose. [19–22]. Les cellules B poursuivant leur différenciation vont 

alors quitter le centre germinatif et auront deux devenir possible : soit une cellule B mémoire, 

soit se différencieƌ eŶ Đellule plasŵoĐǇtaiƌe sĠĐƌĠtƌiĐe d͛aŶtiĐoƌps [23 24]. La maintenance des 

centres germinatifs et la différenciation des cellules en plasmocyte sont des processus 

nécessitant la voie NFkB. En effet, en supprimant sélectivement les sous-unités NF-kB c-Rel ou 

p65 dans des lymphocytes de souris par un système cré-loxP, une équipe a pu mettre en 

évidence un rôle distinct de ces deux protéines. La déplétion génétique de c-Rel ne semble 

pas impacter la formation des centres germinatifs mais ces structures sont rapidement 

résorbés après stimulation T dépendante, menant à une diminution de la formation des 

Đellules diffĠƌeŶĐiĠe sĠĐƌĠtƌiĐe d͛aŶtiĐoƌps ;24Ϳ. L͛aďlatioŶ gĠŶĠtique de p65 ne semble pas 

ŵodifieƌ la foƌŵatioŶ Ŷi la ŵaiŶteŶaŶĐe des ĐeŶtƌe geƌŵiŶatifs, Ŷi la ŵatuƌatioŶ d͛affiŶitĠ des 

lǇŵphoĐǇtes B.  EŶ ƌeǀaŶĐhe, l͛aďlatioŶ de pϲϱ diŵiŶue la diffĠƌeŶĐiatioŶ teƌŵiŶale des 

cellules B, car le nombre de plasmocytes et la sĠĐƌĠtioŶ d͛iŵŵuŶogloďuliŶe est diŵiŶuĠe 

après une stimulation des souris avec un antigène T dépendant (24).  Ainsi, la délétion des sous-

unités effectrices de la voie NFkB impacte directement la différenciation B ; mais selon des 

mécanismes différents. Une explication à cela pourrait provenir du fait que ces sous-unités ne 

soŶt aĐtiǀĠes paƌ les ŵġŵes ƌĠĐepteuƌs ;BC‘, CDϰϬ‘, TL‘, etĐ…Ϳ. NFkB joue un donc rôle 

biphasique : il est impliqué dans les Ġtapes pƌĠĐoĐes d͛aĐtiǀatioŶ B, ŵais ĠgaleŵeŶt daŶs le 

centre germinatif pour la maintenance de ces structures et pour la différenciation terminale 

du lymphocyte B. Cette fine régulation NFkB est critique dans la physiologie du lymphocyte B 

du centre germinatif : celui-ci peut en effet réaliser plusieurs passages dans les zones claires 

et sombres du GC. ).  Grâce aux études de génomiques, on en sait un peu plus sur les 

ŵĠĐaŶisŵes à l͛oƌigiŶe de la dĠƌĠgulatioŶ NFkB daŶs l͛ABC-DLBCL.  
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Le rôle NFkB daŶs l’ABC -DLBCL.  

“i l͛aĐtiǀatioŶ NFkB est tƌğs ĐoŶtƌôlĠe daŶs le ĐeŶtƌe geƌŵiŶatif, les Đellules de lǇŵphoŵe ABC-

DLBCL présentent un engagement constitutif et anormal de cette cascade de signalisation en 

lien avec des lésions génétiques multiples dans les gènes composant ou régulant la 

signalisation NFkB. Ces lésions sont parfois retrouvées en combinaison avec des mutations / 

translocations dérégulant des facteurs de transcription du centre germinatif (BcL6 or PRDM1 

[22,25,17,26]. Les mutations dans la voie NFkB contribuent à la transformation néoplasique en 

induisant une hyper prolifération, une augmentation de la survie des cellules tout en 

empêchant la différentiation du lymphocyte B (voir chapitre : « autres lésions génétiques 

fréquemment retrouvées dans le ABC-DLBCL).  

LĠsioŶs gĠŶĠtiƋue ŵeŶaŶt à l’aĐtivatioŶ ĐaŶoŶiƋue NFkB.  

Les premières preuves de cette activation ont été apportées par des études de profil 

génomique chez des patients ABC-DLBCL qui ont révélées un enrichissement significatif des 

gènes de la voie NFkB [27]. De la même manière, ce concept a été renforcé par des études 

immunohistochimiques ayant montré une importante répartition nucléaire des sous-unités 

NFkB (p50/p65) dans les lymphomes ABC [14]. EŶfiŶ, les dĠŵoŶstƌatioŶs d͛iŶhiďitioŶ 

pharmacologiques et/ou génétiques de la signalisation NFkB montre une toxicité sur les 

lymphomes ABC et non chez les lymphomes GC-DLBCL, ƌeŶfoƌçaŶt l͛idĠe de la dĠpeŶdaŶĐe du 

lymphome ABC à cette voie [27,28]. Les lésions génétiques activant la signalisation NFkB sont 

de deux ordres : i) les mutations activant la voie NFkB et ii) les mutations inhibant les 

ƌĠgulateuƌs ŶĠgatifs de NFkB. Ces ŵutatioŶs iŶteƌǀieŶŶeŶt daŶs les deuǆ ǀoies d͛aĐtiǀatioŶ du 

lymphocyte : la sigŶalisatioŶ du ƌĠĐepteuƌ à l͛aŶtigğŶe dite voie BCR ainsi  et la voie des 

récepteurs Toll dite TLR (figure 7). 
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Figure 7 : Voies d͛aĐtivatioŶ NFkB daŶs le lǇŵphoŵe ABC-DLBCL. Deuǆ ǀoies d͛aĐtiǀatioŶ 
NfkB soŶt pƌĠseŶtĠes, les ǀoies des ƌĠĐepteuƌs à l͛aŶtigğŶe ;BC‘Ϳ et la voie Toll like récepteurs 
(TLR). En rouge sont présentées les protéines fréquemment retrouvées mutées dans le 
lymphome ABC DLBCL. 

La partie qui va suivre présente une revue large mais non exhaustive des mutations activant 

les voies NFkB dans le lymphome ABC-DLBCL, d͛aďoƌd daŶs uŶ ĐoŶteǆte Ŷoƌŵal puis daŶs le 

lymphome ABC. Le but de cette partie est de resituer les composants moléculaires de ces voies 

afin de comprendre comment on peut cibler ces composants en thérapie dans le lymphome 

ABC.  

Premier composant de la voie NFkB : la voie du BCR 

Les lymphocytes B matures nécessitent un signal tonique du BCR pour leur maintien et leur 

suƌǀie daŶs l͛oƌgaŶisŵe. EŶ effet, il est dĠĐƌit depuis loŶgteŵps Ƌue la dĠplĠtioŶ du BC‘ au 

sein de lymphocytes B matures induit leur mort [29]. De plus, une perturbation de la voie BCR 

dans des lymphocytes B induite paƌ uŶ KO de l͛uŶ de Đes ĐoƌĠĐepteuƌs ;CDϰϱͿ Ŷe peƌtuƌďe pas 

la formation des centres germinatifs, mais réduit fortement la quantité de cellules sécrétrices 

d͛aŶtiĐoƌps et la peƌsistaŶĐe des ĐeŶtƌes geƌŵiŶatifs eŶ ƌĠpoŶse à uŶ aŶtigğŶe T dĠpeŶdaŶt 

(30). La fiǆatioŶ de l͛antigène sur le BCR va engendrer une cascade de d͛ĠǀğŶeŵeŶts 

ŵolĠĐulaiƌes ĐoŶduisaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ, la prolifération et la différenciation des lymphocytes B. 
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Parmi les molécules effectrices de cette différenciation, on retrouve les sous-unités de la voie 

NFkB. Ces sous-uŶitĠs soŶt iŶitialeŵeŶt sĠƋuestƌĠes daŶs le ĐǇtoplasŵe paƌ IkBα ;NFkB 

iŶhiďitoƌ alphaͿ et le ŵoǇeŶ de sĠpaƌeƌ l͛iŶhiďiteuƌ des sous uŶitĠs est soŶ aĐtiǀatioŶ paƌ 

phosphorylation par le complexe IKK (IkB Kinase).  

Le complexe BCR est composé d͛uŶe iŵŵuŶogloďuliŶe ŵeŵďƌaŶaiƌe ;IgMͿ aĐĐolĠ de ŵaŶiğƌe 

non covalente à deux hétérodimère : CD79A et CD79B (figure 8). Lors de la liaison antigène – 

immunoglobuline, les résidus tyrosine cytoplasmiques contenus dans les motifs ITAMS des 

CD79Aet B sont phosphorylés par les kinases de la famille SRC : Lyn et Syk. Cette 

phosphoƌǇlatioŶ ŵğŶe au ƌeĐƌuteŵeŶt d͛autƌes kiŶases ;BƌutoŶ tǇƌosiŶe kiŶase ou BTK, la 

guanine exchange factor VavͿ, l͛eŶseŵďle ĠtaŶt liĠ par des protéines adaptatrices  (GrB2 et 

BLNKͿ. Le ƌeĐƌuteŵeŶt de l͛eŶseŵďle de Đes kiŶases foƌŵe uŶ pƌeŵieƌ Đoŵpleǆe de 

sigŶalisatioŶ dit pƌoǆiŵal, Đaƌ à pƌoǆiŵitĠ du BC‘. A Đe stade, uŶe souƌĐe d͛aŵplifiĐatioŶ du 

signal peut venir de la capacité des BCR à s͛agƌĠgeƌ eŶtƌe euǆ.  

 

Figure 8 : Schéma des protéines participant à la voie du BCR. Après liaison BCR-antigène 

spécifique, un complexe de kinases est recruté à proximité des chaines cytoplasmiques de 

CD79 A et B. via les adaptateuƌs BLNK et GƌBϮ. La pƌotĠiŶe PLCɶϮ est eŶsuite ƌeĐƌutĠe pouƌ 
catalyser la formation de  l͛iŶositol tƌiϭ-4-5 phosphate (IP3) et du DAG à partir du 

phosphatidylinositol bi4-ϱphosphate ;PIPϮͿ. Le DAG peut aĐtiǀeƌ la PKCβ puis CA‘Dϭϭ. 
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La formation de ce complexe proximal associé au BCR permet le recrutement de la 

phospholipase CɶϮ ;PLCγϮ), recruté via son domaine SH2 par BLNK [19]. Le recrutement de la 

PLCɶϮ daŶs Đe Đoŵpleǆe pƌoǆiŵal permet sa double phosphorylation activatrice, menant à la  

production du second message diacylglycerol (DAGͿ et de l͛iŶositol tƌiϭ-4-5 phosphate (IP3) à 

partir du PIP2membranaire (phosphatidylinositol bi4-5phosphate) [18]. Le DAG est un 

activateur de la PKCβ ;pƌoteiŶ kiŶase C βͿ, kiŶase ƌespoŶsaďle de la suite de la tƌaŶsduĐtioŶ 

de sigŶal. La gĠŶĠƌatioŶ de l͛IPϯ peƌŵettƌa uŶ eŶseŵďle d͛effluǆ ĐalĐiƋues ƌeŶfoƌçaŶt le sigŶal 

d͛aĐtiǀatioŶ du lǇŵphoĐǇte B, ŶotaŵŵeŶt eŶ peƌŵettaŶt l͛aĐtiǀatioŶ des ĐalĐiŶeuƌiŶes 

favorisant la phosphorylation de NFAT pour son transport nucléaire [26].  

La PKCβ transmet le signal à une nouvelle protéine de la famille CARMA (caspase-recruitment 

domain (CARD)–membrane-associated guanylate kinase (MAGUK) protein 1), CARD11 (31). 

Cette pƌotĠiŶe joue uŶ ƌôle d͛ĠĐhafaud pouƌ uŶ Đoŵpleǆe iŵpoƌtaŶt de la sigŶalisatioŶ du 

BCR : le complexe CBM ou CARD11-BcL10-MalT1. La PKC réalise en effet de multiple 

phosphorylation de la protéine CARD11 dans son domaine PRD (PKC regulated domain). Cette 

multiple phosphorylation permet un changement de conformation de CARD11, permettant la 

libération des domaines « coiled-coil » CC et CARD (figure 9). Le domaine CC servira de 

platefoƌŵe d͛oligoŵeƌisatioŶ aǀeĐ d͛autƌes CA‘Dϭϭ aĐtiǀĠs taŶdis Ƌue la liďĠƌatioŶ du 

doŵaiŶe CA‘D peƌŵet l͛assoĐiatioŶ aǀeĐ les autƌes pƌotĠiŶes du Đoŵpleǆe de sigŶalisatioŶ 

CBM: BcL-10 et MALT1.  BcL10 est recruté ǀia le doŵaiŶe CA‘D taŶdis Ƌue MALTϭ s͛assoĐie à 

BcL10 par son domaine N-terminal immunoglobuline (figure 9).  
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Figure 9 : Signalisation CBM. La protéine PKCβ permet la phosphorylation multiple du domaine 

PRD de CARD11 (a). La protéine CARD11 va alors se déployer pour exposer ses domaines CC 

et CARD (bͿ, Đe Ƌui peƌŵettƌa l͛assoĐiatioŶ de plusieuƌs pƌotĠiŶes CA‘Dϭϭ eŶtƌe elles ;c). Les 

pƌotĠiŶes CA‘Dϭϭ pouƌƌoŶt de ŵġŵe s͛assoĐieƌ eŶtƌe elles paƌ le ďiais du doŵaiŶe GUK ;d). 

Schémas repris de la revue de ‘aǁliŶgs et al, ͞The CARMA1 signalosome links the signalling 

machinery of adaptive and innate immunity in lymphocytes.͟ Nat Rev Immunol. 2006. 

Ce complexe CBM permet ensuite de recruter un ensemble de protéines impliquées dans la 

l͛aĐtiǀatioŶ des IKK (IkB Kinase). Ces protéines sont essentiellement des protéines de type 

ubiquitine ligase E3 (TRAF2 et TRAF6), ou des enzymes de conjugaison de l͛uďiquitine (UBC13, 

UEV1A). La liaison TRAF6 - MALTϭ peƌŵet l͛auto aĐtiǀatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ Kϲϯ ligase de T‘AFϲ. 

Cette auto-ubiquitination est capitale pour le recrutement des autres protéines de 

sigŶalisatioŶ puisƋue Ƌu͛elle peƌŵet de ƌeĐƌuteƌ les « ubiquitin binding protein » TAB2 et 3 

(TAK1-binding protein 2 ou 3) du complexe TAK1 (transforming-growthfactor-β-activated 

kinase 1) et surtout le complexe IKK. Le complexe IKK, est composé des protéines IKKα, β et γ 

(NEMO) (figure 10). IKKα, β ĐoŵpoƌteŶt l͛aĐtiǀitĠ kiŶase de IkBα, taŶdis Ƌue NEMO est uŶe 

« ubiquitine binding protein » : cette fonction permet le rapprochement avec le complexe 

CBM / T‘AFϲ. Deuǆ ĠǀğŶeŵeŶts s͛eŶĐhaîŶeŶt aloƌs : le ƌeĐuleŵeŶt de IKKɶ à pƌoǆiŵitĠ de 

TRAF6 permet la K63 ubiquitination néĐessaiƌe à soŶ aĐtiǀatioŶ. L͛aĐtiǀatioŶ de IKKɶ eŶtƌaiŶe 

eŶsuite l͛aĐtiǀatioŶ de TAKϭ Ƌui lui-ŵġŵe aĐtiǀe IKKβ paƌ phosphoƌǇlatioŶ auǆ “ĠƌiŶes “ϭϳϳ 

et S181 [32]. 
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Figure 11  : Rétrocontrôle de la voie BCR. Le ƌĠtƌoĐoŶtƌôle peut s͛effeĐtueƌ à plusieuƌs 
niveaux, à travers les enzymes de désubiquitination CYLD et A20, le clivage de BcL10 par 

MALT1, et la phosphorylation des tyrosines 196 (Y196) des corécepteurs CD79.  

PPA2. Deuxièmement, la protéine CARD11 va être déphosphorylée par PP2A afin que celle-ci 

peƌde soŶ ƌôle d͛ĠĐhafaud de la sigŶalisatioŶ CBM ;34).  

MALT1. Enfin, la protéine MALT1 a été décrite comme comportant une activité protéase de la 

pƌotĠiŶe BĐLϭϬ, iŶhiďaŶt là eŶĐoƌe l͛ĠĐhafaudage du Đoŵpleǆe CBM ;35).  

Lyn. Enfin, les corécepteurs du BCR ; CD79A et B comportent dans leurs chaines cytoplasmique 

de transduction du signal un résidu tyrosine clef : la tyrosine 196. Celle-ci, phosphorylable par 

LǇŶ, est ƌespoŶsaďle de l͛iŶteƌŶalisatioŶ du BC‘ et doŶĐ de la diminution de cette voie (36). En 

effet, des souƌis dĠfiĐieŶtes pouƌ la pƌotĠiŶe lǇŶ suĐĐoŵďeŶt ƌapideŵeŶt d͛uŶ sǇŶdƌoŵe auto-

iŵŵuŶ liĠ à l͛aĐtiǀation de la voie du BCR (37). 

Un certain nombre de ces mécanismes pourront être dérégulés dans le lymphome et conduire 

à une activation chronique de la voie CBM.  
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Mutation des composants de la voie du BCR 

L͛ĠƋuipe de Louis Staudt a décrit depuis de nombreuses années un ensemble de mécanismes 

oncogénique de la voie BCR, et révélé que cette voie était activée de manière chronique. Tout 

d͛aďoƌd, uŶe aŶalǇse ŵiĐƌosĐopiƋue ŵoŶtƌe Ƌue les Đellules de lǇŵphoŵes eǆhiďeŶt de 

multiple micro-clusters BCR à leur surface, clusters très similaire à ceux retrouvé lors de 

l͛aĐtiǀatioŶ lǇŵphoĐǇtaiƌe B Ŷoƌŵale [38]. Cette activité BCR repose sur les mutations de 

différents effecteurs de la voie BCR : les pƌotĠiŶes pƌoǆiŵales CDϳϵβ et α ;ŵutĠes Đhez  ϮϬ% 

des patients) et la protéine adaptatrice CARD11 (9% des patients) (Schéma).   

CDϳϵ α et β. Les ŵutatioŶs CDϳϵα et β soŶt des ŵodifiĐatioŶs du résidu tyrosine 196 dans 

leurs motifs ITAMs (Y196H, Y196N, Y196C, Y196F, Y196S par ordre de fréquence de mutation), 

ou encore la délétion de trois paires de base contenant ce motif.  Comme vu précédemment, 

la phosphorylation de ce résidu agit comme un rétƌoĐoŶtƌôle ŶĠgatif de l͛iŶteƌŶalisatioŶ du 

BCR. Sa mutation le rend donc « signalétiquement actif ». A noter que ces modifications CD79 

sont une caractéristique importante et quasiment spécifiques des lymphomes ABC (20% des 

patients), car les autres lymphomes ne comportent pas ou peu cette mutation (3.1% des GC-

DLBCL, Ϭ% des lǇŵphoŵes de Buƌkitt ou MALTϭͿ. L͛eŶseŵďle de Đes ŵodifiĐatioŶs daŶs les 

cellules activent donc la signalisation BCR dans les lymphomes ABC en maintenant à la 

membrane le BCR : Đ͛est doŶĐ uŶe sigŶalisatioŶ ĐhƌoŶiƋue du BC‘. C͛est suite à l͛ideŶtifiĐatioŶ 

de Đette ŵutatioŶ Ƌue l͛ĠƋuipe de Louis “taudt s͛est attaĐhĠ à ĠteiŶdƌe paƌ iŶteƌfĠƌeŶĐe à A‘N 

(shRNA) les  protéines CD79 dans des lignées de lymphomes ABC. Leurs expériences ont alors 

montré une réponse surprenante : toutes les lignées activées au niveau de la voie BCR ne sont 

pas seŶsiďle à l͛iŶhiďitioŶ de CDϳϵ.  EŶ effet, il eǆiste uŶe autƌe ŵutatioŶ de Đette ǀoie Ƌui 

peut entrainer la signalisation BCR : la mutation CARD11.  

CARD11.  La mutation CARD11 a été identifiée en 2008 dans le domaine coiled-coil, domaine 

faǀoƌisaŶt l͛oligoŵeƌisatioŶ de Đette pƌotĠiŶe. Cette ŵutatioŶ est ƌetƌouǀĠe Đhez ϵ.ϲ% des 

patients ABC, 3.8% des patients GC et non dans les lymphocytes MALT possédant tout de 

même une activation NFkB. Cette protéine mutée est assimilable à une oncoprotéine (i.e. 

Đapaďle  d͛iŶduiƌe uŶe tƌaŶsfoƌŵatioŶ tuŵoƌaleͿ ;39). En effet, son expression dans des lignées 

de lymphocyte T immortalisés (Jurkat) qui ne possèdent pas CARD11 endogène permet 
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l͛aĐtiǀation spontanée de la voie NFkB.  De même, le shRNA dirigé contre CARD11 est toxique 

pour toutes les cellules ABC activées par la voie BCR (même les CARD11 WT) (6). 

A20. Presque un tiers des lymphomes ABC possèdent une mutation ou délétion bi-allélique 

du gène TNFAIP3 (14Ϳ. Coŵŵe dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, la pƌotĠiŶe AϮϬ est Đapaďle d͛eŶleǀeƌ les 

chaines K63 ubiquitine des composants BCR. On comprend que sa mutation mène alors à une 

activité pƌoloŶgĠe et iŶappƌopƌiĠe de la ǀoie NFkB. A Đe pƌopos, l͛aĐtiǀitĠ suppresseur de 

tuŵeuƌ de AϮϬ a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠe eŶ ƌeĐoŶstituaŶt l͛eǆpƌessioŶ de AϮϬ daŶs des ligŶĠes de 

lymphomes mutées pour A20, menant à la relocalisation cytoplasmique des sous-unités NFkB, 

à  la ďaisse d͛aĐtiǀitĠ de NFkB et à l͛apoptose des Đellules de lǇŵphoŵe ;40).  

LUBAC.  Dernier point pouvant jouer sur la voie BCR : le polǇŵoƌphisŵe d͛uŶe des pƌotĠiŶes 

du Đoŵpleǆe LUBAC. Ce Đoŵpleǆe d͛asseŵďlage liŶĠaiƌe des ĐhaiŶes d͛uďiƋuitiŶe ;linear 

ubiquitin chain assembly complex or LUBAC) comprend 2 E3 ligases, HOIL-1 and HOIP, et  

SHARPIN (41Ϳ. Ce Đoŵpleǆe gouǀeƌŶe eŶ paƌtie l͛aĐtiǀatioŶ NFkB daŶs les lignées de lymphome 

eŶ se liaŶt au Đoŵpleǆe CBM ǀia BĐLϭϬ et MALTϭ afiŶ de ƌeŶfoƌĐeƌ l͛uďiƋuitiŶatioŶ de IKKɶ ;42). 

Un des composants de ce complexe, RNF31 ou HOIP comporte des polymorphismes (SNPs) 

Ƌui soŶt fƌĠƋueŵŵeŶt ƌetƌouǀĠs daŶs les lǇŵphoŵes ABC. L͛iŶhiďitioŶ de LUBAC paƌ sh‘NA 

de HOIP est suffisante pour induire une toxicité dans les cellules ABC en culture. Si ce complexe 

ne semble pas comporter de proto-oncoprotéines, les SNPs peuvent en revanche prédisposer 

un individu à ce genre de cancer [43].  

OŶ Ŷoteƌa Ƌue d͛autƌes Đas de lymphomes comportant une activation du BCR existent sans 

pour autant comporter des mutations dans les gènes codant pour les protéines de la voie 

canonique BCR (44). En effet, certaines pathologies comportent une voie BCR dite tonique, 

notamment retrouvée dans certain cas de lymphome de Burkitt ou dans les GC-DLBCL. Dans 

Đes lǇŵphoŵes, l͛aĐtiǀitĠ NFkB est liĠe à l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie PIϯK pƌoďaďleŵeŶt issue d͛uŶ 

stimulus BCR. Dans le lymphome de Burkitt, ce stimulus BCR est induit par des mutations des 

pƌotĠiŶes TCFϯ ou soŶ ƌĠgulateuƌ ŶĠgatif IDϯ, ŵeŶaŶt à l͛hǇpeƌaĐtiǀitĠ de TCFϯ ;45). Le facteur 

de transcription TCF3 peƌŵet  la tƌaŶsĐƌiptioŶ des gğŶes d͛iŵŵuŶogloďuliŶes ; menant à une 

forte expression BCR à la surface des cellules de lymphome de Burkitt. De la même manière, 

les lymphomes GC comportent parfois cette activation tonique BCR liée à la protéine PI3K. 

Cette actiǀitĠ PIϯK s͛eǆpliƋue paƌ la ŵutatioŶ daŶs ϱϬ% des Đas de PTEN, uŶ ƌĠgulateuƌ ŶĠgatif 

de PI3K. Un inhibiteur chimique de PIϯKɷ aŶd PIϯKα ;ĐopaŶlisiďͿ peƌŵet d͛iŶduiƌe uŶe 
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réduction de croissance tumorale in vivo  sues les lignées ABC-DLBCL dépendante et 

indépendante de la voie BCR (46). 

Deuxième composant de la voie NFkB : la voie TLR 

Les Toll like récepteurs (TLR) appartiennent à la classe des PRR (pattern recognition receptors) 

et sont hautement exprimés par les cellules immunitaires, où ils permettent la détection des 

pathogğŶes et l͛iŶitiatioŶ de la ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaiƌe iŶŶĠe et adaptatiǀe. OŶ les Đlasse eŶ deuǆ 

grandes familles selon leur localisation : les TLR à la surface des cellules (TLR1, 2, 4, 5, 6 et 10) 

et les TLR intracellulaires localisés dans les endosomes (TLR3, 7, 8, 9, 11/12 et 13) (47). Les TLR 

membranaires sont impliqués dans la reconnaissance des composants des membranes 

microbiennes (lipides, lipoprotéines, protéines) tandis que les TLR des endosomes sont 

chargés de la reconnaissance des acides nucléiques issus de virus et de bactéries ou du soi 

(TRL 3, 7, 8, 9, 13 et 11/12) (47). Après activation, les TL‘ ǀoŶt s͛hĠtĠƌo ou s͛hoŵo diŵeƌiseƌ 

afiŶ d͛iŶduiƌe le ƌeĐƌuteŵeŶt des pƌotĠiŶes adaptatƌiĐes ĐoŶteŶaŶt uŶ ŵotif TI‘ doŵaiŶe, tel 

que Myd88, TRIF, TIRAP/MAL ou TRAM. Tous les TLR vont activer la voie NFkB et provoquer 

une réponse pro inflammatoire, selon une voie dépendante de Myd88 ou dépendante de TRIF 

(47Ϳ. L͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NFkB est iŵpoƌtaŶte pouƌ dĠĐleŶĐheƌ uŶe ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaiƌe 

iŶŶĠe de ŵġŵe Ƌue pouƌ le dĠǀeloppeŵeŶt d͛une réponse adaptative à un pathogène donné. 

L͛aĐtiǀatioŶ TL‘ peut aussi ŵeŶeƌ à uŶe ƌĠpoŶse aŶtiǀiƌale. EŶ effet, les TLR3, TLR7, TLR8 et 

TLR9 reconnaissent des acides nucléiques viraux et induisent une réponse antivirale médiée 

paƌ l͛iŶteƌfĠƌoŶ de tǇpe I. Ces ƌĠĐepteuƌs soŶt eŶ effet Đapaďles d͛aĐtiǀeƌ des I‘F ou IŶteƌfeƌoŶ 

Response Element qui vont fonctionner comme transducteurs de signal antiviraux. TLR3 et 

TLR4 vont activer IRF3 et IRF7 (48) tandis que TLR7 et TLR8 vont activer IRF5 et IRF7 (49.) 

Tous les TLR sauf TLR3 utilisent Myd88 comme protéine adaptatrice. Certains TLR peuvent 

aǀoiƌ uŶe adaptatioŶ du sigŶal paƌ T‘IF. C͛est le Đas de TL‘ϯ et TL‘ϰ ou l͛assoĐiatioŶ se fait 

soit directement (TLR3) soit indirectement via TRAM (TLR4) (47). La voie TRIF mène à une 

sigŶalisatioŶ alteƌŶatiǀe ;ǀoie de l͛I‘FϯͿ et à l͛iŶduĐtioŶ d͛uŶe ƌĠpoŶse iŶflaŵŵatoiƌe aŶtiǀiƌale 

ŵĠdiĠe paƌ l͛IFN tǇpe I. AiŶsi, eŶ foŶĐtioŶ de l͛adaptateuƌ Đhoisi, la ǀoie TL‘ est diǀisĠe eŶ Ϯ 

voies de signalisation : la voie dépendante de Myd88 et la voie dépendante de TRIF.  

Dans le lymphome, si une activation chronique TLR a été démontrée depuis une dizaine 

d͛aŶŶĠe, auĐuŶe iŵpliĐatioŶ T‘IF Ŷ͛a eŶĐoƌe ĠtĠ ƌappoƌtĠe. OŶ s͛iŶtĠƌesseƌa aloƌs à la ǀoie 
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dépendante de Myd88. En effet, la suppression de Myd88 par shRNA est toxique pour la 

plupart des lignées ABC-DLBCL (50) mais non pour les GC-DLBCL. Cette voie est de plus 

dépendante du TLR9 puisque le screening par CRISPR dans les lignées de lymphome pour tous 

les TLR montre que seule la suppression génétique de TLR9 semble toxique pour les cellules 

ABC-DLBCL (AACR 2017 - Louis Staudt on CRISPR-Cas9 screen in lymphoma : Mechanisms of 

oncogenic signaling and therapeutic resistance in lymphoma revealed by CRISPR-Cas9 

screens).  

La protéine Myd88 est composée de différents domaines (figure 12) : un domaine C-terminal 

de type TIR (Toll IL-1RͿ Ƌui est ƌespoŶsaďle de la liaisoŶ aǀeĐ d͛autƌes pƌotĠiŶes contenant des 

domaines TIR, notamment les TLR. Le domaine N-terminal comporte le death domain (DD), 

doŵaiŶe peƌŵettaŶt l͛assoĐiatioŶ aǀeĐ d͛autƌes pƌotĠiŶes ĐoŵpoƌtaŶt les doŵaiŶes DD. C͛est 

notamment le cas des protéines IRAK (IL-1R-associated kinase). Il a été montré que la 

suƌeǆpƌessioŶ de Đes doŵaiŶes DD peut ŵeŶeƌ à l͛aĐtiǀatioŶ spoŶtaŶĠ de la ǀoie NFkB et JNK 

(51). Le domaine intermédiaire INT (INTermediate domain) bien que ne comportant pas 

d͛iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte aǀeĐ d͛autƌes pƌotĠiŶes de sigŶalisatioŶ, ƌeste iŶdispeŶsaďle à l͛aĐtiǀatioŶ 

d͛I‘AKϰ. EŶ effet, l͛Ġpissage alteƌŶatif de MǇdϴϴ doŶŶaŶt uŶe pƌotĠiŶe dĠŶuĠ du doŵaiŶe INT 

et nommé Myd88s, est iŶduit duƌaŶt l͛aĐtiǀatioŶ TL‘ et seƌt de ƌĠgulateuƌ ŶĠgatif de Myd88 

(52.).  

 

Figure 12: Structure de la protéine Myd88. D͛apƌğs Dequineet al, «MyD88: a central player in 
innate immune signaling » F1000 Prime Rep. 2014. 

Apƌğs aĐtiǀatioŶ, l͛iŶitiatioŶ de la tƌaŶsduĐtioŶ de sigŶal MǇdϴϴ se fait paƌ la foƌŵatioŶ d͛uŶe 

plateforme moléculaire appelée Myddosome et constituée de Myd88, IRAK4 et IRAK2. (figure 

13Ϳ.  Le MǇddosoŵe a ĠtĠ ĐƌistallisĠ ƌĠĐeŵŵeŶt et ŵoŶtƌe la foƌŵatioŶ sĠƋueŶtielle d͛uŶe 

platefoƌŵe ĐoŵposĠe d͛uŶ aŶŶeau de ϲ MǇdϴϴ, ƌeposaŶt suƌ uŶ aŶŶeau de ϰ I‘AKϰ et Ϯ I‘AKϮ 

interagissant par leur domaine DD (53 et 54). La formation de ce complexe semble critique dans 

la suite de la transduction du signal. En effet, le rapprochement de IRAK4 dans un complexe 

protéique permet de rapprocher les domaines kinase de IRAK4, menant à son 
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autophosphorylation (53). La formation du Myddosome permet ensuite le recrutement 

d͛I‘AKϭ, et soŶ ƌappƌoĐheŵeŶt aupƌğs d͛I‘AKϰ aĐtiǀĠ peƌŵet la phosphoƌǇlatioŶ d͛I‘AKϭ.  

 

Figure 13 : Cristallisation et modélisation de la formation du Myddosome. La structure de la 

conformation du myddosome est présentée en A tandis que la structure théorique est 

présentée en B, avec le code suivant : M = Myd88, I4 = IRAK4, I2= IRAK2. D͛apƌğs LiŶ et al, 
Helical assembly in the MyD88-IRAK4-IRAK2 complex in TLR/IL-1R signalling. Nature. 2010. 

IRAK1 phosphorylé entre en interaction avec TRAF6 (55Ϳ, ŵeŶaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ de T‘AFϲ et son 

auto K63 ubiquitination (56). Comme dans la signalisation BCR, TRAF6 ubiquitiné est ensuite 

reconnu par les sous-unités TAB2 et 3 du complexe TAK1, activant ce complexe. Ce complexe 

ǀa aloƌs phosphoƌǇleƌ IKKβ, ƌĠsultaŶt eŶ l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NFkB (figure 10).   

A noter que si, dans la voie du BCR, TRAF6 semble lié directement au complexe membranaire 

CBM lors de son rôle de transducteur de signal, il est séparé de cette partie membranaire lors 

de la transduction par Myd88. En effet, le complexe [TRAF6-TAK1-TAB2-TAB3) est détaché du  

Myddosome via le clivage de IRAK1. Le clivage de IRAK1 est médié par la F-ďoǆ pƌoteiŶ β-

transducin repeat-ĐoŶtaiŶiŶg pƌoteiŶ ;β-TrCP), qui reconnait la protéine IRAK1 phosphorylée,  

effectue sa K48-ubiquitination et dégradation figure 14 (57).  
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Figure 14 : Dégradation de IRAK1 par B-TrCP lors de la signalisation TLR. 

 

Rétrocontrole :  

La ǀoie TL‘ possğde de Ŷoŵďƌeuǆ ƌĠtƌoĐoŶtƌôles ŶĠgatifs peƌŵettaŶt d͛Ġǀiteƌ uŶe ƌĠpoŶse 

immunitaire excessive. 

SOCS1. SOCS1 est une  protéine synthétisée directement à la suite d͛uŶ sigŶal TL‘, ou 

iŶdiƌeĐteŵeŶt paƌ les ǀoies IFNβ ou IL-6. De nombreuses publications présentent la SOCS 1 

comme un rétrocontrôle négatif de la voie TLR. Cependant, les mécanismes exacts favorisant 

ce rétrocontrôle restent sujets à débat. Un des mécanismes admit serait que SOCS1 possède 

uŶ doŵaiŶe “HϮ Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ de Ŷoŵďƌeuses pƌotĠiŶes doŶt I‘AKϭ et TI‘AP/MAL. 

Cette interaction mènerait dans les deux cas à la dégradation protéasomale de IRAK1 et MAL, 

ƌĠgulaŶt doŶĐ l͛aĐtiǀatioŶ TL‘ ;58Ϳ. EŶ effet, apƌğs stiŵulatioŶ TL‘, la phosphoƌǇlatioŶ d͛I‘AKϭ 

est uŶ sigŶal d͛uďiƋuitiŶatioŶ ŵeŶaŶt à sa ƌapide dĠgƌadatioŶ et doŶĐ l͛iŶhiďitioŶ de la ǀoie 

TLR (59).  

SYK / Cbl-b. Il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue la pƌotĠiŶe “YK est Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ et de phosphoƌǇleƌ 

Myd88 et TRIF (60). Cette phosphoƌǇlatioŶ iŶduite paƌ Đette “‘C kiŶase peƌŵet l͛assoĐiatioŶ 

avec Cbl-b. En effet, le domaine tyrosine kinase–binding (TKB) en C-terminal de Cbl-b se lie 

spécifiquement à des résidus tyrosines phosphorylés de sa protéine cible, conduisant ensuite 

à sa dégradation par les sous-unités 26S du protéasome.   
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CYLD/ A20. : Comme précédemment décrit dans le chapitre sur le rétrocontrôle de la voie 

BCR, CYLD et A20 catalysent la Kϲϯ desuďiƋuitiŶatioŶ des pƌotĠiŶes IKKɶ/T‘AFϮ/T‘AFϲ ;CYLDͿ 

et TRAF2 / TRAF6 (A20), permettant une première inhibition des complexes de signalisation 

TLR.  

Myd88s. Cette pƌotĠiŶe est issue de l͛Ġpissage alteƌŶatif de l͛eǆoŶ Ϯ de MǇdϴϴ, ƌĠsultaŶt eŶ 

une protéine de 27kD ne comportant pas le domaine intermédiaire (ID) de la forme longue de 

Myd88 (61). Cette pƌotĠiŶe a ĠtĠ dĠĐƌite Đoŵŵe iŶduite daŶs des ŵaĐƌophages à la suite d͛uŶe 

stimulation prolongée par le LPS. Myd88s se comporte comme un dominant négatif de 

Myd88 : ŵġŵe si MǇdϴϴs est toujouƌs eŶ ĐapaĐitĠ de se lieƌ auǆ I‘AK, il Ŷe seŵďle pas Ƌu͛il Ǉ 

ait d͛iŶduĐtioŶ d͛autophosphoƌǇlatioŶ d͛I‘AKϰ et doŶĐ plus d͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NFkB. A 

noter que cette modification de splicing a été induite artificiellement dans des cellules 

immunitaires de souris en les transfectant avec des oligonucléotides anti-sens modifiés (ASO 

ISIS 337846) (62Ϳ. Cette stƌatĠgie, si elle est tƌaŶsposaďle à l͛hoŵŵe, pouƌƌait ġtƌe iŶtĠƌessaŶte 

dans le cadre de traitements de pathologies dépendantes de la voie Myd88.  

On notera que les points de rétrocontrôle cités précédemment sont les principaux utilisés par 

les cellules immunitaires pour inhiber la voie TLR. Il existe cependant bien plus de mécanismes 

ƌespoŶsaďles de Đette iŶhiďitioŶ, tel Ƌue l͛eŶdoĐǇtose des ƌĠĐepteuƌs, la sǇŶthğse pƌotĠiŶes 

(phosphatases SHP-1 et SHP-2, ubiquitinases) ou même une régulation transcriptionnelle par 

des ARN non codants (miRNA tel que le mir146a ciblant TRAF6 et IRAK1, et le mir155 ciblant 

Myd88, TAB2 mais aussi SHP-1) (63). 

Mutation de la voie TLR : Myd88 

Identifiée en 2011, la mutation Myd88 a été identifiée chez plus de 30% des patients porteurs 

d͛uŶ lǇŵphoŵe ABC. Elle est plus rarement retrouvée dans les lymphomes MALT (9%, gastric 

mucosa-associated lymphoid tissue [MALT] lǇŵphoŵaͿ et Ŷ͛est pas ƌetƌouǀĠe daŶs les 

lymphomes GC-DLBCL. Il s͛agit d͛uŶe suďstitutioŶ d͛aĐides aŵiŶĠs dans le domaine TIR de 

Myd88, la plus fréquente étant la substitution L265P (29% des DLBCL) (50). La mutation L265P 

intervenant dans le feuillet béta hydrophobe du domaine TIR Myd88, provoquant une 

distoƌsioŶ du doŵaiŶe TI‘ de MǇdϴϴ Ƌui iŶduit soŶ assoĐiatioŶ aǀeĐ les I‘AKϰ/ϭ, l͛aĐtiǀatioŶ 

d͛I‘AKϰ de ŵaŶiğƌe spoŶtaŶĠe et doŶĐ l͛iŶduĐtioŶ suďsĠƋueŶte de la voie NFkB (50). Cet 

asseŵďlage spoŶtaŶĠ du ŵǇddosoŵe eŶ l͛aďseŶĐe de stiŵulus Đellulaiƌe est lié à 
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l͛oligoŵĠƌisatioŶ des doŵaiŶes TI‘ MǇdϴϴ LϮϲϱP ŵais ĠgaleŵeŶt d͛hĠtĠƌo diŵğƌes aǀeĐ des 

MǇdϴϴ WT, l͛eŶseŵďle de ses oligoŵğƌes ĠtaŶt Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ la ǀoie NFkB. (64).  

Principalement hétérozygote chez les patients, la mutation L265P est une mutation de type 

« gaiŶ of fuŶĐtioŶ », Đaƌ iŶduisaŶt la sigŶalisatioŶ NFkB, l͛aĐtiǀatioŶ de l͛aǆe pƌo-survie IRF4 / 

“PIB et l͛iŶduĐtioŶ d͛uŶ aǆe JAKϮ/Phospho “TATϯ ĐoŶstitutif ǀia l͛eǆpƌessioŶ des ĐǇtokiŶes ILϲ 

et IL10 (50 65). OŶ Ŷoteƌa Ƌue Đette ŵutatioŶ peut Đoeǆisteƌ aǀeĐ d͛autƌes ŵutatioŶs de la ǀoie 

NFkB : 34% des patients présentent une coexistence des CD79/Myd88 mutations, alors que 

18% seulement des patients présentent une mutation Myd88 seule. 

Impact des mutations NFkB sur le pronostique clinique  des patients ABC 

D͛uŶe ŵaŶiğƌe gĠŶĠƌale, les ŵutatioŶs aĐtiǀatƌiĐes de la ǀoie NFkB soŶt de ŵauǀais pƌoŶostiĐ 

pouƌ les patieŶts poƌteuƌs d͛uŶ lǇŵphoŵe ABC. EŶ effet, l͛ĠƋuipe de FaďƌiĐe JaƌdiŶ  s͛est 

intéressé à la survie des patients en fonction de leur statut mutationnel NFkB.  Dans une 

première étude, il montre que la survie globale à trois ans sous R-CHOP de patients porteur 

d͛au ŵoiŶs uŶe des ŵutatioŶs aĐtiǀatƌiĐe NFkB (Myd88, CARD11 ou CD79A/B) est de 26.1% 

comparée à des patients ne disposant pas de ces mutations (66.7%, figure15) (66).  

 

Figure 15 : Survie globale des patients sous traitement R-CHOP en fonctions de leur mutation 

des protéines de la voie NFkB (CARD11, Myd88 ou CD79A/B) ou sans mutation de la voie 

NFkB. D͛apƌğs Boheƌs et al, ͞Taƌgetaďle aĐtiǀatiŶg ŵutatioŶs aƌe ǀeƌǇ fƌeƋueŶt iŶ GCB aŶd 
ABC diffuse large B-Đell lǇŵphoŵa͟ GeŶes Chƌoŵosoŵes CaŶĐeƌ. 2014. 

Plus ƌĠĐeŵŵeŶt, ils se soŶt iŶtĠƌessĠs à l͛iŵpaĐt de ĐhaĐuŶe des ŵutatioŶs suƌ la survie des 

patieŶts DLBCL.  Tout d͛aďoƌd, oŶ Ŷoteƌa Ƌue les ŵutatioŶs CA‘Dϭϭ et TNFAIPϯ Ŷe seŵďleŶt 

pas iŵpaĐteƌ la suƌǀie des patieŶts, doŶŶĠes ĐoƌƌĠlĠes à d͛autƌes Ġtudes ;67 68).  Concernant 

MǇdϴϴ, il a ĠtĠ puďliĠ paƌ gƌoupe ĐoƌĠeŶ Ƌue le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ de la  pƌotĠiŶe sauǀage, 
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comporte déjà une incidence sur le pronostique clinique. En effet, les patients possédant une 

expression forte de Myd88 sauvage présentent une moins bonne survie sans progression (69). 

“͛il l͛oŶ s͛iŶtĠƌesse auǆ patieŶts poƌteuƌ d͛uŶ lǇŵphoŵe ABC à MǇdϴϴ sauǀage ĐoŵpaƌĠe au 

Myd88 mutés (L265P ou non L265P) mais sans tenir compte des autres mutations, leur survie 

gloďale et suƌǀie saŶs pƌogƌessioŶ Ŷ͛est pas diffĠƌeŶte ;70) (figure 16), panel gauche). Ce 

ĐoŶstat est ĐoŶtƌastĠ ƋuaŶd oŶ s͛iŶtĠƌesse au statut ŵutatioŶŶel MǇdϴϴ et CD79 : les doubles 

mutations CD79B / Myd88 L265P engendre une survie gĠŶĠƌale ŵeilleuƌe Ƌu͛uŶe ŵutatioŶ 

MyD88 L265P avec un CD79 WT (figure 16, panel centre). Ceci tend à montrer que le pronostic 

ĐliŶiƋue des patieŶts Ŷe peut se ƌĠsuŵeƌ à l͛Ġtude d͛uŶe seule ŵutatioŶ, ŵais à uŶ eŶseŵďle 

d͛eŶtƌe elles.  

 

Figure 16 : Survie globale  des patients sous traitement R-CHOP en fonctions de leur 

mutation des protéines de la voie NFkB (Myd88 ou CD79A/B). Figures adaptés de Dubois et 

al, ͞Biological and clinical relevance of associated genomic alterations in MYD88 L265P and 

non-L265P mutated diffuse large B-cell lǇŵphoŵa: aŶalǇsis of ϯϲϭ Đases͟ Clin Cancer Res. 

2017 

OŶ pouƌƌait aloƌs peŶseƌ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ seule de MǇdϴϴ ŵutĠ peut doŶŶeƌ lieu au 

dĠǀeloppeŵeŶt du DLBCL. UŶe ĠƋuipe s͛est aloƌs iŶtĠƌessée à la conséquence de la 

surexpression de Myd88 sauvage ou  Myd88 L265P dans des lymphocytes de souris activés 

(71). La surexpression des protéines Myd88 sauvage ou L265P est faite par transduction 

lentivirale dans des lymphocytes B de souris activés. Si la surexpression de MǇdϴϴ sauǀage Ŷ͛a 

pas de conséquence, la  prolifération in vitro des lymphocytes B transduits avec Myd88 L265P 

est augmentée, mais seulement sur courte période de temps (3 jours). De même, lorsque 

réinjecté dans la souris, seul les lymphocytes exprimant MǇdϴϴ LϮϲϱP ǀoŶt s͛eǆpeŶdƌe daŶs 

la circulation périphérique, mais leur nombre va ensuite diminuer après 10 jours. En effet, la 

pƌolifĠƌatioŶ iŶduite paƌ MǇdϴϴ est tƌğs ǀite ĐoŶtƌeďalaŶĐĠe paƌ l͛eǆpƌessioŶ iŵpoƌtaŶte de 
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A20 (TNFAIP3) dans ces lymphocytes. Cette même équipe a ensuite voulu confirmer ces 

résultats dans un modèle de souris développant des pathologies B auto-immunes. Dans ce 

modèle, ils ont extrait les lymphocytes B de ces souris, les ont activés in vitro et transduits 

avec les vecteurs Myd88 WT ou L265P, puis réinjectés dans les mêmes souris. Les résultats 

ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛eǆpƌessioŶ seule de la ŵutatioŶ MǇdϴϴ LϮϲϱP Ŷe pƌoǀoƋue pas l͛aĐĐuŵulatioŶ 

de lymphocytes auto réactifs. Il faut pour cela induire la surexpression concomitante de BcL2 

pour induire une accumulation des lymphocytes auto-réactifs. Cela prouve deux choses : la 

protéine Myd88 est un gène important mais non suffisant à la transformation tumorale, et 

Ƌue le statut ŵutatioŶŶel aiŶsi Ƌue le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes oŶĐogĠŶiƋue 

présenté par les patients doit être fait sur un large panel de gêne afin de cerner au mieux le 

sous-tǇpe aĐtiǀĠ Ƌu͛ils dĠǀeloppeŶt pouƌ appoƌteƌ uŶ pƌotoĐole ĐliŶiƋue adaptĠ. 

Les ƌĠsultats des sĠƋueŶçages de l͛ĠƋuipe de FaďƌiĐe JaƌdiŶ peuǀeŶt poteŶtielleŵeŶt 

expliquer pourquoi les patients Myd88 mutés seuls ont un pronostique plus mauvais que les 

patients mutés pour Myd88 et CD79. En effet, leurs séquençages réalisés dans le cadre du 

projet LYSA montrent que les patients disposant de la mutation L265P présente généralement 

uŶ eŶƌiĐhisseŵeŶt pouƌ d͛autƌes lĠsioŶs gĠŶĠtiƋues : les délétions de CDKN2A/B, TNFAIP3, 

and PRDM1. Les mutations activant la voie NFkB ne sont donc pas des marqueurs 

« indépendants » de pƌoŶostiĐ.  EŶ effet, la pƌĠseŶĐe d͛autƌes lĠsioŶs gĠŶĠtiƋues soŶt aussi à 

l͛oƌigiŶe de l͛eǆpaŶsioŶ ĐloŶale des Đellules de lǇŵphoŵes ;ǀoiƌ Đi-après). Ceci pourrait aussi 

expliquer pourquoi les patients ABC présentant un CD79B muté ont une survie globale 

meilleure que ceux portant un CD79B WT (OS de 70% pour CD79B mutés et 40% pour les CD79 

WT, figure 16, panel droite). 

Autres lésions génétiques fréquemment retrouvées dans le lymphome ABC. 

Dans ce chapitre, on reviendra rapidement sur quelques mutations responsables de 

l͛eǆpaŶsioŶ de Đellules de lǇŵphoŵes.  

PRDM1 et BcL6. Lors de la différentiation normale des lymphocytes B, la transition du 

lǇŵphoĐǇte du ĐeŶtƌe geƌŵiŶatif ǀeƌs le plasŵoĐǇte est liĠe à l͛eǆpƌessioŶ du gğŶe P‘DMϭ. 

L͛eǆpƌessioŶ de Đe gğŶe est iŶduite loƌs de la diffĠƌeŶtiatioŶ paƌ iͿ la diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ 

du gğŶe BĐLϲ Ƌui est uŶ ƌĠpƌesseuƌ de P‘DMϭ et iiͿ paƌ l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ĐǇtokiŶiƋue autouƌ 

du lymphocyte B. Environ 80% des lymphomes ABC présente une absenĐe d͛eǆpƌessioŶ de 
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blimp1 (protéine codée par PRDM1) (72). Pour 25% des Đas, ĐeĐi est liĠ à l͛appaƌitioŶ de 

mutations inactivatrices du gène PRDM1 (troncatures, mutations non-sens, délétions) (72). 

CepeŶdaŶt, ϱϯ% des Đas de lǇŵphoŵe ŶĠgatif pouƌ l͛eǆpƌessioŶ de Bliŵpϭ Ŷe pƌĠseŶteŶt pas 

de lĠsioŶ gĠŶĠtiƋue de P‘DMϭ. CeĐi est liĠ à la gƌaŶde pƌĠǀaleŶĐe de ŵutatioŶ de l͛iŶhiďiteur 

de PRDM1 : BcL6. Le domaine codant du gène BcL6 subit fréquemment des translocations lors 

des processus de recombinaisons génétiques, résultant en un gène de fusion donnant une 

expression constitutive de BcL6 (72Ϳ. De ŵġŵe, l͛eǆpƌessioŶ ĐoŶstitutiǀe de BĐLϲ ƌĠpƌiŵe 

l͛eǆpƌessioŶ d͛uŶ ŵi‘NA, ŵiƌϭϱϱ ;67). L͛iŶhiďitioŶ de ŵiƌϭϱϱ ƌĠpƌiŵe l͛eǆpƌessioŶ de ĐeƌtaiŶs 

facteurs clefs de la différenciation B (AID, SPI1, IRF8, MYB).  A noter que la translocation seule 

de BcL6 sans altérations du gène PRDM1 existe pour 26% des cas de lymphomes ABC (72). 

CDKN et cycle cellulaire. Les délétions du locus INK4/ARF sont plus fréquemment retrouvées 

dans les lymphomes ABC DLBCL, environ 20 à 30% des cas (12). Ce locus code pour trois gènes 

suppresseurs de tumeurs (CDKN2B, ARF et CDKN2A), où CDKN2A est un inhibiteur des kinases 

associées à la cycline D, tandis que ARF est une protéine stabilisatrice de TP53 (73). La signature 

génique des lymphomes comportant de telles délétions est caractérisée par une dérégulation 

de l͛aǆe ‘B/EϮf, soit une activation générale des signalisations du métabolisme cellulaire (73). 

Ces lésions sont de très mauvais pronostique pour les patients porteurs de lymphomes ABC 

sous RCHOP (74). 

P53. La mutation du gène TP53 est retrouvée chez environ 20% des patients ABC et comporte 

des conséquences sur le pronostic clinique. En effet, cette mutation est dite « perte de 

fonction » puisƋu͛elle se pƌoduit souǀeŶt suƌ le site de liaisoŶ de pϱϯ à l͛ADN, empêchant cette 

protéine de provoquer la mise en place de la mort programmée. 

Modifications de chromatine.  Retrouvées dans 30% des cas, elles sont plutôt des marqueurs 

des lymphomes GC. Ces lésions concernent des mutations / délétions de protéines 

modificatƌiĐes d͛histoŶes : des histones acétyl-tƌaŶsfĠƌases ;C‘EBBP aŶd EPϯϬϬͿ ou d͛histoŶes 

triméthyl-transférases (MLL2) (73and 10). Les inactivations de CREBBP et EP300 ne permettent 

plus l͛aĐĠtǇlatioŶ des pƌotĠiŶes BĐLϲ et pϱϯ, ŵeŶaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ de ĐoŶstitutiǀe de BĐLϲ et 

la diminution de fonction de p53 (75). 
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Checkpoint inhibitors / réponse immunitaire. L͛ĠĐhappeŵeŶt à la suƌǀeillaŶĐe du sǇstğŵe 

immunitaire est souvent retrouvé dans les cas de tumeurs DLBCL, et met en jeu deux 

mécanismes :  

- La perte des molécules transmettant la toxicité des cellules immunitaires. Une des plus 

fƌĠƋueŶtes est la peƌte d͛eǆpƌessioŶ du CMHϭ paƌ la ŵutatioŶ des gğŶes de βϮ 

microglobuline (76). Il ƌĠsulte de Đette ŵutatioŶ uŶe peƌte de l͛eǆpƌessioŶ du CMHϭ suƌ 

les cellules de lymphomes et une incapacité des cellules T cytotoxiques et des cellules 

NK à éliminer les cellules tumorales. De la même manière, environ 15% des lymphomes 

ABC peƌdeŶt l͛eǆpƌessioŶ de CDϱϴ, ŵolĠĐule ƌespoŶsaďle de la toǆiĐitĠ Đellulaiƌe 

médiées par les lymphocytes T et cellules NK après reconnaissance par le CD2 (76). De 

la ŵġŵe ŵaŶiğƌe, la peƌte d͛expression de Fas par les cellules DLBCL a aussi été 

documentée pour 5 à 15% des patients (77). 

- L͛eǆpƌessioŶ augŵeŶtĠe des ŵolĠĐules  iŵŵuŶosuppƌessiǀes ou la peƌte d͛eǆpƌessioŶ 

des molécules de co-stimualtion. En effet, un certain nombre de cas de DLBCL 

pƌĠseŶteŶt uŶe peƌdƌe l͛eǆpƌession du TNFSF9 (12% des cas 78) et TNFSF14 (20% des 

cas 79) , des molécules co-activatrices T. 

 

Lymphomes c-Myc et BcL2 double positif. Myc est un facteur de transcription comportant de 

nombreuses fonctions cellulaires (croissance cellulaire, prolifération, angiogenèse, synthèse 

protéique) tandis que BcL2 est une protéine anti-apoptotique car limitant l͛aĐtioŶ des 

molécules pro-apoptotiques en interagissant avec leur domaine BH3 (80Ϳ.  L͛eǆpƌessioŶ 

augmentée des protéines c-ŵǇĐ et BĐLϮ soŶt d͛assez ŵauǀais pƌoŶostiƋue daŶs les 

lymphomes DLBCL (80). On distingue deux types de sur-expression : des translocations (Myc 

seul et BcL2 seul ou les deux) ou des multiples copies des gênes en question (80). Les cas de 

double translocation Myc BcL2 sont particulièrement de mauvais pronostique mais semble 

plus un marqueur des lymphomes GC, tandis que les lymphomes ABC présentent 

principalement des amplifications de ces deux gènes. Dans ce cas les lymphomes ABC sont 

donc qualifiés de DEL pour « Double Expressor Lymphoma ». Les lymphomes ABC DEL sont de 

bien plus mauvais pronostic puisque les traitements R-CHOP sont moins efficaces (81). 

Les lymphomes ABC-DLBL peuvent donc présenter un ensemble de mutations différentes, 

touĐhaŶt à des pƌoĐessus Đellulaiƌes diffĠƌeŶts. OŶ ĐoŵpƌeŶd aloƌs Ƌu͛il Ŷe peut eǆisteƌ uŶe 
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thérapie  universelle applicable dans les cas de lymphomes ABC-DLBCL. Nous allons 

maintenant aborder les chapitres présentant la thérapie actuelle du lymphome B et les 

molécules en développement qui pourront permettre de traiter le sous-type ABC-DLBLC. 

Thérapie des lymphomes DLBCL : 

Traitements standards.  Le premier protocole utilisĠ paƌ les ĐliŶiĐieŶs est l͛adŵiŶistƌatioŶ tous 

les 21 jours en intraveineuse du traitement R-CHOP. La chimiothérapie comporte des poisons 

du fuseau (vincristine [Oncovin®]), des corticostéroïdes (Prednisone), des agents alkylants 

(Cyclophosphamide) ou iŶteƌĐalaŶt de l͛ADN ;Hydroxyadriamycine). A ce cocktail de molécules 

s͛ajoute uŶ aŶtiĐoƌps ŵoŶoĐloŶal ; le Rituximab ; dirigé contre une protéine extracellulaire 

présente à la surface de toutes les cellules de la lignée B : le CD20. Cet anticorps va médier 

uŶe ŵoƌt des Đellules CDϮϬ+ ǀia des ŵĠĐaŶisŵes d͛ADCC ;ĐǇtotoǆiĐitĠ ŵĠdiĠ paƌ les aŶtiĐoƌpsͿ 

ou de CDC (cytotoxicité médiée par le complément). On notera que plusieurs génération 

d͛aŶtiĐoƌps aŶti CDϮϬ eǆisteŶt, Đes gĠŶĠƌatioŶs ǀisaŶt à iͿ huŵaŶiseƌ de plus en plus les 

anticorps afin de limiter leur immunogénicité mais aussi à ii) augmenter leur activité via la 

modification de leur partie constante (82). On citera ici les ocrelizumab, veltuzumab et 

ofatumumab pour les secondes générations déjà utilisées en clinique. Dans les cas de 

lymphomes plus agressifs, des protocoles dérivés de RCHOP pourront être employés : ces 

derniers ajoutent des chimiothérapies supplémentaires tel les R-ACVBP (Adriamycine + 

Cyclophosphamide + Vindésine + Bléomycine + Prédnisone), R-EPOCH (R-CHOP + etoposide), R-ESHAP 

(etoposide, methylprednisone, cytarabine, and cisplatine) ou les protocoles ICE (ifosfamide, 

carboplatin, et etoposide) (82). 

GƌâĐe à l͛utilisatioŶ de tel pƌotoĐole, plus de la ŵoitiĠ des patieŶts peuǀeŶt espĠƌeƌ uŶe 

rémission complète, et la survie générale des patients à 5 ans et 10 ans est de 58% et 43.5% 

respectivement (82). Cependant, 30-40 %  les patients rechutent quelques années après 

rémission, ou pire ne répondront pas aux thérapies R-CHOP. Parmi ces patients répondant 

peu à la thérapie R-CHOP, le diagnostic est souvent celui du sous type ABC. Comme le montre 

la figure 17 ci-dessous, la survie globale des patients traités par R-CHOP atteint de ABC-DLBCL 

est plus mauvaise que ceux atteint de GC-DLBCL.  
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Figure 17 : Survie des patients traités par R-CHOP selon le sous-type de lymphome 

diagnostiqué. Adapté de Nowakowski et al, « ABC, GCB, and Double-Hit Diffuse Large B-Cell 

Lymphoma: Does Subtype Make a Difference in Therapy Selection? Am Soc Clin Oncol Educ 

Book. 2015. 

Malgré la nette amélioration de la prise en charge des lymphomes DLBCL via la thérapie R-

CHOP ces dernières décennies, il est désormais temps de trouver des thérapies 

complémentaires afin de diminuer le nombre de rechute ou cas réfractaires dans ces 

lymphomes ABC. De plus, les tƌaiteŵeŶts ďasĠs suƌ l͛ADCC (R-CHOP) ont la particularité 

d͛ĠliŵiŶeƌ le ƌĠseƌǀoiƌ de lǇŵphoĐǇte B Ŷoƌŵauǆ du patieŶt, conduisant à une grande toxicité 

du tƌaiteŵeŶt.  DaŶs Đe ďut, de Ŷoŵďƌeuses ĠƋuipes s͛eŵploieŶt à ideŶtifieƌ les protéines 

oŶĐogĠŶiƋues du lǇŵphoŵe. CeĐi peƌŵet d͛eǆploiteƌ paƌ la suite la dĠpeŶdaŶĐe du DLBCL à 

Đes pƌotĠiŶes et de pƌoposeƌ uŶe thĠƌapie de plus eŶ plus ĐiďlĠe. De ŵġŵe, l͛iŶtƌoduĐtioŶ 

progressive des systèmes de séquençage en routine (Lymp2Cx assay) pourra à terme 

peƌŵettƌe d͛ideŶtifieƌ ƌapideŵeŶt le sous-tǇpe de lǇŵphoŵe d͛uŶ patieŶt doŶŶĠ et de 

combiner des molécules ciblant spécifiquement ce sous-type selon un mécanisme donné au 

traitement R-CHOP. Le paragraphe ci-apƌğs s͛attaƌde à Ġtudieƌ ƋuelƋues molécules récentes 

ciblant le sous-tǇpe ABC, ŵolĠĐules paƌfois dĠjà iŶĐlues daŶs des phases d͛essais ĐliŶiƋues.  

Nouvelles thérapies dirigées contre le sous-type ABC-DLBCL.  

Plusieurs classes d͛ageŶts aŶti ABC-DLBCL peuvent être présentées suivant leur mécanisme 

d͛aĐtioŶ. OŶ peut siŵplifieƌ les pƌiŶĐipauǆ ageŶts ĐiďlaŶt la ǀoie NFkB seloŶ le sĐhĠŵa et le 

tableau suivant :  
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iŶduite daŶs les ligŶĠes ABC paƌ uŶ sh‘NA BTK Ŷ͛est effeĐtif Ƌue pouƌ les ligŶĠes possĠdaŶt uŶ 

BC‘ aĐtiǀĠ de ŵaŶiğƌe ĐhƌoŶiƋue, Đ͛est-à-dire muté au niveau CD79A/B mais non au niveau 

de CARD11 (figure 8). Le  PCI-32765, ou ibrutinib, a alors été utilisé pour inhiber la voie BCR 

oncogénique dans le lymphome activé in vitro (38 65 83) et in vivo (84  85). Cet inhibiteur se lie de 

manière irréversible à la BTK en formant une liaison covalente avec la cystéine 481 du site 

actif de la BTK. L͛iďƌutiŶiď est doŶĐ paƌtiĐuliğƌeŵeŶt iŶtĠƌessaŶt daŶs les pathologies ŵoŶtƌaŶt 

une activation importante de la voie BCR, et a été approuvé par la FDA dans le traitement des 

leucémies lymphoïdes chroniques (LLC) (86). Une étude de phase 2 dans des lymphomes en 

rechute ou chémo-réfractaire a confirmé que l͛iďƌutiŶiď Ġtait effiĐaĐe eŶ ŵoŶothĠƌapie daŶs 

les lymphomes ABC mais non les GC, avec un taux de réponse global de 40% versus 5% 

respectivement (87Ϳ. Les ƌĠpoŶses à l͛iďƌutiŶiď daŶs le lǇŵphome ABC ont confirmé son action 

suƌ les lǇŵphoŵes à BC‘ ĐhƌoŶiƋue seuleŵeŶt, puisƋu͛auĐuŶ des lǇŵphoŵes MǇdϴϴ ŵutĠ 

seul ou CA‘Dϭϭ ŵutĠs Ŷ͛oŶt pas ƌĠpoŶdu au tƌaiteŵeŶt ;86Ϳ. Plus ƌĠĐeŵŵeŶt, l͛iďƌutiŶiď a ĠtĠ 

utilisé dans le traitement de lymphome primaire du système nerveux central (PCNSL). Ce 

lymphome est de type activé dans lequel les deux voies NFkB sont retrouvées mutées, avec 

86% et 64% des cas mutés pour Myd88 et CD79A/B respectivement, et une cooccurrence de 

37%  (86 88Ϳ. L͛iŶtƌoduĐtioŶ de l͛iďƌutiŶiď daŶs uŶ essai de phase I Đhez de patieŶts atteiŶts de 

PCNSL a donné de très bons résultats dans ce lymphome très agressifs, avec une réponse 

générale importante (ORR 86%) et des rémissions complètes de 57% à 15 mois (88). Un certain 

nomďƌe de patieŶts fiŶiƌoŶt paƌ ƌeĐhuteƌ ŵais uŶe suƌǀie allaŶt jusƋu͛à plusieuƌs aŶŶĠe saŶs 

ŵaladie a pu ġtƌe oďseƌǀĠe. OŶ Ŷoteƌa Ƌue l͛uŶ des effets iŶdĠsiƌaďles ŵajeuƌ du tƌaiteŵeŶt 

iďƌutiŶiď est le dĠǀeloppeŵeŶt d͛aspeƌgillose à Aspergillus fumigatus chez environ 37% des 

patients (88). En effet, la BTK est également exprimé par les macrophages et est nécessaire 

pouƌ la pƌoduĐtioŶ des TNFα et IL-ϭβ apƌğs aĐtiǀatioŶ TL‘Ϯ/TL‘ϰ ;89Ϳ. L͛iďƌutiŶiď est testĠ eŶ 

association avec la thérapie R-CHOP dans des protocoles appelés IR-CHOP avec des résultats 

très encourageants dans le DLBCL (90)). 

Bortézomib / protéasome. L͛iŶtĠƌġt de l͛utilisatioŶ du ďoƌtĠzoŵiď daŶs la thĠƌapie du 

lymphome ABC provident de sa capacité à diŵiŶueƌ l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie NFkB eŶ iŶhiďaŶt la 

dégradation de l͛iŶhiďiteuƌ IkBa ;91Ϳ. L͛idĠe est doŶĐ d͛ajouteƌ uŶ iŶhiďiteuƌ NFkB à la 

chimiothérapie R-CHOP  chez les patients. Même si le bortézomib peut comporter bien 

d͛autƌes effets, il s͛aǀğƌe Ƌue soŶ utilisatioŶ eŶ ĐliŶiƋue est plutôt effiĐaĐe suƌ le lǇŵphoŵe 
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ABC (mais pas le lymphome GC puisque non dépendant à NFkB). Comme le lenalidomide si 

son utilisatioŶ eŶ ŵoŶo thĠƌapie suƌ des patieŶts souffƌaŶt d͛uŶ ABC DLBCL de Ŷoǀo est faiďle 

(96% de non réponse), il est intéressant de voir que son association avec la thérapie R-CHOP 

est efficace : 83% des patients ABC-DLBCL répondent aux traitements et achève une rémission 

complète dans 41.5% des cas (91).  

Enzastaurin ou Sotrastaurin, Fostamatinib ou Entospletinib / kinases associées au BCR. 

L͛inhibition des kinases associées au BCR a montré une bonne efficacité que ce soit in vitro ou 

iŶ ǀiǀo. L͛iŶhiďitioŶ de la kiŶase “YK paƌ sh‘NA ;38)  ou par molécules  chimiques in vitro (92 93) 

et in vivo (94) provoque la mort des cellules dépendantes de la voie BCR (38), de même que les 

inhibiteurs de la sérine /thréonine kinase  PKCβ est toxique pour les lymphomes ABC CD79A/B 

mutants (95). Les ŵolĠĐules iŶhiďitƌiĐes de PKCβ ;sotrastaurin, enzastaurin) sont en essai 

clinique de phase I pour tester leuƌ tolĠƌaŶĐe Đhez les patieŶts taŶdis Ƌue l͛uŶ des iŶhiďiteuƌs 

SYK (fostamatinib) présente quelques résultats chez les patients atteints de DLBCL en rechute 

ou chémo-refractaires (taux de réponse limité, ORR 22%, rémission complète 5%) (96). 

Immunomodulateurs:  

Lenalidomide / IRF4. Le leŶalidoŵide est uŶ ageŶt assez iŶtĠƌessaŶt puisƋu͛il appartient à la 

classe des IMIDS (agents immunomodulateurs) et comporte donc de nombreux mécanismes 

d͛action. En effet, il a à la fois un effet anti-tumoral direct sur les cellules de lymphome mais 

possède également des capacités anti-angiogéniques, des capacités à stimuler les effecteurs 

iŵŵuŶitaiƌes T et NK, à diŵiŶueƌ la pƌoduĐtioŶ de TNFα ou eŶĐoƌe à ŵoduleƌ le 

microenvironnement tumoral (97). Initialement utilisé dans le myélome multiple, le 

lenalidomide ou CC-5013 peut comporter un effet cytotoxique seul dans les cellules ABC-

DLBCL ǀia l͛iŶhiďitioŶ de l͛aǆe I‘Fϰ/“PIB, daŶs uŶ ŵĠĐaŶisŵe dĠpeŶdaŶt de la pƌotĠiŶe 

ubiquitine ligase cereblon (97). On notera que ce composé comporte une action cytotoxique 

ŵaǆiŵale suƌ les ligŶĠes ABC loƌsƋu͛il est assoĐiĠ à des iŶhiďiteuƌs NFkB ;97). IRF4 et SPIB sont 

des facteurs de transcription fortement exprimées dans le lymphome ABC et sont responsable 

de la survie des cellules de lǇŵphoŵes eŶ iŶduisaŶt la ǀoie NFkB ;CA‘Dϭϭ est l͛uŶ des gğŶe 

induit par IRF4, créant une boucle oncogénique) mais également en bloquant la production 

d͛INFβ paƌ les Đellules ;65Ϳ. EŶ effet, I‘Fϰ ƌĠpƌiŵe l͛eǆpƌessioŶ de I‘Fϳ, lui-même responsable 
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de la sĠĐƌĠtioŶ de l͛INFβ paƌ les ligŶĠes ABC-DLBCL. L͛IFN de tǇpe I est toǆiƋue pouƌ la plupaƌt 

des lignées ABC in vitro (65) mais pas pour les lignées GC. 

Dğs loƌs, l͛utilisatioŶ de Đe ĐoŵposĠ eŶ ĐliŶiƋue a ĠtĠ iŶtƌoduite, d͛aďoƌd eŶ essai de phase I 

en monothérapie, puis associé au protocole R-CHOP. Les patients ABC en rechute ou chémo-

réfractaires après thérapie R-CHOP soŶt Đeuǆ ďĠŶĠfiĐiaŶt le plus d͛uŶ ŵoŶo tƌaiteŵeŶt au 

lenalidomide, avec un ORR de 53% (29.4% de rémission complète, 98). La combinaison 

lenalidomide et R-CHOP a également été utilisée en essai de phase 2 pour les ABC-DLBCL 

diagnostiqués « de novo ». L͛assoĐiatioŶ leŶalidoŵide / ‘-CHOP ŶoŵŵĠe ‘ϮCHOP s͛est 

révélée particulièrement efficace sur ce type de lymphome de mauvais pronostic, faisant 

passer la survie globale des patients à 24 mois de 46 à 78% pour ces lymphomes ABC (99). 

 

Figure 19 : Survie des patients sans progression de la maladie en fonction des traitements 

de chimiothérapie. Des patients nouvellement diagnostiqués pour un lymphome ABC ou GC-
DLBCL ont été traités par R-CHOP (A) ou une combinaison Lenalidomide R-CHOP (B).  Adapté 
de Nowakowski et al, « ABC, GCB, and Double-Hit Diffuse Large B-Cell Lymphoma: Does 
Subtype Make a Difference in Therapy Selection? Am Soc Clin Oncol Educ Book. 2015. 

UŶ eŶseŵďle de Ŷouǀelles ŵolĠĐules soŶt doŶĐ à l͛Ġtude pouƌ tƌaiteƌ effiĐaĐeŵeŶt le 

lǇŵphoŵe ABC. C͛est daŶs l͛optiƋue de pƌoposeƌ de Ŷouǀelles Điďles thĠƌapeutiƋues daŶs Đe 

lǇŵphoŵe Ƌue Đ͛est dressé ma thématique de thèse. Nous allons donc maintenant nous 

intéresser à la famille des protéines HSP.  
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HSP et intérêt dans le cancer  
 

L͛uŶ des ŵoǇeŶs de trouver des traitements contournant l͛hétérogénéité du DLBCL est 

d͛ideŶtifieƌ des protéines soutenant les voies oncogéniques des cellules de lymphomes, 

indépendamment des mutations présentées par les DLBCL. Ainsi, certains articles ont décrit 

l͛aĐƋuisitioŶ d͛uŶe dĠpeŶdaŶĐe auǆ HSP par les cellules après transformation tumorale (100  

101). Les H“P ou ͞heat shoĐk pƌoteiŶ͟ soŶt des ĐhapeƌoŶs ŵolĠĐulaiƌes tƌğs conservées entre 

les espèces, identifiées en 1962 par Ferrucio Ritossa chez la drosophile. Leur expression peut 

être constitutive, elles agissent alors comme chaperons moléculaires : Đ͛est-à-diƌe Ƌu͛elles 

participent au bon repliement des protéines synthétisées. De même, les HSP peuvent 

participer au transport de leur protéines clientes à travers leur compartiment cible (102). 

Cependant, leur expression peut aussi être induite par de nombreux stress physiologiques 

(chaleur, privation nutriment, stress chimique) et environnementaux (toxines bactériennes et 

virales, alcool, chimiothérapies) (103Ϳ. L͛eŶseŵďle des stƌess ĐiďlaŶt  la Đellule ŵğŶeŶt à la 

dĠŶatuƌatioŶ de pƌotĠiŶes Đellulaiƌes, ŵeŶaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ des heat shoĐk faĐtoƌs ou HSF. 

Après translocation nucléaire, le facteur de transcription principal des HSP, HSF1 va se lier au 

Ŷiǀeau de sĠƋueŶĐes pƌoŵotƌiĐes de l͛ADN suƌ des sites HSE (heat shock element) (104; 105,106). 

Une allégorie un peu enfantine pourra présenter les HSP comme les pompiers de la cellule : 

elles sont appelées dès que tout va mal. Une fois synthétisées en réponse au stress, les HSP 

vont alors participer au retour de la conformation tridimensionnelle normale des protéines 

(107Ϳ. “i l͛appoƌt d͛H“P supplĠŵeŶtaiƌe Ŷ͛est pas eŶ ŵesuƌe de ƌĠpaƌeƌ la ďoŶŶe ĐoŶfoƌŵatioŶ 

des protéines anormales, les HSP pourront orienter ces protéines clientes dénaturée vers une 

dégradation protéasomale (108), figure 20. 

Il eǆiste ϲ gƌaŶdes faŵilles d͛H“P, ĐlassĠes eŶ foŶĐtioŶ de leuƌ poids ŵolĠĐulaiƌe 

(petites HSP, chaperonines [HSP40], HSP60, HSP70, HSP90, HSP110).  Dans les contextes de 

stress et notamment dans la cellule tumorale, les HSP contrôlent un large panel de fonctions 

cellulaires de manière à secourir les cellules de ces conditions trop délétères. La présence de 

Ŷoŵďƌeuses ŵutatioŶs, tƌaŶsloĐatioŶs, la polǇploïdie ou eŶĐoƌe l͛aĐtioŶ des Đellules 

immunitaire ou du microenvironnement tumoral induit un stress permanent autour des 

cellules tumorales (109 110). 
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dû au fait Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de “piϭ/PUϭ, l͛uŶ des faĐteuƌs de différenciation clef des 

monocytes est partiellement contrôlé par HSF1. (115). Les HSP peuvent également jouer un 

rôle dans les pathologies hématologiques des globules blancs. En effet, HSP90 stabilise des 

protéines fréquemment retrouvées mutées dans les myélodyplasies telles que c-Kit, FLT3 

muté (FLT3-ITD pour Internal-TanDem-repeat), JAK2 muté ou non (116). HSP90 est aussi 

impliqué dans des pathologies lymphoïdes autres que le DLBCL. En effet, HSP90  stabilise de 

ZAP70, protéine anormalement exprimées dans les LLC (leucémies lymphoïdes chroniques) 

(117).  

HSP et lymphome DLBCL.  

Mais, dans le cadre de ce qui nous intéresse, les premiers éléments décrivant une 

implication HSP dans le lymphome B soŶt ǀeŶus aǀeĐ l͛Ġtude d͛H“PϵϬ. Il faut remonter à 2005 

pouƌ ǀoiƌ la pƌeŵiğƌe ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ de l͛eǆpƌession de HSP90 par IHC sur des coupes de 

lymphome DLBCL, avec près de 60% des tumeurs comportant un marquage modéré à fort 

figure21 (118). 

 

Figure 21 : Expression de HSP90 évaluée par immunohistochimie dans des organes lymphoïdes 

normaux ou dans un tissue GC DLBCL. Issu de ValďueŶa ͞EǆpƌessioŶ of heat-shock protein-90 in non-
HodgkiŶ's lǇŵphoŵas͟ ModeƌŶ PathologǇ ϮϬϬϱ. 

Plus taƌd, l͛iŵpliĐatioŶ d͛H“PϵϬ daŶs le soutient de la croissance tumoral des DLBCL a 

été plutôt bien décrit. HSP90 comporte divers rôle dans le DLBCL :  

- HSP90 stabilise BcL6 et augmente son activité transcriptionelle 119. EŶ effet, l͛iŶhibition 

de HSP90 par le PUH-71 dans des lignées dépendantes de BcL6 induit leur apoptose. 

En effet, HSP90 est capable de se lier à BcL6 dans le compartiment nucléaire des DLBCL, 

où HSP90 fait partie du complexe de répression transcriptionnel BcL6 sur les 

promoteurs cible de BcL6 (ATR, Tp53, CD74, TNFAIP8) 119. La même équipe montre que 

H“PϵϬ pouƌƌait aussi staďiliseƌ l͛A‘Nŵ de BĐLϲ. EŶfiŶ, ils ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛utilisatioŶ du 
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PUH-71 in vivo sur des tumeurs DLBCL xénogréphées chez la souris réduit la croissance 

tumorale lorsque injecté en intra-péritonéale à une dose de 75mg/kg.  

- HSP90 participe aussi à la formation de complexe de signalisation du lymphome ABC. 

L͛iŶhiďiteuƌ PUH-71 peut aussi être utilisé comme outil moléculaire afin de précipiter 

HSP90 dans un lysat de cellule et regarder les protéines associées par spectrométrie 

M“/M“. DaŶs Đette optiƋue, uŶe ĠƋuipe a ŵoŶtƌĠ la ĐapaĐitĠ d͛HSP90 à lier des 

effecteurs de la voie du BCR 101. EŶ effet, uŶe ŵultitude d͛effeĐteuƌs de cette voie ont 

été précipité en mġŵe teŵps Ƌu͛H“PϵϬ, tels Ƌue CDϳϵA/B, “YK, LǇŶ, PLCϮ ɶ ou la BTK. 

Pouƌ ĐaƌaĐtĠƌiseƌ le ƌôle d͛H“PϵϬ daŶs Đe Đoŵpleǆe, l͛ĠƋuipe eǆpose des ligŶĠes ABC-

DLBCL à 1µM de PUH71 pendant 2 à 4h et montre que la phosphorylation des 

effecteurs du BCR Lyn / BTK et SYK est diŵiŶuĠe, Ƌue l͛assoĐiatioŶ des ĐoŵposaŶts du 

complexe du BCR se fait moins et que la signalisation de NFkB est diminuée 101. Enfin, 

cet inhibiteur a été testé in vivo sur xénogreffe de lignées ABC-DLBCL (TMD8 HBL1) sur 

souris immunodéficience. Là encore,  un traitement PUH71 75mg/kg en injection intra-

péritonéale suffit à réduire de manière importante la croissance tumorale.  

“uƌ Đe ƌatioŶŶel de l͛iŶtĠƌġt de l͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϵϬ daŶs le lǇŵphoŵe ABC, uŶ essai ĐliŶiƋue 

de phase I a été entamé suƌ des DLBCL. La ŵolĠĐule utilisĠe est uŶ iŶhiďiteuƌ d͛H“PϵϬ de 

tƌoisiğŵe gĠŶĠƌatioŶ, l͛AUY922 ou luminespib, dont la biodisponibilité et solubilité ont été 

améliorée par rapport aux premiers inhibiteurs HSP90 (120Ϳ. L͛essai ĐliŶiƋue ƌepose suƌ 

l͛iŶjeĐtioŶ de l͛iŶhiďiteuƌ seul ;ϳϬŵg/ŵ²Ϳ eŶ iŶtƌaǀeiŶeuse suƌ ϭϮ ĐǇĐles jusƋu͛à pƌogƌessioŶ 

de la maladie ou toxicité (120).  Sur les 14 patients DLBCL avec lymphome chémo-réfractaire  

eŶƌôlĠs daŶs l͛Ġtude, seul uŶ patieŶt ƌĠpoŶdƌa au tƌaiteŵeŶt ;GC-DLBCL) avec une rémission 

Đoŵplğte doŶt la ƌĠpoŶse duƌeƌa plus de Ϯϰŵois. AuĐuŶ autƌe patieŶt Ŷ͛a ĐepeŶdaŶt pƌĠseŶtĠ 

d͛aŵĠlioƌatioŶ. De plus, de Ŷoŵďƌeuǆ effets seĐoŶdaiƌes oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠs aǀeĐ les iŶjeĐtioŶs 

d͛AUYϵϮϮ, ĐeƌtaiŶ patieŶts aƌƌġtaŶt leuƌ thĠƌapie eŶ ƌaisoŶ d͛uŶe foƌte toǆiĐitĠ.  D͛uŶ poiŶt de 

vue statistique, les auteurs donnent un ORR de 10% avec rémission complète de 7%, mais on 

ĐoŵpƌeŶd Ƌue l͛utilisatioŶ des iŶhiďiteuƌs H“PϵϬ eŶ ĐliŶiƋue Ŷ͛est pas effiĐaĐe pouƌ le 

moment.  

Dans ce contexte, nous nous soŵŵes deŵaŶdĠ si l͛iŶhiďitioŶ d͛uŶe autƌe H“P, H“PϭϭϬ, 

pouǀait s͛aǀĠƌeƌ d͛iŶtĠƌġt Đoŵŵe Điďle du lǇŵphoŵe DLBCL de tǇpe aĐtiǀĠ. 
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Généralités sur HSP110 

La protéine HSP110 appartient à la famille des HSP de haut poids moléculaire qui comprend 

4 membres, HSP110, APG-1, APG-2 et GRP170. 

Deuǆ foƌŵes totales d͛H“PϭϭϬ oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠes Đhez l͛hoŵŵe : H“PϭϬϱ α et H“PϭϬϱ β, 

H“PϭϬϱ β ĠtaŶt issue d͛uŶ Ġpissage alteƌŶatif de H“PϭϬϱ α et taŶt plus Đouƌte de ϰϯ aĐides 

aŵiŶĠs. H“PϭϬϱ α est loĐalisĠe daŶs le ĐǇtoplasŵe et le noyau des cellules tandis que HSP105 

β est uŶiƋueŵeŶt loĐalisĠe daŶs le ŶoǇau, et seuleŵeŶt daŶs des ĐoŶditioŶs de ĐhoĐ 

theƌŵiƋue. A l͛heuƌe aĐtuelle, Ŷous Ŷe saǀoŶs ƌieŶ de la diffĠƌeŶĐe de foŶĐtioŶ eŶtƌe Đes deuǆ 

isoformes (121). APG-1 et APG-Ϯ oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠes Đhez l͛hoŵŵe et Đhez la souƌis et soŶt 

principalement exprimées dans les gonades (122and 123) tandis GRP170 est localisée dans le 

réticulum endoplasmique (124). 

Concernant sa structure, HSP110 comporte 4 domaines principaux : un domaine de liaison à 

l͛ATP ;ƌĠsidus ϭ-394), un domaine de liaison au peptide (résidus 394-509), un domaine Loop 

comportant un signal de localisation nucléaire (résidus 510-608) et un domaine C-terminal 

(résidus 608-ϴϱϴͿ et ĐoŵpoƌtaŶt uŶ sigŶal d͛eǆpoƌt ŶuĐlĠaiƌe ;NE“Ϳ ;125) figure 22.  

 

Figure 22 : StƌuĐtuƌe d͛HSPϭϭϬ. Le schéma ci-dessus ƌepƌĠseŶte les Ϯ isofoƌŵes d͛H“PϭϭϬ, aǀeĐ 
leurs 4 domaines fonctionels. 

En conditions physiologique, HSP110 participe au bon repliement des protéines néo 

sǇŶthĠtisĠes. Cette aĐtiǀitĠ est ŵise eŶ jeu au seiŶ d͛uŶ ƌĠseau de pƌotĠiŶes ĐhapeƌoŶŶes, 

complexes intracellulaires pouvant atteindre 400 à 700kDa (126). HSP110 est en effet capable 

d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ H“CϳϬ ;127), HSP70 (128) et HSP40 (129) afin de replier activement les protéines 

dans leur conformation native.  
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En conditions de stress ou de vieillissement cellulaire, un grand nombre de protéines peuvent 

être dénaturée et former des agrégats protéiques toxiques pour les cellules .La commination 

des trois protéines HSP110-HSP70 et HSP40 comporte également une activité de 

désagrégation, permettant de replier les protéines à partir de larges agrégats dans le cytosol 

des cellules (130 et 131).  

HSP110 et cancer  

La protéine HSP110 est surexprimée dans de nombreux cancers, tels les mélanomes, les 

cancers mammaires et de la prostate, les cancers pancréatiques et surtout les cancers 

colorectaux (132). Le rôle de HSP110 à particulièrement été décrit dans le cancer colorectal. En 

effet, l͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ est assoĐiĠe à uŶ ŵauǀais pƌoŶostique chez les patients, 

favorisant la progression tumorale et la présence de métastases (133 and  134). 

“oŶ ƌôle eǆaĐt daŶs le ĐaŶĐeƌ Ŷ͛a ĠtĠ ƌappoƌtĠ Ƌue tƌğs ƌĠĐeŵŵeŶt paƌ Ŷotƌe ĠƋuipe : HSP110 

participe à la croissance des cellules de cancer colorectal via des mécanismes intra et 

extracellulaires. Pour la partie intracellulaire, HSP110 se lie directement avec STAT3, 

favorisant sa phosphorylation par JAK2 et favorisant la prolifération des cellules via cet axe 

HSP110 / STAT3 (135). Dans son rôle extracellulaire, HSP110 est excrétée par les cellules de 

cancer colorectal où elle interagit avec le TLR4 des monocytes infiltrant la tumeur pour 

favoriser leur différentiation en macrophages de type M2 (136). Les macrophages de type M2 

sont de mauvais pronostic dans le cancer colorectal puisƋu͛ils pƌoduiseŶt uŶ eŶseŵďle de 

cytokines immuno modulatrices (IL10 et TGF-BͿ ou faǀoƌisaŶt l͛aŶgiogeŶğse ;VEGFͿ ;137). Enfin, 

en 2011, notre laboratoire a identifié une forme tƌoŶƋuĠe d͛H“PϭϭϬ eǆpƌiŵĠe daŶs ĐeƌtaiŶ 

sous-types de cancer colorectal. Ce mutant se comporte comme un dominant négatif 

d͛H“PϭϭϬ (138). La pƌĠseŶĐe de Đe ŵutaŶt, et doŶĐ d͛uŶ iŶhiďiteuƌ « endogène » de HSP110 

dans le cancer colorectal comporte un impact sur la réponse à la chimiothérapie : un niveau 

élevé de mutant est de bon pronostic pour les patients (139). Du fait de son identification 

comme protéine impliquée dans le soutient de la croissance tumorale, nous avons voulu 

ĠteŶdƌe les Đhaŵps d͛eǆploƌatioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs le lǇŵphoŵe B.  

HSP110 et cancer lymphome DLBCL.  

Pourquoi le lymphome B de type DLBCL ? Ce Đhoiǆ ƌepose suƌ les puďliĐatioŶs issues d͛uŶe 

équipe italienne basée à Milan, études rapportant de nouvelles fonctions pour HSP110 dans 
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le lymphome non hodgkinien humain. Cette équipe travaillait initialement sur le lymphome B 

hodgkinien mais avec une approche très éloignée de la thématique HSP. Leur axe de recherche 

Ġtait eŶ effet ďasĠ suƌ l͛ĠtaďlisseŵeŶt d͛uŶe ǀaĐĐiŶatioŶ ŵĠdiĠe paƌ des Đellules deŶdƌitiƋues 

autologues pulsées aux antigènes de la tumeur du patient (140). Leur étude semble montrer 

une efficacité intéressante sur leurs patients porteurs de DLBCL (lymphomes folliculaire 

principalement) puisque sur 18 patients, 6 répondrons au traitement avec 3 rémissions 

complètes (140).  EŶ ǀoulaŶt s͛iŶtĠƌesseƌ auǆ aŶtiĐoƌps pƌoduits paƌ les ƌĠpoŶdeuƌs aux 

traitements, ils ont identifiĠ plus taƌd uŶ iŵpoƌtaŶt tauǆ sĠƌiƋue d͛aŶtiĐoƌps aŶti-HSP110 (141). 

Ils font alors deux constats : les patieŶts poƌteuƌ d͛uŶ foƌt tauǆ d͛aŶtiĐoƌps diƌigĠs ĐoŶtƌe 

HSP110 présentent des cellules de lymphome positives pour HSP110 à leur membrane (141).  

De plus, uŶe ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale suƌ ǆĠŶogƌeffe de souƌis eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶ aŶtiĐoƌps diƌigĠ 

contre HSP110 réduit la ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale au ĐoŶtƌaiƌe d͛uŶ tƌaiteŵeŶt ǀĠhiĐule seul ;141). 

EŶfiŶ, eŶ s͛iŶtĠƌessaŶt au ƌôle Ƌue pouǀait joueƌ H“Pϭ10 dans le DLBCL, cette équipe a publié 

en 2015 une corrélation entre HSP110 et deux facteurs clefs du lymphome GC : BcL6 et c-Myc. 

Selon leurs données, HSP110 interagit avec BcL6 et c-Myc en les stabilisants, et un siRNA dirigé 

contre HSP110 pourrait ralentir la croissance tumorale in-vivo dans des modèles de souris 

xénogreffées (142).  

AiŶsi, aǀeĐ l͛ĠŵeƌgeŶĐe des doŶŶĠes liaŶt H“PϭϭϬ et lǇŵphoŵe, nous nous sommes demandé 

si cette HSP110 pouvait aussi comporter un rôle dans le lymphome DLBCL le plus agressif : le 

lymphome ABC-DLBCL. C͛est suƌ Đe ƋuestioŶŶeŵeŶt Ƌue s͛est ouǀeƌt ŵoŶ tƌaǀail de thğse : 

HSP110 est-il exprimé dans les lymphomes ABC ? Si oui, cette HSP comporte-t-elle un rôle 

spécifique ?   
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Matériel et méthode  

Echantillons patients et lignées cellulaires.  

Les lignées de lymphome ABC ont été achetées chez ATCC ou DSMZ (U2932 / Oci-Ly3 / Oci-

Ly10 / SUD-HL2) ou très gracieusement fournies par le Pƌof. Dƌ. DaŶiel KƌappŵaŶŶ͛s du centre  

Helmholtz Zentrum München, Germany (HBL1/ TMD8). Les cellules ont été maintenues dans 

du RPMI 1640 (Dominique Dutscher, Brumath, France) supplémenté de sérum inactivé par la 

chaleur (Dominique Dutscher) à hauteur de 10% 10% (U2932 / TMD8), 15% (Oci-ly3) or 20% 

(HBL1 / Oci-Ly10 and SUD-HL2) et ϭ% d͛aŶtiďiotiƋues ;Dominique Dutscher). Les échantillons 

primaires de patients ont été fournis par le centre de ressources biologiques Ferdinand 

Cabanne (BB-0033-00044, Dijon, France), ou par le Service de Pathologie du centre Léon 

Bérard (Lyon, FƌaŶĐeͿ pouƌ les Ġtudes d͛iŵŵuŶo histoĐhiŵie, ou eŶĐoƌe paƌ le Đentre de 

Ressources Biologiques-Santé (BB-0033-00056) de l͛hôpital de Rennes pouƌ l͛aŶalǇse d͛A‘Nŵ 

dans les tumeurs de patients. Tous les patients avaient fourni leur consentement.  

Transfection  

L͛eŶseŵďle des ligŶĠes ABC-DLBCL a été transfecté par électroporation à l͛aide des kits LoŶza 

de type AMAXA Nucleofector kit et du AMAXA Nucleofector 2b device (Lonza, Basel, 

Switzerland). Pour chaque point de transfection 0.8 106 ABC-DLBCL lavées en PBS ont été 

resuspendues dans les Nucleofector kit T (HBL1 / Oci-Ly3 / Oci-Ly10) or V (U2932 / SUD-HL2 / 

TMD8) puis incubées avec 5µL de 100µM de siRNA control (MISSION® siRNA Universal 

Negative Control #1, Sigma-Aldrich, Lyon, France) ou dirigé contre hsph1 targeting siRNA 

;“ileŶĐeƌ™ “eleĐt Pƌe-Designed siRNAsiRNA ID: s21242 , Life technologies, Saint-Aubin, 

France). Les programmes spécifiques à chaque lignées sont : U-15 for U2932, P-005 for SUD-

HL2 / TMD8, G-016 for HBL1 / Oci-Ly3 / Oci-Ly10. Immédiatement après électroporation, les 

cellules sont remise dans du milieu frais à 37°C. Pour les autres HSP, les siRNA utilisés sont le 

Silencer® Pre-Designed siRNA pour  HSP27 (ID: 122371 -HSPB1) et HSP70 (IDs6966- HSPA1A), 

et l͛iŶhiďiteuƌ ĐhiŵiƋue de H“PϵϬ est le PU-H71 trihydrochloride (1µM 16h,Axon Medchem 

BV, Groningen, The Netherlands,). 

Pour la transfection des HEK293T, le réactif utilisé est le Genjet Vii reagent (TebuBio, Le Perray-

en-Yvelines, France) selon les recommandations de la fiche technique. Les plasmides GFP, 
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HSP110-GFP et DE9-GFP ;ŵutaŶt d͛H“PϭϭϬͿ oŶt ĠtĠ fait paƌ Ŷotƌe ĠƋuipe, les plasŵides 

Myd88 WT and L265P ont été donnés par le Dr. Wolz Olaf Oliver (Department of Immunology, 

University of Tübingen, Germany), et le plasmide rapporteur pour NFkB (pGL4.32[luc2P/NF-

κB-RE/Hygro] Vector, Promega E849A) à ĠtĠ fouƌŶi paƌ l͛ĠƋuipe du pƌofesseuƌ Philippe Gaulard 

(IMRB, U955 Inserm – Université Paris Est Créteil, UPEC, France).  

Particules lentivirales  

Les particules lentivirales utilisées ont été décrites précédemment (143et 144). Les particules 

oŶt ĠtĠ gĠŶĠƌĠes paƌ l͛ĠƋuipe du Dr. Els Verhoeyen (Inserm U758, Human Virology 

Department, ENS Lyon)  de ŵaŶiğƌe à poƌteƌ uŶ pseudotǇpe dit H/F, Đ͛est-à-dire exprimant les 

antigènes H et F modifiés de la souche virale de la rougeole. Cet antigène permet un taux 

d͛iŶfeĐtioŶ ďieŶ plus iŵpoƌtaŶt Ƌu͛uŶ sǇstğŵe ĐlassiƋue aǀeĐ aŶtigğŶe V“V-G.  Les virus H/F 

portent un vecteur shRNA de type shRNA contrôle (Sigma MISSION® SHC016-1EA) ou dirigés 

contre HSP110 (Sigma MISSION® shRNA Plasmid DNA type SHCLND-NM_006644, clone 

TRCN0000275617Ϳ. Les ǀeĐteuƌs sh‘NA soŶt ĠgaleŵeŶt poƌteuƌ d͛uŶ gğŶe ƌappoƌteuƌ GFP et 

d͛uŶ gğŶe de sĠleĐtioŶ puƌoŵǇĐiŶe afiŶ de sĠleĐtioŶŶeƌ les Đellules iŶfeĐtĠes. Les ǀiƌus seƌoŶt 

produits par des HEK293T et le surnageant viral concentré par ultracentrifugation.  Pour la 

transduction, les HBL1, Oci-Ly3, et U2932 ont été incubées avec le surnageant viral à une 

ŵultipliĐitĠ d͛iŶfeĐtioŶ ;MOIͿ de Ϯ peŶdaŶt Ϯϰh aǀaŶt laǀage et ƌeŵise eŶ Đultuƌe dans du 

milieu frais complet. 48h après transfection, les cellules ont été sélectionnées par ajout de la 

puromycine durant 96h. La viabilité des cellules GFP+ a été mesurée par cytométrie en flux à 

l͛aide du LSR II Flow Cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) en utilisant les kits 

Annexine V / 7AAD de chez (Becton Dickinson, Franklin Lakes, ). 

Western Blot.  

Les eǆtƌaits Đellulaiƌes totauǆ oŶt ĠtĠ pƌĠpaƌĠs à l͛aide d͛uŶ taŵpoŶ de lǇse ĐoŵŵeƌĐial de 

chez Cell Signaling Technologies (Cell Signaling Technologies 10X lysis buffer #9803, 50mM Tris 

HCL, 140mM NACL, 0.5 % NP40, 10% glycérol, 2mM EDTA) et complété avec des inhibiteurs 

de protéases (complete protease inhibitor cocktail tablets, Roche) du PMSF 

(phenylmethylsulfonyl fluoride, Roche) et des inhibiteurs de phosphatases via les phosphatase 

Inhibitor Cocktail 2 and 3 de chez Sigma-Aldrich.  Les extraits protéiques sont ensuite séparés 

selon une électrophorèse SDS-PAGE et transférés en tampon borate sur membrane de PVDF 
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avant révélation par chimie-luminescence (ClaƌitǇ™ aŶd ClaƌitǇ Maǆ™ WesteƌŶ ECL BlottiŶg 

Substrates ou “upeƌ“igŶal™ West Feŵto Maǆiŵuŵ “eŶsitiǀitǇ “uďstƌate de ThermoFisher 

Scientific). Les anticorps primaires utilisés pour les immuno-empreintes sont : anti-Bcl-xL 

(2764S), c-Myc (9605S), Cyclin D1 (2926S), P-STAT3 (9145S) and STAT3 (9139S) from Cell 

signaling (Danvers, USA); Mcl-1 (sc-819), HSC70 (sc-7298), HSP110 (sc-6241), GFP (sc-8334), 

BcL10 (331.3), et P-IRAK1 (sc-325147) from Santa Cruz biotechnologies (Dallas, TX, USA); anti-

HSP110 [ab109624], for IHC staining, anti-BcL10 [ab199011], CD79a [ab199001], IgM 

[ab20054], IKBa [ab32518], P-IKBa [ab133462] Myd88 [ab119048], HSP90 [ab59459], HA 

[ab130275], HSP70 [ab5439], Ubiquitin (linkage-specific K63) [ab179434] from abcam (Paris, 

France); anti-IkBa [#4812], IRAK1 [#4504], Myd88 [#4883], c-Rel [#4727], TRAF6 [#8028], p65 

[#8242], BcL2 [#2870], cleaved caspase 3 Asp175 [#9664], total caspase 3 [#9662], laminA/C 

[#4777], et HSP60 [#12165] from Cell Signaling Technologies (Danvers, USA); anti-p50 

[616702] from Biolegend (San Diego, USA); HSP27 [ADI-SPA-800] from Enzo Life (Villeurbanne, 

France), et monoclonal Anti-β-AĐtiŶ−Peƌoǆidase aŶtiďodǇ [Aϯϴϱϰ] fƌoŵ “IGMA. Les anticorps 

primaires et secondaires ont étés incubés dans un tampon salin à base Tris (pH8) complété 

paƌ de l͛alďuŵiŶe issu du sĠƌuŵ de ďœuf ;BSA) à hauteur de 3% et du Tween 0.1% . 

Les fractionnements cytoplasme – noyau ont été réalisés via le kit NE-PER Nuclear and 

Cytoplasmic Extraction Reagents (ThermoScientific) selon les recommandations du fabricant.  

Immunoprecipitation  

Les immuno precipitations ont été réalisés selon un protocole précédemment publié (50). Les 

cellules HEK293T ou ABC sont lysées à approximativement 10 millions de cellules / mL de 

tampon de lyse de type RIPA (0.5%Triton X-100, 0.5% deoxycholate, 0.05%SDS, 10mM Tris, 

pH8.0, 50mM NaCl, 10mM EDTA, 1mM Na3VO4, 30mM pyrophosphate, 10mM 

glycerophosphate, 1mM PMSF, 1.0µg / mL aprotinin and 0.01% NaN3) pendant 10 minutes 

sur glace. Les lysats sont ensuite clarifiés par centrifugation (15min 14.000g à 4°C) puis leur 

concentration en protéine est évaluée par dosage colorimétrique selon une méthode Lowry 

ŵodifiĠ ;‘C DC™ PƌoteiŶ AssaǇ, BioƌadͿ. UŶe ƋuaŶtitĠ ŵiŶiŵale de ϱϬϬµg de pƌotĠiŶe a ĠtĠ 

utilisĠe pouƌ ĐhaƋue poiŶt d͛iŵŵuŶo-précipitation, et les lysats protéiques seront incubés 

avec un anticorps primaire  sur la nuit et sous agitation sur roue à 4°C. Les anticorps utilisés 

pouƌ l͛iŵŵuŶo-pƌĠĐipitatioŶ oŶt ĠtĠ dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt ;pouƌ l͛aŶtiĐoƌps diƌigĠ ĐoŶtƌe 
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H“PϭϭϬ, il s͛agit de l͛aďĐaŵ aŶti-HSP105  [EPR4576 / ab109624]). Le jour suivant les lysats 

ĐoŶteŶaŶt l͛aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe soŶt iŶĐuďĠs ϮϱŵiŶ à ϰ°C aǀeĐ des ďilles de sĠphaƌose ĐouplĠes 

à des protéines A ou G  (Merck Fast Flow agarose beads, protein G [16-266] and protein A [16-

156], Merk MillipoƌeͿ. Les lǇsats ĐoŶteŶaŶt les ďilles d͛agaƌose / aŶtiĐoƌps soŶt eŶsuite laǀĠs 

aďoŶdaŵŵeŶt daŶs du taŵpoŶ de lǇse aǀaŶt d͛ġtƌe ďouillis à ϵϱ°C daŶs du Laeŵli et aŶalǇsĠs 

par western blot.  

Vecteur rapporteur NFkB et analyse 

Les expériences ont été réalisés dans des HEK293T transfectées transitoirement via le réactif 

Genjet Vii et via les plasmides suivant : 0.4µg de pGL4.32[luc2P/NF-κB-RE/Hygro], 0.4µg de 

Myd88 WT ou L265P comportant un tag HA, des quantité variables de vecteur HSP110 tagué 

HA (0.1 à 0.7µg) et 0.3µg de vecteur GFP pour la normalisation. Les cellules transfectées ont 

été préparées selon le protocole et les réactifs de lyse Promega® (Luciferase assay system 

E1500) et la luminescence des lysats fut analysée en triplicatas par le lecteur de plaque  

EnVision Multilabel Plate Reader (PerkinElmer,USA). Toutes les lectures sont normalisées 

selon la moyenne de fluorescence du gène rapporteur GFP.  

Immunofluorescence et expériences de Duolink® (proximity ligation assay) 

Les immunofluorescences des cellules ABC en culture ou transfectées sont réalisées après 

lavage en PBS, fixation par de la paraformaldéhyde  (PFA) 4% 10minutes sur glace et 

perméabilisation dans du méthanol 100% froid (-20°C). Les cellules sont ensuite centrifugées 

sur lames en utilisant un appareil de type Cytopsin (5 minutes 300rpm). Les cellules sont 

ensuite saturées par une solution de Tris BSA 3% pendant 45 minutes à température ambiante 

puis les lames seront incubées avec les anticorps primaires dilués au 1/100 ième suivant : anti-

IgM [IM260], anti-IkBa [ab32518], anti HSP105 [EPR4576], anti HSP70 (ab5439), anti Myd88 

(ab119048).  

Le lendemain, les expériences du Duolink® sont réalisées selon le protocole du fabricant 

(Sigma-Aldrich). Pour la descriptioŶ de la teĐhŶiƋue, il s͛agit d͛iŶĐuďeƌ des aŶtiĐoƌps 

seĐoŶdaiƌes ĐouplĠs à des soŶdes d͛ADN ĐoŵplĠŵeŶtaiƌes ;Ġtape ϮͿ apƌğs l͛iŶĐuďatioŶ des 

ĠĐhaŶtilloŶs aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe ;Ġtape ϭͿ, ǀoiƌ sĐhĠŵa Đi-dessous.  
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GTTGTCTCTGATGATTACCTG, MyD88 R: GGGGAACTCTTTCTTCATTG (Sigma Aldrich), tandis que 

les primers pour HSP110 ont été décrit précédemment (139).  
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Objectifs de la thèse :  
 

Cette thèse a été réalisée au sein du laboratoire HSP pathies dirigée par Carmen Garrido et dont la 

thĠŵatiƋue s͛aƌtiĐule autouƌ des pƌotĠiŶes de ĐhoĐ theƌŵiƋue. MoŶ tƌaǀail a ĐoŶsistĠ à Ġtudieƌ 

l͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ Đhez les patieŶts atteiŶts d͛uŶ lǇŵphoŵe ABC DLBCL et l͛Ġtude du ƌôle d͛H“PϭϭϬ 

dans les lignées de lymphomes ABC.  

Les résultats  de ce manuscrit est composé de deux grands axes :  

- Le pƌeŵieƌ pose les ďases de Đe pƌojet eŶ eǆploƌaŶt l͛eǆpƌessioŶ et le ƌôle de H“PϭϭϬ daŶs le 

lymphome ABC-DLBCL. 

 

- Le deuǆiğŵe aǆe s͛iŶtĠƌesse à l͛appliĐatioŶ de Đette dĠĐouǀeƌte. EŶ effet, du fait de l͛iŶtĠƌġt 

poƌtĠ paƌ l͛ĠƋuipe H“P pathies à l͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs le ĐaŶĐeƌ ĐoloƌeĐtal, Ŷotƌe ĠƋuipe 

a débuté une collaboration avec le laboratoire du CERMN (CENTRE D'ÉTUDES ET DE 

RECHERCHE SUR LE MÉDICAMENT DE NORMANDIEͿ afiŶ d͛ideŶtifieƌ des ŵolĠĐules ĐhiŵiƋues 

iŶhiďitƌiĐes d͛H“PϭϭϬ. Apƌğs uŶ Đƌiďlage suƌ uŶe ďaŶƋue de ŵolĠĐules, Ŷous aǀoŶs eût la 

ĐhaŶĐe d͛oďteŶiƌ ƋuelƋues ŵolĠĐules iŶhiďitƌiĐes de l͛aĐtiǀitĠ d͛H“Pϭ10 in vitro. Le second 

Đhapitƌe des ƌĠsultats s͛iŶtĠƌesse doŶĐ au test de Đes ŵolĠĐules daŶs le lǇŵphoŵe.  
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Résultats  
 

Partie 1 : HSP110 comme une cible thérapeutique 

potentielle du lymphome ABC-DLBCL. 

 

Les doŶŶĠes pƌĠseŶtĠes soŶt les figuƌes de l͛aƌtiĐle pƌeŵieƌ auteuƌ Ƌue j͛ai eût la tâĐhe de pƌĠpaƌeƌ 

durant cette thèse les résultats sont actuellement en révision dans la revue Blood avec un article 

portant le titre suivant :  

HSP110 SUSTAINS MYD88-DEPENDENT NF-KB SIGNALING IN ACTIVATED B CELL DIFFUSE LARGE B 

CELL LYMPHOMA. 

Running title: HSP110 sustains chronic NF-κB signaling 

 

Christophe Boudesco,1 Els Verhoeyen,2-3 Laurent Martin,4 Catherine Chassagne-Clement,5 

Leila Salmi,1 Céline Pangault,6 Thierry Fest,6 Fabrice Jardin,7 Olaf-Oliver Wolz,8 Alexander N. R. 

Weber,8 Carmen Garrido, 1-9 and Gaetan Jego 1 

 

1INSERM, LNC UMR866, Université Bourgogne Franche-Comté, Equipe Labellisée « Ligue 

Nationale Contre le Cancer » F-21000 Dijon, France  

2CIRI, EVIR Team, INSERM U1111, CNRS UMR 5308, Université de Lyon-1, ENS de Lyon, Lyon, 

France.  

3Université Côte d’Azur, INSERM, C3M, "Contrôle Métabolique des Morts Cellulaires," Nice, 

France. 

4Service pathologie du Plateau de Biologie du CHU Dijon, 21000 Dijon, France  

5Service Anatomie et Cytologie pathologiques du Centre Léon Bérard, Lyon, France 

6UMR U1236, INSERM, Université Rennes 1, Etablissement Français du Sang Bretagne, CHU de 

‘eŶŶes, laďoƌatoiƌe d͛hĠŵatologie, ‘eŶŶes, FƌaŶĐe  

7INSERM, U918, Rouen. 

8Department of Immunology, University of Tübingen, 72076 Tübingen, Germany 

9Centre Georges François Leclerc (CGFL), Dijon, France 
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IŵpaĐt de la dĠplĠtioŶ d’HSPϭϭϬ suƌ des Đellules ABC DLBCL  

 

Du fait de l͛iŵpliĐatioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs le lǇŵphoŵe GC-DLBCL, nous avons cherché à inhiber HSP110 

dans des lignées de lymphome de type ABC-DLBCL pour voir si cette HSP comportait également un rôle 

dans ce sous-type. Pour cela, nous avons utilisé deux approches de déplétion dirigée contre le gène 

hsph1 codant pour HSP110 : l͛uŶe utilisaŶt uŶ sh‘NA poƌtĠ paƌ uŶ ǀeĐteuƌ leŶtiǀiƌal et l͛autƌe utilisaŶt 

uŶe tƌaŶsfeĐtioŶ tƌaŶsitoiƌe paƌ si‘NA ǀia l͛ĠleĐtƌopoƌatioŶ. Les ƌĠsultats de la paƌtie sh‘NA soŶt 

présentés dans la figure 23 :  

 

Figure 23 : Etude de l͛iŵpaĐt de la dĠplĠtioŶ d͛HSPϭϭϬ daŶs des ligŶĠes ABC-DLBCL. A Viabilité 

de trois lignées ABC-DLBCL (HBL1, Oci-Ly3, U2932) infectées par shRNA contrôle ou dirigé contre 

hsph1. La viabilité est mesurée par cytométrie aux temps indiqués après marquage annexine V et 

7AAD. La viabilité est exprimée en % des cellules non infectées. B Graphiques correspondant aux 

images brutes de la mesure de viabilité des DLBCL au jour 9. Seules les cellules GFP+ sont analysées. C 

Western Blot de la lignée HBL1 après ϱ jouƌs d͛iŶfeĐtioŶ ǀiƌale pouƌ eǆaŵiŶeƌ le Đliǀage de la Đaspase 
3 et l͛eǆpƌessioŶ de BĐLϮ.  

La figure 23A présente la viabilité des cellules de lymphomes infectées pour exprimer un shRNA dirigé 

contre HSP110. La viabilité présentée sur les graphiques est exprimée en pourcentage. En faisant cela, 

Ŷous pouǀoŶs ǀoiƌ si Ŷotƌe stƌatĠgie ǀiƌale et / ou l͛iŶtƌoduĐtioŶ d͛uŶ sh‘NA est toǆiƋue pouƌ Ŷos 

cellules. Ainsi, chaque mesure de viabilité est rapportée à celle de cellules non traitées / non infectées. 

Les résultats de cette figure 23A montrent que la viabilité des cellules infectées par shRNA contrôle ne 

varie pratiquement pas comparée aux cellules non infectées. Seule la mesure au jour 7 (J7) des Oci-

Ly3 présente une viabilité des shRNA contrôle meilleure que celle des cellules non infectées. Cette 
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figuƌe iŶdiƋue Ƌu͛uŶ sh‘NA diƌigĠ ĐoŶtƌe H“PϭϭϬ diŵiŶue la ǀiaďilitĠ des Đellules eŶ Đultuƌe dğs Jϱ pouƌ 

les HBL1 et J9 pour les Ly3 (figure 23A et 1B). En revanche, la viabilité des U2932 ne semble pas varier 

entre les deux shRNA. La figure 23C présente un western blot sur les HBL1 5 jours après infection. Nous 

aǀoŶs ĐheƌĐhĠ à Ġǀalueƌ l͛eǆpƌessioŶ de ŵaƌƋueuƌs aŶti-apoptotiques et voir ainsi si la diminution de 

viabilité des cellules de lymphome est liée à un mécaŶisŵe d͛apoptose.  BieŶ Ƌue ƌĠalisĠ suƌ tƌğs peu 

de cellules, donnant un rendu de faible qualité, ce western blot indique que le clivage de la caspase 3 

est plus marqué dans les HBL1 portant le shRNA dirigé contre HSP110 et que les marqueurs pro-survie 

BcL2 et BcL-XL sont également diminués. Etant donné le peu de cellules disponibles pour le western 

ďlot daŶs les autƌes ligŶĠes, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas pu ĐoŶfiƌŵeƌ Đes ƌĠsultats daŶs les autƌes ligŶĠes.  

 

La survie et la prolifération des cellules de lymphome ABC-DLBCL est principalement induite par la voie 

NFkB. Aussi, afiŶ de ĐoŵpƌeŶdƌe l͛iŵpaĐt de l͛eǆtiŶĐtioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs des ligŶĠes de lǇŵphoŵe ABC-

DLBCL, nous avons effectué des interférences ARN et évalué le niveau de la voie NFkB dans ces lignées 

ABC-DLBCL. Pouƌ Đela, Ŷous aǀoŶs utilisĠ uŶe teĐhŶiƋue d͛ĠleĐtƌopoƌatioŶ pouƌ ŵodifieƌ 

transitoirement nos cellules DLBCL avec des siRNA. Après avoir déterminé les programmes 

d͛ĠleĐtƌopoƌatioŶ ŶĠĐessaiƌes pouƌ ĐhaƋue ligŶĠe, Ŷous aǀoŶs ĠǀaluĠ le Ŷiǀeau d͛aĐtiǀatioŶ de la voie 

eŶ ŵesuƌaŶt la phosphoƌǇlatioŶ d͛IKB. Les ƌĠsultats de Đes eǆpĠƌieŶĐes soŶt pƌĠseŶtĠs daŶs la figure 

24.  
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Figure 24 : PhosphoƌǇlatioŶ d͛IKBα daŶs les ligŶĠes ABC-DLBCL modifiées par siRNA. A Les 

lignées présentées ont été modifiées pour exprimer transitoirement un siRNA dirigé contre hsph1 

;H“PϭϭϬͿ. Apƌğs ϰϴh de tƌaŶsfeĐtioŶ, les Đellules soŶt lǇsĠes et la phosphoƌǇlatioŶ de IKBα est ĠǀaluĠe 
par western blot. B Analyse Densitométrique du niveau de P-IKB entre les lignées ABC-DLBCL 

transfectées par un siRNA contrôle versus un siRNA dirigé contre HSP110 (n=5, p<0.01, Mann and 

Whitney). C Western Blot du niveau P-IKBα daŶs les ligŶĠes ABC-DLBCL utilisés versus une lignée GC-

DLBCL (SUD-HL4).  

Les résultats de la figure 24 A pƌĠseŶteŶt le Ŷiǀeau de phosphoƌǇlatioŶ d͛IkBα apƌğs ϰϴh d͛iŶteƌfĠƌeŶĐe 

ARN. Dans le siRNA contrôle, on constate que chaque lignée ABC-DLBCL présente une activation NFkB 

(signal P-IKB foƌtͿ. EŶ ƌeǀaŶĐhe, dğs Ƌue l͛oŶ suppƌiŵe H“P110 par siRNA, on observe une diminution 

de la phosphorylation d͛IkBα daŶs toutes les ligŶĠes ABC-DLBCL, sauf les U2932. Cette diminution est 

statistiquement significative comme en témoigne la densitométrie réalisée sur ces westerns blot 

(Figure 24B). On remarque que seule la lignée U2932 ne montre pas cette diminution de 

phosphoƌǇlatioŶ d͛IkBα ;Figure 24AͿ. A Đe pƌopos, l͛aĐtiǀitĠ NFkB daŶs Đes ligŶĠes est assez diffĠƌeŶte 

d͛uŶe ligŶĠe à l͛autƌe ;Figure 24C). Certaines lignées ont un signal P-IKB NFkB très important (Ly3, SUD-

HL2) comparée aux HBL1 et Ly10 et U2932. Cependant, dans toute les cas, les lignées ABC-DLBCL ont 

un ratio P-IKBα / IKBα iŶdiƋuaŶt uŶe foƌte aĐtiǀatioŶ de la ǀoie, suƌtout loƌsƋue ĐoŵpaƌĠ à uŶe ligŶĠe 

GC-DLBCL (Figure 24C).   

 

Pour aller un peu plus loin dans la caractérisation de la connexion NFkB et HSP110, nous avons voulu 

évaluer la répartition nucléaire et cytoplasmique des sous-unités NFkB dans des lignées modifiées 

transitoirement par un siRNA HSP110. La famille des sous-unités NFkB comporte 5 membres : RelA 

(p65), NFkB1 (p50 ;p105), NFkB2 (p52 ;p100), RelB and c-Rel (145Ϳ.  OŶ disĐeƌŶe deuǆ ǀoies NFkB, l͛uŶe 

dite canonique où une stimulation de récepteur aboutie à la translocation nucléaire des dimères 

p50/p65 ou p50/c-Rel tandis que la voie alterne NFkB met en jeu des dimères p52/RelB activés par la 

kinase NIK (146).  La voie NFkB retrouvée dans le lymphome est la voie dite canonique avec une large 

majorité de dimère p50/p65 retrouvés dans les fractions nucléaires des ABC-DLBCL (145). La voie alterne 

Ŷ͛est aĐtiǀe Ƌue Đhez ϭϬ% des patieŶts et est liĠe à la ŵutatioŶ de T‘AFϯ ou T‘AFϮ Ƌui ƌĠgule 

négativement la kinase NIK (147). Bien que provoquant une hyperplasie plasmocytaire chez la souris 

lorsque activée de manière chronique, la voie alterne NFkB ne semble pas suffisante seule pour induire 

une transformation des cellules vers le DLBCL : Il faut une cooccurrence des mutations pour la voie 

alterne et BcL6 pour induire ce phénomène (147). Ainsi, nous nous sommes concentrés sur la voie NFkB 

classique en regardant la répartition de p65, p50 et c-Rel dans les noyaux des ABC-DLBCL modifiées 

transitoirement par un siRNA HSP110 
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Nous avons réalisé ces données sur un ensemble de lignées et les résultats sont présentés pour les 

lignées Oci-Ly3 et SUD-HL2 dans la figure 25 suivante.  

 

Figure 25 : Répartition cytoplasme / noyau des sous-unités NFkB dans les lignées  ABC-DLBCL 

modifiées par siRNA. A Les lignées Oci-Ly3 et SUD-HL2 ont été modifiées pour exprimer 
transitoirement un siRNA dirigé contre hsph1 (HSP110). Après 48h de transfection, les 
fƌaĐtioŶs ĐǇtoplasŵe / ŶoǇau soŶt sĠpaƌĠes à l͛aide du kit NE-PER® de Thermofisher.  B Analyse 
densitométrique des westerns blot du niveau des sous-unités p65/p50/c-Rel dans les 
différentes lignées utilisées (SUD-HL2, Oci-Ly3, HBL1). C Western Blot du niveau P-IKBα daŶs 
la lignée SUD-HL2 après 48h de transfection avec un plasmide HSP110-GFP. 

 

La figure 25A et B iŶdiƋueŶt Ƌue loƌsƋu͛oŶ ƌĠduit l͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ paƌ si‘NA, les pƌotĠiŶes pϲϱ 

et p50 sont moins présentes dans la fraction nucléaire des cellules DLBCL. Dans les Oci-Ly3, on pourra 

aussi remarquer que la quantité totale de p65 semble réduite dans les cellules puisque on en observe 

moins en fraction nucléaire mais aussi moins dans le cytoplasme. On observe aussi que HSP110 peut 

se retrouver dans le compartiment nucléaire. Si cette donnée est déjà connue dans la littérature dans 

le modèle du cancer colorectal et est synonyme de mauvais pronostique (148Ϳ, ƌieŶ Ŷ͛est dĠĐƌit à Đe jouƌ 

sur le rôle nucléaire de HSP110 dans le lymphome B. La répartition cytoplasme / noyau de la protéine 

c-Rel est en revanche inchangée. Nous avons aussi cherché à surexprimer HSP110 dans les lignées de 

lymphome. Une seule lignée parmi celle à notre disposition est capable de se transfecter avec un 

plasŵide paƌ ĠleĐtƌopoƌatioŶ, et il s͛agit des “UD-HL2. Le plasmide utilisé pour la surexpression 
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d͛H“PϭϭϬ est uŶ plasŵide H“PϭϭϬ-GFP, permettant de voir la forme surexprimée sur western blot 

;appaƌitioŶ d͛uŶe ďaŶde à ϭϯϬ/ϭϰϬkDͿ. A titƌe iŶdiĐatif, le pouƌĐeŶtage de Đellules tƌaŶsfeĐtĠes ;GFP 

positives) évalué par cytométrie avant la lyse des cellules est de 23.8% pour 0.5µg de plasmide et 34% 

pour la condition 1µg de plasmide. Au-dessus de ϭµg de plasŵide, l͛ĠleĐtƌopoƌatioŶ deǀieŶt toǆiƋue 

pour les cellules. Les résultats de cette expérience présentés dans la figure 25C. On observe que 

loƌsƋue l͛oŶ eǆpƌiŵe tƌaŶsitoiƌeŵeŶt ϭµg de plasŵide daŶs la ligŶĠe SUD-HL2, on augmente le signal 

de phosphoƌǇlatioŶ d͛IKBα.  

L͛eŶseŵďle de Đes ƌĠsultats pƌĠseŶteŶt doŶĐ uŶe iŶteƌĐoŶŶeǆioŶ eŶtƌe H“PϭϭϬ et la ǀoie NFkB au seiŶ 

des Đellules de lǇŵphoŵes. AǀaŶt d͛alleƌ plus loiŶ daŶs la ŵĠĐaŶistiƋue de Đe ĐoŶstat, Ŷous aǀoŶs voulu 

saǀoiƌ si Đe phĠŶoŵğŶe Ġtait spĠĐifiƋue à H“PϭϭϬ ou si l͛iŶhiďitioŶ d͛autƌes H“P ŵeŶait auǆ ŵġŵes 

résultats. En effet, mis à part HSP90, les HSP sont peu décrites dans le lymphome ABC-DLBCL et nous 

ne savions pas à ce moment-là si les HSP27/HSP70 pouvaient participer à la voie NFkB dans le 

lymphome. Pour répondre à cette question, nous avons inhibé les autres HSP par siRNA ou inhibition 

chimique transitoirement dans les lignées ABC-DLBCL. Les résultats sont présentés dans la figure 26.  

 

Figure 26 : PhosphoƌǇlatioŶ d͛IKBα daŶs les ligŶĠes ABC-DLBCL HBL1, Oci-Ly3, U2932 après 

inhibition HSP. Les lignées HBL1, Oci-Ly3, U2932 ont été transfectées par électroporation durant 48h 
avec des siRNA HSP27, HSP70, HSP110 ou avec un inhibiteur de HSP90, le PUH71 (1µM 16h). Les 
Đellules soŶt eŶsuite lǇsĠes et la phosphoƌǇlatioŶ d͛IKBα est ĠǀaluĠe paƌ ǁesteƌŶ ďlot. Les ligŶĠes HBLϭ, 
Oci-Ly3, U2932 ont été transfectées par électroporation durant 48h avec des siRNA HSP27, HSP70, 
HSP110 ou avec un inhibiteur de HSP90, le PUH71 (1µM 16h). Les cellules sont ensuite lysées et la 
phosphoƌǇlatioŶ d͛IKBα est ĠǀaluĠe paƌ ǁesteƌŶ ďlot. 

Pour réaliser la figure 26, nous avons utilisé les lignées répondant au siRNA HSP110  par une diminution 

de phosphorylatioŶ d͛IKBα (HBL1, Oci-Ly3) et une ne présentant pas cette diminution (U2932). Avant 
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de s͛iŶtĠƌesseƌ au P-IKBα, on remarque que le profil HSP dans les lignées ABC-DLBCL est assez différent. 

Certaines HSP sont exprimées dans toutes les lignées (HSP110 et 90) avec des niveaux assez 

iŵpoƌtaŶts. EŶ ƌeǀaŶĐhe, l͛eǆpƌessioŶ de H“PϮϳ et H“PϳϬ Đoŵpoƌte uŶ pƌofil ǀaƌiaďle : HSP27 est 

exprimé chez les Oci-Ly3 et très faiblement chez les HBL1, mais est absente dans les U2932. Même 

chose pour HSP70 ou un signal positif est retrouvé dans les Oci-Ly3 et faiblement dans U2932, mais 

absent dans les HBL1. Ce constat est intéressant car il va aussi renforcer notre intérêt pour HSP110 : il 

s͛agit de l͛H“P doŶt le Ŷiǀeau est ƌetƌouǀĠ de ŵaŶiğƌe assez iŵpoƌtaŶte et suƌtout de ŵaŶière 

constante daŶs les ligŶĠe DLBCL. Caƌ, pouƌ Ŷe pas peƌdƌe Ŷotƌe oďjeĐtif de ǀue, il s͛agit d͛eǆploƌeƌ le 

ƌôle poteŶtiel d͛autƌe H“P Ƌue H“PϵϬ daŶs le ABC-DLBCL, afin de proposer une cible potentielle dans 

ce lymphome agressif.  

En ce qui concerne la phosphoƌǇlatioŶ d͛IKBα, la figure 26 montre une réponse différente en fonction 

des H“P iŶhiďĠes pouƌ Ŷos diffĠƌeŶtes ligŶĠes. L͛iŶhiďitioŶ ĐhiŵiƋue de H“PϵϬ paƌ le PUH-71 réduit la 

phosphoƌǇlatioŶ d͛IKBα dans les lignées HBL1 et Oci-Ly3, constat en accord avec la littérature (voir 

iŶtƌoduĐtioŶͿ. De ŵaŶiğƌe suƌpƌeŶaŶte, Đe Ŷ͛est pas le Đas daŶs les ligŶĠes UϮϵϯϮ. OŶ ƌeŵaƌƋue 

ĠgaleŵeŶt Ƌue le Ŷiǀeau de H“PϳϬ est augŵeŶtĠ daŶs toutes les ligŶĠes loƌs de l͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϵϬ, 

chose également connu en publication et décrite par notre équipe (117Ϳ. L͛iŶhiďitioŶ de H“PϮϳ et H“PϳϬ 

ne semble avoir que des effets limités dans les lignées présentées, avec parfois même des effets sur la 

foƌŵe totale d͛IKBα (Oci-LǇϯͿ. L͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϭϭϬ est eŶĐoƌe uŶe fois aĐĐoŵpagŶĠe d͛uŶe 

diminution de la phosphorylation de IKBα, sans effet compensatoire aǀeĐ d͛autƌes H“P.  

Les résultats de ces premières figures permettent de dresser les constats suivant :   

- L͛eǆpƌessioŶ des HSP est vaƌiaďle daŶs les ligŶĠes de lǇŵphoŵe, sauf pouƌ HSPϭϭϬ et HSPϵϬ. 

- L͛iŶhiďitioŶ d͛ HSPϭϭϬ diŵiŶue la phosphoƌǇlatioŶ IKBα, de ŵaŶiğƌe siŵilaiƌe à HSPϵϬ.  

- La suƌeǆpƌessioŶ  d͛HSPϭϭϬ augŵeŶte la phosphoƌǇlatioŶ IKBα.  

- L͛iŶhiďitioŶ à loŶg teƌŵe de HSPϭϭϬ paƌ sh‘NA iŶduit la ŵoƌt des Đellules ABC-DLBCL in vitro.  

- U2932 ne préseŶte pas de diŵiŶutioŶ de phosphoƌǇlatioŶ IKB loƌs de l͛iŶhiďitioŶ HSPϭϭϬ.  

Foƌt de Đes ĐoŶstats, Ŷous Ŷous soŵŵes eŶsuite laŶĐĠs daŶs la gƌaŶde aǀeŶtuƌe ŵolĠĐulaiƌe d͛H“PϭϭϬ 

dans les cellules ABC-DLBCL avec quelques questions principales : quel est le rôle d’HSPϭϭϬ? PouƌƋuoi 

ses effets ne sont pas observés dans toutes les lignées ? Les patients disposent-ils aussi d’un niveau 

HSP110 important ?  

Nous avons tenté de répondre à ces questions dans les paragraphes suivants.  

HSP110 dans la voie NFkB 

 



57 
 

Comme déĐƌit eŶ iŶtƌoduĐtioŶ, deuǆ ǀoies pƌiŶĐipales soŶt ƌespoŶsaďles de l͛aĐtiǀitĠ NFkB : les voies 

TL‘ et BC‘. L͛aĐtiǀatioŶ de Đes ǀoies est dĠpeŶdaŶte de ŵutatioŶ, et ĐhaƋue ligŶĠe dispose de 

mutations spécifiques. Celles-ci sont résumées dans le tableau suivant :  

Tableau 2 : Mutations présentées par les lignées ABC-DLBCL utilisées. 

 

On constate que la plupart des lignées sont doublement activées pour la voie BCR et TLR (HBL1, Oci-

Ly10, TMD8, Oci-LǇϯͿ ou au ŵoiŶs l͛uŶe d͛eŶtƌe elle (SUDHL2). On remarque également que la lignée 

U2932 ne présente pas les mutations classiques TLR / BCR. Pourtant, la littérature décrit bien une 

activation BCR pour cette lignée avec un assemblage constitutif du complexe CBM (35). Quelques 

ƌeĐheƌĐhes ŵ͛oŶt aŵeŶĠ à ĐoŵpƌeŶdƌe ĐoŵŵeŶt Đette aĐtiǀatioŶ CBM se fait daŶs Đette ligŶĠe : entre 

autres mutations, les U2932 présentent une mutation de la protéine HCK de type L222M ou L201M 

(149Ϳ. Cette pƌotĠiŶe appaƌtieŶt à la faŵille des kiŶases “‘C, Đ͛est doŶĐ uŶe kiŶase pƌoǆiŵale du BC‘. Il 

a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aĐtiǀitĠ de Đette kinase était un facteur de survie dans le modèle de la macroglobulie 

de Waldenstrom et certaines lignées de lymphome ABC (150Ϳ. L͛aĐtiǀitĠ de Đette pƌotéine est également 

iŶduĐtiďle paƌ l͛ILϲ et uŶ sh‘NA de HCK est toǆiƋue pouƌ les ligŶĠes ABC-DLBCL HBL1 et TMD8 (150). 

Ainsi, bien que ne disposant pas des mutations classiques de la voie BCR, les U2932 montrent une 

activité NFkB et un assemblage du complexe CBM (35). 

Puisque HSP110 semble être une HSP iŶteƌǀeŶaŶt daŶs l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie NFkB, Ŷous aǀoŶs ĐheƌĐhĠ 

à ideŶtifieƌ si l͛uŶe des ǀoies BC‘ ou TL‘ Ġtait ŵodulĠe loƌs de l͛iŶteƌfĠƌeŶĐe A‘N diƌigĠ ĐoŶtƌe H“PϭϭϬ.  

En ce qui concerne la voie BCR, nous avons utilisé une approche de type duolink® (voir matériel et 

méthode) qui a été inspirée par les travaux de Louis Staudt présenté lors du congrès de «  American 

Association for Cancer Research » ou AAC‘ϮϬϭϳ à WashiŶgtoŶ auƋuel j͛ai pu paƌtiĐipeƌ. DuƌaŶt Đe 

congrès et soŶ iŶteƌǀeŶtioŶ iŶtitulĠe ͞Mechanisms of oncogenic signaling and therapeutic resistance 

in lymphoma revealed by CRISPR-Cas9 screens͟ il pƌĠseŶte uŶ ŵoǇeŶ d͛Ġtude de l͛aĐtiǀitĠ de la voie 

BCR par duolink® : lorsque la voie est activée, les protéines de la voie BCR se retrouvent à proximité. 

On peut détecter cette proximité par une approche de microscopie tel que présenté dans la figure 27 

ci-dessous.  

Lignée cellulaire Signalisation BCR Myd88 CD79 CARD11 A20 Source

OciLy3 + Mutated L265P WT Mutated L251P WT PMID: 21179087   PMID 19412164

U2932 + WT WT WT Mutated PMID: 23238016 PMID: 20054396

SUD-HL2 - Mutated S225R WT WT Mutated PMID: 21179087   PMID 19412164

OciL10 + Mutated L265P CD79A (L191_G208del) WT WT PMID: 21179087 PMID: 20054396

HBL1 + Mutated L265P CD79B (Y196F) WT WT PMID: 21179087 PMID: 20054396

TMD8 + Mutated L265P CD79B (Y196H) WT WT PMID 23292937  PMID23292937
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Figure 27: Iŵages issue de la pƌĠseŶtatioŶ de Louis Staudt à l͛AAC‘ ϮϬϭϳ. A Rappel simplifié 

de la technique duolink : il s͛agit d͛uŶe teĐhŶiƋue d͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe utilisaŶt uŶ ŵaƌƋuage aǀeĐ 
des anticorps primaires (1), puis secondaire couplé à des sondes ADN (2). Si les sondes sont à 

proximités, celles-ci sont ensuite liées et aŵplifiĠe eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶ ŵaƌƋueuƌ fluoƌesĐeŶt doŶŶaŶt 
une fluorescence rouge (3/4/5). B Exemple de duolink®  BcL10 x CARD11 dans une lignée activée pour 

la voie CBM (HBL1). C Exemple de duolink®  de complexe protéiques assez large IgM x P-IkBα ou TL‘ϵ 
x P-IkBα pouƌ uŶe ligŶĠe aĐtiǀĠe pouƌ la ǀoie BC‘ ;HBLϭͿ et ŶoŶ aĐtiǀĠe ;BJABͿ. 

 

Cette teĐhŶiƋue peƌŵet doŶĐ d͛Ġtudieƌ l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie BC‘ saŶs passeƌ paƌ uŶ sǇstğŵe d͛iŵŵuŶo-

précipitation. Nous avons alors choisi de reproduire cette technique de duolink® IgM x P-IkBα daŶs Ŷos 

lignées modifiées transitoirement avec un siRNA contrôle ou un siRNA dirigée contre HSP110. Nous 

avons choisi de travailler sur les trois lignées suivantes : HBL1 (CD79 muté / Myd88 muté), Oci-Ly3 

(CARD11 muté / Myd88 muté) et U2932 (BCR actif mais aucune mutation, Myd88 WT). Les résultats 

de l͛eǆpĠƌieŶĐe duoliŶk® suƌ Đes tƌois ligŶĠes est soŶt pƌĠseŶtĠs daŶs la figure 28.  

 

Figure 28 : Duolink® IgM x P-IkBα daŶs les ligŶĠes HBLϭ- U2932- Oci-Ly3 après 48h d͛iŶteƌfĠƌeŶĐe 
ARN. A Les lignées HBL1- U2932- Oci-Ly3 ont été transfectées par électroporation avec un siRNA 
contrôle ou dirigé contre hpsh1. 72h après transfection, les cellules sont récupérées, fixées et 
perméabilisées avant incubation avec les anticorps primaires anti-IgM ou anti-P-IkBα. Le leŶdeŵaiŶ, le 
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protocole duolink® est appliqué selon les recommandations du fabricant.  B Nombre de « spot » 
lumineux duolink®  par cellules obtenus après analyse des images de microscopie. Les images sont 
analysées paƌ le ďiais du logiĐiel ICY et l͛aŶalǇse statistiƋue est faite paƌ le ďiais du logiĐiel gƌaphpad 
(Mann and Whitney,  ***p<0.001, ns= non significatif). 

 

En ce qui concerne les cellules transfectées avec un siRNA contrôle, les données présentées dans la 

figure 28 A et B montrent que les trois lignées ABC-DLBCL ont bien une activité BCR. En revanche 

loƌsƋue l͛oŶ ƌegaƌde les tƌaŶsfeĐtioŶs des si‘NA diƌigĠs ĐoŶtƌe hsphϭ, les ƌĠsultats soŶt diffĠƌeŶts. Pouƌ 

les HBL1 et Oci-Ly3, on observe une diminution importante du signal duolink® pour IgM x P-IkBα. Or, 

pour une lignée tel que les U2932, le signal duolink® reste le même (figure 28A et B). Puisque les U2932 

sont actives pour la voie BCR sans mutation des protéines adaptatrices, on en déduit que la protéine 

H“PϭϭϬ Ŷ͛est pas iŵpliƋuĠe diƌeĐteŵeŶt daŶs la ǀoie BC‘ ou la staďilisatioŶ des Đoŵpleǆes pƌotĠiƋues 

de Đette ǀoie. L͛effet oďseƌǀĠ daŶs les autƌes ligŶĠes Ŷe seŵďle doŶĐ pas liĠ à l͛iŶteƌǀeŶtioŶ d͛H“PϭϭϬ 

directement dans cette voie BCR mais potentiellement lié à un autre évènement moléculaire.  

Avant de proposer une explication à ce phénomène, il est intéressant de présenter quelques résultats 

de la ǀoie TL‘. Pouƌ aŶalǇseƌ la ĐoŶsĠƋueŶĐe de l͛aďseŶĐe d͛H“PϭϭϬ daŶs l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie TL‘, Ŷous 

avons modifié nos cellules transitoirement par siRNA et regardé la phosphorylation de certaines 

kinases de cette voie TLR. Les résultats sont présentés dans la figure 29.  

 

Figure 29 : Phosphorylation de IRAK1 et K63 ubiquitination de TRAF6 dans des lignées ABC-DLBCL 

transfectées avec un siRNA contrôle ou hsph1. A Vue schématique de la voie TLR dans le lymphome 

ABC-DLBCL mutĠ pouƌ MǇdϴϴ. L͛aĐtiǀatioŶ ĐoŶtiŶue du MǇddosoŵe ŵğŶe à la phosphoƌǇlatioŶ 
d͛I‘AKϭ, Ƌui ǀa eŶsuite se dĠtaĐheƌ du MǇddosoŵe pouƌ iŶteƌagiƌ aǀeĐ T‘AFϲ et eŶtƌaiŶeƌ sa Kϲϯauto-
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ubiquitination. B Les lignées HBL1 Oci-Ly3 et U2932 ont été transfectées par un siRNA contrôle ou 

diƌigĠ ĐoŶtƌe hsphϭ paƌ ĠleĐtƌopoƌatioŶ.  Apƌğs ϰϴh d͛iŶteƌfĠƌeŶĐe A‘N, les ligŶĠes oŶt ĠtĠ ƌĠĐupĠƌĠes 
et lǇsĠes afiŶ d͛Ġǀalueƌ la phosphoƌǇlatioŶ d͛I‘AKϭ. C Immuno précipitation de TRAF6 dans la lignée 

SUD-HL2 après 48h de transfection par siRNA contrôle ou dirigé contre hsph1. D Immuno précipitation 

des protéines K63 ubiquitinées dans les lignées SUD-HL2 et Oci-Ly10 (Myd88 S222R et L265P 

respectivement) transfectées 48h par un siRNA contrôle ou dirigé contre hpsh1.  

Nous nous sommes intéressés en priorité à IRAK1 car comme le montre la figure 29A, cette kinase se 

tƌouǀe à l͛iŶteƌfaĐe eŶtƌe le MǇddosoŵe ;MǇdϴϴ et I‘AKϰͿ et la suite de tƌaŶsduĐtioŶ de sigŶal NFKB 

(via TRAF6, le complexe TAK1 puis NFkB). Dans la figure 29B, nous observons que les cellules 

transfectées HBL1 et Oci-Ly3 par siRNA contrôle ont un signal phospho-IRAK1 assez important, tandis 

que les cellules U2932 ne présentent pas de IRAK1 phosphorylé. Ceci est en accord avec les mutations 

de chacune des lignées : les HBL1 et Oci-Ly3 sont mutées de manière hétéro ou homozygote pour 

Myd88 (L265P) tandis que les U2932 présentent deux allèles Myd88 sauvages. Dans le cas des 

ŵutatioŶs MǇdϴϴ, l͛auto aĐtiǀatioŶ de la ǀoie et l͛auto asseŵďlage du MǇddosoŵe ŵğŶe à la 

phosphoƌǇlatioŶ d͛I‘AKϭ. LoƌsƋue l͛oŶ ƌĠduit l͛eǆpƌessioŶ de H“PϭϭϬ paƌ si‘NA, oŶ oďseƌǀe uŶe 

ƌĠduĐtioŶ iŵpoƌtaŶte de la phosphoƌǇlatioŶ d͛I‘AKϭ daŶs les ligŶĠes HBLϭ et OĐi-Ly3 (figure 29B). Les 

cellules U2932 ne présentent pas de variation de cette voie (figure 29B). Afin de confirmer la 

diŵiŶutioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie TL‘/MǇdϴϴ, Ŷous aǀoŶs ƌegaƌdĠ le Ŷiǀeau de Kϲϯ uďiƋuitiŶatioŶ de 

TRAF6. Cette auto-ubiquitination est en effet nécessaire à la suite de transduction de signal de la voie 

TLR et est induite après liaison avec IRAK1 phosphorylé. A ce titre, nous avons réalisé des immuno-

précipitations de TRAF6 afin de regarder la quantité de P-IRAK1 lié à cette protéine. Les résultats 

présentés dans la figure 29C montrent que dans des SUD-HL2 transfectées par siRNA contrôle, la 

protéine TRAF6 interagit avec la protéine P-IRAK1. En revanche, dans les cellules modifiées par siRNA 

diƌigĠ ĐoŶtƌe hsphϭ, l͛iŶteƌaĐtioŶ T‘AFϲ / P-IRAK1 semble beaucoup moins importante (figure 29C). 

Ces résultats ont étés reproduits au moins trois fois dans les autres lignées (non montré ici). Nous 

avons aussi réalisé des immuno-précipitations des protéines  K63 ubiquitinées dans les lysats de DLBCL 

transfectées par siRNA contrôle ou dirigé contre hsph1. Les résultats présentés dans la figure 29D 

montrent que les cellules transfectées avec un siRNA contrôle présentent une K63-ubiquitination de 

TRAF6 tandis que les cellules transfectées avec un siRNA hsph1 ne la présentent pas. Ainsi, dans des 

ligŶĠes pƌĠseŶtaŶt uŶe ŵutatioŶ MǇdϴϴ, l͛aďseŶĐe d͛H“PϭϭϬ seŵďle diŵiŶueƌ l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie 

TLR/Myd88.  

HSP110 semble donc importante pour la survie de la cellule, et potentiellement intervenir dans la voie 

TL‘/MǇdϴϴ, ŵais seuleŵeŶt loƌsƋu͛uŶe ŵutatioŶ est pƌĠseŶtĠe paƌ les ligŶĠes ABC-DLBCL.  

En quoi ce constat aide-t-il à comprendre la figure 6 et les résultats du duolink® de la voie BCR ? 
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L͛eǆpliĐatioŶ pƌoǀieŶt eŶĐoƌe des doŶŶĠes de Louis “taudt : loƌs de sa pƌĠseŶtatioŶ à l͛AAC‘ ϮϬϭϳ, Đe 

deƌŶieƌ a pƌĠseŶtĠ l͛iŶteƌĐoŶŶeǆioŶ des deuǆ ǀoies de sigŶalisatioŶ BC‘ et TL‘. Cette iŶteƌĐoŶŶeǆioŶ 

est présentée dans la figure 30 suivante. 

 

Figure 30 : Eǆtƌaits des diapositives de Louis M Staudt pƌĠseŶtaŶt l͛iŶteƌĐoŶŶeǆioŶ eŶtƌe la voie BC‘ 
et TLR (AACR 2017).  A Vue schématique de la connexion des voies TLR/ BCR dans le lymphome ABC-
DLBCL. B Signal duolink® entre les deux adaptateurs CARD11 et BCL10 du complexe CBM en fonction 
de l͛eǆtiŶĐtioŶ de ĐeƌtaiŶes pƌotĠiŶes daŶs la ligŶĠe OĐi-Ly10. 

Les voies BCR et TLR se rejoignent donc au niveau des endolysosomes (figure 30A). Ces deux voies ne 

soŶt pas iŶdĠpeŶdaŶtes l͛uŶe de l͛autƌe comme le montre la figure 30 B. En effet, le duolink® montrant 

la proximité entre deux adaptateurs BCR (CARD11 x BcL10) peut être modulé en fonction de 

l͛eǆtiŶĐtioŶ de ĐeƌtaiŶes pƌotĠiŶes oŶĐogĠŶiƋues ou ŶoŶ ;figure 30B). En effet, dans les Oci-Ly10 

(CD79A mutantes, Myd88 L265P), un shRNA CD79A aboli en partie le duolink® CARD11 x BcL10 (figure 

30B). Ce résultat est en accord avec la mutation CD79A de cette lignée : sans CD79A, pas de voie CBM. 

Oƌ, il deǀieŶt iŶtĠƌessaŶt de ƌegaƌdeƌ l͛effet de l͛eǆtiŶĐtioŶ de deux protéines de la voie TLR (Myd88 et 

TL‘ϵͿ daŶs Đette ligŶĠe. L͛eǆtiŶĐtioŶ de TL‘ϵ ŵais suƌtout de MǇdϴϴ ƌĠduit l͛iŶteŶsitĠ du sigŶal de 

duolink dans les Oci-LǇϭϬ, et de ŵaŶiğƌe tƌğs siŵilaiƌe à l͛eǆtiŶĐtioŶ de CDϳϵA. AiŶsi, oŶ ĐoŶstate Ƌue 

les deux voies fonctionnent de manière coordonnée. Seul défaut de la présentation de Staudt : celui-

ci ne présente pas si la réciproque est vraie ! En effet, par pure curiosité scientifique, on est en droit 

de se deŵaŶdeƌ si l͛eǆtiŶĐtioŶ des pƌotĠiŶes telles Ƌue CD79 ou du complexe CBM pourrait diminuer 

l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie TL‘/MǇdϴϴ.  

Pour compléter un peu plus cette implication de HSP110 dans la voie TLR/ Myd88, nous avons alors 

utilisé un système de gène rapporteur NFkB introduit dans les cellules en même temps que différents 

ǀeĐteuƌs plasŵidiƋues ĐodaŶt pouƌ MǇdϴϴ ou H“PϭϭϬ. EŶ effet, uŶe ĐollaďoƌatioŶ aǀeĐ l͛ĠƋuipe du 

professeur Daniel Krappmann nous a permis de récupérer les vecteurs des formes sauvages ou mutées 

pour Myd88. Nous avons alors co-transfectés ces plasmides dans des lignées non ABC-DLBCL en 

ĐoŵďiŶaisoŶ aǀeĐ H“PϭϭϬ afiŶ de ǀoiƌ si la ǀoie NFkB iŶduite paƌ l͛aǆe TL‘/ MǇdϴϴ Ġtait ŵodulĠe eŶ 

présence / absence  de HSP110 les résultats de ces expériences sont présentés dans la figure 31.  
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Figure 31 : Signal NFkB dans des lignées de lymphome ou non cancéreuses après combinaisons de 

transfection Myd88 / HSP110. A La lignée de lymphome GC-DLBCL BJAB a été transfectée par 

électroporation pour exprimer des plasmides HSP110 GFP (0.5µg), les plasmides Myd88 tagués HA  

sauvages ou mutés (0.5µg) seuls ou en combinaison. Après 24h de transfection, les cellules sont 

récupérées et lysées pour analyser leur niveau de P-IKB par western blot. B La lignée non cancéreuse 

HEK293T a été transfectée transitoirement avec les plasmides GFP et le plasmide rapporteur NFkB 

(0.4µg dans toutes les conditions), ainsi que les plasmides HSP110 tagué HA, les vecteurs Myd88 tagués 

HA seuls ou en combinaisons. Les quantités de plasmides utilisées sont indiquées en micro grammes 

;µgͿ  pouƌ ĐhaƋue ĐoŶditioŶ. Apƌğs Ϯϰh de tƌaŶsfeĐtioŶ, l͛aĐtiǀitĠ luĐifĠƌase est aŶalǇsĠe pouƌ ĐhaƋue 
condition.  

 

La figure 31A pƌĠseŶte les ƌĠsultats du Ŷiǀeau de phosphoƌǇlatioŶ IkBα apƌğs tƌaŶsfeĐtioŶ des 

différents vecteurs dans la lignée BJAB. Sans transfection, on constate que ces lignées GC-DLBCL ne 

présentent pas de signal P-IkBα. LoƌsƋu͛oŶ iŶtƌoduit le plasŵide H“PϭϭϬ GFP ;ĐoloŶŶe deuǆͿ, oŶ 

observe une très légère augmentation du niveau de P-IkBα, de ŵġŵe Ƌu͛aǀeĐ l͛ajout du plasmide 

MǇdϴϴ sauǀage seul. LoƌsƋu͛oŶ iŶtƌoduit le plasŵide MǇdϴϴ LϮϲϱP eŶ ƌeǀaŶĐhe, oŶ oďseƌǀe uŶe 

augmentation de P-IkBα dans la lignée BJAB (colonne 4). Ceci est en accord avec les données déjà 

dispoŶiďles eŶ littĠƌatuƌe et fouƌŶies paƌ l͛ĠƋuipe du pƌofesseur Krappmann : l͛eǆpƌessioŶ seule des 

ǀeĐteuƌs MǇdϴϴ ŵutĠs est Đapaďle d͛iŶduiƌe uŶe aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NFkB ;64Ϳ.  LoƌsƋue Ƌue l͛oŶ fait 

une combinaison de transfection des plasmides HSP110 et Myd88 sauǀage, Ŷous Ŷ͛oďseƌǀoŶs pas 

d͛augŵeŶtatioŶ de la phosphoƌǇlatioŶ d͛IkBα par rapport à la transfection seule des deux plasmides. 

En revanche, la co-transfection des plasmides HSP110 et Myd88 L265P donne un signal de P-IkBα plus 

marqué, signifiant une activation de la voie plus importante (colonne 6, figure 31A). Ces résultats 

iŶdiƋueŶt uŶe sǇŶeƌgie daŶs l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NFkB eŶtƌe H“PϭϭϬ et MǇdϴϴ LϮϲϱP.  
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Ces résultats ont été confirmés dans la figure 31B. Les cellules HEK293T, lignée non cancéreuse et ne 

pƌĠseŶtaŶt pas d͛aĐtiǀitĠ NFkB iŵpoƌtaŶte, soŶt iĐi tƌaŶsfeĐtĠes aǀec la même quantité de plasmide 

GFP (plasmide normalisateur de transfection) et de plasmide luciférase rapporteur de la voie NFkB. Les 

cellules seront ensuite transfectées avec une quantité fixe des plasmides Myd88 sauvages ou L265P, 

plus ou moins une quantitĠ gƌaŶdissaŶte d͛H“PϭϭϬ. DaŶs Đette figure 31B, oŶ oďseƌǀe Ƌue l͛eǆpƌessioŶ 

seule de H“PϭϭϬ ;ĐoloŶŶes H“PϭϭϬ Ϭ.ϳµg / MǇdϴϴ ϬµgͿ Ŷe peƌŵet pas d͛oďteŶiƌ uŶ sigŶal luĐifĠƌase, 

doŶĐ Ŷe pƌoduit pas d͛aĐtiǀatioŶ NFkB dĠteĐtaďle. Les tƌaŶsfeĐtioŶs des plasŵides seuls Myd88 

(colonne HSP110 0µg / Myd88 WT ou L265P 0.4µg) ne donnent également pas de signal NFkB, bien 

Ƌu͛uŶ lĠgeƌ piĐ soit oďseƌǀĠ pouƌ la foƌŵe MǇdϴϴ LϮϲϱP. “i l͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ à de faiďles doses 

(0.1µg et 0.35µg) ne permet  pas de voir un signal luciférase dans les HEK293T transfectées avec le 

MǇdϴϴ sauǀage, l͛eǆpƌessioŶ de Ϭ.ϳµg d͛H“PϭϭϬ pouƌ la ŵġŵe ƋuaŶtitĠ de MǇdϴϴ sauǀage peƌŵet 

d͛oďteŶiƌ uŶ sigŶal NFkB ĐoŶsĠƋueŶt. Pouƌ la foƌŵe LϮϲϱP, si Ϭ.ϭµg d͛H“PϭϭϬ Ŷe peƌŵet pas d͛oďteŶiƌ 

un signal luĐifĠƌase iŵpoƌtaŶt, les ĐoŶditioŶs Ϭ.ϯϱµg et Ϭ.ϳµg d͛H“PϭϭϬ pouƌ la ŵġŵe ƋuaŶtitĠ de 

Myd88 L265P donnent une intensité luciférase importante et surtout maximale pour la condition 

0.7µg. Ces figures nous indiquent donc que HSP110 peut avoir un effet synergique avec Myd88 pour 

l͛iŶduĐtioŶ de la ǀoie NFkB, et paƌtiĐuliğƌeŵeŶt aǀeĐ MǇdϴϴ LϮϲϱP.  

 

De tous ces résultats, nous pouvons dresser les constats suivant :   

- HSP110 ne semble pas intervenir dans la voie BCR en absence de mutation Myd88.  

- L͛iŶhiďitioŶ d͛ HSPϭϭϬ diŵiŶue l͛aĐtivitĠ de la voie TL‘ daŶs les ligŶĠes ŵutĠes pouƌ MǇdϴϴ.  

- L͛iŶhiďitioŶ d͛ HSPϭϭϬ diŵiŶue l͛aĐtivitĠ de la voie BC‘ daŶs des ligŶĠes ŵutĠes pouƌ MǇdϴϴ puisƋue 

les deux voies sont interconnectées. 

- HSP110 semble renforcer la voie NFkB induite par Myd88 L265P.  

AǀeĐ Đes ĐoŶstats, Ŷous teŶioŶs uŶe pƌeŵiğƌe piste de l͛iŵpliĐatioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie 

NFkB dans le lymphome ABC : HSP110 semble intervenir dans la voie TLR/Myd88. Puisque nous avions 

cette étroite corrélation avec Myd88, et ; sachant que les HSP sont des protéines chaperonnes connues 

pouƌ staďiliseƌ les pƌotĠiŶes ŵutĠes daŶs d͛autƌes pathologies ; nous nous sommes demandé si 

HSP110 pouvait interagir avec Myd88 dans les cellules ABC-DLBCL. A cet effet, Ŷous aǀoŶs aloƌs d͛aďoƌd 

réalisé des expériences de duolink® pour voir si les protéines se trouvaient à proximité. Les résultats 

de ces expériences sont présentés dans la figure 32.  
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Figure 32 : Duolink® HSP110 Myd88 dans les cellules ABC-DLBCL. A Duolink® dans les lignées HBL1 
Oci-Ly3 et U2932 pour les couples de protéines HSP110 x Myd88 et HSP110 x HSP70 dans les lignées 
contrôles ou transfectées par un siRNA dirigé contre hsph1. B Analyse du nombre de spots par cellules 
pour chaque couple de protéines réalisée avec le logiciel ICY (***= P<0.001, Mann and Whitney). 

OŶ oďseƌǀe daŶs la figuƌe ϭϬ Ƌu͛uŶe pƌoǆiŵitĠ eŶtƌe H“PϭϭϬ et MǇdϴϴ peut-être retrouvée in cellulo 

dans les lignées HBL1, Oci-Ly3 et U2932 (figure 32 A et B). Cette proximité semble plus importante en 

terme de nombre de spots par cellule que la proximité des protéines HSP110 et HSP70 (qui sert de 

contrôle positif, figure 32BͿ. LoƌsƋue l͛oŶ diŵiŶue l͛eǆpƌessioŶ de H“PϭϭϬ paƌ si‘NA, Ŷous Ŷ͛oďseƌǀoŶs 

plus de signal duolink® dans les cellules ABC-DLBCL.  

Fort de ce constat, nous avons cherché à savoir si le signal duolink® observé entre nos deux protéines 

était lié à une interaction directe entre celles-Đi. Nous aǀoŶs doŶĐ ƌĠalisĠ des eǆpĠƌieŶĐes d͛iŵŵuŶo-

précipitation avec les lignées de lymphome, les résultats sont présentés dans la figure 33.  

La figure 33A Ŷous pƌĠseŶte l͛iŵŵuŶo-pƌĠĐipitatioŶ d͛H“PϭϭϬ et MǇdϴϴ daŶs les ligŶĠes LϮϲϱP ABC-

DLBCL. OŶ oďseƌǀe Ƌu͛il seŵďle Ǉ aǀoiƌ iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe H“PϭϭϬ et MǇdϴϴ daŶs Đes deux lignées 

puisƋue l͛iŵŵuŶo-précipitation fonctionne dans les deux sens, avec de bons niveaux retrouvés pour 

ĐhaĐuŶe des pƌotĠiŶes. Pouƌ les UϮϵϯϮ Ƌui pƌĠseŶteŶt uŶ MǇdϴϴ sauǀage, l͛iŵŵuŶo-précipitation 

fonctionne aussi (figure 33B). Si cette figure 33B  indique que la forme sauvage de Myd88 semble 

également être immuno-pƌĠĐipitĠ loƌsƋu͛oŶ iŵŵuŶo pƌĠĐipite H“PϭϭϬ, le Ŷiǀeau ƌetƌouǀĠ est 

beaucoup plus faible que pour les forme Myd88 L265P. Pour être sûr de notre constat, nous avons 

utilisé le modèle HEK293T dans lequel nous avons transfecté transitoirement les plasmides codant 

pour HSP110 GFP et Myd88 HA.  Les résultats sont présentés dans la figure 33C. On confirme alors que 

l͛iŶteƌaĐtioŶ eǆiste pouƌ les deuǆ foƌŵes MǇdϴϴ ;sauǀage et ŵutĠͿ aǀeĐ H“PϭϭϬ 
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Figure 33 : Etude de l͛iŶteƌaĐtioŶ HSPϭϭϬ / MǇdϴϴ paƌ iŵŵuŶo pƌĠĐipitatioŶ daŶs des ligŶĠes ABC-

DLBCL et dans une lignée non cancéreuse HEK293T. A Les lysats des lignées HBL1 et Oci-Ly3 ont été 

utilisés pour une immuno précipitation avec un anticorps non relevant (Ig) un anticorps dirigé contre 

HSP110 ou Myd88. Deux Ig sont présentés puisque les anticorps HSP110 et Myd88 ne sont pas du 

même isotype. B IŵŵuŶo pƌĠĐipitatioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs les UϮϵϯϮ pouƌ oďseƌǀeƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ 
Myd88. C Immuno précipitation contrôle, HA ou GFP dans des HEK293T transfectées par des 

combinaisons de plasmide HSP110GFP et Myd88 sauvage ou L265P tagué HA.  

  

Nous tenions donc une piste intéressante sur la relation HSP110 / voie TLR/NFkB : HSP110 semble 

Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ MǇdϴϴ, l͛aĐteuƌ pƌiŶĐipal tout eŶ aŵoŶt de la ǀoie TL‘ oŶĐogĠŶiƋue daŶs le 

lymphome ABC. Il nous restait cependant à identifier comment Đette iŶteƌaĐtioŶ iŶduisait l͛aĐtiǀitĠ de 

la voie Myd88. Un élément a alors guidé notre réflexion : il faut pour cela revenir à la figure 31A. Dans 

cette figure, nous avions transfecté dans les BJAB (lignée GC-DLBCL) les formes sauvage (WT) et L265P 

de Mydϴϴ. OŶ pouǀait suiǀƌe l͛effiĐaĐitĠ de tƌaŶsfeĐtioŶ de MǇdϴϴ eŶ ƌegaƌdaŶt le Ŷiǀeau de tag HA 

par western blot. Lorsque les deux formes Myd88 sont transfectées seules avec la même quantité de 

plasmide, on observe que le niveau de Myd88 sauvage (WT) et L265P ne sont pas les même : le niveau 

HA correspondant au Myd88 sauvage exprimé est deux fois plus important que le niveau HA 

correspondant au Myd88 L265P. La forme Myd88 L265P semble donc avoir une stabilité moins 

importante que la forme sauvage, constat en accord avec la littérature utilisant ces mêmes plasmides 

(64). De manière intéressante, dans cette même figure 31A, nous avions aussi co-exprimé les formes 

MǇdϴϴ eŶ pƌĠseŶĐe d͛H“PϭϭϬ. “i l͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ eŶ pƌĠseŶĐe de MǇdϴϴ sauǀage Ŷe seŵďle pas 

faiƌe ǀaƌieƌ le Ŷiǀeau HA total, l͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ aǀeĐ la foƌŵe MǇdϴϴ LϮϲϱP peƌŵet d͛oďteŶiƌ uŶ 

niveau bien plus important de signal HA, presque aussi fort que dans la double transfection Myd88 
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sauǀage / H“PϭϭϬ. CeĐi est uŶe doŶŶĠe iŶtĠƌessaŶte loƌsƋue l͛oŶ s͛iŶtĠƌesse auǆ H“P. EŶ effet, les H“P 

sont décrites pour stabiliser un ensemble de protéines cellulaires, mais ont parfois une affinité plus 

importante pour des protéines mutées  ( 117Ϳ. AiŶsi, Ŷos ƌeĐheƌĐhes se soŶt oƌieŶtĠes ǀeƌs l͛Ġtude de la 

stabilisation de Myd88 par HSP110. Dans cette optique, nous avons essentiellement travaillé avec la 

lignée HEK293T : eŶ effet, Ŷous aǀioŶs ďesoiŶ d͛uŶ ŵodğle se ŵodifiaŶt faĐileŵeŶt et par des quantités 

de plasmide importantes. 

StaďilitĠ de MǇd88 eŶ foŶĐtioŶ de l’eǆpƌessioŶ d’HSPϭϭϬ  

 

Dans un premier temps, nous voulions confirmer le constat fait dans la figure 9A chez les HEK293T. 

Pour cela, nous avons transfecté des quantités croissaŶtes d͛H“PϭϭϬ daŶs les HEKϮϵϯT eŶ pƌĠseŶĐe 

d͛uŶe ƋuaŶtitĠ fiǆe de plasŵide MǇdϴϴ sauǀage ou ŵutĠ. Les ƌĠsultats soŶt pƌĠseŶtĠs daŶs la figure 

34.  

 

Figure 34 : CoŶsĠƋueŶĐe de l͛effet dose d͛HSPϭϭϬ suƌ le Ŷiveau d͛eǆpƌessioŶ MǇdϴ8 sauvage ou muté 

dans des HEK293T. La lignée HEK293T a été transfectée avec une dose fixe de 0.4µg de plasmide 
Myd88 sauvage (A) ou muté (BͿ. A Đette dose uŶiƋue de plasŵide MǇdϴϴ s͛ajoute des doses ĐƌoissaŶtes 
de plasmide codant pour HSP110 GFP (voir figure pour les quantités) ou une dose de 0.7µg de mutant 
iŶhiďiteuƌ d͛H“PϭϭϬ ;DEϵGFPͿ. Apƌğs ϰϴh de tƌaŶsfeĐtioŶ, les Đellules soŶt lǇsĠes et aŶalǇsĠes paƌ 
western blot. C Niǀeau ŵ‘NA de MǇdϴϴ LϮϲϱP daŶs les effets dose d͛H“PϭϭϬ daŶs les HEKϮϵϯT. UŶe 
partie des cellules transfectées issues de la figure 12B a été récupérée pour réaliser des extractions 
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d͛A‘Nŵ suiǀie de ƋPC‘ pouƌ Ġǀalueƌ le Ŷiǀeau de tƌaŶsĐƌiptioŶ du plasŵide MǇdϴϴ. Nous aǀoŶs utilisĠ 
deux sets de primers Myd88 pour cette amplification. D Niveau de Myd88 L265P dans des HEK 
transfectées avec un plasmide HSP110 NLS, plasmide codant pour un HSP110 déficient pour le site NLS 
(Nuclear Location Site). 

Les figures 34 A et B Ŷous pƌĠseŶteŶt les ƌĠsultats de la suƌeǆpƌessioŶ ĐƌoissaŶte d͛H“PϭϭϬ daŶs les 

HEKϮϵϯT eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶe dose uŶiƋue de plasŵide MǇdϴϴ. Pouƌ la figure 34A, oŶ oďseƌǀe Ƌu͛uŶe 

suƌeǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ seŵďle faiƌe ǀaƌieƌ le Ŷiǀeau MǇdϴϴ WT dğs la dose de Ϭ.ϭµg de plasmide 

HSP110-GFP, car le niveau HA est plus important que dans la condition GFP (0.7µg). Aux conditions 

0.25µg et 0.5µg de plasmide HSP110-GFP tƌaŶsfeĐtĠes, Ŷous oďseƌǀoŶs uŶ sigŶal d͛eǆpƌessioŶ HA 

maximal pour Myd88 sauvage. Nous avons également utilisĠ le ŵutaŶt d͛H“PϭϭϬ daŶs Đette 

expérience (DE9). Ce « mutant naturel » a ĠtĠ ideŶtifiĠ  paƌ Ŷotƌe ĠƋuipe loƌs de l͛Ġtude d͛H“PϭϭϬ daŶs 

le cancer colorectal. Ce mutant correspond à la protéine HSP110 qui aurait perdu sont PDB ou Peptide 

Binding Domain. Il agit Đoŵŵe doŵiŶaŶt ŶĠgatif, Đ͛est-à-diƌe uŶ iŶhiďiteuƌ de l͛aĐtioŶ d͛H“PϭϭϬ. La 

présence de ce mutant DE9 est de meilleur pronostique pour le traitement des patients atteints de 

cancer colorectal (138Ϳ. DaŶs Ŷotƌe eǆpĠƌieŶĐe, l͛eǆpƌessioŶ du ŵutaŶt d͛H“PϭϭϬ peƌŵet de l͛utiliseƌ 

Đoŵŵe uŶ iŶhiďiteuƌ d͛H“PϭϭϬ. OŶ oďseƌǀe Ƌue la tƌaŶsfeĐtioŶ de Đe ŵutaŶt ;ďaŶde GFP appaƌaissaŶt 

à 70 kilo dalton) permet de diminuer le niveau Myd88 par rapport à des cellules transfectées pour la 

GFP (figure 34A). Le même phénomène est retrouvé avec la forme mutée de Myd88 (figure 34B). Plus 

on exprime HSP110 GFP, plus le niveau de Myd88 semble augmenter, et ce légèrement dès 0.1µg mais 

foƌteŵeŶt dğs Ϭ.Ϯϱµg. Là eŶĐoƌe, l͛utilisatioŶ du ŵutaŶt DEϵ peƌŵet de diŵiŶueƌ l͛eǆpƌessioŶ de 

Myd88 par rapport à la condition GFP. Enfin, en regardant les deux expériences A et B, on observe que 

le niveau global de Myd88 semble initialement plus important pour la forme sauvage que la forme 

L265P dans la condition GFP seule. Ceci est en accord avec les résultats que nous avions trouvés 

précédemment dans les BJAB  (figure 31).  

Si le niveau Myd88 varie autant, il y avait deux explications possibles : la suƌeǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ 

pouvait agir soit au niveau transcriptionnel (augmentation de la transcription du gène Myd88) soit 

directement au niveau de la stabilité de la protéine. Même si nous avions identifié une interaction avec 

les formes Myd88 (figure 33Ϳ, il Ŷous fallait ǀĠƌifieƌ Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ aǀait pas d͛effet tƌaŶsĐƌiptioŶŶel d͛H“PϭϭϬ 

sur Myd88. Pour répondre à cette question, nous avons procédé à deux expériences : la première est 

de ŵesuƌeƌ le Ŷiǀeau d͛A‘Nŵ de MǇdϴϴ ;figure34CͿ et la deuǆiğŵe ĠtaŶt d͛utiliseƌ eŶĐoƌe uŶ ŵutaŶt 

de HSP110 (figure 34D). Dans la figure 34C, oŶ oďseƌǀe Ƌue loƌsƋue l͛oŶ suƌeǆpƌiŵe H“PϭϭϬ eŶ 

pƌĠseŶĐe d͛uŶe ƋuaŶtitĠ fiǆe de plasŵide MǇdϴϴ, le Ŷiǀeau total d͛A‘Nŵ de MǇdϴϴ Ŷe ǀaƌie pas. De 

même, Ŷous aǀoŶs utilisĠ uŶ ŵutaŶt d͛H“PϭϭϬ dĠfiĐieŶt pouƌ soŶ site NL“, soŶ site de loĐalisatioŶ 

ŶuĐlĠaiƌe. Cela sigŶifie Ƌue Ŷous Ŷ͛oďseƌǀoŶs aǀeĐ Đe ŵutaŶt Ƌue les aĐtioŶs ĐǇtoplasŵiƋues de 

HSP110. Là encore, le niveau HA correspondant à Myd88 L265P est augmenté en surexprimant cette 
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protéine HSP110 NLS, avec une dose similaire à la figure 34B ;Ϭ.ϱµgͿ. AiŶsi, l͛eŶseŵďle de Đes figuƌes 

ŵoŶtƌe Ƌue des doses ĐƌoissaŶtes d͛H“PϭϭϬ augŵeŶteŶt le Ŷiǀeau de la pƌotĠiŶe MǇdϴϴ, seloŶ uŶ 

mécanisme non lié à un effet transcriptionnel.  

Pour déterminer si la protéine HSP110 était impliquée dans la stabilisation de Myd88, nous avons 

pƌoĐĠdĠ à des eǆpĠƌieŶĐes d͛iŶhiďitioŶ de la tƌaduĐtioŶ aǀeĐ le ĐǇĐloheǆiŵide. Pouƌ Đela, Ŷous aǀoŶs 

reproduit la transfection des HEK293T avec les formes Myd88 sauvage ou L265P en présence de GFP, 

de plasmide HSP110-GFP, et de mutant DE9-GFP. Ces différentes transfections ont ensuite été 

exposées à des doses de 100µg/mL de cycloheximide (CHX) pendant les temps indiqués dans la figure 

35.  

 

Figure 35 : CoŶsĠƋueŶĐe de la tƌaŶsfeĐtioŶ d͛HSP110 sur la stabilité de Myd88. La lignée HEK293T a 
été transfectée avec une dose fixe de plasmide Myd88 sauvage (A ) ou L265P ( B) à raison de 0.4µg, en 
combinaison avec la GFP (0.7µg), HSP110 GFP (0.5µg) ou DE9GFP (0.7µg).  Après 24h de transfection, 
les cellules ont été incubées en présence de cycloheximide (CHX) à 100µg/mL pendant les temps 
indiqués. Les cellules ont été récupérées puis lysées et le niveau de Myd88 HA a été évalué par western 
blot (A et B).  La densitométrie du western blot présentée en A et B est résumée dans la figure C.   

Dans la figure 35A et B, on observe que notre expérience de cycloheximide à plutôt bien fonctionnée 

puisque le niveau de cycline B1, cycline impliquée dans les phases de mitose, est diminué au fur et à 

ŵesuƌe du teŵps. OŶ oďseƌǀe ĠgaleŵeŶt Ƌue la pƌotĠiŶe H“PϭϭϬ Đoŵpoƌte uŶe staďilitĠ d͛eŶǀiƌoŶ 

24h. En effet, dans les conditions de transfection GFP ou HSP110 GFP, le signal HSP110 est constant 
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jusqu͛à Ϯϰh, puis diŵiŶue à ϰϴh. DaŶs la figure 35A correspondant à la forme Myd88 WT exprimée en 

parallèle de la GFP, on observe que la stabilité de la forme Myd88 WT semble de 12h, puisque le niveau 

est constant jusque-là et chute de moitié à 24h (figure 35C) et est quasi nul à 48h (figure 35A et C). 

Pour la transfection avec HSP110, le niveau initial de Myd88 est plus important pour Myd88 WT au 

temps 0 et est maintenu à 12h (figure 35A et C). A 24h, le niveau Myd88 sauvage est encore important 

comparé à la transfection GFP seule (deux tiers du signal temps 0), et un signal Myd88 est encore 

observable à 48h, signifiant que HSP110 peut augmenter la stabilité de cette protéine.  

Les mêmes constats peuvent être réalisés avec la forme Myd88 L265P (figure 35B et C). Dans la 

ĐoŶditioŶ GFP, le Ŷiǀeau MǇdϴϴ LϮϲϱP est staďle jusƋu͛à ϭϮh et Đhute eŶsuite à Ϯϰh. Pouƌ Đe Ƌui est 

de la tƌaŶsfeĐtioŶ MǇdϴϴ LϮϲϱP eŶ pƌĠseŶĐe d͛H“PϭϭϬ, le pƌofil oďseƌǀĠ est tƌğs iŶtĠƌessaŶt : non 

seulement le niveau initial de Mdy88 est bien plus élevé que dans la condition GFP ou DE9, mais il est 

maintenu à 12h et surtout à 24h, puis chute enfin à 48h. On observe donc que la surexpression de 

HSP110 permet de stabiliser Myd88 au cours du temps, avec un doublement du temps de demi-vie de 

la forme Myd88 L265P notamment.  

Pour finir, il fallait confirmer ces résultats dans le modèle du lymphome. Nous avons donc repris nos 

tƌois ligŶĠes d͛iŶtĠƌġt et effeĐtuĠ des ĠleĐtƌopoƌatioŶs afiŶ de ǀoiƌ si le Ŷiǀeau de MǇdϴϴ ǀaƌiait eŶ 

fonction de la présence/abseŶĐe d͛H“PϭϭϬ. Les ƌĠsultats de Đette eǆpĠƌieŶĐe soŶt pƌĠseŶtĠs daŶs la 

figure 36.  

 

Figure 36 : Niveau de Myd88 dans les lignées ABC-DLBCL après transfection.  A Les lignées HBL1 Oci-
Ly3 et U2932 ont été transfectées par un siRNA contrôle ou dirigé contre hsph1 par électroporation.  
Apƌğs ϳϮh d͛iŶteƌfĠƌeŶĐe A‘N, les ligŶĠes oŶt ĠtĠ ƌĠĐupĠƌĠes et lǇsĠes afiŶ d͛Ġǀalueƌ le Ŷiǀeau MǇdϴϴ. 
B La lignée HBL1 a été transfectée par un siRNA contrôle ou dirigé contre hsph1 par électroporation.  
Apƌğs ϳϮh d͛iŶteƌfĠƌeŶĐe A‘N, les tƌaŶsfeĐtioŶs oŶt ĠtĠ souŵises à uŶe iŶhiďitioŶ de la dĠgƌadatioŶ 
protéasomale de Myd88 par MG132 (10µM) durant les temps indiqués. 

La figure 36A présente le niveau de Myd88 après 72h de transfection des lignées ABC-DLBCL. Nous 

avons choisi le temps 72h car les siRNA comportent une efficacité maximale 48h post transfection et ; 
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sachant que la stabilité de la protéine Myd88 était de 12h (figure 35), nous voulions nous placer dans 

la fenêtre de temps correspondante à la diminution attendue de Myd88. La figure 36A nous indique 

Ƌue les ligŶĠes poƌtaŶt le MǇdϴϴ ŵutĠ LϮϲϱP oŶt uŶ Ŷiǀeau diŵiŶuĠ loƌsƋu͛elles soŶt ŵodifiĠes aǀeĐ 

un siRNA dirigées contre hsph1 (HBL1 et Oci-Ly3). En revanche, les U2932 ne montrent pas de 

diminution de niveau de Myd88. Cela semble conforter les résultats présentés précédemment allant 

daŶs le seŶs d͛uŶe staďilisatioŶ de MǇdϴϴ paƌ la pƌotĠiŶe H“PϭϭϬ. EŶfiŶ, Ŷous ŵoŶtƌoŶs Ƌue Đette 

staďilisatioŶ seŵďle dĠpeŶdaŶte d͛uŶ pƌoĐessus de dĠgƌadatioŶ pƌotĠasoŵale ;figure 36B). En effet, 

daŶs des Đellules ŵodifiĠes aǀeĐ uŶ si‘NA ĐoŶtƌôle, l͛ajout de l͛iŶhiďiteuƌ du pƌotĠasoŵe MGϭϯϮ Ŷe 

modifie pas le niveau Myd88. En revanche, dans des cellules doŶt l͛eǆpƌessioŶ de H“PϭϭϬ est diŵiŶuĠe 

paƌ si‘NA, le Ŷiǀeau de MǇdϴϴ est diŵiŶuĠ au teŵps Ϭ puis peu à peu ƌestauƌĠ à ϯ et ϱh d͛iŶhiďitioŶ 

du protéasome.   

Ainsi, au terme de ces expériences, nous disposions des informations suivantes :  

- HSP110 interagit avec Myd88 sauvage et L265P.  

- HSP110 augmente la stabilité de Myd88 sauvage mais surtout muté selon un mécanisme non 

transcriptionnel  

- L͛iŶhiďitioŶ d͛ HSPϭϭϬ diŵiŶue le niveau de Myd88 dans les lignées Myd88 mutés.  

- HSP110 semble stabiliser Myd88 et inhiber sa dégradation protéasomale. 

 

L͛eŶseŵďle de Đes doŶŶĠes seŵďle iŶdiƋueƌ Ƌue l͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϭϭϬ pouƌƌait iŶduiƌe la ŵoƌt des 

cellules ABC-DLBCL in vitro. Cette iŶfoƌŵatioŶ pouƌƌait ġtƌe d͛iŶtĠƌġt si uŶ iŶhiďiteuƌ d͛H“PϭϭϬ ǀeŶait 

à être caractérisé (voir partie 2 : iŶhiďitioŶ d͛H“PϭϭϬ paƌ des ŵolĠĐules ĐhiŵiƋues daŶs le lǇŵphoŵe 

ABC-DLBCL). Avant de passer à cette partie, il nous manque un dernier point.  

 

HSP110 et lymphome ABC-DLBCL : une cible potentielle chez les patients ?  

 

Dernier point de notre démonstration ; HSP110 est-il bien exprimé chez les patients ABC-DLBCL ?  Car 

si l͛iŶhiďitioŶ de Đette pƌotĠiŶe pouƌƌait poteŶtielleŵeŶt peƌŵettƌe d͛ajouteƌ uŶe Điďle supplĠŵeŶtaiƌe 

à l͛aƌseŶal ĐliŶiƋue aŶti ABC-DLBCL, encore faut-il que cette protéine ait une expression suffisante dans 

le lymphome ABC-DLBCL. Pouƌ Đela, Ŷous aǀoŶs ĠǀaluĠ l͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ Đhez des patieŶts ABC 

DLBCL, GC-DLBCL aiŶsi Ƌue daŶs des Đoupes d͛aŵǇgdales saiŶes ŶoŶ tuŵoƌales. Les ƌĠsultats soŶt 

présentés dans la figure 37.  
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Figure 37 : Etude de l͚eǆpƌessioŶ de HSPϭϭϬ daŶs des ĠĐhaŶtilloŶs de tissu ŶoŶ tuŵoƌauǆ et 
tumoraux.  A Etude de l͛eǆpƌessioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de H“PϭϭϬ paƌ iŵŵuŶo-histochimique. Les 
ĠĐhaŶtilloŶs pƌĠseŶtĠs ĐoƌƌespoŶdeŶt à des Đoupes d͛aŵǇgdales ƌĠaĐtiǀes issues de patieŶts ŶoŶ 
cancéreux (Normal Tonsil) ou de biopsie de tumeurs de patients atteint de lymphome GC ou ABC DLBCL 
(ABC ou GC DLBCL Lymph Nod). B Eǆeŵple d͛iŶteŶsitĠ de ŵaƌƋuage histoĐhiŵiƋue de la pƌotĠiŶe 
HSP110 dans des patients ABC-DLBCL, avec une table résumant les intensités de marquage en E. C 

Niveau ARNm de HSP110 extraits des ganglions non tumoraux réactifs (RLN pour réactive lymph nods) 
ou de biopsies des lymphomes de type GC ou ABC. D Eǆeŵple de l͛eǆpƌessioŶ des H“P au Đouƌs de 
l͛aĐtiǀatioŶ lǇŵphoĐǇtaiƌe B Ŷoƌŵale suiǀie paƌ ǁesteƌŶ ďlot suƌ ϳ jouƌs apƌğs aĐtiǀatioŶ de 
lymphocytes B  humains isolés du sang in vitro avec une activation T mimétique activation (BCR, CD40L, 
CpG ILϭϱͿ. E Taďleau ƌĠĐapitulatif de l͛iŶteŶsitĠ de ŵaƌƋuage H“PϭϭϬ pouƌ ĐhaƋue patieŶt de la figuƌe 
B. F Eǆeŵple de l͛eǆpƌessioŶ des H“P au Đouƌs de l͛aĐtiǀatioŶ lǇŵphoĐǇtaiƌe B normale suivie par 
western blot sur 72h après activation de lymphocytes B  humains isolés du sang in vitro avec une 
activation T mimétique activation (BCR, CD40L, CpG IL15). G IŵŵuŶo CǇto Chiŵie suƌ l͛aŵǇgdale 
humaine réactive non pathologique. En bleu : marquage DAPI, en vert : Ki67, en rouge : HSP110, et la 
superposition des 3 images est proposées en bas à droite. 

Les résultats présentés dans la figure 37A montrent que la protéine HSP110 est exprimée dans 

l͛aŵǇgdale Ŷoƌŵale. Plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt, les images prises aux plus gros grossissements montrent 

que les plus forts marquages pour HSP110 sont observés dans une structure particulière de 
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l͛aŵǇgdale : les centres germinatifs. Ceci est une donnée intéressante étant donné que les centres 

germinatifs sont composés à plus de 90% par des lymphocytes activés et en différenciation. De plus, 

les lymphocytes tumoraux DLBCL proviennent de lymphocytes du centre germinatif : l͛eǆpƌessioŶ 

d͛H“PϭϭϬ seŵďle doŶĐ uŶ ĠlĠŵeŶt ĐoŵŵuŶ auǆ lǇŵphoĐǇtes eŶ diffĠƌeŶĐiatioŶ et tumoraux. Dans les 

tumeurs ABC ou GC-DLBCL, oŶ ƌetƌouǀe uŶe foƌte eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ, paƌtout daŶs la ŵasse 

tumorale (figure 37AͿ. EŶ s͛iŶtĠƌessaŶt uŶ peu plus auǆ Đoupes issues des ďiopsies des patieŶts ABC-

DLBCL, oŶ s͛apeƌçoit Ƌue toutes soŶt positiǀes pouƌ H“PϭϭϬ, aǀeĐ plusieuƌs iŶteŶsitĠs d͛iŵŵuŶo-

marquage retrouvée (figure 37B et E). La plupart des marquages HSP110 sont observés à une intensité 

forte (intensité 3, figure 37EͿ. Ces ĐoŶstats ǀoŶt de paiƌ aǀeĐ l͛aŶalǇse du Ŷiǀeau A‘Nŵ d͛H“PϭϭϬ : 

comparé à une amygdale réactive, le niveau ARNm de HSP110 dans les tumeurs ABC ou GC-DLBCL est 

retrouvé significativement plus important (figure 37CͿ. L͛eŶseŵďle de Đes ĐoŶstats ŵoŶtƌeŶt doŶĐ uŶe 

expression de la protéine HSP110 chez les 13 patients ABC étudiés mais également dans le centre 

germinatif. Chose intéressante, HSP110 semble absente dans les lymphocytes B naïfs. En effet, après 

Đes pƌeŵieƌs ŵaƌƋuages H“PϭϭϬ daŶs l͛aŵǇgdale Ŷoƌŵale, Ŷous aǀioŶs effeĐtuĠ uŶ eŶseŵďle 

d͛aĐtiǀatioŶs B in vitro pour en étudieƌ le pƌofil H“P. L͛uŶ de Đes pƌofils est pƌĠseŶtĠ eŶ figure 37D pour 

une activation sur 7 jours, et en figure 37F sur 72h. Les lymphocytes B naïfs (D0) présentent un faible 

taux de HSP, et surtout une expression variable : HSP90 et HSP27 peuvent parfois avoir une expression 

faible (figure 37DͿ, ŵais les Đellules Ŷe pƌĠseŶteŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt pas d͛eǆpƌessioŶ H“P ;Figure 37F). 

Cependant, dans toutes nos activations in vitro, la stimulation T mimétique de lymphocytes B naïfs a 

ĐoŶduit à l͛eǆpƌessioŶ de H“Fϭ, le facteur de transcription principal des HSP. Cette induction est 

progressive, avec une expression dès 24h (figure 37F) et devient maximale au jour 7 (figure 37D). 

CoŶjoiŶteŵeŶt à l͛eǆpƌessioŶ de H“Fϭ, Ŷous aǀoŶs toujouƌs oďseƌǀĠ uŶe iŶduĐtioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs les 

mêmes délais, les autres HSP variant peu par rapport au temps 0 (figure 37F et 37 D). Cette expression 

HSP110 est maintenu pendant 4 jours in vitro, et pourrait correspondre aux stades de prolifération du 

centre germinatifs et /ou aux stades préplasmocytaires. Il y a donc une expression importante de 

HSP110 dans des échantillons normaux comportant des B activés, mais surtout dans les biopsies de 

patieŶts DLBCL. La ƋuestioŶ Ƌue Ŷous Ŷous soŵŵes eŶsuite posĠ Ġtait de saǀoiƌ si l͛eǆpƌessioŶ de 

HSP110 pouvait être corrélée à celle de Myd88 et si nous pouvions observer une proximité par 

duolink® dans ces échantillons patients. Les résultats de ces expériences sont présentés dans la figure 

38.  



73 
 

 

Figure 38 : CoƌƌĠlatioŶ eŶtƌe l͛eǆpƌessioŶ d͛HSPϭϭϬ et MǇdϴϴ Đhez les patieŶts ABC-DLBCL et  

proximité dans les échantillons patients. A Niǀeau d͛eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes H“PϭϭϬ MǇdϴϴ daŶs ϭϯ 
biopsies de tumeurs de patients ABC-DLBCL. B Graphique de corrélation de Pearson entre le niveau 

d͛H“PϭϭϬ et de MǇdϴϴ dĠteƌŵiŶĠ paƌ deŶsitoŵĠtƌie apƌğs ǁesteƌŶ ďlot. R = coefficient de corrélation. 

C Duolink® HSP110 x Myd88 sur une lame de biopsie de patients ABC-DLBCL.  

Pour réaliser la figure 38A et B, nous avons extraits les protéines des biopsies de tumeurs de patients 

ABC-DLBCL. Apƌğs ǁesteƌŶ ďlot, oŶ ǀisualise uŶe ĐoƌƌĠlatioŶ eŶtƌe le Ŷiǀeau d͛H“PϭϭϬ pƌĠseŶt daŶs la 

tumeur des patients et le niveau de Myd88. Durant la rédaction de ces lignes, on précise que nous ne 

disposioŶs pas eŶĐoƌe du statut ŵutatioŶŶel MǇdϴϴ Đhez Đes patieŶts. QuoiƋu͛il eŶ soit, le ĐoeffiĐieŶt 

de corrélation présenté dans la figure 38B ŵoŶtƌe ďieŶ uŶe ĐoƌƌĠlatioŶ d͛eǆpƌessioŶ eŶtƌe Ŷos deuǆ 

protéines dans ces échantillons. Enfin, le duolink® entre HSP110 et Myd88 fonctionne également dans 

les tuŵeuƌs de patieŶts. EŶ effet, uŶ oďseƌǀe uŶ eŶseŵďle de spot ƌouge appaƌaitƌe daŶs l͛iŶtĠƌieuƌ de 

la tuŵeuƌ. A l͛eǆtĠƌieuƌ de la tuŵeuƌ, il seŵďle Ƌu͛il Ǉ ait ŵoiŶs d͛aŵplifiĐatioŶ duoliŶk® ou ĐaƌƌĠŵeŶt 

apparition de bruit de fond. Ceci pourrait être dû au fait que la zone péri-tuŵoƌale Ŷ͛est peut-être pas 

composée que de cellules DLBCL mais de tissu de soutient ou de cellules immunitaires.  

Conclusion 

En conclusion sur cette première partie, nous montrons que la protéine HSP110 est liée à la voie NFkB 

du lǇŵphoŵe ABC. Cette iŶteƌĐoŶŶeǆioŶ s͛effeĐtue au Ŷiǀeau de la ǀoie TL‘/MǇdϴϴ paƌ uŶe 

interaction avec Myd88. Cette interaction induit une stabilisation de la protéine Myd88, ce qui semble 

augmenter le signal de la voie NFkB. Enfin, nous retrouvons une expression importante de HSP110 
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chez tous les patients ABC-DLBCL, eǆpƌessioŶ ĐoƌƌĠlĠe à Đelle de MǇdϴϴ.  PuisƋue l͛iŶhiďitioŶ paƌ sh‘NA 

de HSP110 semble toxique  pour les cellules ABC et que HSP110 est exprimé dans les cellules tumorales  

des patieŶts, Ŷous aǀoŶs daŶs l͛idĠe Ƌue des iŶhiďiteuƌs d͛H“PϭϭϬ pouƌƌaieŶt s͛aǀĠƌeƌ d͛iŶtĠƌġt daŶs 

la lutte contre le lymphome ABC. En effet, nous pourrions combiner les thérapies R-CHOP +/- ibrutinib 

+/-iŶhiďiteuƌ d͛HPϭϭϬ pouƌ oďtenir une réponse au traitement maximale en clinique, ou pour ajouter 

uŶe Điďle supplĠŵeŶtaiƌe loƌs des fƌĠƋueŶtes ƌeĐhutes Ƌu͛effeĐtueŶt les patieŶts. A Ŷoteƌ Ƌue Đe geŶƌe 

de thĠƌapie utilisaŶt H“PϭϭϬ pouƌƌa s͛aǀĠƌeƌ utile daŶs les Đas de ŵutatioŶ MǇdϴϴ.  

JusƋu͛à la fiŶ de ŵa thğse, auĐuŶ iŶhiďiteuƌ d͛H“PϭϭϬ Ŷ͛aǀait eŶĐoƌe ĠtĠ ĐaƌaĐtĠƌisĠ. Les ƌĠsultats Ƌue 

je présente dans cette première partie, bien que intéressant, comportaient donc une portée très limité 

eŶ teƌŵe de thĠƌapie. Nous aǀoŶs eût la ĐhaŶĐe d͛obtenir des candidats inhibiteurs durant ma fin de 

thğse. Le Đhapitƌe suiǀaŶt s͛attaĐhe doŶĐ à Ġtudieƌ Đes iŶhiďiteuƌs daŶs le lǇŵphoŵe ABC-DLBCL.   

 

 

Partie 2 : inhibition de HSP110 par des molécules 

chimiques dans le lymphome ABC-DLBCL. 

 

Notƌe ĠƋuipe à oďteŶue paƌ le ďiais d͛uŶe ĐollaďoƌatioŶ aǀeĐ l͛ĠƋuipe de Anne-sophie Voisin-

Chiret  du CERMN (CENTRE D'ÉTUDES ET DE RECHERCHE SUR LE MÉDICAMENT DE NORMANDIE) des 

iŶhiďiteuƌs poteŶtiels d͛H“PϭϭϬ. Pouƌ des ƌaisoŶs de ĐoŶfideŶtialitĠs ;ďƌeǀet en cours de dépôt), nous 

ne présenterons pas dans le détail les propriétés physicochimique de ces inhibiteurs ainsi que la 

stƌuĐtuƌe de ĐhaĐuŶ d͛euǆ. Ces iŶhiďiteuƌs appaƌtieŶŶeŶt à la Đlasse des foldaŵğƌe aďiotiƋues. Ce soŶt 

de petits oligomères issus de sǇŶthğse ĐhiŵiƋue Ƌui peuǀeŶt s͛appaƌeŶteƌ à de petits peptides. 

L͛iŶtĠƌġt d͛utiliseƌ de telles ŵolĠĐules paƌ ƌappoƌt à des peptides ƌĠside daŶs le fait Ƌue l͛oŶ peut 

doŶŶeƌ auǆ foldaŵğƌes uŶe stƌuĐtuƌe tƌidiŵeŶsioŶŶelle fiǆe ďieŶ dĠfiŶie, et Ƌu͛ils pƌĠseŶtent une 

résistance à la protéolyse (151). Cela permet de créer des petites molécules capables de se fixer dans 

uŶ site aĐtif de pƌotĠiŶe, daŶs des sites d͛iŶteƌaĐtioŶ pƌotĠiŶe – protéine (151). Une collaboration entre 

l͛ĠƋuipe de Anne-sophie Voisin-Chiret et la nôtre a permis de débuter un criblage de ce type de 

ŵolĠĐule pouƌ iŶhiďeƌ l͛aĐtiǀitĠ d͛H“PϭϭϬ. Deuǆ aƌtiĐles soŶt eŶ pƌĠpaƌatioŶ suƌ l͛utilisatioŶ de Đes 

composés : l͛uŶ ĐaƌaĐtérisant les propriétés inhibitrices et la spécificité de certains foldamères pour 

H“PϭϭϬ daŶs uŶ ŵodğle du ĐaŶĐeƌ ĐoloƌeĐtal, l͛autƌe utilisaŶt Đes iŶhiďiteuƌs daŶs le ŵodğle du DLBCL 

de type ABC. Le paragraphe ci-dessous présente quelques résultats de la caractérisation des inhibiteurs 
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de H“PϭϭϬ daŶs le ĐaŶĐeƌ ĐoloƌeĐtal auƋuel j͛ai paƌtiĐipĠ. Les ƌĠsultats ĐoŶĐeƌŶaŶt le lǇŵphoŵe seƌoŶt 

développés plus amplement juste après.  

Criblage des foldamères dans le cancer colorectal.  

Le criblage des composés a été réalisé de la manière suivante : définir un foldamère ayant la 

ĐapaĐitĠ d͛iŶhiďeƌ la ĐapaĐitĠ d͛aŶti-agƌĠgatioŶ d͛H“PϭϭϬ et iŶhiďaŶt l͛iŶteƌaĐtioŶ H“PϭϭϬ / “TATϯ. EŶ 

effet, les puďliĐatioŶs de l͛ĠƋuipe pƌĠseŶteŶt Đes deuǆ aĐtiǀitĠs Đoŵŵe deuǆ foŶĐtioŶs principales 

d͛H“PϭϭϬ daŶs le ĐaŶĐeƌ ĐoloƌeĐtal ;138 135Ϳ.  Les tests d͛aŶti-agƌĠgatioŶ et d͛iŶhiďitioŶ de l͛iŶteƌaĐtioŶ 

protéique in vitro entre H“PϭϭϬ et “TATϯ oŶt ŵeŶĠs à l͛ideŶtifiĐatioŶ de tƌois ŵolĠĐules : elles sont 

dénommées 5051, 5052 et 5033. Ces 3 molécules ont été retenues par notre équipe pour des tests 

biologiques in vitro sur cellules de cancer colorectal : ces résultats sont présentés dans la figure 39.  

Cette figuƌe est issue de ŵes tƌaǀauǆ et ƌĠsuŵe l͛esseŶtiel des iŶfoƌŵatioŶs pouƌ ĐoŵpƌeŶdƌe l͛eŵploi 

de ces molécules comme iŶhiďiteuƌ d͛H“PϭϭϬ. Pouƌ Đe pƌojet, j͛ai gĠŶĠƌĠ des ligŶĠes de ĐaŶĐeƌ 

colorectal transfectées stablement par infection lentivirale afin que celles-ci-expriment un shRNA 

contrôle ou dirigé contre hsph1 (figure 39). 
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Figure 39: Cƌiďlage des ŵolĠĐules daŶs l͛iŶhiďitioŶ de l͛aǆe HSPϭϭϬ STATϯ. A  La lignée SW480 
exprimant stablement un shRNA contrôle (Ct) ou dirigé contre HSP110 (110) a été cultivée 48h avec 
10µM de DMSO ou des composés indiqués. Les cellules ont ensuite été récupérées pour évaluer le 
niveau de phosphorylation de STAT3. B La lignée SW480 exprimant stablement un shRNA contrôle ou 
dirigé contre HSP110 a été cultivée 48h avec 10µM de DMSO ou des composés indiqués. Les lignées 
soŶt eŶsuite utilisĠes pouƌ l͛IŵŵuŶo-précipitation de la protéine STAT3. 

La figure 39 pƌĠseŶte l͛utilisatioŶ de la ligŶĠe “WϰϴϬ Đoŵŵe l͛uŶe des ligŶĠes peƌŵettaŶt la ǀalidatioŶ 

biologique in vitro des molécules identifiées. La figure 39A illustƌe ďieŶ la foŶĐtioŶ d͛H“PϭϭϬ suƌ la ǀoie 

STAT3 : à J0 (cellules ŶoŶ tƌaitĠesͿ, les Đellules disposaŶt d͛uŶ sh‘NA ĐoŶtƌôle oŶt uŶe phosphoƌǇlatioŶ 

STAT3 assez forte. Les cellules présentent également une prolifération normale puisque la voie STAT3 

est reliée à la prolifération de ce type de cancer. Dans les cellules doŶt l͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ est 

diminuée par shRNA, la phosphorylation de STAT3 est complètement abolie. De même, la prolifération 

des cellules est fortement ralentie (non montré). Mon travail a ensuite été de regarder si les molécules 

identifiées comportent une activité sur la voie STAT3 in vitro. Quatre molécules ont étés utilisées : 3 

ĐoŵpoƌtaŶt uŶe aĐtiǀitĠ suƌ l͛aĐtiǀitĠ aŶti agƌĠgatioŶ de H“PϭϭϬ ;ϱϬϱϭ, ϱϬϱϮ, ϱϬϯϯͿ et uŶe Ŷe 

ĐoŵpoƌtaŶt pas d͛aĐtioŶ ;ϱϬϲϭͿ. Apƌğs ϰϴh de tƌaiteŵeŶt in vitro, on observe que les cellules portant 

un shRNA contrôle traité au DMSO conservent bien une activité STAT3. La molécule 5061 ne semble 

pas moduler la phosphorylation de STAT3. En revanche, les composés 5052, 5033 et 5051 diminuent 

cette phosphorylation de STAT3 à 48h ĐoŵpaƌĠ au tƌaiteŵeŶt DM“O. Cette diŵiŶutioŶ Ŷ͛est pas 

encore tout à fait identique au shRNA dirigé contre hsph1 mais est suffisamment importante pour 

entrainer une différence de prolifération (non montré). La figure 39B teŶte d͛eǆpliƋueƌ le ŵĠĐaŶisŵe 

de Đette peƌte d͛iŶteƌaĐtioŶ. OŶ sait Ƌue H“PϭϭϬ soutieŶt la ǀoie “TATϯ eŶ faǀoƌisaŶt sa 
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phosphorylation (135). LoƌsƋue l͛oŶ iŵŵuŶo-précipite STAT3, on observe que HSP110 est l͛uŶ de ses 

paƌteŶaiƌe d͛iŶteƌaĐtioŶ ;figure 39B, ligne 3 du western blot). La molécule 5061 ne semble pas faire 

varier cette interaction (ligne 7), de même que la protéine 5051, ce qui est assez surprenant étant 

donné que la phosphorylation de STAT3 peut-ġtƌe iŵpaĐtĠe paƌ Đette ŵolĠĐule. Nous Ŷ͛utiliseƌoŶs 

doŶĐ plus Đette ŵolĠĐule daŶs la suite de l͛eǆposĠ. EŶfiŶ, les ŵolĠĐules ϱϬϱϮ et ϱϬϯϯ peƌŵetteŶt de 

diŵiŶueƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ H“PϭϭϬ-STAT3 (ligne 4 et 5). Les molécules seront également utilisées pour des 

tests de ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale aǀeĐ des ƌĠsultats allaŶt daŶs le seŶs d͛uŶe diŵiŶutioŶ de la ĐƌoissaŶĐe 

tumorale avec le composé 5033 sur des souris xénogreffées avec des cellules HCT116 (non montré).  

Cƌiďlage des foldaŵğƌes iŶhiďiteuƌs d’HSPϭϭϬ daŶs le lymphome ABC-

DLBCL.  

“uƌ la ďase des doŶŶĠes aĐƋuise pouƌ l͛utilisatioŶ des foldaŵğƌes daŶs le ĐaŶĐeƌ ĐoloƌeĐtal, Ŷous aǀoŶs 

entrepris de tester ces inhibiteurs dans le modèle du lymphome ABC-DLBCL. Il est à noter que 

l͛utilisatioŶ de ses ĐoŵposĠs ĠtaŶt ƌĠĐente, toutes les figures présentées ne seront pas parfaite ou 

paƌfois issue d͛uŶe eǆpĠƌieŶĐe pouƌ uŶe seule ligŶĠe. CeƌtaiŶes eǆpĠƌieŶĐes ŶĠĐessiteƌoŶt d͛ġtƌe 

refaite. Notre première interrogation a été de voir si ces inhibiteurs étaient capables de diminuer la 

ǀoie NFkB, de la ŵġŵe ŵaŶiğƌe Ƌue l͛iŶhiďitioŶ de H“PϭϭϬ Ƌue Ŷous aǀioŶs ƌĠalisĠ paƌ si‘NA et 

présenté dans le chapitre précédent. Nous avons donc exposé nos cellules en culture à nos composés, 

à des temps de 24h et 48h. Les temps de 24h nous permettent de voir si les composés comportent 

rapidement une action sur la voie activatrice NFkB et une incidence sur le niveau Myd88 tandis que le 

temps 48h nous permet de mesurer le clivage de la caspase 3 pour voir si nos composés induisent une 

mort cellulaire apoptose dépendante. Les résultats sont présentés dans la figure 40.  
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Figure 40 : Utilisation des molécules candidats inhibiteurs 5052 et 5033 en culture sur des lignées 

ABC-DLBCL. A Les lignées présentées ont été exposée 24h à une concentration de 20µM des composés 
indiqués. Les cellules ont été lysées et analysées par western blot pour évaluer la phosphorylation 
d͛IKBα. B Les même lignées ont été incubées 48h avec 20µM des composés indiqués. Les lignées sont 
ensuite récupérées pour analyse par western blot de leur niveau Myd88, HSP110 et caspase 3 clivée 
(fragment Asp175, 17kD). 

La figure 40A Ŷous pƌĠseŶt l͛utilisatioŶ des ĐoŵposĠs aǇaŶt uŶe aĐtiǀitĠ daŶs le ĐaŶĐeƌ ĐoloƌeĐtal ;ϱϬϱϮ 

et ϱϬϯϯͿ aiŶsi Ƌue le ĐoŵposĠ Ŷ͛aǇaŶt pas dĠŵoŶtƌĠ d͛aĐtioŶ ;ϱϬϲϭͿ. L͛aŶalǇse à Ϯϰh ŵoŶtƌe Ƌu͛uŶ 

tƌaiteŵeŶt DM“O Ŷ͛iŶduit pas de ǀaƌiatioŶ de la phosphoƌǇlatioŶ d͛IKBα, Đe Ƌui ĠĐaƌte toute iŶflueŶĐe 

de Đe solǀaŶt daŶs l͛aŶalǇse des ƌĠsultats. OŶ ĐoŶstate Ƌue le ĐoŵposĠ ϱϬϲϭ Ŷe Đoŵpoƌte pas d͛aĐtioŶ 

suƌ la phosphoƌǇlatioŶ d͛IKBα pouƌ les ligŶĠes OĐi-Ly3, TMD8 et U2932. Les HBL1 en revanche 

ŵoŶtƌeŶt uŶe aĐtiǀatioŶ de la phosphoƌǇlatioŶ d͛IKBα ĐoŵpaƌĠ au tƌaiteŵeŶt DM“O Ϯϰh. Ce ƌĠsultat 

un peu étonnant demande à être confirmé ou infirmé à travers une nouvelle expérience. En ce qui 

concerne les composés 5052 et 5033, on constate que les lignée Oci-Ly3 et TMD8 ont un signal P-IKBα 

presque intégralement aboli en comparaison au traitement DMSO et 5061. Pour la lignée HBL1, la 

molécule 5052 ne semble pas faire varier ce signal P-IKBα paƌ ƌappoƌt au DM“O, et la ŵolĠĐule ϱϬϯϯ 

réduit en partie ce signal P-IKBα ĐoŵpaƌĠ au DM“O. EŶ Đe Ƌui ĐoŶĐeƌŶe la ligŶĠe UϮϵϯϮ, le Ŷiǀeau de 

P-IKBα Ŷe seŵďle pas ǀaƌieƌ eŶtƌe la ŵolĠĐule ϱ033 et la condition DMSO 24h. La molécule 5061 induit 

un signal P-IKBα uŶ peu plus iŶteŶse taŶdis Ƌue la ŵolĠĐule ϱϬϱϮ iŶduit uŶe tƌğs lĠgğƌe ďaisse de P-

IKBα pouƌ les UϮϵϯϮ. AiŶsi, de ŵaŶiğƌe siŵilaiƌe à l͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϭϭϬ paƌ l͛eŵploi de si‘NA H“PϭϭϬ 

daŶs la paƌtie ϭ des ƌĠsultats, l͛utilisatioŶ du ĐoŵposĠ ϱϬϯϯ seŵďle iŶhiďeƌ la ǀoie NFkB daŶs les ligŶĠes 

mutées pour Myd88, mais non les U2932 (Myd88 sauvage). La molécule 5052 fait en effet varier le 

niveau P-IKB dans toutes les lignées, y compris les UϮϵϯϮ, Đe Ƌui Ŷ͛est pas ϭϬϬ% siŵilaiƌe auǆ ƌĠsultats 

obtenus avec le siRNA dirigé contre HSP110. Quand on regarde le niveau Myd88 à 24h, nous 

Ŷ͛oďseƌǀoŶs pas de diffĠƌeŶĐe eŶtƌe les ĐoŵposĠs ϱϬϲϭ et le tƌaiteŵeŶt DM“O, ĐoŶfiƌŵaŶt eŶĐoƌe 

l͛iŶaĐtiǀitĠ du DM“O et l͛iŶaĐtiǀitĠ du foldaŵğƌe ϱϬϲϭ daŶs Đes Đellules ABC-DLBCL. Les molécules 5052 
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et 5033 réduisent légèrement le niveau Myd88 dès 24h dans les lignées Oci-Ly3 et TMD8, tandis 

Ƌu͛auĐuŶe aĐtioŶ Ŷ͛est oďseƌǀĠe daŶs UϮϵϯϮ. Pouƌ les HBLϭ, uŶe tƌğs faiďle ƌĠduction est observable 

à Ϯϰh. A Ŷoteƌ Ƌue tous les tƌaiteŵeŶts Ŷ͛eŶtƌaiŶeŶt pas de ǀaƌiatioŶs du Ŷiǀeau total d͛H“PϭϭϬ à Ϯϰh.  

Si on analyse ces résultats à 48h maintenant, la figure 40B nous présente les niveaux HSP110, Myd88 

et le clivage de la caspase 3. “i oŶ s͛iŶtĠƌesse au Ŷiǀeau d͛H“PϭϭϬ daŶs les ligŶĠes tƌaitĠes, oŶ ĐoŶstate 

là eŶĐoƌe Ƌue le ĐoŵposĠ ϱϬϲϭ Ŷe Đoŵpoƌte pas d͛aĐtioŶ suƌ l͛eǆpƌessioŶ de H“PϭϭϬ paƌ ƌappoƌt au 

DMSO, et ce dans toutes les lignées. La molécule 5052 provoque une réponse variable entre les 

lignées : les Oci-LǇϯ et UϮϵϯϮ Ŷe ŵoŶtƌeŶt pas de ǀaƌiatioŶ d͛H“PϭϭϬ taŶdis Ƌue les TMDϴ et HBLϭ 

semblent montrer une diminution de cette protéine. Enfin, la molécule 5033 semble provoquer une 

diŵiŶutioŶ d͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs toutes les lignées considérées. En ce qui concerne le niveau 

Myd88, là encore le niveau de cette protéine ne semble pas varier pour le composé 5061 par rapport 

au DMSO, sauf pour la lignée Oci-Ly3. Le composé 5052 ne semble pas faire varier le niveau Myd88 

sauf pour la lignée TMD8. Le composé 5033 permet une diminution importante du niveau Myd88 dans 

les lignées L265P (HBL1, Oci-Ly3, TMD8) mais pas dans la lignée U2932. Enfin, nous présentons le 

clivage de la caspase 3 à 48h induit par ces molécules, le but étant de voir si nos composés sont 

toǆiƋues apƌğs ϰϴh d͛iŶĐuďatioŶ. CoŵpaƌĠ au DM“O, seul le ĐoŵposĠ ϱϬϯϯ seŵďle iŶduiƌe uŶ Đliǀage 

de la caspase 3 (TMD8, HBL1 et U2932), avec une induction de clivage différente en fonction des 

lignées. Les Oci-Ly3 ne présentent cependant pas se clivage. Le niveau de la caspase 3 totale varie un 

peu bizarrement dans les Oci-LYϯ et ŶĠĐessiteƌa d͛ġtƌe ƌefait.   

 

Pour résumer cette figure 40, il semble que nos inhibiteurs 5052 et 5033 soient efficaces pour diminuer 

le niveau P-IKBα daŶs les lignées ABC-DLBCL, mais que toutes les lignées ne sont pas sensibles de la 

ŵġŵe ŵaŶiğƌe. EŶ effet, les HBLϭ Ŷe ƌĠpoŶdeŶt Ƌu͛a la ŵolĠĐule ϱϬϯϯ taŶdis Ƌue les UϮϵϯϮ Ŷe 

semblent pas répondre à cette dernière. De même, le niveau Myd88 semble être réduit fortement 

dans les lignées L265P, principalement avec la molécule 5033. Un clivage de caspase 3 semble indiquer 

uŶ dĠďut d͛apoptose iŶduite pouƌ les Đellules dğs ϰϴh aǀeĐ le ĐoŵposĠ ϱϬϯϯ. Pouƌ ŵettƌe eŶ 

perspective ces résultats avec ceux présentés en partie 1, on pourrait penser que 5033 est la molécule 

candidat la plus intéressante. En effet, elle permet de faire varier le niveau P-IKBα daŶs toutes les 

ligŶĠes MǇdϴϴ ŵutĠes, eŶ faisaŶt ďaisseƌ Đe Ŷiǀeau MǇdϴϴ, de ŵaŶiğƌe tƌğs siŵilaiƌe à Đe Ƌue l͛oŶ 

avait observé avec nos transfection transitoire utilisant les siRNA. Les U2932 semblent peu sensible à 

Đe ĐoŵposĠ, tout Đoŵŵe l͛iŶhiďitioŶ de H“PϭϭϬ Ƌui aǀait peu d͛iŶĐideŶĐe suƌ Đette ligŶĠe. AiŶsi, seule 

la molécule 5033 donne des résultats 100% similaire à ceux obtenus avec les siRNA dirigés contre 
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HSP110. La molécule 5052 semble donner des réponses variables entre les lignées, et notamment 

entre les lignées Myd88 mutées. 

Pouƌ ĐoŶfiƌŵeƌ Ƌue Đes ĐoŵposĠs ĐoŵpoƌtaieŶt uŶe aĐtiǀitĠ dĠpeŶdaŶte de l͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϭϭϬ, 

Ŷous aǀoŶs ƌĠalisĠ uŶe Ġtude de l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie BC‘ paƌ duoliŶk® et des iŵŵuŶo pƌĠĐipitatioŶ de 

MǇdϴϴ pouƌ ƌegaƌdeƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ MǇdϴϴ / H“PϭϭϬ. Les ƌĠsultats sont présentés dans la figure 41.  

 

 

 

Figure 41: Etude de la voie BCR et Myd88 après traitement par les molécules candidats pour 

l͛iŶhiďitioŶ d͛HSPϭϭϬ. A Les lignées Oci-Ly3 et TMD8 ont été exposées 3h à une concentration de 20µM 
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des composés indiqués. Les cellules ont été fixées et perméabilisées pour réaliser des expériences 
duolink® entre les protéines IgM et P-IKBα. B Analyse du nombre de spot IgM x P-IKBα paƌ Đellules 
réalisée avec le logiciel ICY. C La lignée HBL1 a été exposée 24h à une concentration de 20µM des 
composés indiqués. Les cellules ont ensuite été récupérées pour réaliser une immuno-précipitation de 
Myd88 et regarder le niveau de HSP110 lié à cette protéine. 

Les résultats présentés dans la figure 41 décrivent l͛aĐtiǀatioŶ du BC‘  apƌğs ϯh de tƌaiteŵeŶts aǀeĐ 

Ŷos ĐoŵposĠs. Nous aǀoŶs Đhoisi le teŵps ϯh Đaƌ Đ͛est suffisaŵŵeŶt ƌapide pouƌ Ƌue les ŵolĠĐules 

entrent dans les cellules mais pas suffisant dans le temps pour diminuer le niveau Myd88 dans les 

lignées DLBCL. En effet, les voies TLR/Myd88 et BCR étant connectées, nous devons nous placer dans 

un temps où les molécules ne diminuent pas la voie BCR par le biais de celle TLR/Myd88. Si nos 

ĐoŵposĠs oŶt uŶ effet dĠpeŶdaŶt d͛H“PϭϭϬ, il Ŷe deǀƌait pas Ǉ aǀoiƌ de variation de la voie BCR à 3h.  

Les résultats présentés dans la figure 41 A et B montrent que le duolink® IgM x P-IkBa présente une 

aĐtioŶ paƌfois diffĠƌeŶte d͛uŶe ŵolĠĐule à l͛autƌe suƌ Ŷos ligŶĠes. La ŵolĠĐule ϱϬϲϭ seŵďle  augŵeŶteƌ 

l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie BCR dans les TMD8 par rapport au DMSO, mais pas dans les Oci-Ly3. La molécule 

5052 comporte une action sur les 2 lignées, augmentant la voie BCR pour les Oci-Ly3 et TMD8 par 

rapport au DMSO. Enfin, la molécule 5033 ne semble pas faire varier la voie BCR pour les lignées Oci-

LǇϯ et TMDϴ. La ŵolĠĐule ϱϬϯϯ Ŷe seŵďle doŶĐ pas aǀoiƌ d͛effet diƌeĐt suƌ Đet aǆe BC‘, puisƋue elle 

Ŷ͛eŶtƌaiŶe pas de ǀaƌiatioŶ du Ŷoŵďƌe de spot IgM ǆ P-IkBa comparée au DMSO pour des cellules 

traitées seulement quelques heures. En conclusion sur cette figure : nos composés ne semblent pas 

aǀoiƌ d͛aĐtioŶ diƌeĐte daŶs la ǀoie BC‘.   

Nous Ŷous soŵŵes eŶsuite iŶtĠƌessĠs à l͛aĐtioŶ de Ŷos ĐoŵposĠs suƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ H“PϭϭϬ/MǇdϴϴ. 

LoƌsƋue l͛oŶ iŵŵuŶo-précipite la protéine Myd88, on observe que HSP110 est retrouvé comme 

partenaire lorsque les cellules sont incubées en présence du DMSO ou du composé 5061 (figure 41C). 

LoƌsƋue l͛oŶ utilise les ĐoŵposĠs ϱϬϱϮ et ϱϬϯϯ, oŶ oďseƌǀe uŶe diŵiŶutioŶ de l͛iŶteƌaĐtioŶ H“PϭϭϬ / 

Myd88. Bien évidemment, ces résultats demandent à être confirmés dans les autres lignées ABC-

DLBCL, notamment les Oci-Ly3 et TMD8. En effet, ces dernières sont celles montrant une variation de 

Myd88 dès 24h et il sera intéressant de voir si ces constats sont confirmés dans ces lignées. Cependant, 

on pourra conclure de ces données que les composés testés et notamment le 5033 semblent bien 

inhiber la voie NFkB seloŶ uŶ ŵĠĐaŶisŵe iŵpliƋuaŶt l͛iŶteƌaĐtioŶ H“PϭϭϬ MǇdϴϴ.  

PuisƋue la ǀoie NFkB seŵďle diŵiŶueƌ aǀeĐ l͛eŵploi de Ŷos ŵolĠĐules et ; saĐhaŶt Ƌue l͛oŶ oďseƌǀe uŶ  

clivage de la caspase 3 à 48h, nous avons ensuite suivi la viabilité de nos lignées ABC-DLBCL traités par 

nos composés sur plusieurs jours.  Les résultats de cette expérience sont présentés dans la figure 42.   
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Figure 42 : viabilité des lignées U2932, HBL1 et TMD8 pour les trois composés utilisés. Les cellules 

ont été exposés en culture aux DMSO (courbe bleu) ou à des concentrations de 5, 10 ou 20µM des 

composés 5061 (courbes noires), 5052(courbes vertes) et 5033 (courbes rouges) aux temps indiqués. 

Les molécules sont soit introduite en mono traitement (A, HBL1 uniquement) soit remises dans le 

milieu de culture tous les deux jours (B) et la viabilité a été suivie par cytométrie et marquage annexine 

V-7AAD. Les données présentées correspondent à des triplicatas. 

Nous aǀoŶs Đhoisi d͛eǆposeƌ Ŷos Đellules tous les deuǆ jouƌs in vitro. En effet, un mono traitement ne 

Đoŵpoƌte Ƌu͛uŶe effiĐaĐitĠ liŵitĠ daŶs l͛iŶduĐtioŶ de la ŵoƌt Đhez Ŷos Đellules DLBCL ;figure 42A).  

LoƌsƋue l͛oŶ eǆpose les Đellules tous les deuǆ jouƌs auǆ ĐoŵposĠs d͛iŶtĠƌġt, oŶ ĐoŶstate Ƌue la ǀiaďilitĠ 

des lignées varie en fonction des lignées considérée et des composés (figure 42B). En ce qui concerne 

les UϮϵϯϮ, la ǀiaďilitĠ Ŷe ǀaƌie pas loƌsƋu͛oŶ eǆpose les Đellules au DM“O duƌaŶt ϲ jouƌs, de ŵġŵe Ƌue 

pour le composé 5061 à 5 et 10µM. A 20µM, ce composé induit une légère mort dans les cellules U2932 

(environ 20%). Les composés 5052 et 5033 réduisent la viabilité des cellules U2932 à 48h (50% de 

cellules viable pour toute les concentrations de 5033), mais cette baisse de viabilité est stabilisé dans 

le temps : il Ŷ͛Ǉ a pas de ŵoƌtalitĠ supplĠŵeŶtaiƌe a ϰ et ϲ jouƌs de Đultuƌe. EŶ Đe Ƌui ĐoŶĐeƌŶe les HBLϭ 

et les TMD8, les résultats sont plus intéressants. Le composé 5061 ne modifie pas la viabilité des 

cellules sur 6 jours comparé au DMSO (à part les HBL1 20µM ou une légère variation des écarts type 

est oďseƌǀĠeͿ. LoƌsƋu͛ oŶ utilise la ŵolĠĐule ϱϬϱϮ, oŶ oďseƌǀe uŶe ƌĠpoŶse diffĠƌeŶte eŶtƌe HBLϭ et 

TMD8. Sur la ignée HBL1, le composé 5052 induit une mort dose dépendante, seulement 20 et 35% de 
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viabilité sont observée pour les concentrations 20 et 5 µM respectivement 144h après traitement. En 

ƌeǀaŶĐhe, la ligŶĠe TMDϴ Ŷe pƌĠseŶte pas Đet effet dose de ŵoƌt, et Ŷe pƌĠseŶte ŵġŵe Ƌu͛uŶe 

mortalité de 30% environ induite à 6 jours à la plus forte des doses de 5052. Pour le composé 5033, les 

résultats sont plus constants entre ces deux lignées. On observe une mort progressive baissant de 20% 

tous les deux jours quel que soit la concentration utilisée pour les deux lignées. Au jour 6, entre 20% 

et 30% de cellules viables seulement sont retrouvées pour les deux lignées aux concentrations de 10 

et 20µM.  

Ces données sont intéressantes sur deux points : uŶ tƌaiteŵeŶt uŶiƋue Ŷ͛iŶduit pas uŶe ŵoƌtalitĠ 

importante des cellules HBL1 au bout de 6 jours. Ceci renvoi aux figures de viabilité de la partie 1 des 

résultats (figure 23Ϳ. DaŶs Đette figuƌe, oŶ ŵoŶtƌe Ƌue la ǀiaďilitĠ des Đellules HBLϭ disposaŶt d͛uŶ 

sh‘NA diƌigĠ ĐoŶtƌe H“PϭϭϬ Ŷ͛est iŵpaĐtĠe Ƌu͛au ďout d͛uŶ ĐeƌtaiŶ teŵps ;jouƌ ϱ = ϱϬ% de ǀiaďilitĠ 

par rapport au temps 0, avec un maximum au jour 7). Les résultats observés avec ces molécules 

ĐoŶfiƌŵeŶt Ƌu͛il faut uŶe iŶhiďitioŶ daŶs le teŵps de H“PϭϭϬ pouƌ Ƌue des effets suƌ la ǀiaďilitĠ soieŶt 

observés. De la figure 42B, nous pourront penser que la viabilité doit être étendue à d͛autƌes ligŶĠes 

L265P (Oci-Ly3 notamment) et Myd88 sauvage (Ri-1 par exemple). En effet, il existe une réponse 

différente au composé en fonction des lignées et nous avons besoin de multiplier nos expériences sur 

d͛autƌes ligŶĠes afiŶ d͛oďteŶiƌ des ƌĠsultats tƌğs ƌoďustes. DaŶs l͛eŶseŵďle, il seŵďle Ƌue les ŵolĠĐules 

ϱϬϱϮ et ϱϬϯϯ pƌoǀoƋuaŶt uŶe ƌĠpoŶse iŶ ǀitƌo suƌ les ǀoies de sigŶalisatioŶ NFkB et l͛iŶteƌaĐtioŶ 

HSP110 - Myd88 induisent des effets sur la viabilité des lignées ABC-DLBCL, avec un composé 5033 plus 

efficace sur les lignées HBL1 et TMD8 (L265P).  

Concernant les U2932, nous pouvons proposer une explication pour expliquer la baisse de viabilité des 

Đellules tƌaitĠes auǆ ϱϬϯϯ ŵalgƌĠ la pƌĠseŶĐe d͛uŶ MǇdϴϴ sauǀage. Les UϮϵϯϮ, ďieŶ Ƌu͛aǇaŶt uŶe 

viabilité diminuant à 48h puis se stabilisant, montrent surtout une diminution de prolifération (non 

ŵoŶtƌĠͿ. L͛iŵpliĐatioŶ de H“PϭϭϬ est eŶ effet ďieŶ dĠĐƌite paƌ Ŷotƌe ĠƋuipe daŶs la pƌolifĠƌatioŶ 

induite par la voie STAT3. Or, les lymphomes ABC-DLBCL présentent une activation P-STAT3 

constitutive. Celle-ci est induite par la sécrétion de cytokines autocrines IL6 et Il10 qui sont elle-même 

iŶduite paƌ l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NFkB ;29,50). Nous avions également remarqué que la diminution de 

HSP110 dans les cellules DLBCL induit une diminution de la voie P-STAT3 (figure 43).  



84 
 

 

Figure 43 : Voie P-STAT3 dans les lymphomes ABC-DLBCL modifiés par siRNA. Les lignées indiquées 
ont étés modifiées par électroporation pour exprimer un siRNA contrôle ou dirigé contre hsph1. 48h 
apƌğs tƌaŶsfeĐtioŶ, les Đellules soŶt lǇsĠes pouƌ oďseƌǀeƌ le Ŷiǀeau d͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie “TATϯ. 

La figure 43 montre que la voie STAT3 est activée dans la plupart des lignées de lymphome ABC-DLBCL, 

à part la ligŶĠe HBLϭ Ƌui Ŷe ŵoŶtƌe Ƌu͛uŶ sigŶal assez faiďle. LoƌsƋue l͛oŶ iŶhiďe tƌaŶsitoiƌeŵeŶt la 

protéine HSP110 par siRNA, la voie P-“TATϯ est diŵiŶuĠe. AiŶsi, si Ŷos ĐoŵposĠs Ŷ͛oŶt pas d͛effet suƌ 

la ǀoie NFkB daŶs les UϮϵϯϮ, l͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϭϭϬ peut ŵoduler la voie STAT3 et entrainer une 

prolifération moins importante des U2932, et une modulation de leur viabilité.  

A ce stade, nous disposons des constats suivant sur ces molécules :  

- 5052 et 5033 ; ideŶtifiĠs pouƌ le Đƌiďlage de l͛iŶhiďitioŶ HSPϭϭϬ ; semblent diminuer avec la voie NFkB 

dans le lymphome ABC-DLBCL. 

- La diŵiŶutioŶ NFkB iŶduite paƌ ϱϬϯϯ ƌesseŵďle à Đelle iŶduite paƌ l͛iŶhiďitioŶ d͛HSPϭϭϬ :  

o Pas de modification de la voie CBM 

o Effet sur les lignées L265P seulement 

o Diminution du niveau Myd88  

o Induction de mort apoptose dépendante 

- Les ĐoŵposĠs ϱϬϱϮ et ϱϬϯϯ peuveŶt iŶhiďeƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ HSPϭϭϬ MǇdϴϴ. 

Initialement identifiés dans le modèle du cancer colorectal, ces molécules comportent une action in 

vitro dans le modèle du lymphome ABC. Pour la molécule 5033, cette action semblant ressembler à 

celle induite par un siRNA ou un shRNA dirigé contre HSP110, cela donne quelques indices 

supplémentaires sur la spécificité de ce composé. Cependant, nous ne pouvons pas exclure à ce stade 

que la spécificité de ces molécule soit absolue envers HSP110.   

Les résultats étant intéressant in vitro et Ŷotƌe laďoƌatoiƌe disposaŶt d͛uŶ ŵodğle de souƌis iŵŵuŶo-

déficiente de type NSG, avons débuté une collaboration avec Oleg Demidov, détenteur de ce modèle 

NSG, pour pouvoir tester in vivo ces molécules. Ce modèle NSG avait déjà été utilisé lors du criblage 
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des ŵolĠĐules pouƌ l͛iŶhiďitioŶ H“PϭϭϬ-STAT3, via des xénogreffes de cellules HCT116 chez la souris. 

Une réduction de la croissance tumorale avait alors été observée avec le composé 5033, via des 

injections intra péritonéales tous les 2 jours à raison de 5mg/kg. La suite de notre projet sera  de 

réaliser des xénogreffes des lignées ABC-DLBCL  sur des groupes de souris NSG que nous traiterons 

avec le véhicule (DMSO) ou le composé 5033. Puisque cette collaboration a débuté seulement 

récemment, nous ne présenterons pas de données relative  à ces expériences. De plus, à terme, nous 

voulons utiliser notre candidat inhibiteur en combinaison avec des molécules déjà employées en 

ĐliŶiƋues tel l͛iďƌutiŶiď paƌ eǆeŵple. 
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 Discussion 
 

Le travail présenté dans ce manuscrit permet de comprendre ĐoŵŵeŶt l͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ loƌs de 

la mutation Myd88 peut contribuer à améliorer la prise en charge clinique des patients diagnostiqués 

avec cette forme commune et agƌessiǀe de lǇŵphoŵe, l͛ABC-DLBCL. Nos résultats présentent HSP110 

comme une cible thérapeutique additionnelle dans le lymphome ABC. En effet, HSP110 se lie à Myd88, 

que ce soit dans sa forme mutée ou sauvage. Dans le lymphome ABC-DLBCL, la mutation Myd88 mène 

à l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NFkB, ou à soŶ aŵplifiĐatioŶ si d͛autƌes ŵutatioŶs aĐtiǀatrices de la voie NFkB 

soŶt pƌĠseŶtes au seiŶ des Đellules tuŵoƌales. H“PϭϭϬ staďilise MǇdϴϴ LϮϲϱP, ŵeŶaŶt à l͛aŵplifiĐatioŶ 

de la ǀoie NFkB. Nous oďseƌǀoŶs uŶe eǆpƌessioŶ iŵpoƌtaŶte d͛H“PϭϭϬ daŶs les ĠĐhaŶtilloŶs de 

patieŶts, aiŶsi Ƌu͛uŶe ĐoƌƌĠlatioŶ d͛eǆpƌessioŶ eŶtƌe H“PϭϭϬ et MǇdϴϴ. La dĠplĠtioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs 

ces cellules de lymphomes semble induire une mort par apoptose. Ainsi, cibler cette HSP pourrait 

s͛aǀĠƌeƌ ġtƌe uŶe stƌatĠgie peƌtiŶeŶte afiŶ de bloquer un mécanisme de survie essentiel des tumeurs 

ABC-DLBCL. 

Cependant, un ensemble de points restent à améliorer dans ce travail, que ce soit sur la 

ĐoŵpƌĠheŶsioŶ du ƌôle d͛H“PϭϭϬ ou suƌ les pƌoďlĠŵatiƋues Ƌui dĠĐouleŶt de l͛iŶhiďitioŶ 

phaƌŵaĐologiƋue d͛H“PϭϭϬ Đhez uŶ patieŶt doŶŶĠ.   

1 – HSP110 et lymphome 

Dans notre étude, nous présentons HSP110 comme impliqué dans la voie NFkB. Pour renforcer ce 

ĐoŶstat, Ŷous auƌioŶs pu Đhoisiƌ d͛Ġtudieƌ la phosphoƌǇlatioŶ de pϲϱ daŶs Ŷos ligŶĠes de lǇŵphoŵe 

modifiées par siRNA, en plus de P- IkBα. EŶ effet, la pƌotĠiŶe IkBα est dĠgƌadĠe apƌğs phosphoƌǇlatioŶ, 

mais de manière très rapide après phosphorylation, son niveau total dans la cellule varie donc 

constamment dans une lignée ABC-DLBCL. Nous aurions pu nous intéresser à la phosphorylation de 

pϲϱ, l͛uŶe des sous-unités majeures du complexe de signalisation NFkB. La phosphorylation à la sérine 

468 de p65 κB est induite par les kinases (IKK)-β aŶd IKKɛ (152  153).  Cette phosphorylation permet la 

translocation au noyau, et phospho-p65 sera également dégradé par le protéasome, mais seulement 

après liaison aux promoteurs cibles de NFkB (154). 

Pouƌ ƌeŶfoƌĐeƌ l͛hǇpothğse de l͛iŵpliĐatioŶ de H“PϭϭϬ daŶs la ǀoie TL‘, Ŷous auƌioŶs pu faiƌe uŶ « PCR 

array » après extraction des ARNm des cellules modifiées par siRNA ou shRNA. Ceci nous aurait permis 

d͛Ġtudieƌ les gğŶes iŶduits paƌ la ǀoie TLR (panels de gènes disponibles dans de nombreuses 

puďliĐatioŶsͿ. De plus, Ŷous auƌioŶs pu ŵesuƌeƌ la sĠĐƌĠtioŶ de ĐǇtokiŶes telles Ƌue l͛ILϲ ou l͛ILϭϬ, Ƌui 

sont principalement induite par la voie NFkB médié par la voie TLR/Myd88 (29,50).  
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Nos doŶŶĠes pƌĠseŶteŶt ĠgaleŵeŶt uŶe iŶteƌĐoŶŶeǆioŶ, eŶtƌe l͛aǆe de sigŶalisatioŶ TL‘ et CDϳϵ. Cette 

interconnexion révélée récemment provient encore des données de Louis Staudt : lors de sa 

pƌĠseŶtatioŶ à l͛AAC‘, Đe deƌŶieƌ a pƌĠseŶtĠ l͛iŶteƌĐoŶŶeǆioŶ des deux voies de signalisation BCR et 

TLR (figure 44). 

 

Figure 44 : Eǆtƌaits des diapositives de Louis M Staudt pƌĠseŶtaŶt l͛iŶteƌĐoŶŶeǆioŶ eŶtƌe la voie BC‘ 
et TLR (AACR 2017). A Vue schématique de la connexion des voies TLR/ BCR dans le lymphome ABC-
DLBCL. B Signal duolink® entre les deux adaptateurs CARD11 et BCL10 du complexe CBM en fonction 
de l͛eǆtiŶĐtioŶ de ĐeƌtaiŶes pƌotĠiŶes daŶs la ligŶĠe OĐi-Ly10. C La protéine Myd88 est utilisée dans 
des tests dits de BiolDϮ assaǇ. Ces tests iŵpliƋueŶt l͛eǆpƌessioŶ daŶs la Đellule d͛uŶe pƌotĠiŶe de fusioŶ 
Myd88-enzyme de biotinylation. La protéine va ensuite interagir avec un ensemble de partenaires, et 
il sera possible de les identifier en faisant des immuno-précipitations utilisant le système de billes 
couplées à la streptavidine. 

Les voies BCR et TLR se rejoignent donc au niveau des endolysosomes (figure 44A). Ces deux voies ne 

soŶt pas iŶdĠpeŶdaŶtes l͛uŶe de l͛autƌe Đoŵŵe le ŵoŶtƌe la figure 44B. Le duolink® montrant la 

pƌoǆiŵitĠ eŶtƌe deuǆ adaptateuƌs BC‘ ;CA‘Dϭϭ ǆ BĐLϭϬͿ peut ġtƌe ŵodulĠ eŶ foŶĐtioŶ de l͛eǆtiŶĐtioŶ 

de certaines protéines oncogéniques ou non (figure 44B). En effet, dans les Oci-Ly10 (CD79A mutantes, 

Myd88 L265P), un shRNA CD79A aboli en partie le duolink CARD11 x BcL10 (figure 44B). Ce résultat est 

en accord avec la mutation CD79A de cette lignée : sans CD79A, pas de voie CBM. Or, il devient 

iŶtĠƌessaŶt de ƌegaƌdeƌ l͛effet de l͛eǆtiŶĐtioŶ de deuǆ pƌotĠiŶes de la ǀoie TLR (Myd88 et TLR9) dans 

Đette ligŶĠe. L͛eǆtiŶĐtioŶ de TL‘ϵ ŵais suƌtout de MǇdϴϴ ƌĠduit l͛iŶteŶsitĠ du sigŶal de duoliŶk® daŶs 

les Oci-LǇϭϬ, et de ŵaŶiğƌe tƌğs siŵilaiƌe à l͛eǆtiŶĐtioŶ de CDϳϵA. AiŶsi, oŶ ĐoŶstate Ƌue les deuǆ ǀoies 

fonctionnent de manière coordonnée. Seul défaut de la présentation de Staudt : celui-ci ne présente 

pas si la réciproque est vraie ! En effet, par pure curiosité scientifique, on est en droit de se demander 



88 
 

si l͛eǆtiŶĐtioŶ des pƌotĠiŶes telles Ƌue CDϳϵ ou du Đoŵpleǆe CBM pouƌƌait diŵiŶueƌ l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie 

TLR/Myd88. Enfin, cette équipe montre que Myd88 interagit avec les composants BCR CARD11 et 

MALT1 A (figure 44C). 

Nos données présentent aussi cette interconnexion entre ces deux axes de signalisation. Nous 

pourrions confirŵeƌ Đette diŵiŶutioŶ de l͛aǆe CBM paƌ iŵŵuŶo pƌĠĐipitatioŶ et ĠgaleŵeŶt ƌegaƌdeƌ 

si l͛iŶteƌaĐtioŶ MǇdϴϴ-CARD11 ou Myd88-MALTϭA est ŵaiŶteŶue loƌs d͛uŶ si‘NA diƌigĠ ĐoŶtƌe 

HSP110.  

La ĐoŶsĠƋueŶĐe de l͛iŶhiďitioŶ de H“PϭϭϬ paƌ sh‘NA suƌ les ligŶĠes de DLBCL est une diminution de 

viabilité des cellules. Nous pourrions compléter ces données sur plus de lignées, que ce soit pour 

l͛Ġtude de ǀiaďilitĠ paƌ ĐǇtoŵĠtƌie ou l͛Ġtude de ŵaƌƋueuƌs de suƌǀie paƌ ǁesteƌŶ ďlot ;Đoŵŵe ŵoŶtƌĠ 

dans la figure 23). Si nous arrivons à mettre au point nos shRNA inductibles, nous pourrions également 

réaliser des expériences de xénogreffe de lignées de lymphome sauvage ou portant un shRNA 

dirigé contre HSP110 dans des souris immunodéficientes. Ainsi, nous pourrions comparer in 

vivo si l͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϭϭϬ se tƌaduit paƌ uŶe ƌĠduĐtioŶ de la ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale paƌ ƌappoƌt 

aux souris portant des lignées de lymphome sauvages, comme nos résultats in vitro le 

suggèrent. De ŵġŵe, pouƌ ŵoŶtƌeƌ Ƌue l͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϭϭϬ pƌoǀoƋue la ŵoƌt Đellulaire selon un 

mécanisme dépendant de NfkB, nous pouvons proposer des expériences de « rescue ». Il existe en 

effet des plasmides codant pour une forme constitutivement activée des kinases IKK (nommé IKK-2 

S177E S181E). Nous pourrions en effet infecter des cellules pour exprimer la forme active de IKK. Puis, 

paƌ uŶe seĐoŶde iŶfeĐtioŶ leŶtiǀiƌale, Ŷous pouƌƌioŶs iŶhiďeƌ l͛eǆpƌessioŶ d͛H“PϭϭϬ. Ce tǇpe 

d͛eǆpĠƌieŶĐe pouƌƌait peƌŵettƌe de ĐoŶfiƌŵeƌ de ŵaŶiğƌe plus aďsolue Ƌue le ƌôle d͛H“PϭϭϬ daŶs Ŷos 

cellules est dépendant de NfkB.   

Nous montrons que le rôle de HSP110 dans la voie NFkB est dépendant de MyD88. Est-ce le seul mode 

d͛aĐtioŶ de H“PϭϭϬ daŶs Đette ǀoie ? En effet, une part de doute est encore possible. En effet, dans la 

figure 31, l͛eǆpƌessioŶ seule de HSP110 dans une lignée Myd88 sauvage (BJAB) suffit à légèrement 

induire la voie NFkB. Est-Đe liĠ à la ĐapaĐitĠ de H“PϭϭϬ d͛agƌĠgeƌ les MǇdϴϴ eŶdogğŶe pouƌ faǀoƌiseƌ 

l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NFkB ? HSP110 comporte-il un autre rôle dans la voie NFkB ? Car de même, dans 

la figure 30, l͛utilisatioŶ de la ŵolĠĐule ϱϬϯϯ – eŶ adŵettaŶt Ƌu͛elle soit ϭϬϬ% spĠĐifiƋue de H“PϭϭϬ- 

ŵoŶtƌe Ƌue la ǀoie NFkB est diŵiŶuĠe aloƌs Ƌue le Ŷiǀeau MǇdϴϴ Ŷ͛est Ƌue tƌğs lĠgğƌeŵeŶt iŵpaĐtĠ. 

Il nous faudrait alors confirmer que HSP1ϭϬ Ŷ͛iŶteƌagit spĠĐifiƋueŵeŶt Ƌu͛aǀeĐ MǇdϴϴ, paƌ uŶ sǇstğŵe 

FRET ou BiolD2 assay (voir figure 44C). Aussi, ces expériences de clonages pour le FRET entre HSP110 

et Myd88 pourraient être réalisées avec seulement des domaines de HSP110.  Ceci permettait de 

dĠfiŶiƌ les doŵaiŶes d͛iŶteƌaĐtioŶ iŵpliƋuĠs eŶtƌe H“PϭϭϬ et MǇdϴϴ. A l͛heuƌe où les ŵolĠĐules 
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inhibitrices sont de plus en plus synthétisées pour correspondre à une poche / un site protéique donné, 

ideŶtifieƌ les doŵaiŶes d͛iŶteƌaĐtioŶ eǆaĐts entre HSP110 et Myd88 pourrait faciliter la découverte 

d͛iŶhiďiteuƌs H“PϭϭϬ. 

En parlant des molécules inhibitrices, les molécules que nous utilisons comportent une concentration 

d͛aĐtioŶ in vitro assez iŵpoƌtaŶte ;de ϭϬ à ϮϬµMͿ, suƌtout loƌsƋue l͛oŶ Đoŵpaƌe à l͛iďƌutiŶiď ;de l͛oƌdƌe 

de Ϭ.ϭµMͿ ! Notƌe laďoƌatoiƌe Ŷe dispose d͛auĐuŶe eǆpĠƌieŶĐe ou ĐoŵpĠteŶĐe pouƌ aŵĠlioƌeƌ Đette 

molécule mais peut-être que de futures collaborations permettrons de résoudre ces soucis. Nous ne 

ŵoŶtƌoŶs pas eŶĐoƌe de ĐoŵďiŶaisoŶ aǀeĐ d͛autƌes ŵolĠĐules daŶs Đe tƌaǀail. Il seƌait ďoŶ de testeƌ 

au moins in vitro si Ŷotƌe iŶhiďiteuƌ Đoŵpoƌte uŶe sǇŶeƌgie aǀeĐ d͛autƌes ŵolĠĐules utilisĠes daŶs la 

thérapie des lymphomes. Dans nos expériences, il nous faudrait de plus harmoniser certaines figures. 

Par exemple, nous proposons des voies de signalisation à 24 et 48h (figure 40) ou à 3h (figure41). Il 

serait bon de refaire les figures duolink® au moins à 24 et 48h pour observer une diminution 

pƌogƌessiǀe de l͛aĐtiǀitĠ de l͛aǆe BC‘ apƌğs tƌaiteŵeŶt auǆ iŶhiďiteuƌs d͛H“PϭϭϬ.  

Enfin, HSP110 appartient à la famille des chaperons moléculaires : leuƌ foŶĐtioŶ Ŷ͛est pas aussi 

dĠfiŶie Ƌu͛uŶe kiŶase ou Ƌu͛uŶe Đaspase, doŶt le ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtioŶ est ideŶtiƋue d͛uŶe 

cellule à une autre ou même spécifique à un substrat donné. Les HSP ont pour fonction 

« d͛iŶteƌagiƌ », daŶs le ďut de ŵaiŶteŶiƌ l͛hoŵĠostasie Đellulaiƌe. AiŶsi, leuƌs iŶteƌaĐtioŶs soŶt 

ŵultiples, et Đ͛est aussi le Đas d͛H“PϭϭϬ. Cette protéine interagit avec de nombreux éléments 

de la Đellule. DaŶs Ŷotƌe Ġtude, Ŷous Ŷous soŵŵes iŶtĠƌessĠs à l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ l͛uŶ des 

inducteurs majeurs de la voie NFkB daŶs le lǇŵphoŵe B : MǇdϴϴ. L͛iŶteƌaĐtioŶ H“PϭϭϬ MǇdϴϴ 

muté amenant une activité NFkB souteŶue ƌeŶfoƌĐe l͛iŶtĠƌġt de Điďleƌ Đette H“P daŶs le 

lymphome activé. Mais il ne faut pas oublier que HSP110 comportent également des 

iŶteƌaĐtioŶs aǀeĐ d͛autƌes pƌotĠiŶes oŶĐogĠŶiƋues du lǇŵphoŵe.  

 HSP110 et BcL6  

En effet, HSP110 interagit avec BcL6, protéine dont le rôle oncogénique est associé au 

lǇŵphoŵe GC ŵais doŶt l͛eǆpƌessioŶ est aussi ƌetƌouǀĠe daŶs le lǇŵphoŵe ABC. EŶ effet, la 

figuƌe Ϯϯ pƌĠseŶte l͛eǆpƌessioŶ de BĐLϲ daŶs des ligŶĠes ABC, les ŵġŵe Ƌue Đelles Ƌue Ŷous 

avons utilisés. 
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Figure 45 : Niveau BcL6 et inhibition de BcL6 dans le lymphome ABC-DLBCL. A Niveau BcL6 dans les 
lignées ABC-DLBCL. B Inhibition de BcL6 par shRNA dans trois lignées ABC-DLBCL.  Issues des 
“uppleŵeŶtal figuƌes aŶd ŵethods de CaƌdeŶas et al, ͞‘atioŶallǇ desigŶed BCLϲ iŶhiďitoƌs 
target activated B cell diffuse large B cell lymphoma » JCI 2016 155.  

 

On observe que BcL6 est exprimé dans certaines lignées, avec des niveaux différents. Les Oci-

Ly3, HBL1, U2932 comportent une expression importante, les Oci-Ly10 un niveau 

intermédiaire tandis que les TMD8 et SUD-HL2 ont une expression faible (figure 45 A).  HSP110 

est connu pour stabiliser cette protéine et on ne peut écarter Ƌue l͛iŶhiďitioŶ de H“PϭϭϬ Ŷe 

joue pas aussi suƌ le Ŷiǀeau BĐLϲ daŶs le lǇŵphoŵe ABC. CepeŶdaŶt, ŵġŵe si Đ͛Ġtait le Đas, il 

est pƌoďaďle Ƌu͛il Ǉ ait peu de ĐoŶsĠƋueŶĐe daŶs Ŷotƌe Ġtude. EŶ effet, la ǀiaďilitĠ des Đellules 

doŶt l͛eǆpƌessioŶ pouƌ BĐLϲ est diŵiŶuĠe paƌ sh‘NA  Ŷ͛est iŵpaĐtĠe Ƌu͛au ďout d͛uŶe dizaiŶe 

de jours (Oci-LǇϭϬ ou HBLϭͿ ou Ŷe diŵiŶue la ǀiaďilitĠ Ƌu͛au ďout de ϯ jouƌs et se staďilise 

autour de 50% de cellules viables pour les TMD8 (figure 45 B). Cette donnée renforce aussi 

l͛idĠe Ƌue les cellules ABC-DLBCL Ŷe soŶt pas dĠpeŶdaŶtes de l͛oŶĐogğŶe BĐLϲ. AiŶsi, les effets 

que nous observons sur nos cellules ne semblent pas liés à la relation BcL6 / HSP110. Mais, 

suƌ le loŶg teƌŵe, l͛iŶhiďitioŶ de H“PϭϭϬ eŶ ĐliŶiƋue peut, eŶ plus des effets sur NFkB, diminuer 

les effets prolifératifs et pro-suƌǀie iŶduit paƌ l͛eǆpƌessioŶ de BĐLϲ.  

 HSP110 et STAT3  
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La dĠplĠtioŶ d͛H“PϭϭϬ Đoŵpoƌte ĠgaleŵeŶt uŶ effet suƌ la pƌolifĠƌatioŶ des Đellules. Ce 

constat a initialement été établi par notre équipe dans le cancer colorectal, et est lié à la 

relation HSP110/STAT3 (135), où HSP110 favorise la phosphorylation de STAT3 et permet 

d͛augŵeŶteƌ la pƌolifĠƌatioŶ des Đellules de Đancer colorectal.  Dans le ABC-DLBCL, la voie 

“TATϯ est ĠgaleŵeŶt aĐtiǀĠe puisƋue la ǀoie BC‘ iŶduit l͛eǆpƌessioŶ de ĐǇtokiŶes telles l͛ILϲ et 

L͛ILϭϬ, Ƌui iŶduiseŶt à leuƌ touƌ l͛aĐtiǀitĠ de JAKϮ Ƌui phosphoƌǇle “TATϯ ;29). La même 

ĐoŶstatatioŶ peut ġtƌe faite ƋuaŶt à l͛effet de l͛iŶhiďitioŶ de H“PϭϭϬ : la voie STAT3 est 

affectée. En effet, comme présenté en figure 43 la phosphorylation de STAT3 diminue lors de 

l͛utilisatioŶ d͛uŶ si‘NA diƌigĠ ĐoŶtƌe H“PϭϭϬ. Deuǆ eǆpliĐatioŶs peuǀeŶt ġtƌe liĠes à Đe 

phénomène : d͛uŶe paƌt, la staďilisatioŶ de “TATϯ paƌ H“PϭϭϬ, et d͛autƌe paƌt, la ǀoie P-STAT3 

est induite par la voie NfkB dans le lymphome ABC-DLBCL (29). DoŶĐ la diŵiŶutioŶ de l͛aĐtiǀitĠ 

de la voie Myd88 / TLR (lié à la relation HSP110 - MǇdϴϴͿ, diŵiŶue aussi l͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie 

BC‘ et doŶĐ pƌoǀoƋue uŶe souƌĐe supplĠŵeŶtaiƌe de diŵiŶutioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de “TATϯ. De 

ŵġŵe, H“PϭϭϬ est Đapaďle d͛iŶteƌagiƌ aǀeĐ Đ-Myc (142). Ce facteur de transcription comporte 

de multiples rôles dans une cellule normale et pathologique mais principalement des rôles 

prolifératifs. Ainsi, les interactions HSP110-STAT3 et HSP110-c-MǇĐ pouƌƌaieŶt ġtƌe à l͛oƌigiŶe 

de la diminution de prolifération des lignes ABC-DLBCL. Ainsi, en plus des effets sur NFkB, les 

cellules inhibées pour HSP110 peuvent montrer une diminution de prolifération liée aux 

autƌes foŶĐtioŶs d͛H“PϭϭϬ. CeĐi est iŶtĠƌessaŶt daŶs Đe geŶƌe de pathologies où les Đellules 

ont un fort taux de prolifération : oŶ peut iŵagiŶeƌ Ƌue l͛eŵploi d͛uŶ iŶhiďiteuƌ H“PϭϭϬ 

pourrait sensibiliser les cellules aux chimiothérapies R-CHOP ou à d͛autƌes ĐhiŵiothĠƌapies eŶ 

ralentissant leur prolifération.  

 

L͛aĐtiǀitĠ de la ǀoie “TATϯ seŵďle aussi ŵodulĠe daŶs le lǇŵphoŵe ABC-DLBCL lors de 

l͛iŶhiďitioŶ de H“PϭϭϬ. Ce Ŷ͛est pas ŶoŶ plus uŶe doŶŶĠe anodine pour la protéine Myd88. En 

effet, une équipe a proposé récemment un mécanisme interconnectant STAT3 et Mdy88. Ce 

constat est fait sur les lignées ABC-DLBCL : ĐeƌtaiŶe ligŶĠes soŶt ƌĠsistaŶtes à l͛iďƌutiŶiď, Đ͛est 

le cas des lignées portant un allèle Myd88 L265P. Un siRNA dirigé contre STAT3 tend à 

sensibiliser les cellules ABC-DLBCL MǇdϴϴ LϮϲϱP à l͛iďƌutiŶiď, ŵais ŶoŶ les ligŶĠes MǇdϴϴ 

sauvage (84Ϳ. L͛ĠƋuipe ŵoŶtƌe Ƌue Đe ŵĠĐaŶisŵe est dĠpeŶdaŶt des histoŶes dĠsaĐĠtǇlases, 

et Ƌue l͛utilisatioŶ d͛iŶhiďiteuƌs des histoŶes dĠsaĐĠtǇlases ;paŶoďiŶostatͿ ŵoŶtƌe uŶe 

sǇŶeƌgie d͛aĐtioŶ aǀeĐ l͛iďƌutiŶiď pouƌ tueƌ in vitro les cellules ABC-DLBCL. Si le mécanisme 
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eŵploǇĠ Ŷ͛est pas ĐlaiƌeŵeŶt dĠfiŶi, il teŶd à ŵoŶtƌeƌ Ƌue la ǀoie “TATϯ pouƌƌait effeĐtueƌ 

uŶe ďouĐle d͛aŵplifiĐatioŶ de la ǀoie MǇdϴϴ. AiŶsi, iŶhiďeƌ H“PϭϭϬ daŶs le lǇŵphoŵe ABC-

DLBCL teŶd à ƌĠduiƌe l͛eǆpƌessioŶ de MǇdϴϴ de ŵaŶiğƌe diƌeĐte seloŶ Ŷos données mais 

également de manière indirecte selon cet article.  

Dernier point sur cette voie STAT3 : celle-ci permet de réguler un certain nombre de gènes 

dans la cellule (NF-κB, PI3K/AKT/mTORC1, et STAT3 lui-même) (156). Parmi ces gènes, STAT3 

ƌĠpƌiŵe l͛eǆpƌessioŶ de I‘Fϳ et IRF9. Comme expliqué dans le paragraphe sur le lenalidomide 

de Đe ŵaŶusĐƌit, I‘Fϳ ĐoŶtƌôle la pƌoduĐtioŶ de l͛iŶteƌfĠƌoŶ de tǇpe I, iŶteƌfĠƌoŶ toǆiƋue pouƌ 

les cellules ABC-DLBCL. DiŵiŶueƌ la ǀoie “TATϯ, Đ͛est doŶĐ aussi peƌŵettƌe d͛aĐtioŶŶeƌ uŶ 

mécanisme supplémentaire de mort des cellules ABC-DLBCL. Ainsi, il semblerait que la voie 

STAT3 soit critique dans le lymphome ABC-DLBCL. Cbiler HSP110 permettrait également de 

moduler cette voie et ainsi de favoriser au maximum la perte de viabilité des cellules ABC-

DLBCL.   

 

2 – HSP110 et différenciation normale 

Nous disposoŶs d͛uŶ ŵodğle de souƌis KO pouƌ H“PϭϭϬ au laďoƌatoiƌe, ŵodğle paƌfaiteŵeŶt 

viable et sans phénotype hormis une reproduction plus lente que des souris sauvages. Nous 

aǀioŶs utilisĠ Đe ŵodğle pouƌ Ġǀalueƌ le ƌôle d͛H“PϭϭϬ daŶs l͛aĐtiǀatioŶ TL‘. Apƌğs aĐtiǀatioŶ 

des lymphocytes B in vitro, Ŷous aǀioŶs ƌegaƌdĠ l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie NFkB et aussi 

l͛eǆpƌessioŶ de H“PϭϭϬ. Nous avions eût alors la mauvaise surprise de révéler une bande à 

ϭϭϬkDa suƌ Đes ǁesteƌŶ ďlot aǀeĐ l͛aŶtiĐoƌps “aŶta Cƌuz polǇ ĐloŶal Ƌue Ŷous utilisoŶs eŶ 

routine. Cet anticorps reconnait également les isoformes de HSP110, APG-1 et APG-2.Lorsque 

nous avons utilisé un anticorps ne reconnaissant que la forme C-terminale de HSP110, lieu de 

ŵodifiĐatioŶ gĠŶĠtiƋue daŶs Ŷos souƌis, Ŷous Ŷ͛oďseƌǀoŶs plus Đette ďaŶde à ϭϭϬkDa daŶs Ŷos 

western blot. Ceci laisse présager que nos souris HSP110 présentent des compensations en 

eǆpƌiŵaŶt d͛autƌes isofoƌŵes d͛H“PϭϭϬ. AiŶsi, Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas pu eǆploiteƌ Đe ŵodğle pouƌ 

étudier HSP110 dans la différenciation normale.  

Nos doŶŶĠes ŵoŶtƌeŶt Ƌue H“PϭϭϬ Ŷ͛est pas eǆpƌiŵĠ daŶs les lǇŵphoĐǇtes Ŷaïfs ŵais est 

eǆpƌiŵĠ loƌs de l͛aĐtivation lymphocytaire B, que ce soit in vitro ou in vivo sur des coupes 

d͛aŵǇgdales ŶoŶ tuŵoƌales ;figure 37). La littérature montre que HSP110 interagit avec BcL6 
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et c-myc : oŶ pouƌƌait aloƌs iŵagiŶeƌ Ƌu͛uŶ KO de H“PϭϭϬ ;et ses isofoƌŵesͿ Đhez la souƌis 

pourrait diminuer la différenciation normale des lymphocytes B, mener à une réaction des 

centres germinatifs avortée, diminuer la production de lymphocytes sécréteurs d͛aŶtiĐoƌps ou 

encore abolir la réponse T-dépendante.  

EŶfiŶ, Ŷous Ŷe disposoŶs fiŶaleŵeŶt Ƌue de peu d͛iŶfoƌŵatioŶs ƋuaŶt à la ƌelatioŶ d͛H“PϭϭϬ 

avec Myd88 sauvage. Notre étude tend à montrer que HSP110 peut améliorer la stabilité de 

Myd88 sauvage (figure 34 et 35Ϳ, ŵais l͛iŶhiďitioŶ de H“PϭϭϬ Ŷ͛eŵpġĐhe pas l͛eǆpƌessioŶ de 

Myd88 sauvage (figure 36, voir U2932). On peut alors se demander si ; en dehors de tout 

contexte de lymphome et de mutation Myd88 ; l͛aĐtiǀatioŶ TL‘ Ŷoƌŵale est dĠpeŶdaŶte/ 

modulée par HSP110 ? Il pouƌƌait aloƌs ġtƌe iŶtĠƌessaŶt d͛Ġtudieƌ la foŶĐtioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs 

les réponses TLR normales des cellules immunitaires. Si HSP110 peut participer à une 

signalisation TLR normale, il serait alors intéressant de regarder son expression et rôle dans 

des pahtologies auto-immunes TLR et MyD88- dépendantes telles que le lupus systémique 

érythémateux. 

3 – HSP110 et inhibition pharmacologique : quel avenir ?  

L͛iŶhiďitioŶ de H“PϭϭϬ seŵďle poƌteƌ uŶ iŶtĠƌġt pouƌ les pathologies dĠpeŶdaŶtes d͛uŶe 

ŵutatioŶ MǇdϴϴ. Nous pouƌƌioŶs aloƌs eǆpoƌteƌ Đette stƌatĠgie à d͛autƌes ŵaladies MǇdϴϴ 

L265P dépendantes, telles la macroglobulinémie de Waldenström (90% des patients 

expriment la mutation L265P, (157), les lymphomes du MALT (mucosa-associated lymphoid 

tissue) tels les lymphomes spléniques de la zone marginale (SMZL, 15% de mutations 158), ou 

les leucémies lymphoïdes chroniques (CLL, 3% des patients 159). Comme dans le lymphome 

ABC, les mutations L265P favorisent la survie et la prolifération des cellules tumorales. Ainsi, 

l͛iŶhiďitioŶ de MǇdϴϴ LϮϲϱP paƌ l͛iŶhiďitioŶ d͛H“PϭϭϬ daŶs Đes pathologies pouƌƌait ġtƌe uŶe 

stratégie thérapeutique pertinente. Cependant, une grande prudence doit être apportée dans 

l͛utilisatioŶ d͛iŶhiďiteuƌs H“P. EŶ effet, Đoŵŵe pƌĠseŶtĠ eŶ iŶtƌoduĐtioŶ, l͛iŶhiďitioŶ 

phaƌŵaĐologiƋue d͛uŶe H“P, H“PϵϬ, a dĠjà ĠtĠ eŶǀisagĠe daŶs le lǇŵphoŵe B, aǀeĐ des 

résultats peu concluants en monothérapie du fait de la faible tolérance des patients pour 

l͛iŶhiďiteuƌ. H“PϭϭϬ est eǆpƌiŵĠ de ŵaŶiğƌe uďiquitaire dans de nombreux tissus de 

l͛oƌgaŶisŵe ;tissu ĐĠƌĠďƌal, ĐoloŶ, ƌeiŶ, foie, testiĐule et gaŶglioŶs ƌĠaĐtifsͿ. H“PϭϭϬ faǀoƌise 

également la réponse aux stress cellulaires, notamment dans les maladies dégénératives liées 
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à l͛aĐĐuŵulatioŶ de pƌotĠiŶes agrégées  (160). Il faudra donc évaluer la toxicité des futurs 

iŶhiďiteuƌs, ou augŵeŶteƌ leuƌ spĠĐifiĐitĠ eŶǀeƌs la tuŵeuƌ eŶ utilisaŶt uŶ sǇstğŵe d͛aŶtiĐoƌps 

anti-CD20 conjugués aux inhibiteurs HSP110. Que ce soit via ce système de conjugaison ou en 

ŵolĠĐule seule, l͛eŵploi d͛iŶhiďiteuƌs H“PϭϭϬ pouƌƌaieŶt peƌŵettƌe de Điďleƌ 

préférentiellement les lymphocytes B tumoraux (et en différentiation) sans toucher au 

ƌĠpeƌtoiƌe B Ŷoƌŵal Ŷaïf, Đe Ƌui pƌĠseŶteƌai dĠjà uŶe aǀaŶĐĠe paƌ ƌappoƌt à l͛iŵŵuŶo-

chimiothérapie RCHOP qui ciďle l͛eŶseŵďle des lǇŵphoĐǇtes B du patieŶt.  

Conclusion générale  
En conclusion sur ces paragraphes : Ŷotƌe tƌaǀail Ŷe dĠŵoŶtƌe pas la spĠĐifiĐitĠ d͛iŶteƌaĐtioŶ 

d͛H“PϭϭϬ daŶs uŶ ŵĠĐaŶisŵe pƌĠĐis d͛uŶe pathologie doŶŶĠ, ŵais il teŶd à ƌeŶfoƌĐeƌ l͛iŶtĠƌġt 

clinique de cette HSP dans le lymphome ABC-DLBCL, notamment en proposant un mécanisme 

d͛aĐtioŶ Ŷoǀateuƌ: HSPϭϭϬ favoƌise diƌeĐteŵeŶt l͛aĐtivatioŶ NFkB via soŶ ƌôle ĐhapeƌoŶ de 

Myd88.  Via ses autres interactions in cellulo, HSP110 diminue également la signalisation pro-

suƌǀie ĐoŶsĠƋueŶte d͛NFkB, ŶotaŵŵeŶt ǀia soŶ iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ la ǀoie “TATϯ. AiŶsi, 

ĐoŵďiŶeƌ des iŶhiďiteuƌs d͛H“PϭϭϬ auǆ thĠƌapies aĐtuelles du lǇŵphoŵe B ;‘CHOP +/- 

lĠŶalidoŵide/ iďƌutiŶiďͿ pouƌƌait s͛aǀĠƌeƌ uŶe stƌatĠgie peƌtiŶeŶte daŶs la lutte contre le 

lymphome B de type activé.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

Bibliographie 
 

1. Teras LR, DeSantis CE, Cerhan JR, et al. 2016 US lymphoid malignancy statistics by World Health 
Organization subtypes: 2016 US Lymphoid Malignancy Statistics by World Health Organization 
Subtypes. CA: A Cancer Journal for Clinicians. 2016;66(6):443–459.  

2. Campo E, Swerdlow SH, Harris NL, et al. The 2008 WHO classification of lymphoid neoplasms and 
beyond: evolving concepts and practical applications. Blood. 2011;117(19):5019–5032.  

3. Rimsza L, Pittaluga S, Dirnhofer S, et al. The clinicopathologic spectrum of mature aggressive B 
cell lymphomas. Virchows Archiv. 2017;  

4. Farrell K, Jarrett RF. The molecular pathogenesis of Hodgkin lymphoma: Molecular pathogenesis 
of Hodgkin lymphoma. Histopathology. 2011;58(1):15–25.  

5. Ansell SM. Hodgkin Lymphoma: Diagnosis and Treatment. Mayo Clinic Proceedings. 
2015;90(11):1574–1583.  

6. Pasqualucci L, Zhang B. Genetic drivers of NF-κB deregulation in diffuse large B-cell lymphoma. 
Seminars in Cancer Biology. 2016;39:26–31.  

7. Rosenwald A, Wright G, Leroy K, et al. Molecular Diagnosis of Primary Mediastinal B Cell 
Lymphoma Identifies a Clinically Favorable Subgroup of Diffuse Large B Cell Lymphoma Related 
to Hodgkin Lymphoma. The Journal of Experimental Medicine. 2003;198(6):851–862.  

8. Steidl C, Gascoyne RD. The molecular pathogenesis of primary mediastinal large B-cell 
lymphoma. Blood. 2011;118(10):2659–2669.  

9. Xu-Monette ZY, Wu L, Visco C, et al. Mutational profile and prognostic significance of TP53 in 
diffuse large B-cell lymphoma patients treated with R-CHOP: report from an International DLBCL 
Rituximab-CHOP Consortium Program Study. Blood. 2012;120(19):3986–3996.  

10. Pasqualucci L, Dalla-Favera R. The Genetic Landscape of Diffuse Large B-Cell Lymphoma. 
Seminars in Hematology. 2015;52(2):67–76.  

11. Alizadeh AA, Eisen MB, Davis RE, et al. Distinct types of diffuse large B-cell lymphoma identified 
by gene expression profiling. Nature. 2000;403(6769):503–511.  

12. Lenz G, Wright GW, Emre NCT, et al. Molecular subtypes of diffuse large B-cell lymphoma arise 
by distinct genetic pathways. Proceedings of the National Academy of Sciences. 
2008;105(36):13520–13525.  

13. Vallabhapurapu S, Karin M. Regulation and Function of NF-κB Transcription Factors in the 
Immune System. Annual Review of Immunology. 2009;27(1):693–733.  

14. Compagno M, Lim WK, Grunn A, et al. Mutations of multiple genes cause deregulation of NF-κB 
in diffuse large B-cell lymphoma. Nature. 2009;459(7247):717–721.  

15. Gerondakis S, Siebenlist U. Roles of the NF- B Pathway in Lymphocyte Development and 
Function. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology. 2010;2(5):a000182–a000182.  

16. Kaileh M, Sen R. NF-κB function in B lymphocytes: NF-κB function in B lymphocytes. 
Immunological Reviews. 2012;246(1):254–271.  

17. Basso K. Tracking CD40 signaling during germinal center development. Blood. 
2004;104(13):4088–4096.  

18. Rajewsky K. Clonal selection and learning in the antibody system. Nature. 1996;381(6585):751–
758.  

19. Allen CDC, Okada T, Cyster JG. Germinal-Center Organization and Cellular Dynamics. Immunity. 
2007;27(2):190–202.  

20. Victora GD, Nussenzweig MC. Germinal centers. Annu. Rev. Immunol. 2012;30:429–457.  
21. Victora GD, Schwickert TA, Fooksman DR, et al. Germinal Center Dynamics Revealed by 

Multiphoton Microscopy with a Photoactivatable Fluorescent Reporter. Cell. 2010;143(4):592–
605.  



96 
 

22. De Silva NS, Klein U. Dynamics of B cells in germinal centres. Nature Reviews Immunology. 
2015;15(3):137–148.  

23. De Silva NS, Anderson MM, Carette A, et al. Transcription factors of the alternative NF-κB 
pathway are required for germinal center B-cell development. Proceedings of the National 

Academy of Sciences. 2016;113(32):9063–9068.  
24. Heise N, De Silva NS, Silva K, et al. Germinal center B cell maintenance and differentiation are 

controlled by distinct NF-κB transcription factor subunits. The Journal of Experimental Medicine. 
2014;211(10):2103–2118.  

25. Shaffer AL, Young RM, Staudt LM. Pathogenesis of Human B Cell Lymphomas. Annual Review of 

Immunology. 2012;30(1):565–610.  
26. Dominguez-Sola D, Victora GD, Ying CY, et al. The proto-oncogene MYC is required for selection 

in the germinal center and cyclic reentry. Nature Immunology. 2012;13(11):1083–1091.  
27. Davis RE, Brown KD, Siebenlist U, Staudt LM. Constitutive Nuclear Factor κB Activity Is Required 

for Survival of Activated B Cell–like Diffuse Large B Cell Lymphoma Cells. The Journal of 

Experimental Medicine. 2001;194(12):1861–1874.  
28. Lam LT, Davis RE, Pierce J, et al. Small molecule inhibitors of IkappaB kinase are selectively toxic 

for subgroups of diffuse large B-cell lymphoma defined by gene expression profiling. Clin. Cancer 

Res. 2005;11(1):28–40.  
29. Lam LT, Wright G, Davis RE, et al. Cooperative signaling through the signal transducer and 

activator of transcription 3 and nuclear factor- B pathways in subtypes of diffuse large B-cell 
lymphoma. Blood. 2008;111(7):3701–3713.  

30. Huntington ND, Xu Y, Puthalakath H, et al. CD45 links the B cell receptor with cell survival and is 
required for the persistence of germinal centers. Nature Immunology. 2006;7(2):190–198.  

31. Rawlings DJ, Sommer K, Moreno-García ME. The CARMA1 signalosome links the signalling 
machinery of adaptive and innate immunity in lymphocytes. Nature Reviews Immunology. 
2006;6(11):799–812.  

32. Chen ZJ. Ubiquitination in signaling to and activation of IKK: Ubiquitin-mediated activation of IKK. 
Immunological Reviews. 2012;246(1):95–106.  

33. Iwai K. Diverse ubiquitin signaling in NF-κB activation. Trends in Cell Biology. 2012;22(7):355–364.  
34. Eitelhuber AC, Warth S, Schimmack G, et al. Dephosphorylation of Carma1 by PP2A negatively 

regulates T-cell activation: Dephosphorylation of Carma1 by PP2A. The EMBO Journal. 
2011;30(3):594–605.  

35. Ferch U, Kloo B, Gewies A, et al. Inhibition of MALT1 protease activity is selectively toxic for 
activated B cell–like diffuse large B cell lymphoma cells. The Journal of Experimental Medicine. 
2009;206(11):2313–2320.  

36. Hong JJ, Yankee TM, Harrison ML, Geahlen RL. Regulation of Signaling in B Cells through the 
Phosphorylation of Syk on Linker Region Tyrosines: A MECHANISM FOR NEGATIVE SIGNALING BY 
THE Lyn TYROSINE KINASE. Journal of Biological Chemistry. 2002;277(35):31703–31714.  

37. Chan VW, Meng F, Soriano P, DeFranco AL, Lowell CA. Characterization of the B lymphocyte 
populations in Lyn-deficient mice and the role of Lyn in signal initiation and down-regulation. 
Immunity. 1997;7(1):69–81.  

38. Davis RE, Ngo VN, Lenz G, et al. Chronic active B-cell-receptor signalling in diffuse large B-cell 
lymphoma. Nature. 2010;463(7277):88–92.  

39. Lenz G, Davis RE, Ngo VN, et al. Oncogenic CARD11 Mutations in Human Diffuse Large B Cell 
Lymphoma. Science. 2008;319(5870):1676–1679.  

40. Kato M, Sanada M, Kato I, et al. Frequent inactivation of A20 in B-cell lymphomas. Nature. 
2009;459(7247):712–716.  

41. Emmerich CH, Schmukle AC, Walczak H. The Emerging Role of Linear Ubiquitination in Cell 
Signaling. Science Signaling. 2011;4(204):re5-re5.  

42. Dubois SM, Alexia C, Wu Y, et al. A catalytic-independent role for the LUBAC in NF- B activation 
upon antigen receptor engagement and in lymphoma cells. Blood. 2014;123(14):2199–2203.  



97 
 

43. Yang Y, Schmitz R, Mitala J, et al. Essential Role of the Linear Ubiquitin Chain Assembly Complex 
in Lymphoma Revealed by Rare Germline Polymorphisms. Cancer Discovery. 2014;4(4):480–493.  

44. Young RM, Shaffer AL, Phelan JD, Staudt LM. B-Cell Receptor Signaling in Diffuse Large B-Cell 
lymphoma. Seminars in Hematology. 2015;52(2):77–85.  

45. Schmitz R, Young RM, Ceribelli M, et al. Burkitt lymphoma pathogenesis and therapeutic targets 
from structural and functional genomics. Nature. 2012;490(7418):116–120.  

46. Paul J, Soujon M, Wengner AM, et al. Simultaneous Inhibition of PI3Kɷ and PI3Kα Induces ABC-
DLBCL Regression by Blocking BCR-Dependent and -Independent Activation of NF-κB and AKT. 
Cancer Cell. 2017;31(1):64–78.  

47. Kawai T, Akira S. Signaling to NF-κB by Toll-like receptors. Trends in Molecular Medicine. 
2007;13(11):460–469.  

48. DoǇle “E, VaidǇa “A, O͛CoŶŶell ‘, et al. IRF3 Mediates a TLR3/TLR4-Specific Antiviral Gene 
Program. Immunity. 2002;17(3):251–263.  

49. Schoenemeyer A, Barnes BJ, Mancl ME, et al. The Interferon Regulatory Factor, IRF5, Is a Central 
Mediator of Toll-like Receptor 7 Signaling. Journal of Biological Chemistry. 2005;280(17):17005–
17012.  

50. Ngo VN, Young RM, Schmitz R, et al. Oncogenically active MYD88 mutations in human 
lymphoma. Nature. 2011;470(7332):115–119.  

51. Burns K, Martinon F, Esslinger C, et al. MyD88, an adapter protein involved in interleukin-1 
signaling. J. Biol. Chem. 1998;273(20):12203–12209.  

52. Burns K, Janssens S, Brissoni B, et al. Inhibition of interleukin 1 receptor/Toll-like receptor 
signaling through the alternatively spliced, short form of MyD88 is due to its failure to recruit 
IRAK-4. J. Exp. Med. 2003;197(2):263–268.  

53. Lin S-C, Lo Y-C, Wu H. Helical assembly in the MyD88–IRAK4–IRAK2 complex in TLR/IL-1R 
signalling. Nature. 2010;465(7300):885–890.  

54. Motshwene PG, Moncrieffe MC, Grossmann JG, et al. An Oligomeric Signaling Platform Formed 
by the Toll-like Receptor Signal Transducers MyD88 and IRAK-4. Journal of Biological Chemistry. 
2009;284(37):25404–25411.  

55. Cao Z, Xiong J, Takeuchi M, Kurama T, Goeddel DV. TRAF6 is a signal transducer for interleukin-1. 
Nature. 1996;383(6599):443–446.  

56. Windheim M, Stafford M, Peggie M, Cohen P. Interleukin-1 (IL-1) Induces the Lys63-Linked 
Polyubiquitination of IL-1 Receptor-Associated Kinase 1 To Facilitate NEMO Binding and the 
Activation of I B Kinase. Molecular and Cellular Biology. 2008;28(5):1783–1791.  

57. Cui W, Xiao N, Xiao H, et al. -TrCP-Mediated IRAK1 Degradation Releases TAK1-TRAF6 from the 
Membrane to the Cytosol for TAK1-Dependent NF- B Activation. Molecular and Cellular Biology. 
2012;32(19):3990–4000.  

58. Fujimoto M, Naka T. SOCS1, a Negative Regulator of Cytokine Signals and TLR Responses, in 
Human Liver Diseases. Gastroenterology Research and Practice. 2010;2010:1–7.  

59. Muroi M, Tanamoto K. IRAK-1-mediated negative regulation of Toll-like receptor signaling 
through proteasome-dependent downregulation of TRAF6. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - 

Molecular Cell Research. 2012;1823(2):255–263.  
60. Han C, Jin J, Xu S, et al. Integrin CD11b negatively regulates TLR-triggered inflammatory 

responses by activating Syk and promoting degradation of MyD88 and TRIF via Cbl-b. Nature 

Immunology. 2010;11(8):734–742.  
61. Janssens S, Burns K, Tschopp J, Beyaert R. Regulation of Interleukin-1- and Lipopolysaccharide-

Induced NF-κB Activation by Alternative Splicing of MyD88. Current Biology. 2002;12(6):467–471.  
62. Vickers TA, Zhang H, Graham MJ, et al. Modification of MyD88 mRNA splicing and inhibition of IL-

ϭďeta sigŶaliŶg iŶ Đell Đultuƌe aŶd iŶ ŵiĐe ǁith a Ϯ͛-O-methoxyethyl-modified oligonucleotide. J. 
Immunol. 2006;176(6):3652–3661.  

63. Kondo T, Kawai T, Akira S. Dissecting negative regulation of Toll-like receptor signaling. Trends in 

Immunology. 2012;33(9):449–458.  



98 
 

64. Avbelj M, Wolz O-O, Fekonja O, et al. Activation of lymphoma-associated MyD88 mutations via 
allostery-induced TIR-domain oligomerization. Blood. 2014;124(26):3896–3904.  

65. Yang Y, Shaffer AL, Emre NCT, et al. Exploiting Synthetic Lethality for the Therapy of ABC Diffuse 
Large B Cell Lymphoma. Cancer Cell. 2012;21(6):723–737.  

66. Bohers E, Mareschal S, Bouzelfen A, et al. Targetable activating mutations are very frequent in 
GCB and ABC diffuse large B-cell lymphoma: Dlbcl Activating Mutations. Genes, Chromosomes 

and Cancer. 2014;53(2):144–153.  
67. Cen H, Tan X, Guo B. A20 Mutation Is Not a Prognostic Marker for Activated B-Cell-Like Diffuse 

Large B-Cell Lymphoma. PLOS ONE. 2015;10(12):e0145037.  
68. Dong G, Chanudet E, Zeng N, et al. A20, ABIN-1/2, and CARD11 Mutations and Their Prognostic 

Value in Gastrointestinal Diffuse Large B-Cell Lymphoma. Clinical Cancer Research. 
2011;17(6):1440–1451.  

69. Choi J-W, Kim Y, Lee J-H, Kim Y-S. MYD88 expression and L265P mutation in diffuse large B-cell 
lymphoma. Human Pathology. 2013;44(7):1375–1381.  

70. Dubois S, Viailly P-J, Bohers E, et al. Biological and Clinical Relevance of Associated Genomic 
Alterations in MYD88 L265P and non-L265P–Mutated Diffuse Large B-Cell Lymphoma: Analysis of 
361 Cases. Clinical Cancer Research. 2017;23(9):2232–2244.  

71. Wang JQ, Jeelall YS, Beutler B, Horikawa K, Goodnow CC. Consequences of the recurrent  MYD88 
L265P  somatic mutation for B cell tolerance. The Journal of Experimental Medicine. 
2014;211(3):413–426.  

72. Mandelbaum J, Bhagat G, Tang H, et al. BLIMP1 Is a Tumor Suppressor Gene Frequently 
Disrupted in Activated B Cell-like Diffuse Large B Cell Lymphoma. Cancer Cell. 2010;18(6):568–
579.  

73. Testoni M, Zucca E, Young KH, Bertoni F. Genetic lesions in diffuse large B-cell lymphomas. 
Annals of Oncology. 2015;26(6):1069–1080.  

74. Jardin F, Jais J-P, Molina T-J, et al. Diffuse large B-cell lymphomas with CDKN2A deletion have a 
distinct gene expression signature and a poor prognosis under R-CHOP treatment: a GELA study. 
Blood. 2010;116(7):1092–1104.  

75. Pasqualucci L, Dominguez-Sola D, Chiarenza A, et al. Inactivating mutations of acetyltransferase 
genes in B-cell lymphoma. Nature. 2011;471(7337):189–195.  

76. Challa-Malladi M, Lieu YK, Califano O, et al. Combined Genetic Inactivation of β2-Microglobulin 
and CD58 Reveals Frequent Escape from Immune Recognition in Diffuse Large B Cell Lymphoma. 
Cancer Cell. 2011;20(6):728–740.  

77. Grønbaek K, Straten PT, Ralfkiaer E, et al. Somatic Fas mutations in non-HodgkiŶ͛s lǇŵphoŵa: 
association with extranodal disease and autoimmunity. Blood. 1998;92(9):3018–3024.  

78. Pasqualucci L, Trifonov V, Fabbri G, et al. Analysis of the coding genome of diffuse large B-cell 
lymphoma. Nature Genetics. 2011;43(9):830–837.  

79. Lohr JG, Stojanov P, Lawrence MS, et al. Discovery and prioritization of somatic mutations in 
diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) by whole-exome sequencing. Proceedings of the National 

Academy of Sciences. 2012;109(10):3879–3884.  
80. Nowakowski GS, Czuczman MS. ABC, GCB, and Double-Hit Diffuse Large B-Cell Lymphoma: Does 

Subtype Make a Difference in Therapy Selection? American Society of Clinical Oncology 

Educational Book. 2015;35:e449–e457.  
81. Hu S, Xu-Monette ZY, Tzankov A, et al. MYC/BCL2 protein coexpression contributes to the 

inferior survival of activated B-cell subtype of diffuse large B-cell lymphoma and demonstrates 
high-risk gene expression signatures: a report from The International DLBCL Rituximab-CHOP 
Consortium Program. Blood. 2013;121(20):4021–4031.  

82. Chao M. Treatment challenges in the management of relapsed or refractory non-
Hodgkin&rsquo;s lymphoma &ndash; novel and emerging therapies. Cancer Management and 

Research. 2013;251.  
83. Wilson WH, Young RM, Schmitz R, et al. Targeting B cell receptor signaling with ibrutinib in 

diffuse large B cell lymphoma. Nature Medicine. 2015;21(8):922–926.  



99 
 

84. Mondello P, Brea EJ, De Stanchina E, et al. Panobinostat acts synergistically with ibrutinib in 
diffuse large B cell lymphoma cells with MyD88 L265 mutations. JCI Insight. 2017;2(6):.  

85. Kuo H-P, Ezell SA, Schweighofer KJ, et al. Combination of Ibrutinib and ABT-199 in Diffuse Large 
B-Cell Lymphoma and Follicular Lymphoma. Molecular Cancer Therapeutics. 2017;16(7):1246–
1256.  

86. Jerkeman M, Hallek M, Dreyling M, et al. Targeting of B-cell receptor signalling in B-cell 
malignancies. Journal of Internal Medicine. 2017;282(5):415–428.  

87. WilsoŶ W, GeƌeĐitaŶo J, GoǇ A, et al. The BƌutoŶ͛s TǇƌosiŶe KiŶase ;BTKͿ IŶhiďitoƌ, IďƌutiŶiď ;PCI-
32765), Has Preferential Activity in the ABC Subtype of Relapsed/Refractory De Novo Diffuse 
Large B-Cell Lymphoma (DLBCL): Interim Results of a Multicenter, Open-Label, Phase 2 Study. 
2015;120 issue 21:686.  

88. Lionakis MS, Dunleavy K, Roschewski M, et al. Inhibition of B Cell Receptor Signaling by Ibrutinib 
in Primary CNS Lymphoma. Cancer Cell. 2017;31(6):833–843.e5.  

89. Hoƌǁood NJ, Page TH, MĐDaid JP, et al. BƌutoŶ͛s tǇƌosiŶe kiŶase is ƌeƋuiƌed foƌ TL‘Ϯ aŶd TL‘ϰ-
induced TNF, but not IL-6, production. J. Immunol. 2006;176(6):3635–3641.  

90. Younes A, Thieblemont C, Morschhauser F, et al. Combination of ibrutinib with rituximab, 
cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone (R-CHOP) for treatment-naive 
patients with CD20-positive B-cell non-Hodgkin lymphoma: a non-randomised, phase 1b study. 
The Lancet Oncology. 2014;15(9):1019–1026.  

91. Dunleavy K, Pittaluga S, Czuczman MS, et al. Differential efficacy of bortezomib plus 
chemotherapy within molecular subtypes of diffuse large B-cell lymphoma. Blood. 
2009;113(24):6069–6076.  

92. Chen L, Monti S, Juszczynski P, et al. SYK Inhibition Modulates Distinct PI3K/AKT- Dependent 
Survival Pathways and Cholesterol Biosynthesis in Diffuse Large B Cell Lymphomas. Cancer Cell. 
2013;23(6):826–838.  

93. Chapuy B, Cheng H, Watahiki A, et al. Diffuse large B-cell lymphoma patient-derived xenograft 
models capture the molecular and biological heterogeneity of the disease. Blood. 
2016;127(18):2203–2213.  

94. Young RM, Hardy IR, Clarke RL, et al. Mouse models of non-Hodgkin lymphoma reveal Syk as an 
important therapeutic target. Blood. 2009;113(11):2508–2516.  

95. Naylor TL, Tang H, Ratsch BA, et al. Protein Kinase C Inhibitor Sotrastaurin Selectively Inhibits the 
Growth of CD79 Mutant Diffuse Large B-Cell Lymphomas. Cancer Research. 2011;71(7):2643–
2653.  

96. Friedberg JW, Sharman J, Sweetenham J, et al. Inhibition of Syk with fostamatinib disodium has 
significant clinical activity in non-Hodgkin lymphoma and chronic lymphocytic leukemia. Blood. 
2010;115(13):2578–2585.  

97. Chiappella A, Vitolo U. Lenalidomide in Diffuse Large B-Cell Lymphomas. Advances in 

Hematology. 2012;2012:1–5.  
98. Hernandez-Ilizaliturri FJ, Deeb G, Zinzani PL, et al. Higher response to lenalidomide in 

relapsed/refractory diffuse large B-cell lymphoma in nongerminal center B-cell-like than in 
germinal center B-cell-like phenotype. Cancer. 2011;117(22):5058–5066.  

99. Nowakowski GS, LaPlant B, Macon WR, et al. Lenalidomide Combined With R-CHOP Overcomes 
Negative Prognostic Impact of Non–Germinal Center B-Cell Phenotype in Newly Diagnosed 
Diffuse Large B-Cell Lymphoma: A Phase II Study. Journal of Clinical Oncology. 2015;33(3):251–
257.  

100. Li S, Young KH, Medeiros LJ. Diffuse large B-cell lymphoma. Pathology. 2017;  
101. Goldstein RL, Yang SN, Taldone T, et al. Pharmacoproteomics identifies combinatorial therapy 

targets for diffuse large B cell lymphoma. J. Clin. Invest. 2015;125(12):4559–4571.  
102. Brodsky JL, Hamamoto S, Feldheim D, Schekman R. Reconstitution of protein translocation 

from solubilized yeast membranes reveals topologically distinct roles for BiP and cytosolic Hsc70. 
J. Cell Biol. 1993;120(1):95–102.  



100 
 

103. Saibil H. Chaperone machines for protein folding, unfolding and disaggregation. Nature 

Reviews Molecular Cell Biology. 2013;14(10):630–642.  
104. Santoro MG. Heat shock factors and the control of the stress response. Biochem. Pharmacol. 

2000;59(1):55–63.  
105. Wu C. Heat Shock Transcription Factors: Structure and Regulation. Annual Review of Cell and 

Developmental Biology. 1995;11(1):441–469.  
106. Home T, Jensen RA, Rao R. Heat Shock Factor 1 in Protein Homeostasis and Oncogenic Signal 

Integration. Cancer Research. 2015;75(6):907–912.  
107. Beckmann RP, Mizzen LE, Welch WJ. Interaction of Hsp 70 with newly synthesized proteins: 

implications for protein folding and assembly. Science. 1990;248(4957):850–854.  
108. Lanneau D, Wettstein G, Bonniaud P, Garrido C. Heat Shock Proteins: Cell Protection through 

Protein Triage. The Scientific World JOURNAL. 2010;10:1543–1552.  
109. Watson IR, Takahashi K, Futreal PA, Chin L. Emerging patterns of somatic mutations in cancer. 

Nature Reviews Genetics. 2013;14(10):703–718.  
110. Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell. 2011;144(5):646–

674.  
111. Jego G, Hazoumé A, Seigneuric R, Garrido C. Targeting heat shock proteins in cancer. Cancer 

Lett. 2013;332(2):275–285.  
112. Gobbo J, Marcion G, Cordonnier M, et al. Restoring Anticancer Immune Response by 

Targeting Tumor-Derived Exosomes With a HSP70 Peptide Aptamer. JNCI-J. Natl. Cancer Inst. 
2016;108(3):djv330.  

113. Vandekerckhove J, Ribeil J-A, )eƌŵati Y, et al. HspϳϬ, l͛aŶge gaƌdieŶ de GATA-1 lors de la 
différenciation des globules rouges. médecine/sciences. 2008;24(1):37–40.  

114. Boudesco C, Rattier T, Garrido C, Jego G. Do not stress, just differentiate: role of stress 
proteins in hematopoiesis. Cell Death Dis. 2015;6:UNSP e1628.  

115. Jego G, Lanneau D, De Thonel A, et al. Dual regulation of SPI1/PU.1 transcription factor by 
heat shock factor 1 (HSF1) during macrophage differentiation of monocytes. Leukemia. 
2014;28(8):1676–1686.  

116. Ho N, Li A, Li S, Zhang H. Heat Shock Protein 90 and Role of Its Chemical Inhibitors in 
Treatment of Hematologic Malignancies. Pharmaceuticals. 2012;5(12):779–801.  

117. Mjahed H, Girodon F, Fontenay M, Garrido C. Heat shock proteins in hematopoietic 
malignancies. Experimental Cell Research. 2012;318(15):1946–1958.  

118. Valbuena JR, Rassidakis GZ, Lin P, et al. Expression of heat-shock protein-90 in non-HodgkiŶ͛s 
lymphomas. Modern Pathology. 2005;18(10):1343–1349.  

119. Cerchietti LC, Lopes EC, Yang SN, et al. A purine scaffold Hsp90 inhibitor destabilizes BCL-6 
and has specific antitumor activity in BCL-6–dependent B cell lymphomas. Nature Medicine. 
2009;15(12):1369–1376.  

120. Oki Y, Younes A, Knickerbocker J, et al. Experience with HSP90 inhibitor AUY922 in patients 
with relapsed or refractory non-Hodgkin lymphoma. Haematologica. 2015;100(7):e272–e274.  

121. Yasuda K, Nakai A, Hatayama T, Nagata K. Cloning and expression of murine high molecular 
mass heat shock proteins, HSP105. J. Biol. Chem. 1995;270(50):29718–29723.  

122. Kaneko Y, Kimura T, Nishiyama H, Noda Y, Fujita J. Developmentally Regulated Expression of 
APG-1, a Member of Heat Shock Protein 110 Family in Murine Male Germ Cells. Biochemical and 

Biophysical Research Communications. 1997;233(1):113–116.  
123. Kaneko Y, Kimura T, Kishishita M, Noda Y, Fujita J. Cloning of apg-2 encoding a novel member 

of heat shock protein 110 family. Gene. 1997;189(1):19–24.  
124. Lin HY, Masso-Welch P, Di YP, et al. The 170-kDa glucose-regulated stress protein is an 

endoplasmic reticulum protein that binds immunoglobulin. Mol. Biol. Cell. 1993;4(11):1109–
1119.  

125. Oh HJ, Easton D, Murawski M, Kaneko Y, Subjeck JR. The chaperoning activity of hsp110. 
Identification of functional domains by use of targeted deletions. J. Biol. Chem. 
1999;274(22):15712–15718.  



101 
 

126. Hatayama T, Yasuda K, Yasuda K. Association of HSP105 with HSC70 in High Molecular Mass 
Complexes in Mouse FM3A Cells. Biochemical and Biophysical Research Communications. 
1998;248(2):395–401.  

127. Oh HJ, Chen X, Subjeck JR. Hsp110 protects heat-denatured proteins and confers cellular 
thermoresistance. J. Biol. Chem. 1997;272(50):31636–31640.  

128. Andreasson C, Fiaux J, Rampelt H, Druffel-Augustin S, Bukau B. Insights into the structural 
dynamics of the Hsp110-Hsp70 interaction reveal the mechanism for nucleotide exchange 
activity. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2008;105(43):16519–16524.  

129. Mattoo RUH, Sharma SK, Priya S, Finka A, Goloubinoff P. Hsp110 Is a Bona Fide Chaperone 
Using ATP to Unfold Stable Misfolded Polypeptides and Reciprocally Collaborate with Hsp70 to 
Solubilize Protein Aggregates. Journal of Biological Chemistry. 2013;288(29):21399–21411.  

130. Rampelt H, Kirstein-Miles J, Nillegoda NB, et al. Metazoan Hsp70 machines use Hsp110 to 
power protein disaggregation: Disaggregation by animal Hsp110-Hsp70-Hsp40. The EMBO 

Journal. 2012;31(21):4221–4235.  
131. Shorter J. The Mammalian Disaggregase Machinery: Hsp110 Synergizes with Hsp70 and 

Hsp40 to Catalyze Protein Disaggregation and Reactivation in a Cell-Free System. PLoS ONE. 
2011;6(10):e26319.  

132. Kai M, Nakatsura T, Egami H, et al. Heat shock protein 105 is overexpressed in a variety of 
human tumors. Oncol. Rep. 2003;10(6):1777–1782.  

133. Slaby O, Sobkova K, Svoboda M, et al. Significant overexpression of Hsp110 gene during 
colorectal cancer progression. Oncol. Rep. 2009;21(5):1235–1241.  

134. Hwang TS, Han HS, Choi HK, et al. Differential, stage-dependent expression of Hsp70, Hsp110 
and Bcl-2 in colorectal cancer. J. Gastroenterol. Hepatol. 2003;18(6):690–700.  

135. BeƌtheŶet K, Bokhaƌi A ͛deŵ, LagƌaŶge A, et al. H“PϭϭϬ pƌoŵotes ĐoloƌeĐtal ĐaŶĐeƌ gƌoǁth 
through STAT3 activation. Oncogene. 2016;  

136. Berthenet K, Boudesco C, Collura A, et al. Extracellular HSP110 skews macrophage 
polarization in colorectal cancer. OncoImmunology. 2016;5(7):e1170264.  

137. Das A, Sinha M, Datta S, et al. Monocyte and Macrophage Plasticity in Tissue Repair and 
Regeneration. The American Journal of Pathology. 2015;185(10):2596–2606.  

138. Dorard C, de Thonel A, Collura A, et al. Expression of a mutant HSP110 sensitizes colorectal 
cancer cells to chemotherapy and improves disease prognosis. Nature Medicine. 
2011;17(10):1283–1289.  

139. Collura A, Lagrange A, Svrcek M, et al. Patients With Colorectal Tumors With Microsatellite 
Instability and Large Deletions in HSP110 T-17 Have Improved Response to 5-Fluorouracil-Based 
Chemotherapy. Gastroenterology. 2014;146(2):401–+.  

140. Di Nicola M, Zappasodi R, Carlo-Stella C, et al. Vaccination with autologous tumor-loaded 
dendritic cells induces clinical and immunologic responses in indolent B-cell lymphoma patients 
with relapsed and measurable disease: a pilot study. Blood. 2009;113(1):18–27.  

141. Zappasodi R, Bongarzone I, Ghedini GC, et al. Serological identification of HSP105 as a novel 
non-Hodgkin lymphoma therapeutic target. Blood. 2011;118(16):4421–4430.  

142. Zappasodi R, Ruggiero G, Guarnotta C, et al. HSPH1 inhibition downregulates Bcl-6 and c-Myc 
and hampers the growth of human aggressive B-cell non-Hodgkin lymphoma. Blood. 
2015;125(11):1768–1771.  

143. Frecha C, Costa C, Levy C, et al. Efficient and stable transduction of resting B lymphocytes and 
primary chronic lymphocyte leukemia cells using measles virus gp displaying lentiviral vectors. 
Blood. 2009;114(15):3173–3180.  

144. Frecha C, Levy C, Costa C, et al. Measles Virus Glycoprotein-Pseudotyped Lentiviral Vector-
Mediated Gene Transfer into Quiescent Lymphocytes Requires Binding to both SLAM and CD46 
Entry Receptors. Journal of Virology. 2011;85(12):5975–5985.  

145. Zhang M, Xu-Monette ZY, Li L, et al. RelA NF-κB subunit activation as a therapeutic target in 
diffuse large B-cell lymphoma. Aging. 2016;8(12):3321–3340.  



102 
 

146. Gilmore TD. Introduction to NF-κB: players, pathways, perspectives. Oncogene. 
2006;25(51):6680–6684.  

147. Zhang B, Calado DP, Wang Z, et al. An Oncogenic Role for Alternative NF-κB Signaling in 
DLBCL Revealed upon Deregulated BCL6 Expression. Cell Reports. 2015;11(5):715–726.  

148. Kimura A, Ogata K, Altan B, et al. Nuclear heat shock protein 110 expression is associated 
with poor prognosis and hyperthermo-chemotherapy resistance in gastric cancer patients with 
peritoneal metastasis. World Journal of Gastroenterology. 2017;23(42):7541–7550.  

149. Zhang J, Grubor V, Love CL, et al. Genetic heterogeneity of diffuse large B-cell lymphoma. 
Proceedings of the National Academy of Sciences. 2013;110(4):1398–1403.  

150. Yang G, Buhrlage SJ, Tan L, et al. HCK is a survival determinant transactivated by mutated 
MYD88, and a direct target of ibrutinib. Blood. 2016;127(25):3237–3252.  

151. Guichard G, Huc I. Synthetic foldamers. Chemical Communications. 2011;47(21):5933.  
152. Schwabe RF, Sakurai H. IKKβ phosphorylates p65 at S468 in transactivaton domain 2. The 

FASEB Journal. 2005;19(12):1758–1760.  
153. Mattioli I, Geng H, Sebald A, et al. Inducible Phosphorylation of NF-κB p65 at Serine 468 by T 

Cell Costimulation Is Mediated by IKKϵ. Journal of Biological Chemistry. 2006;281(10):6175–6183.  
154. Geng H, Wittwer T, Dittrich-Breiholz O, Kracht M, Schmitz ML. Phosphorylation of NF-κB p65 

at Ser468 controls its COMMD1-dependent ubiquitination and target gene-specific proteasomal 
elimination. EMBO reports. 2009;10(4):381–386.  

155. Cardenas MG, Yu W, Beguelin W, et al. Rationally designed BCL6 inhibitors target activated B 
cell diffuse large B cell lymphoma. Journal of Clinical Investigation. 2016;126(9):3351–3362.  

156. Lu L, Zhu F, Zhang M, et al. Gene regulation and suppression of type I interferon signaling by 
STAT3 in diffuse large B cell lymphoma. Proceedings of the National Academy of Sciences. 
2018;115(3):E498–E505.  

157. Treon SP, Cao Y, Xu L, et al. Somatic mutations in MYD88 and CXCR4 are determinants of 
clinical presentation and overall survival in Waldenstrom macroglobulinemia. Blood. 
2014;123(18):2791–2796.  

158. Martinez-Lopez A, Curiel-Olmo S, Mollejo M, et al. MYD88 (L265P) Somatic Mutation in 
Marginal Zone B-cell Lymphoma: The American Journal of Surgical Pathology. 2015;39(5):644–
651.  

159. Qin S-C, Xia Y, Miao Y, et al. MYD88 mutations predict unfavorable prognosis in Chronic 
Lymphocytic Leukemia patients with mutated IGHV gene. Blood Cancer Journal. 2017;7(12):.  

160. Nagy M, Fenton WA, Li D, Furtak K, Horwich AL. Extended survival of misfolded G85R SOD1-
linked ALS mice by transgenic expression of chaperone Hsp110. Proceedings of the National 

Academy of Sciences. 2016;113(19):5424–5428.  
 

 

 

 

 

 

 

 



103 
 

Annexes 
 

Article 1 :  HSP110 sustains chronic NF-κB signaling in 

activated B cell diffuse large B cell lymphoma through 

MyD88 stabilization 

 

HSP110 sustains chronic NF-κB signaling in activated B cell diffuse large B cell lymphoma 

through MyD88 stabilization 

Running title: HSP110 sustains chronic NF-κB signaling 

 

Christophe Boudesco,1 Els Verhoeyen,2-3 Laurent Martin,4 Catherine Chassagne-Clement,5 

Leila Salmi,1 Céline Pangault,6 Thierry Fest,6 Fabrice Jardin,7 Olaf-Oliver Wolz,8 Alexander N. R. 

Weber,8 Carmen Garrido, 1-9 and Gaetan Jego 1 

 

1INSERM, LNC UMR866, Université Bourgogne Franche-Comté, Equipe Labellisée « Ligue 

Nationale Contre le Cancer » F-21000 Dijon, France  

2CIRI, EVIR Team, INSERM U1111, CNRS UMR 5308, Université de Lyon-1, ENS de Lyon, Lyon, 

France.  

3Université Côte d’Azur, INSERM, C3M, "Contrôle Métabolique des Morts Cellulaires," Nice, 

France. 

4Service pathologie du Plateau de Biologie du CHU Dijon, 21000 Dijon, France  

5Service Anatomie et Cytologie pathologiques du Centre Léon Bérard, Lyon, France 

6UMR U1236, INSERM, Université Rennes 1, Etablissement Français du Sang Bretagne, CHU de 

‘eŶŶes, laďoƌatoiƌe d͛hĠŵatologie, ‘eŶŶes, FƌaŶĐe  

7INSERM, U918, Rouen. 

8Department of Immunology, University of Tübingen, 72076 Tübingen, Germany 

9Centre Georges François Leclerc (CGFL), Dijon, France 

 



104 
 

Correspondence to: Gaetan Jego, INSERM, UMR 1231, Université Bourgogne Franche-Comté, 

ϳ Bouleǀaƌd JeaŶŶe d͛AƌĐ, ϮϭϬϳϵ DijoŶ, FƌaŶĐe. Tel : (33) 3 80 39 33 45, Fax (33) 3 80 39 34 

34.E-mail: gaetan.jego@u-bourgogne.fr 

 

Word count for text: 

Word count for abstract: 210 

Figure count: 5 

Table count: 1 

References: 48  

mailto:gaetan.jego@u-bourgogne.fr


105 
 

 

Key Points  

1) HSP110 sustains chronic NF-κB signaling in activated B cell diffuse large B cell 

lymphoma through MyD88 stability. 

2) HSP110 is highly expressed in cells of patients with activated B cell diffuse large B cell 

lymphoma and correlates with MyD88 expression 

Abstract 

Activated B cell diffuse large B cell lymphoma (ABC-DLBCL) is an aggressive 

lymphoproliferative disorder involving chronic NF-κB activation. Several mutations in the BCR 

and the MyD88 signaling pathway components, such as MyD88 L265P, are implicated in this 

aberrant activation. Among heat-shock proteins, HSP110 has recently been identified as a pro- 

survival and/or proliferation factor in many cancers but its role in ABC-DLBCL survival 

mechanisms remained to be established. We observed that shRNA-mediated HSP110 silencing 

decreased the survival of several ABC-DLBCL cell lines, decreased IgM-MyD88 co-localization 

and subsequent NF-κB signaling. Conversely, over-expression of HSP110 in ABC-DLBCL or non-

DLBCL cell lines increased NF-κB signaling, indicating a tight interplay between HSP110 and 

the NF-κB pathway. Using immunoprecipitation and proximity ligation assays, we identified 

an interaction between HSP110 and both wild type MyD88 and MyD88 L265P. HSP110 

stabilized both MyD88 forms with a stronger effect on MyD88 L265P, therefore facilitating 

chronic NF-κB activation. Finally, HSP110 expression was higher in lymph-node biopsies of 

patients with ABC-DLBCL than in normal reactive lymph nodes and a strong correlation was 

found between the level of HSP110 and MyD88. In conclusion, we identified HSP110 as a 

regulator of NF-κB signaling through MyD88 stabilization in ABC-DLBCL. This finding reveals 

HSP110 as a new potential therapeutic target in ABC-DLBCL. 
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Introduction: 

Diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) is the most common type of aggressive non-

Hodgkin lymphoma (NHL) in adults. Although R-CHOP therapy has led to an improvement in 

survival, a significant percentage of patients are still refractory to the treatment or eventually 

relapse. 1 It is therefore important to find new molecular targets for the treatment of DLBCL 

patients. Advanced genome sequencing studies have unveiled the complexity of DLBCL and 

revealed a heterogeneous group of tumors characterized by specific genetic alterations and 

molecular signatures that could account for the heterogeneous response to treatment. One 

way to overcome the heterogeneity of this lymphoma is to identify and target mechanisms 

that drive or sustain oncogenic signaling/survival of lymphoma cells, regardless of their 

somatic mutations. Interestingly, a body of literature has highlighted the fact that tumor cells 

acquire a biological addiction to heat shock proteins (HSPs)/stress proteins during malignant 

transformation.2,3 HSPs are highly conserved molecular chaperone proteins whose expression 

is induced in response to multiple physiological and environmental stresses.4 In these 

contexts, they control a large array of cellular functions in order to rescue the cell from 

debilitating conditions. Cancer cells can be considered highly stressed cells due to their 

numerous mutations, translocation or polyploidy, and microenvironment. 5-6 Therefore, HSPs 

are often overexpressed in cancer cells, where they contribute to cancer resistance, notably 

to apoptosis and to the clearance of cancer cells by immune cells. 7,8 As a consequence, it has 

been proposed to target HSPs in various types of cancer. Several reports have shown that HSPs 

are also highly expressed in hematological malignancies, where they are involved in several 

key proliferative and survival functions. 9 In particular, in lymphoma, HSP90 has been shown 

to have multiple roles in key DLBCL oncogenic pathways. Indeed, its capacity to enhance B-

cell-like (BCL) 6 oncogenesis 3 and to interact and stabilize key B-cell receptor (BCR) protein 

complexes (CD79A/B-SYK-BTK-PLCɶϮ,2) suggest that targeting HSP90 could represent an 

interesting additional option in the treatment of DLBCL. Unfortunately, a recent clinical trial 

using the HSP90 inhibitor AUY922 in DLBCL (NCT01485536) was halted early due to a limited 

response and adverse effects in 100% of patients (anemia, fatigue, abdominal pain, diarrhea), 

prompting the search for other potential targets. 

Among HSPs, HSP110 is a high molecular weight chaperone with anti-aggregation properties 

and, through its interaction with HSP70, participates in the correct folding of newly 
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synthesized or misfolded proteins. 10-11 In cancer, we have recently demonstrated that HSP110 

is a major factor of colon cancer growth through intra- and extra-cellular functions. 12,13 At the 

intra-cellular level, HSP110 binds directly to STAT3, facilitating its phosphorylation by JAK2 and 

contributing to STAT3-dependent tumor growth. At the extracellular level, we have 

demonstrated that colon cancer cells secrete HSP110 to promote macrophage polarization 

towards a pro-cancer phenotype (M2). 13 Furthermore, we have identified a truncated form 

of HSP110, called HSP110DE9, in colorectal tumors with microsatellite instability that acts as 

an endogenous HSP110 inhibitor. 14 The high expression of HSP110DE9 and/or the low 

expression of wild type HSP110 in colon cancer patients was associated with a highly effective 

response to chemotherapy. 15 Recent studies have shown major new roles for HSP110 in 

human NHL. In particular, HSP110 was shown to be an immunogenic antigen in a xenograft 

model of NHL, and expression of HSP110 was shown to correlate with the aggressiveness and 

proliferation index of tumor cells from patients. 16 A significant positive correlation between 

HSP110 and BCL-6 expression was also found in germinal center (GC) B cell-like/BCL-6+ DLBCL, 

which could be explained by the stabilization of BCL6. 17 

Given the emerging role of HSP110 in cancer and NHL in particular, we investigated the role 

of HSP110 in activated B cell-like DLBCL (ABC-DLBCL) and which relies on the NF-κB signaling 

pathway for growth and survival. 18 Mutations affecting MyD88 (L265P) and the 

CD79/CARD11/MALT1/BCL10 signaling cascade are mostly responsible for the aberrant NF-κB 

activation. 19,20 We show here that HSP110 is an essential survival factor for these tumor cells. 

Furthermore, we demonstrate that HSP110 binds to and stabilizes wild type and mutated 

MǇDϴϴ iŶ Đell liŶes aŶd patieŶt͛s saŵples and thereby amplifies the aberrant NF-κB signaling 

pathway. In conclusion, we have identified a new role for HSP110 in tumor cells and have 

confirmed that HSP110 is a potential target for the development of future therapies in NHL. 

 

 

 

 

 

 

Methods 

Primary tumors and cell lines.  
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ABC-DLBCL cell lines were purchased from ATCC (U2932 / OCI-Ly3 / OCI-Ly10 / SUD-HL2) or 

kindly provided by Prof. Dr. Daniel Krappmann (The Helmholtz Zentrum Munich, Germany) 

(HBL1/ TMD8) and cultured in RPMI1640 (Dominique Dutscher, Brumath, France) plus FBS 

(Dominique Dutscher)  at 10% (U2932 / TMD8), 15% (OCI-ly3) or 20% (HBL1 / OCI-Ly10 and 

SUD-HL2). Tumors for immunoblots and IHC were provided by the Biological Resource Center 

Ferdinand Cabanne BB-0033-00044, Dijon, France, and by the Service de Pathologie, CLB, 

Lyon, France. Samples for mRNA analysis were from the Centre de Ressources Biologiques-

Santé (BB-0033-00056) of Rennes Hospital. The study using human biopsies was approved by 

each relevant institutional review board or ethics committee and all human participants gave 

informed consent. 

Transfection  

ABC-DLBCL cell-lines were transfected with the AMAXA Nucleofector 2b device (Lonza, Basel, 

switzerland) and the Nucleofector kit T (HBL1, OCI-Ly3, OCI-Ly10) or V (U2932, SUD-HL2, 

TMD8). siRNA control (MISSION® siRNA Universal Negative Control #1, Sigma-Aldrich, Lyon, 

France Ϳ oƌ hsphϭ taƌgetiŶg si‘NA ;“ileŶĐeƌ™ “eleĐt Pƌe-Designed siRNAs, Life technologies, 

Saint-Aubin, France) were used. Specific AMAXA programs were applied (U-15 for U2932; 

P005 for SUD-HL2, TMD8; G016 for HBL1, OCI-Ly3, OCI-Ly10). For other HSPs, Silencer® Pre-

Designed siRNA for HSP27 (ID: 122371 -HSPB1) and HSP70 (IDs6966- HSPA1A) were used, or 

the specific functional inhibitor of HSP90 PU-H71, 1 µM 16 h (Axon Medchem, Groningen, The 

Netherlands,). HEK293T transfections were performed using Genjet Vii reagent (TebuBio, Le 

Perray-en-Yvelines, France). GFP, HSP110-GFP and HSP110DE9 mutant–GFP were homemade 

plasmids. Myd88WT and L265P plasmid were used as described,21 pGL4.32[luc2P/NF-κB-

RE/Hygro] Vector (Promega E849A) was kindly provided by Dr. Philippe Gaulard (IMRB, U955 

Inserm – Université Paris Est Créteil, UPEC, France).  

 

 

Lentiviral particles  

Human shRNA lentiviral vectors pseudotyped with measles virus glycoproteins have been 

described elsewhere. 22,23 These lentiviral vectors were produced in 293T cells with GFP 

expressing shRNA control (Sigma MISSION® SHC016-1EA) or hsph1 targeting shRNA lentiviral 
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constructs (Sigma MISSION® shRNA Plasmid DNA type SHCLND-NM_006644, clone 

TRCN0000275617). HBL1, Ly3 and U2932 were incubated using viral supernatant at MOI 2 for 

24h before washing. 48h after transduction, cells were subjected to puromycin selection for 

96h. GFP+ cells viability over time was followed using LSRII Flow Cytometer (Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, USA).  

 

Immunoblot analysis  

Primary antibodies used in this work were: anti-Bcl-xL (2764S), c-Myc (9605S), Cyclin D1 

(2926S), P-STAT3 (9145S) and STAT3 (9139S), P-IkBa Ser32/36 (9246) from Cell Signaling 

(Danvers, USA); Mcl-1 (sc-819), HSC70 (sc-7298), HSP110 (sc-6241), GFP (sc-8334), BcL10 

(331.3), and P-IRAK1 (sc-325147) from Santa Cruz biotechnologies (Dallas, TX, USA); anti-

HSP110 [ab109624], for IHC staining, anti-BcL10 [ab199011], CD79a [ab199001], IgM 

[ab20054], IΚBa [ab32518], P-IΚBa [ab133462] Myd88 [ab119048], HSP90 [ab59459], HA 

[ab130275], HSP70 [ab5439], Ubiquitin (linkage-specific K63) [ab179434] from abcam (Paris, 

France); anti-IκBa [#4812], IRAK1 [#4504], Myd88 [#4883], c-Rel [#4727], TRAF6 [#8028], p65 

[#8242], BcL2 [#2870], caspase 3 Asp175 [#9664], total caspase 3 [#9662], laminA/C [#4777], 

and HSP60 [#12165] from Cell Signaling Technologies (Danvers, USA); anti-p50 [616702] from 

Biolegend (San Diego, USA); HSP27 [ADI-SPA-800] from Enzo Life (Villeurbanne, France), and 

monoclonal anti-β-AĐtiŶ−Peƌoǆidase aŶtiďodǇ [Aϯϴϱϰ] fƌoŵ “IGMA. CǇtoplasŵiĐ aŶd ŶuĐleaƌ 

extracts were obtained using the NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction reagent kit 

(Thermo Scientific, Waltham, USA). immunoprecipitations were performed as previously 

described, 19 and the HSP110 primary antibody (ab109624) was used. 

NF-κB ƌepoƌteƌ assaǇ 

 HEK293T cells were transfected  using Genjet Vii reagent and 0.4 µg of pGL4.32[luc2P/NF-κB-

RE/Hygro] Vector (Promega, Madison, USA), 0.4 µg of Myd88 WT or L265P HA tagged, 

increasing amount of HSP110-HA tagged plasmid (0.1 to 0.7 µg) and 0.3 µg of GFP vector for 

normalization. Samples were prepared according to the Promega protocol (Luciferase assay 

system E1500). Luminescence from equivalent amounts of lysate was read in triplicate on an 

EnVision Multilabel Plate Reader (PerkinElmer,USA). All readings were normalized to the mean 

fluorescence intensity of GFP expression. 
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Immunofluorescence and Duolink® proximity ligation assay 

Briefly, non-transfected or transfected ABC-DLBCL cells were harvested, washed, fixed with 

PFA 4% (10min on ice) and permeabilized using 100% chilled MetOH (10min, -20°C). Cells were 

spin down on Ghäasel slides using Cytospin (5min 300 rpm). After overnight incubation of 

primary antibodies (anti-IgM [IM260], anti-IκBa [ab32518], anti HSP105 [EPR4576], anti HSP70 

(ab5439), anti Myd88 (ab119048)), Duolink® experiments were performed according to the 

ŵaŶufaĐtuƌeƌ͛s pƌotoĐol ;“igŵa-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). Microscopy images were 

taken on an Axio Imager 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) and images were 

acquired using AxioCam MRm CCD camera (Carl Zeiss GmbH, x63 oil objective). The ͚“pot 

detector plugin͛ of ICY software was used to count the number of spots per cell and statistical 

analysis was performed with GraphPad Prism 6 (Unpaired Mann-Whitney U test, at least 100 

cells counted for each condition). 

Quantitative real-time PCR 

Total RNA was isolated with Trizol (Invitrogen, CA, USA) and reverse transcribed with Moloney 

murine leukemia virus reverse transcriptase (Promega) and random hexamers (Promega). 

Quantitative RT-PCR foƌ ƌeaĐtiǀe lǇŵph Ŷodes aŶd patieŶt͛s saŵple were done as follows: 

Quantitative RT-PCRs were performed using the TaqMan Universal Master Mix and specific 

Taqman Gene Expression Assays (Life Technologie- Applied Biosystems): HSP110/hs-

00971475-m1 and ABL/hs001104728-m1, (for internal standard gene). Gene expression was 

measured using the ΔCT calculation method.  For each sample, the Ct value for HSP110 was 

determined, normalized to its respective value of ABL and compared using the Ct method to 

the mean value obtained for reactive lymph nodes samples. Statistical analyses were 

performed with Prism software (GraphPad software Inc, San Diego, CA) using a Mann-Whitney 

non-parametric U-test (* P < 0.05, ** P < 0.01).  

For other quantitative RT-PCRs, PƌiŵePC‘™ SYBR® Green Assay: RPS18, Human (Biorad), 

MyD88 F: GTTGTCTCTGATGATTACCTG, MyD88 R: GGGGAACTCTTTCTTCATTG (Sigma Aldrich), 

and the HSP110 primers used were described earlier. 15 
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Results  

 

HSP110 expression impacts B lymphoma cells survival and NF-κB signaling 

To explore the role of HSP110 in ABC-DLBCL cell lines, we transduced them with a lentivirus 

carrying HSP110 shRNA that was optimized to have high transduction capacities towards hard-

to-transfect human B cell lines. 22,24 We observed decreased survival in the infected cell lines 

after 5 and 7 days of culture for the HBL1 and OCI-Ly3 cells, respectively, but not for U2932 

cells (Figure 1A-B). A decrease in the anti-apoptotic proteins BclxL and Bcl2, together with an 

increase in caspase-3 cleavage, suggested that depletion of HSP110 is deleterious in certain 

ABC-DLBCL cell lines and induced apoptotic cell death (Figure 1C). As hyper-activation of the 

NF-κB signaling pathway is primary responsible for ABC-DLBCL proliferation and survival, in 

the following experiments we studied the impact of HSP110 on this pathway. Interestingly, 

again HSP110 knock-down induced a decrease in IκB phosphorylation in all ABC-DLBCL cell 

lines tested, with the exception of U2932 (Figure 1D-E). It is worth noting that U2932 cells, in 

contrast to the other cell lines analyzed, do not bear MyD88 and CBM mutations. 

Next, we compared the effect observed with HSP110 depletion with that observed by 

depleting/inhibiting other main HSPs (HSP27, HSP70 and HSP90). We used either a siRNA 

approach (for HSP27, HSP70 and HSP110) or a chemical inhibitor (PU-H71 for HSP90). As 

shown in sup Figure 1A, inhibition of HSP90, as already reported,2 induced a decrease in IκB 

phosphorylation similar to that obtained upon HSP110 depletion. In contrast, HSP27 or HSP70 

knock-down did not affect P-IκB content. In keeping with the decrease in IκB phosphorylation 

observed, the amount of p65 and p50, two downstream effectors of NF-κB, were also 

decreased in the nucleus of cells depleted in HSP110 (Figure 1F and sup Figure 1B). Conversely, 

transfection of SUD-HL2 by increasing amounts of HSP110 induced an increase in IκB 

phosphorylation (Figure 1G). Taken together, these data suggest that HSP110 is involved in 

ABC-DLBCL survival through NF-κB signaling modulation. 

Two NF-κB activating pathways have been described in ABC-DLBCL and are major sites of well-

characterized gain-of-function mutations resulting in spontaneous assembly of signaling 

protein complexes: the MyD88/IRAK pathway (30% of patients bear the Myd88 L265P 
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mutation) and the B cell receptor pathway (with CD79B and CARD11 mutated in 20% and 9% 

of patients, respectively). Although these two pathways were identified separately, recent 

data demonstrated by Staudt 25 pointed out their ability to cooperate at a late endosomal 

stage. Indeed, BCR components co-localized with MyD88, TLR9 and CARD11-MALT1-BCL10 

(CBM) complex in endolysosomes, where they activate the NF-κB pathǁaǇ. To oďtaiŶ more 

insights on the stage of the NF-κB pathway at which HSP110 interfere, we looked at the IgM-

-MyD88 complex formation when HSP110 is down-regulated. Using proximity ligation assays 

(PLA), we detected close proximity of IgM and phospho (P)-IκB in the cytosol of ABC-DLBCL 

control cells (Figure 2A and 2B). Upon siRNA-mediated HSP110 down expression, IgM and P-

IκB proximity was strongly reduced in the cell lines bearing dual MyD88 and CBM mutations 

(HBL1 and OCI-Ly3), but not in the U2932 cell line, which is devoid of these mutations. This 

suggested that HSP110 could play a role in the IgM- MyD88 complex. We sought to confirm 

this hypothesis by studying the effect of HSP110 depletion in the IRAK1/TRAF6 complex 

formation immediately downstream of IgM-and MyD88. Upon HSP110 downregulation we 

found that IRAK1 was less phosphorylated in HBL1 and OCI-Ly3 (but not in U2932) (Figure 2C), 

and P-IRAK1 was less bound to TRAF6 (sup Figure 1C). Under normal IRAK1/TRAF6 complex 

formation, the auto-K63-ubiquitination of TRAF6 appears to enable the recruitment and 

activation of downstream signaling. 26 However, here, this TRAF6 K63-ubiquitination was also 

decreased (Figure 2D). These data suggest that HSP110 could intervene upstream of 

IRAK1/TRAF6 complex formation, at an early stage of the NF-κB signaling pathway when IgM 

and MyD88 co-localize. 

 

HSP110 enhances MyD88-mediated NF-κB signaling through direct interactions 

MyD88 activation upon BCR-TLR complex stimulation on B cells leads to NF-κB signaling and 

subsequent proliferation. 25 Furthermore, oncogenically active MyD88 in 30% of ABC-DLBCL 

patients accounts for spontaneous assembling of the IRAK1/IRAK4 complex leading to a strong 

and sustained NF-κB signal. We, therefore, hypothesized that HSP110 could enhance MyD88-

mediated NF-κB signaling. We overexpressed HSP110 together with wild-type (wt) MyD88 or 

with the most common mutated form of MyD88 (MyD88 L265P) in a Burkitt lymphoma cell 

line (BJAB) that bears neither the MyD88 mutation nor NF-κB hyperactivation. As shown in 

Figure 3A, HSP110, MyD88 and MyD88L265P alone enhanced IκB phosphorylation. As 
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expected, MyD88 L265P promoted a stronger phosphorylation, 21 which was enhanced by 

HSP110 overexpression.  

In order to functionally test whether HSP110 was able to promote NF-κB target gene 

transcription in a MyD88-dependent manner, we used a luciferase reporter gene driven by an 

NF-κB promoter. HEK293 cells were co-transfected with increasing amounts of HSP110, with 

or without MyD88 wt or MyD88 L265P. We observed a HSP110 dose-dependent induction of 

luciferase activity (Figure 3B). Strikingly, whereas MyD88 L265P alone was able to promote 

this activity (Figure 3A), the addition of HSP110 induced a 100 fold increase at the maximal 

concentration (Figure 3B). Overall, these data show that HSP110 enhances both MyD88 wt 

and mutated signaling. This suggests that HSP110 may interact directly with MyD88 in order 

to reinforce its action.  

As shown in Figures 3C-D, HSP110 and MyD88 co-localized in ABC-DLBCL cells and associated 

in cellulo as demonstrated by PLA. Of note, in all three tested cell lines, HSP110-MyD88 binding 

spots were more abundant than HSP110-HSP70 binding spots (Figure 3C-D), used here as a 

positive control as HSP70 is a well-known partner of HSP110. No close proximity of HSP70 and 

MyD88 was observed (data not shown). This in cellulo interaction was confirmed by co-

immunoprecipitation experiments in OCI-LY3 and SUD-HL2 (Figure 3E). As both cell lines 

expressed a mutated form of MyD88, we wondered if HSP110 could also bind to the wild-type 

form. Co-immunoprecipitation experiments of HSP110 and MyD88 wt in HEK293 showed at 

least similar binding capacities (Figure 3F). 

 

HSP110 stabilizes MyD88 

Expression of increasing amounts of HSP110 in HEK293 induced a concomitant increase in 

soluble MyD88 protein amounts (Figure 4A-B and sup Figure 2A) for both L265P and wt 

MyD88. This phenomenon was not due to a transcriptional control of the MyD88 gene as 

MyD88 mRNA content did not increase (Sup Figure 2B). Furthermore, expression of the 

HSP110 dominant negative mutant HSP110DE9 (known to inhibit HSP110 wild type at a 1:1 

ratio15 inhibited the expression of MyD88 (Figure 4A-B). Expression of an HSP110 mutant 

deficient in its nuclear localization signal also increased MyD88 protein expression, suggesting 

that HSP110 acts directly on MyD88 in the cytosol (Figure 4C). The study of MyD88 half-life in 

the presence of the protein synthesis inhibitor cycloheximide showed that HSP110 stabilizes 

MyD88wt and MyD88L265P in a similar way (Figure 4D). These observations were confirmed 
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in HBL-1 and OCI-Ly3 as HSP110 down-expression by specific siRNA reduced the expression of 

MyD88 but not in U2943, which is in keeping with the previous results (Figure 4E). Finally, in 

the presence of the proteasome inhibitor MG132, the MyD88 level was restored, suggesting 

that HSP110 stabilized MyD88 by interfering with its proteasomal degradation (Figure 4F). 

 

HSP110 is highly expressed in ABC-DLBCL patients and correlates with the amount of MyD88  

 

Strong HSP110 expression has been found in samples from different cancer patients including 

those with GC-DLBCL (REF). To get a clinical insight on the role of HSP110 in ABC-DLBCL, we 

measured HSP110 mRNA levels in a cohort of GC-DLBCL, a cohort of ABC-DLBCL, and samples 

from nonmalignant reactive lymph nodes. We confirmed stronger though heterogeneous 

HSP110 mRNA expression on DLBCL of the GC sub-type in comparison to reactive lymph nodes 

samples, independent of lymphoma sub-type; i.e. GC- or ABC-DLBCL with, respectively, 21 

fold-increase (P=0.009) and 30-fold increase (P=0.01) (Figure 5A). This elevated HSP110 

expression was then confirmed by IHC in biopsies from 12 patients with the ABC sub-type 

(Figure 5B and Table 1), as well as in biopsies from patients with the GC subtype (Sup Figure 

3). In all cases, more than 80% of cells were positive, with a score of 2 to 3 for the staining 

intensity, with the exception of samples from two patients with a score of 1. Interestingly, 

though HSP110 was always present in the cytosol, frequent nuclear localization was also 

observed. HSP110 staining in reactive lymph nodes was limited to the germinal center, 

confirming its association with B cell activation. In another cohort of 13 ABC-DLBCL patients, 

we extracted proteins from the tumor biopsy and observed that the level of HSP110 correlated 

significantly with that of MyD88 (r=0.8148, n=13) (Figure 5C-D). These data in patients support 

our results showing that HSP110 plays a role in MyD88 protein expression in B-cell lymphoma. 

 

Discussion 

 

Genomic and functional investigations have shown that ABC-DLBCL tumors are driven either 

by chronic BCR and/or TLR9/ MyD88 signaling, in contrast to GC-DLBCL. Many downstream 

effectors are therefore activated, leading to sustained NF-κB activation, on which ABC-DLBCL 

tumors rely for survival. There is important genetic heterogeneity in ABC-DLBCL tumors 



115 
 

accounting for this chronic BCR and MyD88 signaling, as mutations in CD79a/b, MyD88, 

CARD11 and A20 have been detected in patients͛ samples. In particular, 29% of tumors harbor 

a single nucleotide variant that changes a leucine residue at position 265 of the MyD88 coding 

region to a proline, leading to a mutant protein (MyD88 L265P) that spontaneously assembles 

with IRAK1 and IRAK4 into so-called Myddosomes.21 We showed here that HSP110 directly 

binds to MyD88, independent of L265P mutation, and stabilizes both protein forms leading to 

the amplification of NF-κB signaling and to the subsequent improved survival in ABC-DLBCL 

lines. We also observed a correlation between HSP110 and MyD88 levels in patients, thus 

confirming our in vitro results and suggesting that HSP110 could be a potential target for 

lymphoma therapy in the future. 

As an adaptor of Toll-like receptor signaling, MyD88 is regulated by endogenous mechanisms 

as well as pathogens. In macrophages, the E3 ubiquitin ligase Nrdp1 directly binds and 

polyubiquitinates MyD88 leading to its proteasomal degradation, thus limiting the over-

production of pro-inflammatory cytokines. 27 In the same way, the anti-inflammatory 

cytokine, TGF-βϭ, drives MyD88 degradation through the Smad6–Smurf pathway.28 Pathogens 

have many ways to escape immune surveillance. For example, they can also drive MyD88 

through the Ub-proteasome pathway as shown for Kaposi͛s sarcoma-associated herpesvirus. 

29 As an adequate inflammatory response to pathogens must be balanced, molecular 

machinery that opposes MyD88 degradation must exist, and our present work suggests that 

HSP110 could be involved as it promotes wild type MyD88 stability (even though at a lower 

level than for MyD88 L265P).  

HSPs have multiple roles in cancer cells that relate to their chaperone function; among these 

stabilization of mutated or over-expressed proteins is common. In addition, proliferation- or 

survival-dependent activating mutations of signaling molecules show increased dependence 

on HSPs. 30,2,31 In germinal center B cell-like/BCL-6+ DLBCL, HSP90 interacts with the oncogene 

BCL-6 and stabilizes BCL-6 mRNA and protein. 31 A significant positive correlation between 

HSP110 and BCL-6 expression has also been found in GC-DLBCL cell lines and patients. 16 In 

addition, in Burkitt lymphoma, HSP110 prevents degradation of the overexpressed oncogene 

c-Myc. 17 Therefore, through their multiple oncogene targets in lymphomas, HSPs and 

particularly HSP110 appear to be crucial to their proliferation and survival, thus confirming 

the overall addiction of tumors to HSPs.  
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Beyond ABC-DLBCL, the missense mutation of MyD88 has been described in other diseases 

such as benign monoclonal IgM gammopathy of undetermined significance (47%), 

WaldeŶstƌöŵ͛s ŵaĐƌogloďuliŶeŵia ;WMͿ ;iŶ alŵost ϭϬϬ% of patieŶtsͿ aŶd chronic 

lymphocytic leukemia (less than 10%). 32-33 It is very likely that HSP110 could also have the 

same MyD88 stabilizing function in these diseases, although this hypothesis needs to be 

investigated. 

We observed that cell lines with MyD88 mutation (HBL1, SUD-HL2, OCI-Ly3 and OCI-Ly10), but 

not without (U2932), were dependent on HSP110 for their survival. Patients harboring MyD88 

L265P or other mutations such as S222R (like SUD-HL2) may therefore be the ones to benefit 

most from the pharmaceutical inhibition of H“PϭϭϬ. BƌutoŶ͛s TǇƌosiŶe KiŶase ;BTKͿ is a diƌeĐt 

downstream effector of BCR signaling, and inhibition by Ibrutinib is standard therapy in ABC-

DLBCL. However, despite its rapid translation to clinical trials, some patients have shown a 

limited response or ultimately escape Ibrutinib efficacy. 34 To overcome this problem, it has 

recently been shown that MyD88 silencing enhances ibrutinib efficacy in ABC-DLBCL cells 

harboring MyD88 L265P mutations, suggesting that a dual target would improve the 

therapeutic efficacy. 35 Furthermore, in WaldeŶstƌöŵ͛s ŵaĐƌoglobulinemia (WM), BTK is a 

downstream target of MYD88 L265P signaling. 36 We are therefore currently investigating the 

benefit of combining BTK inhibition with shRNA-mediated HSP110 knock-down in selected cell 

lines. Interestingly, the HSP110 protein level determined by IHC was found to be low in normal 

non-activated B cells outside the germinal center (Figure 5B) and the current available HSP110 

KO model shows no alteration of B cell number in homeostatic conditions (not shown). This 

information could be of particular interest for the rationale of HSP110 inhibition in DLBCL, as 

the current R-CHOP based regimen targets normal and pathologic B cells. In contrast, HSP110 

inhibition due to its overexpression in NHL may selectively target lymphoma cells but not naive 

normal B cells. At the time of new therapies that tend to utilize lymphoma oncogenic cell 

signaling to selectively kill DLBCL cells in preference to normal B cells, HSP110 inhibition could 

represent a promising new approach. 

Several recent reports by us and others have highlighted the importance of this still largely 

unrecognized HSP, HSP110. We now propose, and bring here new evidence in support of our 

hypothesis, that HSP110 plays a central role in many cancers and in DLBCL in particular, 

through its capacity to sustain many critical signaling oncogenic pathways. Once available, 
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HSP110 specific inhibitors will probably play a preponderant role in the therapeutic arsenal 

for ABC-DLBCL and beyond. 
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targeting HSP110 or a control siRNA, followed by immunoblot using a TRAF6 Ab. Immunoblot 

of total cell extract (input) shows HSP110 and TRAF6 analysis. 

 

Figure 3. HSP110 interacts with MyD88 to enhance NF-κB sigŶaliŶg. (A) Immunoblot analysis 

of P-Ik, IκB, H“PϭϭϬ aŶd MǇDϴϴ iŶ BJAB Đells ϰϴh afteƌ tƌaŶsfeĐtioŶ ǁith plasŵids ĐodiŶg foƌ 

HSP110-GFP, and/or MyD88 wt or MyD88 L265P. HSC70 served as a loading control. (B) 

Luciferase reporter experiment in HEK 293T cells. Cells co-transfected with GFP reporter 

(internal control) and NF-κB LuĐifeƌase ƌepoƌteƌ plasŵid ǁith oƌ ǁithout iŶĐƌeasiŶg 

concentrations untagged HSP110 and with or without 0.4 µg of Myd88L265P or Myd88WT 

plasmids. Shown are relative luciferase values (luciferase/GFP ratio), **, p<0.01, ***p<0.001. 

(C) In cellulo interaction of HSP110 with MyD88 was determined in HBL1, SUD-HL2 and OCI-

Ly3 by Duolink technology, in the presence or not of siRNA HSP110. HSP70 was used here as 

a positive control of HSP110 interaction. Scale Bars 20 µm. (D) Quantitation of HSP110-MyD88, 

HSP110-HSP70, spots per cell determined by Duolink technology as in (A). ***P<0.001. (E) 

Immunoprecipitation of HSP110 (IP HSP110) and of MyD88 (IP MyD88) in SUD-HL2 and OCI-

Ly3 cells followed by immunoblot using an anti-MyD88 and anti-HSP110 Ab. Normal mouse 

serum IgG (sc-2025) and normal rabbit IgG (sc-2027) from Santa Cruz Biotechnologies® were 

used as non-relevant antibody for control immunoprecipitation (IP control). (F) 

Immunoprecipitation of HSP110-GFP (IP-GFP) and of MyD88-HA (IP-HA) in HEK293 cells 48h 

after transfection with plasmids coding for HSP110-GFP, with or without MyD88-HA L265P 

(0.7µg) or MyD88-HA WT (0.7µg). 

 

Figure 4. HSP110 stabilizes MyD88. (A, B) Immunoblot analysis of HSP110-GFP, total HSP110, 

MyD88 L265P (A)  or MyD88 WT (B), 48h after transfection with plasmids coding for MyD88 

L265P (0.7µg) together with control GFP, HSP110DE9-GFP or increasing concentrations 

HSP110-GFP in HEK293. HSC70 served as a loading control. (C) Immunoblot analysis of 

HSP110-GFP and MyD88 L265P 48h after transfection with plasmids coding for MyD88 L265P 

(0.5µg) together with control GFP or increasing concentrations (0.1 and 0.5µg) of the 

cytoplasmic-only mutant of HSP110 (HSP110–NLS) in HEK293. (D) Immunoblot analysis of 

HSP110-GFP, total HSP110, MyD88 L265P or MyD88 WT in HEK293 treated with cycloheximide 

(CHX: 100 g/ml) during the indicated times, 24h after transfection with control-GFP or 

HSP110-GFP plasmids. HSC70 served as a loading control. Lower panel shows the MyD88 



122 
 

immunoblot intensity from the above experiment (black line: transfection HSP110-GFP + 

Myd88-HA, blue line: transfection GFP + Myd88-HA). (E) Immunoblot analysis of HSP110 and 

MyD88 in HBL1, OCI-Ly3 and U2932 60h after transfection by a universal control siRNA or with 

a siRNA that targets HSP110. (F) Immunoblot analysis of total HSP110 and MyD88 in HBL1 

transfected as in E, and treated or not with MG132 (10 M) during the last 3 or 5h of the 

culture. 

 

Figure 5. High expression of HSP110 correlates with MyD88 expression in patients. (A) the 

expression of HSP110 mRNA in reactive lymph nodes (RLN), GC-DLBCL and ABC-DLBCL patients 

lymph nodes determined by qRT-PCR. *, p<0.05, **, p<0.01 ns=not significant. (B) 

Representative images of reactive lymph nodes, GC-DLBCL and ABC-DLBCL patients͛ lymph 

nodes sections stained with HSP110 antibody by immunohistochemistry. Two original 

magnifications are shown: x2.8 (A, C, scale bar: 425 m) and x40 (B, D, scale bar: 30 m). Three 

representative images of HSP110 intensity are shown below from ABC-DLBCL patieŶts͛ 

sections (original magnification x40. Scale bar: 30m). (C) Immunoblot analysis of HSP110 and 

MyD88 in 13 biopsies of ABC-DLBCL patients. HSC70 served as a loading control. (D) HSP110 

immunoblot intensity relative to MyD88 from (C). 
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Do not stress, just differentiate: role of stress proteins
in hematopoiesis

CBoudesco1,2, T Rattier1,2, CGarrido1,2,3 andG Jego*,1,2

Cell Death and Disease (2015) 6, e1628; doi:10.1038/cddis.2014.560; published online 29 January 2015

Hematopoiesis permits the constant regeneration of the blood

system and is a permanent example of cell differentiation.

Defects in its tight regulation can lead to either cell death or

abnormal proliferation and may translate into multiple types of

blood disorders, including leukemia. Heat shock proteins

(HSPs), the expression of which is controlled by heat shock

factors (HSFs, currently four known members),1 are a set of

highly conserved proteins induced in response to a wide

variety of physiological and environmental stress. HSP/HSF

overexpression or mislocalization has been described inmany

cancers, particularly in hematology, and other diseases.

Therefore, the involvement of HSFs/HSPs in the differentiation

of cells from a hematopoietic origin is critical and is at the

center of many investigations.2,3 Here, we present newly

identified mechanisms used by HSFs and HSPs to control the

differentiation of several types of hematopoietic-derived cells.

For years, the common dogma has been that HSFs

exclusively target heat shock elements (HSEs) present in

the promoter of HSP genes to rapidly mount a protective

response to heat-induced damage. However, recent genome-

wide studies of the signaling pathways induced by the most

studied HSF, HSF1, have demonstrated that this factor

controls different transcriptional programs depending on the

cellular stress experienced.4 Indeed, when HSF1 promoter

binding was analyzed in the absence of heat shock, a very

different profile was uncovered and included various sets of

genes related to processes such as apoptosis, RNA splicing,

and ubiquitination.5 Within the more extreme context of highly

malignant tumors, HSF1 drives a unique transcriptional

program that is distinct from heat shock and includes genes

supporting oncogenic progression, cell-cycle regulation, and

metabolism.6 Mendillo et al. demonstrated that HSF1 rewires

the transcriptome during tumorigenesis, and we and others

have similarly hypothesized that HSF1-dependent rewiring

occurs during the course of another endogenous stress-like

situation, namely, cellular differentiation.

To provide insight into a general view of HSF1 involvement

in cell differentiation, we used an in vivoHsf1− /−mousemodel

and observed a significantly reduced percentage of myeloid

cells in the bone marrow of Hsf1− /− mice compared with wild-

type mice.7 In addition, monocytes exhibited a reduced ability

to differentiate in vitro intomacrophages.We observed that the

SPI1/PU.1 gene that codes for the master myeloid transcrip-

tion factor, contains several HSE-like sequences, including

one particularly well-conserved sequence located in the

second intron to which HSF1 binds during differentiation.

Furthermore, HSF1 inhibition prevented an increase in SPI1/

PU.1 mRNA accumulation and thereby the differentiation of

monocytes into macrophages.

Although an HSF1 binding site in the first intron of HSP27

and HSP90 beta was similarly described during hemin-

induced erythroid differentiation of the myeloid K562 cell line,

the functional repercussion on the differentiation process was

not demonstrated.8 Furthermore, the putative binding of other

HSF family members to nonpromoter regions has been

previously described; 450% of HSF4 binding sites map to

introns or exons in the genome, whereas only 5% map to

promoter proximal regions.9 As described for HSF1 when

binding to the IL-6 gene promoter,10 it is likely that HSF1 can

facilitate the opening of the chromatin structure of the SPI1/

PU.1 promoter through this intron-located HSE.

A recent study by Price and colleagues confirmed the role of

HSF1 in other hematopoietic-derived cells, osteoclasts,11

which are multinucleated cells specialized in bone catabolism

that originate from the myeloid lineage. Under appropriate

in vitro culture conditions, osteoclasts can be derived from

monocytes. Chai et al. were intrigued by the bone loss and

increased osteoclast formation observed in mouse models

treated with the geldanamycin-derived HSP90 inhibitor and

anticancer drug 17-AAG12 and demonstrated an HSF-1-

dependent increase in differentiation upon 17-AAG treatment.11

In contrast to monocyte-derived macrophage differentiation,

no increase in HSF1 expression was observed upon 17-AAG

treatment, suggesting the activation of HSF1 under stress.

Although the exact mechanism governing this stress-induced

osteoclast differentiation has not yet been identified, a very

similar model to the one uncovered by Jego et al. has been

proposed. Indeed, microphthalmia-associated transcription

factor (MITF), a critical transcription factor for osteoclast

formation and function, was strongly induced in an HSF1-

dependent manner.11 MITF induction is hypothesized to be

driven by the direct transcriptional action of HSF1 (either at the

promoter level or at an intron-located regulatory site) or by the
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posttranslational stabilization of MITF via HSP70, which is

strongly induced by 17-AAG.

It is somehow evident that HSF1 participates in the cell

differentiation process not only by regulating the mRNA level of

nonrelated HSP genes, but also by its well-known role in

inducing the expression of HSP family members. The concept

that cell differentiation needs a specific pattern of HSPs was

first proposed in the early 1990s by Twomey et al.,13 who

demonstrated that the pattern of HSP induction during myeloid

differentiation of U937 cells differed from that observed when

cells were subjected to heat shock, suggesting a unique

program of HSP exploitation. Similarly, during hemin-induced

erythropoiesis, some HSPs are more strongly expressed than

after a heat shock, suggesting a specific role for HSPs in red

blood cell formation.8 Under stress conditions, HSPs promote

either the stability of selected proteins or their proteasomal

degradation, thus contributing to cell survival. A similar role has

been identified for HSPswithin the context of cell differentiations.

For example, the HSP90 beta isoform binds to and protects

cellular inhibitor of apoptosis protein-1 (cIAP-1) from protea-

somal degradation, thereby allowingmacrophage formation.14

At the late stage of erythropoiesis, the master transcription

factor GATA-1 must be degraded. HSP27, an ATP-

independent chaperone that binds ubiquitin and orchestrates

the degradation of proteins such as IkBa, is phosphorylated

and binds to GATA-1 to induce its ubiquitination and

proteasomal degradation.15 Conversely, HSP70, the well-

described role of which is to assist the folding of newly

synthesized/misfolded polypeptides and to transport proteins

across cellular membranes, protects critical transcription

factors, such as SPI1/PU.1, from proteasomal degradation

during macrophage differentiation. Given the early and

transient nature of HSF1 activation during monocyte differ-

entiation, HSF1may first act directly like a sensor to initiate the

differentiation process by inducing the transcription of SPI1/

PU.1; HSF1 can then indirectly maintain the macrophage

Figure 1 Mechanisms of action of HSF and HSPs in the control of expression and stability of hematopoïetic transcription factors. (a) Upon differentiation signals, HSF1 gets
activated, trimerized, and binds HSE elements found in either the promoter or intronic regions of HSPs and non-HSPs genes. Critical transcription factors are then protected from
caspase-3 cleavage (Casp 3), from proteasomal degradation, or conversely oriented towards proteolysis depending on the stage of differentiation and the needs of the cell. (b) In
contrast to normal erythropoïesis, HSP70 cannot be translocated into the nucleus of erythroïd progenitors from MDS and from beta-thalassemia major (β-Thal) patients. GATA-1
is no more protected and subsequently cleaved by caspase-3
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differentiation transcriptional program though the expression

of HSP70, which stabilizes SPI1/PU.1.7

Partial caspase activation is required in several hemato-

poietic differentiation processes.16,17 Protection of critical

differentiation factors from caspase cleavage during this

process is therefore necessary, and HSPs have a central

role within this context. Ribeil et al.18 revealed that during

erythropoiesis, HSP70 translocates into the nucleus and

directly associateswith the erythropoiesismaster transcription

factor GATA-1, thereby protecting it from caspase-3 cleavage.

Given the previously described role of HSP27 in the

proteasomal processing of GATA-1, HSP70, and HSP27 thus

cooperate in the fine-tuning of terminal erythropoiesis through

the regulation of GATA-1 content and activity.15Confirming the

essential role of HSPs in erythropoiesis, defaults in HSP

post-translational modifications and/or in their subcellular

localization lead to red blood cell pathologies, as

evidenced in myelodysplastic syndromes (MDSs)19 and in

beta-thalassemia major (β-TM).20

Erythroid cell dysplasia observed in MDS is due to a lack of

terminal erythropoiesis and increased apoptosis. Frissan

et al.
19 demonstrated that a lack of cytosolic-nuclear HSP70

shuttling in MDS erythroblasts leads to GATA-1 cleavage and

the subsequent inhibition of differentiation. Targeting this

trafficking could serve as a new therapeutic approach in MDS

anemia. Similarly, a defect in HSP70 nuclear localization was

recently shown to be involved in the ineffective erythropoiesis

observed in β-TM.20 The authors indicated that HSP70

accumulates in the cytoplasm of β-TM erythroblasts to

chaperone excess free α-globin chains of hemoglobin, which

are characteristic of the disease, and to limit the formation of its

toxic aggregates. Thus, GATA-1 is no longer protected and

erythroblasts die via apoptosis.

In conclusion, a body of strong evidence supports a role for

HSFs and HSPs in hematopoietic cell differentiation

(Figure 1). HSF and HSP actions occur at various levels,

including (i) the transcription of HSPs and non-HSPs genes,

(ii) the protection against proteolysis, and (iii) the regulation of

cytosolic/nuclear shuttling of proteins.

However, as we gain insight into the regulation of cell

differentiation, new questions arise. First, what is the interplay

between the four HSF family members? Second, what is the

role of HSPs other than the well-known HSP27, HSP70, and

HSP90 proteins? Third, is the expression of other specific

transcription factors finely tuned by HSFs either at promoter

sites or at newly described intron-located cis-acting elements?

The identification of these factors deserves considerable

attention, as they are key inducers of cell differentiation.
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Abstract 

HSP110 is induced by different stresses and, through its anti-apoptotic and chaperoning 

properties, helps the cells to survive these adverse situations. In colon cancers, HSP110 is 

abnormally abundant. We have recently showed that colorectal cancer patients with 

microsatellite instability (MSI) had an improved response to chemotherapy because they harbor 

an HSP110 inactivating mutation (HSP110DE9). In this work, we have used patients‟ biopsies 

and human colorectal cancer cells grown in vitro and in vivo (xenografts) to demonstrate that 1) 

HSP110 is secreted by colorectal cancer cells and that the amount of this extracellular HSP110 is 

strongly decreased by the expression of the mutant HSP110DE9. 2) Supernatants from colorectal 

cancer cells overexpressing HSP110 or purified recombinant human HSP110 (LPS-free) affect 

macrophage differentiation/polarization by favoring a pro-tumor, anti-inflammatory profile. 3) 

Conversely, inhibition of HSP110 (expression of siRNA, HSP110DE9 or immunodepletion) 

induced the formation of macrophages with a cytotoxic, pro-inflammatory profile. 4) Finally, 

this effect of extracellular HSP110 on macrophages seems to implicate TLR4. These results, 

together with the fact that colorectal tumor biopsies with HSP110 high were infiltrated with 

macrophages with a pro-tumoral profile while those with HSP110 low were infiltrated with 

macrophages with a cytotoxic profile, suggest that the effect of extracellular HSP110 function on 

macrophages may also contribute to the poor outcomes associated with HSP110 expression. 
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Introduction 

Colorectal cancer (CRC) is a molecularly heterogeneous disease that can be subdivided into 

several molecular subtypes 1. Approximately 15 to 20% of CRC harbor widespread 

microsatellite instability at DNA repeats (MSI) due to mismatch repair deficiency, in contrast to 

the majority of CRC tumors, which show microsatellite stability (MSS)2, 3. MSI CRCs display 

particular morphologic features, including greater predilection for the right colon, mucinous 

histology, low metastatic power and poorer differentiation. They have been consistently reported 

to show an improved prognosis and a different response to chemotherapeutic agents. The 

molecular mechanisms of the peculiar MSI CRC pathophysiology have started to be uncovered 

recently. Notably, we have recently highlighted the important role of heat shock protein-110 

(HSP110) 4-6. HSPs are a set of highly conserved proteins whose expression is induced in 

response to a wide variety of physiological and environmental stresses 7, 8. They are often 

overexpressed in cancer cells and contribute to cancer resistance and apoptosis 9, 10. 

HSP110 is a high molecular weight chaperone that accumulates abnormally in CRC cells and 

whose expression correlates with metastasis and a poor prognosis 11. We have previously shown 

that a T17 mononucleotide repeat located in intron 8 of HSP110 was systematically mutated in 

MSI CRC cell lines and primary tumors 6. The shortening of this repeat in tumor DNA correlated 

with the increased synthesis of an aberrant HSP110 transcript due to exon 9 skipping 

(HSP110DE9) to the detriment of wild-type HSP110 mRNA. MSI patients with large T17 

deletions (low HSP110/high HSP110DE9) have significantly longer relapse-free survival (RFS) 

than those with small T17 deletions (high HSP110/low HSP110DE9) 
4
. Furthermore, RFS in MSI 
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CRC patients with small T17 deletions (high HSP110 expression/low HSP110DE9) does not seem 

to differ significantly from that in MSS CRC patients, suggesting a strong dependence of CRC 

cells on HSP110. In accordance with these clinical data, our in vitro studies have demonstrated 

that HSP110DE9 acts as a dominant negative mutant that binds to HSP110 wild type, thus 

impairing its cellular localization and its ability to interact with other chaperones 4, 6. 

HSP110DE9 completely abrogates HSP110 chaperone activity and its cytoprotective function. In 

vitro, HSP110DE9 expression sensitized colon cancer cells, in a dose-dependent manner, to 

anticancer agents such as oxaliplatin and 5-fluorouracil. 

Immune control of tumors is a well-established mechanism involved in the progression of 

various cancers, including CRC, where tumor-infiltrating lymphocytes correlate inversely with 

tumor stage 12, 13. Infiltration of activated CD8+ lymphocytes within and around the tumor 

stroma contributes to a better prognosis. In particular, the number of tumor-infiltrating 

lymphocytes is higher in MSI CRC than in MSS CRC and, besides HSP110, this may also 

explain the better prognosis in MSI CRC patients than in MSS CRC patients 14. Tumor-

associated macrophages are also abundant tumor-infiltrating cells. In general, tumor-associated 

macrophages can be found within or surrounding various tumors, where they either promote 

tumor progression, angiogenesis, migration of tumor cells and T helper 2 responses (so-called 

M2 or alternative macrophages), or, conversely, they promote resistance to tumors, inflammatory 

responses and T helper 1 responses (so-called M1 or classical macrophages) 15, 16. Although 

macrophages have been found in colorectal tumor sections 17, 18, the correlation of their 

abundance with the prognosis of MSI neoplasms is not yet clear. 
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Extracellular HSPs are described as damage-associated molecular pattern proteins (DAMPs) 

with immunogenic properties. Extracellular HSPs such as HSP27 or HSP70 have been reported 

to influence immune control of tumors, sometimes through immunosuppressive cells 19-21. 

HSP110 has been described as being able to inhibit immune activation of dendritic cells through 

scavenger receptor binding 22. However, hardly anything is known about the immune function of 

HSP110 in cancer. Here, we have addressed the impact of extracellular HSP110 on macrophage 

profiles in colorectal cancer. 

Results 

In vivo, in patients and mice, expression of HSP110 in colorectal tumors influences the 

profile of infiltrating macrophages. 

We first determined the presence of macrophages within tumor biopsies from 10 MSI CRC 

patients, which were selected based on HSP110 expression and divided into two groups: 

HSP110-low (large T17 deletions, good prognosis patients group, n=5) and HSP110-high (small 

T17 deletions, poor prognosis group, n=5)4 (Figure 1A). We observed a strong invasion of 

CD68+ macrophages in all tumor samples regardless of the expression of HSP110 at the invasive 

front ( supp Figure 1A ) and in the tumor stroma (Figure 1B and sup Figure 1B, p=0.55 (ns), n=5 

per group). However, in HSP110 high tumors, compared to HSP110 low tumors, there was a 

marked increase in macrophages that expressed CD163 (p=0.0025, n=5 per group), a well-

described pro-tumoral (M2) macrophage marker (Figure 1B and 1C show the tumor stroma, sup 

Figure 1A shows the invasive front). 
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Since a low expression level of HSP110 in MSI CRC cells inversely correlates with the length of 

the T17 mononucleotide repeat located in intron 8 of HSP110, we next used an HCT116 sub-

clone displaying a large HSP110 T17 deletion (HCT116-C22) 4 to determine the effect of 

HSP110 on macrophage phenotypes. We first confirmed the very low expression of HSP110 in 

this HCT116-C22 clone compared with parental HCT116 (Figure 1D). The expression of no 

other HSPs other than HSP110 seemed altered in HCT116-C22 (Figure 1D). Furthermore, the 

low expression of HSP110 in the HCT116-C22 clone did not affect HCT116 spontaneous cell 

death observed when cultured in vitro (sup figure 1C). Tumor xenografts with high or low 

expression of HSP110 were established by subcutaneously inoculating nude mice with HCT116 

or HCT116-C22 cells, respectively. Three weeks after inoculation, xenografts were excised, and 

the infiltrating macrophages were examined. Immunostaining revealed the presence of F4/80pos 

macrophages in all tumor slides (figure 1E). Interestingly, whereas the macrophages from 

parental HCT116 xenografts expressed the M2 marker Arginase-1 (Arg-1), only the low 

HSP110-expressing HCT116-C22 xenograft strongly expressed inducible NO synthase (iNOS), 

which is a marker associated with an M1 cytotoxic phenotype (Figure 1E and F). Accordingly, 

mice xenografted with HCT116-C22 expressed more TNFa mRNA (Figure 1G). These data, 

both in humans and in mice, suggest that levels of HSP110 in MSI tumors may influence the 

profile of tumor infiltrating macrophages in vivo. 

HSP110 is secreted by colorectal cancer cells and influences macrophage differentiation. 

To decipher the mechanism of macrophage polarization observed in the presence or absence of 

HSP110, we studied the secretome of HCT116 and HCT116-C22. Among the 36 cytokines 
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analyzed, none were significantly modified (data not shown). In contrast, we observed the 

presence of a soluble HSP110 in the supernatant of HCT116 but not in the HCT166-C22 

supernatant (Figure 2A). The presence of extracellular HSP110 in the supernatant was confirmed 

by ELISA, where the amount of HSP110 secreted by different colorectal cancer cells was 

quantified (sup Figure 1D). We thus hypothesized that extracellular HSP110 could be involved 

in the macrophage infiltration and polarization observed herein. To test this, we studied the effect 

of supernatants of HCT116 and HCT116-C22 cells on primary human monocytes induced to 

differentiate into macrophages by M-CSF. As shown in Figure 2B and supp Table 1, 

supernatants from HCT116-C22, compared to those of HCT116, contributed to the generation of 

macrophages with stronger expression of HLA-DR, but lower expression of the M2 markers 

CD163 and CD206. Upon stimulation with LPS, HCT116-C22 supernatants, compared with 

parental HCT116 supernatants, generated macrophages with higher levels of TNFa mRNA (supp 

Figure 1E), secreted higher levels of the pro-inflammatory cytokines TNFa and IL1b, and 

produced higher level of NO (Figure 2C and supp Table 2). Conversely, CCL24, a chemokine 

associated with the M2 phenotype, was significantly lower. As the ability to stimulate T cell 

proliferation is a hallmark of pro-inflammatory M1 macrophages, we performed a mixed 

lymphocyte reaction and observed that more proliferating T cells were generated in the presence 

of HCT116-C22 supernatant than in the presence of HCT116 supernatant (Figure 2D). 

To confirm that this effect on macrophage polarization was HSP110-dependent, we next down-

expressed HSP110 using siRNA (supp Figure 2A). Of note, in our experimental conditions, 

HSP110 knockdown had no effect on cell viability (supp Figure 2B). Lower expression of the 

M2 markers CD163 and CD206 was observed when supernatants from both HSP110-depleted 
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HCT116 (Figure 2E and supp Table 3) and SW480 cells were used (supp Figure 2C and supp 

Table 9), compared to the corresponding controls. Accordingly, upon LPS stimulation, higher 

levels of TNFa (HCT116, Figure 2F and supp Table 4; SW480, supp Figure 2D and supp Table 

10) and IL1b (HCT116, Figure 2F) were observed with supernatants of the HSP110-depleted 

cells. 

HSP110DE9 mutant inhibits HSP110 release into the extracellular medium. 

HSP110DE9 is an HSP110 deletion mutant, which contains only the 1-381 amino acid ATP-

domain of HSP110. It is found in all MSI CRC patients with a good prognosis 4. We have 

previously demonstrated that HSP110DE9 overexpression in CRC cell lines blocks intracellular 

HSP110 anti-aggregation and anti-apoptotic functions6. To study whether HSP110DE9 may also 

affect extracellular HSP110, we analyzed the supernatants from CRC cells overexpressing 

HSP110DE9 (GFP-tagged). In parallel, supernatants from the same cells overexpressing HSP110 

(GFP tagged) were also tested. Interestingly, while as expected HSP110 overexpression led to an 

increase in its concentration in the supernatant (Figure 3A), HSP110DE9 expression induced a 

strong decrease in the amount of HSP110 secreted, without altering the intracellular level of 

HSP110 (Figure 3B and C), or altering the secretome profile (supp Figure 2E). 

In accordance with these variations in secreted HSP110, stronger HLA-DR expression and a 

decrease in CD206 expression were observed when HSP110DE9 was expressed (Figure 3D and 

supp Table 5). Conversely, CD163 and CD206 were both significantly increased when HSP110 

was overexpressed (Fig 3D). Accordingly, macrophages generated with supernatants from CRC 

cells that overexpressed HSP110DE9 secreted higher levels of TNFa and had higher levels of 
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NO than those generated with supernatants from control-GFP or from CRC cells overexpressing 

HSP110 (Figure 3E and supp Table 6). Finally, more T cells were induced in the presence of the 

supernatant of cells expressing HSP110DE9 compared to control (Figure 3F). 

Altogether, our results suggest that low secretion of HSP110 (either through siRNA-mediated 

depletion or by expressing the HSP110DE9 mutant) may favor the generation of macrophages 

with increased pro-inflammatory and cytotoxic functions. 

Immunodepletion of HSP110 modulates the pro-inflammatory phenotype of macrophages. 

We next studied whether immunodepletion of extracellular HSP110 in the supernatants was 

enough to switch from the induction of anti-inflammatory macrophages to the induction of 

macrophages with pro-inflammatory functions. The reduction in extracellular HSP110 (but not 

other HSPs) after immunodepletion of HSP110 from both HCT116 and SW480 cell supernatants 

is shown in Figures 4A-B and supp Fig 3A. Macrophages induced to differentiate with the 

HSP110-immuno-depleted supernatants showed reduced expression of CD163 and CD206, and 

increased secretion of TNFa and IL1b (Figures 4C and 4D for HCT116, data in suppl tables 7-8, 

and supp Figures 3B-C for SW480 with data in suppl table 11 and 12). Interestingly, addition of 

human recombinant HSP110 produced by eukaryotic cells (i.e. LPS free) allows at least a partial 

recovery of the macrophage phenotypes and TNF secretion (supp Figure 3D-E). We conclude 

that HSP110 is an essential component in the extracellular medium for the effect observed on 

macrophage profiles. 

Extracellular HSP110 binds to TLR4 in human monocytes 
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We previously showed that HSP70 binds to and activates TLR2 on the surface of myeloid-

derived suppressive cells 19. To investigate whether the action of extracellular HSP110 on 

macrophages could also implicate a TLR pathway, we first determined whether its ability to 

induce the expression of the CD206 macrophage marker was modified in the presence of 

neutralizing antibodies against TLR2, TLR4 or the scavenger receptor SRA. We found that only 

neutralizing antibodies against TLR4 significantly reduced the ability of supernatants containing 

HSP110 to induce CD206 (Figure 5A). Accordingly, when human LPS-free recombinant 

HSP110 (produced by eukaryotic cells) was added to the cells, co-localization of this 

extracellular HSP110 with TLR4 was observed (Figure 5B). To confirm the implication of TLR4 

in the effect of HSP110 on macrophages, we used TLR4 luciferase reporter cells. We incubated 

the TLR4-reporter or control cells with either the supernatant of SW480 cells overexpressing 

HSP110 (where HSP110 was measured by ELISA) or a similar amount of purified HSP110 (600 

ng/mL). We found that both sources of HSP110 had a similar effect on TLR4 activation (Figure 

5C). Taken together, these results suggest that the effect of extracellular HSP110 in altering the 

inflammatory profile of macrophages involves TLR4. 

Discussion 

HSPs are chaperones that are frequently overexpressed in cancer cells. A large body of literature 

describes how their intracellular function is involved in the increased resistance of tumor cells to 

cell death notably induced by anti-cancer drugs or hypoxia 9, 10. We recently demonstrated that 

HSP110 was the main HSP involved in colorectal tumorigenesis. We demonstrated that its 

expression was directly associated with poor outcomes and that the presence of an HSP110 
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inactivating mutation was directly associated with a good prognosis of CRC MSI patients 6. 

Interestingly, in these good-outcome patients, there was also an increase in the immune cells 

infiltrating the tumor 14, 23-26. In this work, we demonstrated that these two events associated with 

a good CRC prognosis (i.e. HSP110 expression and tumor immunosurveillance) may be linked. 

Indeed, we showed that HSP110 is secreted by CRC cells and skews the macrophage 

inflammatory profile. Depletion of extracellular HSP110 by using an antibody or by 

overexpressing the HSP110DE9 mutant induces macrophages with pro-inflammatory/cytotoxic 

potential. In contrast, overexpression of HSP110 or the addition of HSP110 recombinant protein 

(produced in eukaryotes to avoid LPS contamination) favors the formation of macrophages with 

an anti-inflammatory profile. The fact that the recombinant protein did not completely 

recapitulate the effect observed with colon cancer supernatant suggests that the extracellular 

HSP110 might act together with unidentified secreted molecules, and/or that the recombinant 

protein lacks some specific features of the native protein (e.g. percentage of the molecule 

containing ADP versus ATP and therefore with an open versus closed conformation). We are at 

present performing structural and proteomic approaches to study in deep this question and 

determine HSP110 extracellular partners. 

Although the way through which HSPs are released into the extracellular medium is still a matter 

of debate (active versus passive secretion), it is well known that some HSPs are abundant 

extracellular proteins notably in the tumor microenvironment 27. They are believed to act as 

DAMPs and to have immunogenic properties 28 and the term chaperokines has been suggested 29. 

Our results indicating that HSP110 is released by colorectal cancer cells is in agreement with 

Colgan et al, who reported that soluble HSP110 is a luminal component of the non-malignant 
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human and mouse gastrointestinal tract. Immunohistochemistry showed expression of HSP110 in 

epithelium from the small and large intestine 30. As in vitro measurements showed low 

extracellular HSP110 concentrations in MSI-type CRC cell lines, it would be interesting to 

monitor variations in extracellular HSP110 amounts within body fluids as a new biomarker of 

disease characterization, or progression. 

The anti-inflammatory role of the secreted form of HSP110 in CRC reported here is in 

agreement with the overall literature about other extracellular HSPs. Indeed, several studies 

using the immunization of animals with mammalian or mycobacterial HSPs in a context of 

autoimmune or inflammatory diseases (Arthritis, diabetes…) have shown improvements in 

animal health, suggesting that HSPs play an immunosuppressive role 31. This effect is probably 

mediated by the direct modulation/inhibition of antigen-presenting cell activation. In this way, 

recombinant HSP27 has been shown to directly inhibit dendritic cell differentiation and skew 

towards a macrophage phenotype 21. Furthermore, these macrophages acquire tolerogenic 

properties in vitro and in breast cancer patients 20. Similar immunosuppression was observed in 

higher molecular weight HSPs, like recombinant HSP70, as Ferat-Osio et al showed that highly 

purified HSP70 inhibits TNFa production by monocytes 32. It is worth noting that the absence of 

minute amounts of contaminating endotoxin is mandatory to reveal the inherent suppressive 

functions of these HSPs, as nicely demonstrated by Stocki 33, 34. This very low level of 

contamination could account for the maturation effect of recombinant HSP110 on dendritic cells 

observed by Manjili et al. 35. In our setting, we eliminated this caveat as we used an HSP110 

naturally present in the supernatant of CRC cell lines, and when we used purified HSP110, it was 

produced in a eukaryotic setting with no traces of LPS. 
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In the absence of LPS, extracellular HSPs have been shown to bind to and activate different 

TLRs. In particular, we have previously shown that HSP70, expressed at the surface of tumor-

derived exosomes, activated myeloid-derived suppressive cells through its binding to TLR2 19. 

Concerning circulating HSP27, we and others have shown that it inhibits macrophage and 

dendritic cell differentiation through TLR4 21 and it favors angiogenesis through TLR3 36. We 

show here that the anti-inflammatory effect of soluble HSP110 on macrophages involves TLR4. 

Kuang et al. have shown that TLR4 signaling on monocytes could be deleterious for their 

adequate activation and differentiation 37. They demonstrated that hyaluronan secreted from 

tumors binds TLR4 on monocytes, which then become refractory to subsequent stimulation. In 

addition, depending on the context, NFkB signaling induced upon exposure to TLR2/4 ligand 

can transmit an anti-inflammatory message in macrophages 38-40. Finally, IRAK-M, a negative 

regulator of TLR signaling that can be upregulated in tumor-infiltrating macrophages in a TLR4-

dependent manner, could interfere with adequate polarization 41. Taken together, these 

mechanisms may provide a rationale for the effect observed with HSP110. It is therefore possible 

that the early presence of HSP110 during the monocyte differentiation process could hamper the 

subsequent pro-inflammatory function of macrophages, as a signal of a refractory state. 

Other HSP-binding receptors have been described over the last few years. Among them, 

scavenger receptor SRA/CD204 has been described as a receptor for high molecular weight 

HSPs such as HSP110 22, 42. Although in our experimental setting this receptor was not involved, 

other authors have shown that it mediates an inhibitory signal in dendritic cells upon HSP110 

stimulation, thus supporting our hypothesis that extracellular HSP110 is deleterious to optimal 

immune responses. Thus, as suggested by W. Van Eden for other HSP family members, HSP110 
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should therefore not be considered a DAMP (accordingly to the concept of “danger” introduced 

by P. Matzinger) but rather as a “DAMPer” of the immune system 43. 

Several groups have investigated the nature of the immune infiltrate within tumors of CRC 

patients. Though all groups agree on the higher Th1 cell colonization, they provide puzzling 

observations regarding myeloid cells. The presence of CD163+ macrophages in the tumor 

microenvironment has been described in MSS and MSI CRC biopsies 18, 44. Surprisingly, 

concomitant increases in M1 and M2 subsets were associated with a better prognosis 17. 

However, a high expression of PD-L1 (B7-H1), an immune-inhibitory ligand, at the surface of 

myeloid cells was found at the invasive front and in the stroma of MSI CRC biopsies, suggesting 

that these cells provide a negative signal to T cells, thus dampening the immune response 44, 45. 

This paradoxal high expression of PD-L1 could be explained by a negative feedback induced by 

a strong Th1 cell response and mediated by IFN 46. This mechanism is intended to avoid tissue 

and organ damages in non-tumoral conditions, but could be a “double-edge sword” in tumor 

immunity. Macrophages, therefore, become a cellular target through PD-1/PD-L1 blockage. 

Such a strategy is currently being investigated in various tumors with mismatch-repair 

deficiency, including CRC, with encouraging results 45. Several other immune inhibitory 

checkpoints (B7-H4, PD-1, CTLA-4, IDO and LAG-3) have been described in MSI CRC 

biopsies and all together play a major role in inhibiting tumor immune-surveillance44, 47. Given 

that HSP110 low expression level favors a pro-inflammatory environment through macrophage 

polarization, the existence of a negative feedback involving these immune inhibitory checkpoints 

expression is worth investigating. We have just started a multicenter study including more than 
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3000 colorectal cancer biopsies already characterized for HSP110 expression4 to answer this 

question. 

Studies on the tumor immune microenvironment have distinguished between CRC patients only 

on the basis of microsatellite stability (i.e. MSS versus MSI). However, we have recently shown 

that HSP110 expression is a strong and reliable marker to distinguish between MSI CRC patients 

with good and poor prognosis. In terms of outcomes, MSI CRC patients expressing high levels 

of HSP110 are probably no different from MSS CRC patients. Here, we showed that these 

patients with high HSP110 have a greater invasion of CD163+ macrophages than is the case in 

MSI patients with low HSP110 expression. Based on these results, we have started a clinical 

study to determine whether a correlation exists between CD163+ macrophages, HSP110 and 

survival. It also remains to be established whether an association exists between CD163+ cells 

and lymphocyte infiltration, as this is a well-established predictor of overall survival and relapse 

in CRC 12. 

In recent years, HSP110 has become a new point of interest in the field of HSP and cancer, 

mainly thanks to its excellent chaperoning capacity of peptide antigens, which makes it a 

powerful tool for vaccine development 48, 49. Until our recently published works demonstrating 

the essential role of HSP110 in CRC, its role in tumor development remained almost unexplored. 

This study brings new information to the emerging role of extracellular HSP110 in the inhibition 

of the immune system in the context of tumor microenvironment. It confirms the necessity to 

target extracellular as well as intracellular HSP110 in CRC and should foster the development of 

specific inhibitors, which are urgently needed for this HSP. 

Materials and methods 
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Cell culture and macrophage differentiation 

CRC cell lines (HCT116 and SW480) were purchased from ATCC (Molsheim, France). The C22 

subclone derived from the HCT116 cell line has previously been described (reference 4). All cell 

lines were cultivated in DMEM supplemented with 10% FBS (Lonza, Amboise, France). 

Monocytes from human peripheral blood were obtained from healthy donors with informed 

consent and purified using CD14 microbeads labeling and magnetic cell sorting (Miltenyi 

Biotec, Paris, France) following the manufacturer‟s instructions. 0.5x106 monocytes were 

incubated with 500 µL of CRC cell line supernatant for 72h in a 24-well plate in the presence of 

macrophage colony-stimulating factor (M-CSF, 100 ng/mL, Miltenyi Biotec) and then 

characterized. To analyze secreted cytokines, macrophages were incubated for an additional 24h 

in the presence of LPS (10ng/mL). In some experiments, recombinant HSP110 produced in 

HEK293 cells (OriGene Technologies, Rockville, MD) was added to the culture at 600 ng/mL. 

For receptor blocking experiments, isolated CD14+ monocytes (5.105) were preincubated for 30 

min with antibodies directed against TLR2 (5µg; MAB2616, R&D systems, Minneapolis, USA), 

TLR4 (10µg; AF1478, R&D systems) or SR-A (10µg; AF2708, R&D systems). 

CRC Supernatant preparation 

2.5x105 HCT116 or HCT116-C22 were cultured in a 12-well plate for 72h in DMEM 

supplemented with 10% FBS. The supernatant was then harvested and centrifuged at 450 g for 5 

minutes. For immunoblot experiments, the culture medium was replaced after 72 h of culture by 

DMEM w/o serum for an additional 8h and then concentrated using Amicon Ultra centrifugal 
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filters (UFC501096, Merck Millipore, Molsheim, France) according to the manufacturer‟s 

instructions. 

siRNA and Cell transfection 

For plasmid transfection, 1.2x105 SW480 or 2.5x105 HCT116 were implanted and cultured in a 

12-well plate for 24h. Cells were then transfected with 1µg of plasmid encoding GFP, GFP-

HSP110 or GFP-HSP110DE9 using HP Xtreme gene DNA transfection reagent (Roche, 

Boulogne-Billancourt, France) according to the manufacturer‟s instructions. 48h hours later, the 

supernatant was collected and centrifuged at 450g for 5 minutes. For immunoblotting, the culture 

media were replaced after 48h of transfection with DMEM w/o serum for an additional 8h and 

then concentrated using Amicon Ultra centrifugal filters (UFC501096, Merck Millipore) 

according to the manufacturer‟s instructions. 

For siRNA transfection, 2.5x105 SW480 or 0.5x106 HCT116 cells were seeded into a 6-well 

plate and cultivated for 24h in DMEM 10% SVF. Cells were then transfected with 50 pmol of 

control siRNA (ON-TARGETplus Non-targeting Pool, D-001810-10-05) or HSP110 siRNA 

(ON-TARGETplus HSPH1 siRNA, L-004972-00-0005) from Dharmacon (GE Heathcare, 

Velizy, France), with Lipofectamine RNAiMAX Reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) 

according to the manufacturer‟s instructions. The media were replaced after 6h of incubation 

with transfection reagent and 24h after transfection. Media were then collected 72h after 

transfection and centrifuged at 450g for 5 minutes. 

Xenograft model 
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Nude mice were purchased from Charles River Laboratories (Wilmington, USA) and housed in 

specific pathogen-free conditions. 10x106 HCT116 or HCT116-C22 were injected s.c. into the 

right flank of each mouse. Tumor growth was then followed every other day for 3 weeks. Mice 

were sacrificed when tumors reached 800mm3. The tumors were collected and included in 

Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Torrance, CA). The mice were treated 

according to the guidelines of the Ministère de la Recherche et de la Technologie, France. 

Flow cytometry analysis 

Macrophages were harvested, washed once in PBS and incubated for 20 min with antibody 

directed against HLA-DR (561224, BD Horizon), CD163 (556018, BD Bioscience) and CD206 

(550889, BD Biosciences) at 4°C. Cells were then washed twice in PBS and analyzed using a 

LSRII flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). For apoptosis determination, 

adherent and non-adherent cells were harvested and stained with Annexin V-FITC and 7-AAD 

(BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA) according to the manufacturer‟s recommendations. 

Immunodepletion 

1.2x105 SW480 or 2.5x105 HCT116 were seeded and cultivated for 24h in a 12-well plate. Cells 

were washed, and 400µL of media without serum was then added for 8 hours. Supernatants were 

then harvested and centrifuged at 450g for 5 minutes. One ml of supernatant was then incubated 

overnight at 4°C under rotation with 2µg of control antibody (sc-2027, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, USA) or directed against HSP110 (sc-6241, Santa Cruz 

Biotechnology). 25µL of Protein A-agarose beads (Millipore, Billerica, MA) were added for 

1h30 under rotation at 4°C. Supernatants were collected and stored at -20°C. Prior to incubation 
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with monocytes, the immunodepleted supernatant was supplemented with FBS (to a final 

concentration of 10%). For immunoblot experiments, beads bound to HSP110 were washed 3 

times with PBS and heated for 5 minutes at 95°C in laemmli buffer. 

T lymphocyte proliferation assay 

T Lymphocytes from peripheral blood of healthy donors were purified using the pan T-Cells 

isolation kit (Miltenyi Biotec). T lymphocytes were then stained by using Cell Trace Violet 

(Invitrogen), according to the manufacturer's procedure. 105 T cells were then incubated for 3 

days with 10x103 or 20x103 macrophages. T-cell division was detected by flow cytometry with 

an LSRII cytometer (BD Biosciences) and analyzed using ModFit software. 

Cytokine and NO quantification 

Cytokine secretion by macrophages upon LPS stimulation was determined using the 

MILLIPLEX MAP Kit “Human high sensitivity T Cell Magnetic Bead Panel (HSTCMAG-

28SK, Millipore, Billerica, MA) according to the manufacturer‟s instructions. Cytokines secreted 

by CRC cell lines were analyzed using the Human Cytokine Array Panel A according to the 

manufacturer‟s instructions (ARY005, R&D Systems). NO production was evaluated through 

nitrite measurement using The Griess Reagent System (Promega, Madison, WI). 

Cell lysis and Immunoblotting 

Cells were harvested, washed in PBS and then lysed on ice in lysis buffer (150mM NaCl, 50 mM 

Tris pH 6,8, 10 mM NaF, 1mM DTT, 1% Triton X-100) in the presence of protease inhibitors 

(Roche, Boulogne-Billancourt, France). Cell lysates or concentrated culture media were mixed 
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with laemmli buffer. Proteins were separated and transferred following standard protocols before 

analysis with a chemiluminescence detection kit (Santa Cruz Biotechnology). Primary antibodies 

used for immunoblotting were from Santa Cruz biotechnologies directed against HSP110 (sc-

6241), HSC70 (sc-7298), from Sigma (Lyon, France) for anti-actin (A1978-200UL), from abcam 

(Paris, France) for anti-HSP90α (ab59459) and from Enzo Life Sciences (Lyon, France) for anti-

HSP70 (ADI-SPA-810) and anti-HSP27 (ADI-SPA-803). 

Immunofluorescence 

Tumor sections from the xenograft were fixed for 10 min in cold acetone. Slides were dried and 

rehydrated in PBS for 5 min twice. Slides were then saturated for 20 min in 3% BSA and 2% 

goat serum in PBS. Slides were incubated overnight at 4°C with (1:100) primary antibody 

directed against Arginase-1 (sc-20150, Santa Cruz Biotechnology) or NOS2 (sc-651, Santa Cruz 

Biotechnology), and F4/80 (MCA4971, AbD Serotec, Colmar, France). Slides were washed three 

times for 5 min in PBS and incubated for 10 min with a blocking reagent (R37107, molecular 

probes, Saint Aubin, France). (1:1000) Secondary antibodies (Invitrogen) were added for 45 min 

at room temperature. Slides were washed 3 times in PBS for 5 min and mounted with ProLong 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Isolated CD14+ monocytes were incubated for 30 min in 10% RPMI with HSP110-Flag 

recombinant protein (500 ng / 5.105 monocytes). Cells were washed once and incubated for 30 

min at room temperature with (1:100) primary antibodies directed against TLR4 (sc-30002, 

Santa Cruz Biotechnology) and Flag (F1804-1MG, Sigma). Cells were washed once in PBS and 

fixed for 10 min in 4% PFA PBS. Cells were washed and (1:1000) secondary antibodies 

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 [U

ni
ve

rs
ite

 L
av

al
] a

t 0
6:

52
 0

4 
M

ay
 2

01
6 



 

 
22 

(invitrogen) were added for 30 min at room temperature. Monocytes were deposited on poly-

lysine coated coverslips for 20 min at RT. Coverslips were washed twice in PBS and mounted 

with ProLong (Sigma). 

The TLR4 luciferase reporter gene assay was performed by InvivoGen (Toulouse, France). 

Immunohistochemistry 

MSI CRC patients were selected as previously described 4. Tumor sections from patients were 

deparaffinized in xylene and rehydrated in a graded series of alcohol solutions. Antigens were 

then unmasked in pH 6.0 citrate buffer (30 min, 95°C), cooled for 30 min, washed twice in PBS 

for 3 min and treated with 3% H202-PBS for 15 min in order to inhibit endogenous peroxidases. 

After washes in PBS, the slides were saturated for 25 min in 3% BSA PBS. Sections were then 

incubated with CD68 (1/100, M0814, Dako, Les Ulis, France), CD163 (1/100, NCL-CD163; 

Leica, Nanterre, France) or HSP110 (1/1200, clone 5812, Leica Biosystems) primary antibody 

overnight at 4°C (CD68, and CD163) or 1 h at room temperature. After washing in PBS, 

secondary antibody was added for one hour at room temperature. Slides were washed twice for 5 

min in PBS and revealed using Novared kit (Vector, Burlingame, USA). Slides were washed 

twice in water for 5 minutes and counterstained with 10% Meyer's hematoxylin. After one wash 

in water, slides were dehydrated in 100% ethanol and in xylene for 30 sec each. The slides were 

then observed using the Cell Observer station (Zeiss, Germany). Positive cells were counted in 

three distinct stroma areas of 645µM by 482µM for each tumor in a blinded manner. 

Quantitative real-time PCR. 
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Total RNA was isolated with Trizol (Invitrogen), reverse transcribed by Moloney murine 

leukemia virus reverse transcriptase (Promega, Madison, WI) with random hexamers (Promega). 

Primers for real-time PCR were from Bio-Rad (Hercules, CA, USA): Human TNFa 

(qHsaCED0037461), murine TNFa (qMmuCED0004141), murine Arginase-1 

(qMmuCID0022400) and murine iNOS (qMmuCID0023087). HPRT was used as the invariant 

control (qMmuCED0045738 or qHsaCID0016375). 

ELISA 

HSP110 concentration was determined by an ELISA. Briefly, a 96-well plate (MaxiSorp Plate; 

Nunc, Sigma Aldrich, Australia) was coated with 0.2 M sodium carbonate/bicarbonate buffer, 

pH 9.4, overnight at 4°C with 3 μg/mL of rabbit anti-HSP110 Ab (sc-6241, Santa Cruz 

Biotechnology). The plates were washed and then blocked with 2% BSA in PBS for 1h at room 

temperature. Supernatants were diluted and added to the plates along with recombinant HSP110 

produced in HEK293 cells (OriGene Technologies, Rockville, MD) to establish a standard 

concentration curve. The plates were then incubated 2h at room temperature, washed 3 times in 

PBS 0.5% Tween 20, and incubated for 2h with a mouse anti-HSP110 Ab (1:200)(NCL-HSP105, 

Leica Biosystems). After 3 washes as before, the plates were incubated for 1h with a Goat anti-

mouse IgG conjugated to alkaline phosphatase (SouthernBiotech, Birmingham, Alabama). After 

3 final washes, The ELISA was developed by adding a TMB substrate reagent (OptEIA, BD 

Biosciences, San Jose, CA). The reaction was stopped after 30 min by adding 2M sulfuric acid. 

ODs were measured at 450 nm. 
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HSP27 secreted by CRC cell lines was detected using the Immunoset HSP27 high sensitivity 

(Human) ELISA according to the manufacturer‟s instructions (ADI-960-076, Enzo life sciences, 

Farmingdale, NY). 

Disclosure of potential conflicts of interest 

No potential conflicts of interest were disclosed. 

Statistics 

Analyses were performed with GraphPad Prism software (GraphPad Software, San Diego, Calif). 

The Student paired t test was used where appropriate and a 2-tailed P value of .05 or greater 

was considered significant. 
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Figure 1: Pro-tumoral macrophages invade tumor bed in CRC expressing high levels of HSP110 

(HSP110 high) A, B Expression of HSP110 (A), CD68 and CD163 (B) by IHC in stroma of tumor 

samples from MSI CRC patients belonging to the HSP110 high and HSP110 low groups described 

by Collura et al (reference 4). One representative image is shown (n=5) Brown color indicates 

positive staining (200x magnification for A, scale bars, 50 m. 100x magnification for B, scale 

bars, 100 m). C) Number of CD163 macrophages in tumors biopsy stroma was determined 

(p=0.0025, n=5)(value for each patient was determined as the average number of stained cells in 

3 distinct sections. D) Indicated HSPs were analyzed by Immunoblot in HCT116 and HCT116-

C22 cells. HSC70 was used as a loading control. E) Expression of F4/80, iNOS and Arginase by 

IHC from tumor sections of mice xenografted with HCT116 or HCT116-C22 (One image 
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representative of 6 mice in each group, 20x magnification, scale bars 40m). (F, G) qPCR 

analysis of Arginase, iNOS mRNA (F) and TNFa (G) from tumor sections of mice xenografted 

with HCT116 or HCT116-C22. **, p<0.01, ***, p<0.005  
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Figure 2. HSP110 is secreted by CRC cell lines and influences macrophage differentiation 

profile. A) Immunoblot analysis of HSP110 in the supernatant of HCT116 and HCT1166-C22 

cells. Extracellular HSP90 is used here as a loading control. B) Differentiating macrophages in 

the presence of HCT116 or HCT116-C22 supernatants were assessed for the expression of HLA-

DR (n=7), CD163 (n=5), and CD206 (n=5) by flow cytometry. Results are expressed as mean 

fluorescence ratio *, p<0.05 ; ***, p<0.005 ; Left, data of all experiments; Right, representative 

data. C) Monocytes induced to differentiate in the presence of HCT116 or HCT116-C22 

supernatants were stimulated for 24h with LPS. TNFa (n=3), IL1b (n=3), CCL24 (n=4) and NO 

(n=4) secreted by macrophages were determined by Milliplex assay *, p<0.05 ; **, p<0.01 . D) 

Percentage of proliferating allogeneic T cells after 3 days of culture with macrophages derived 
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from monocytes in the presence of control DMEN medium or supernatants from HCT116 or 

HCT116-C22 cells (n=3), *, p<0.05 . E, F) Monocytes were induced to differentiate into 

macrophages in the presence of supernatant from HCT116 cells either transfected with a HSP110 

siRNA or a scrambled control. Expresssion of CD163 (n=5), and CD206 (n=5) was determined 

by flow cytometry (E). F, TNFa and IL1b from macrophages derived from monocytes in the 

presence of supernatants as in E, and stimulated for 24h with LPS. (n=3) *, p<0.05 ; **, p<0.01 
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Figure 3. HSP110DE9 hampers HSP110 release A) Concentration of extracellular HSP110 in 

the supernatant of Lovo, HCT116 and SW480 transfected with a control GFP plasmid or a 

plasmid coding HSP110-GFP and measured by ELISA (n=3) *, p<0.05 ; **, p<0.01 . B) ELISA 

quantification of HSP110 in the extracellular medium of SW480 transfected with a control GFP 

or HSP110DE9-GFP plasmid. (n=3) *, p<0.05. C) Immunoblot analysis of HSP110 in the 

supernatant of HCT116, transfected with a HSP110-GFP plasmid with or without a plasmid 

coding HSP110DE9-GFP. D) Flow cytometry analysis of HLA-DR (n=6), CD163 (n=6), and 

CD206 (n=6) expression on macrophages derived from monocytes in the presence of supernatant 
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from SW480 cells transfected with a control GFP, HSP110-GFP or a HSP110DE9-GFP plasmid. 

Left, data of all experiments; Right, representative data *, p<0.05 ; **, p<0.01; ***, p<0.001. E), 

TNFa, and NO (nitrite) secreted by macrophages derived from monocytes in the presence of 

SW480 transfected as in C, and stimulated for 24h with LPS (n=4, *, p<0.05). F) Percentage of 

proliferating allogeneic T cells after 3 days of culture with 104 macrophages derived from 

monocytes in the presence of supernatant from SW480 transfected with a control GFP or a 

HSP110DE9-GFP (n=3). *, p<0.05. 
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Figure 4. Depletion of HSP110 from the supernatants skews the pro-inflammatory 

phenotype of macrophages. A) Immunoblot analysis of HSP110 from the immunoprecipitated 

(IP) fraction of HCT116 supernatant (one image representative of three). B) ELISA 

determination of HSP110 amount in the supernatant of SW480 or HCT116 before (black 
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columns) and after (white columns) HSP110 immunoprecipitation. C), Expresssion of HLA-DR 

(n=5), CD163 (n=5), and CD206 (n=4) by flow cytometry on macrophages derived from 

monocytes in the presence of HSP110-depleted HCT116 supernatant. Left, data of all 

experiments; Right, representative data *, p<0.05; **, p<0.01. D, TNFa, and IL1b secreted by 

macrophages derived from monocytes in the presence of HSP110-depleted HCT116 supernatant, 

and stimulated for 24h with LPS (n=4) *, p<0.05. 
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Figure 5. Extracellular effect of HSP110 on macrophage profile involves TLR4. A) The 

percentage of HSP110-induced CD206-expressing differentiated macrophages in the presence or 

absence of SRA, TLR2 and/or TLR4 neutralizing antibodies was determined by flow cytometry. 

Data are expressed as a percentage of the control (no neutralizing Ab added)(n=6, *, p<0.05.). B) 

Fluorescence microscopy analysis of TLR4 and DDK(FLAG)-tagged HSP110 purified from 

eukaryotic cells (LPS free) on monocytes after 30 min of incubation with HSP110. One 

representative image is shown. Scale bars 10 m. C) TLR4 gene reporter assay (luciferase) using 

control HSP110-depleted supernatant, supernatant from HSP110-overexpressing HCT116 cells 

or a similar amount (600 ng/ml) of purified recombinant LPS-free HSP110 (n=2). *, p<0.05. 
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ORIGINAL ARTICLE

HSP110 promotes colorectal cancer growth through STAT3

activation
K Berthenet1,2,9, A’dem Bokhari3,4,9, A Lagrange3,4, G Marcion1,2, C Boudesco1,2, S Causse1,2, A De Thonel5, M Svrcek3,4, AR Goloudina1,2,

S Dumont6, A Hammann1,2, DS Biard7, ON Demidov1,2, R Seigneuric1,2, A Duval3,4, A Collura3,4,9, G Jego1,2,9 and C Garrido1,2,8,9

Heat shock protein 110 (HSP110) is induced by different stresses and, through its anti-apoptotic and chaperoning properties, helps

cells survive these adverse situations. In colon cancers, HSP110 is abnormally abundant. We have recently shown that colorectal

cancer patients with microsatellite instability (MSI) had an improved response to chemotherapy because they harbor an HSP110-

inactivating mutation (HSP110DE9). In this work, we used patient biopsies, human colorectal cancer cells grown in vitro and in vivo

(xenografts), and intestinal crypts to demonstrate that HSP110 is also involved in colon cancer growth. We showed that HSP110

induces colon cancer cell proliferation and that this effect is associated with STAT3 activation, specifically an increase in STAT3

phosphorylation, nuclear translocation and transcription factor activity. STAT3 inhibition blocks the proliferative effect of HSP110.

From a molecular standpoint, we demonstrated that HSP110 directly binds to STAT3, thereby facilitating its phosphorylation by

JAK2. Finally, we showed a correlation between HSP110 expression and STAT3 phosphorylation in colon cancer patient samples.

Thus, the expression of HSP110 in colon cancer contributes to STAT3–dependent tumor growth and the frequent inactivating

mutation of this chaperone is probably an important event underlying the improved prognosis in colon cancer displaying MSI.

Oncogene advance online publication, 7 November 2016; doi:10.1038/onc.2016.403

INTRODUCTION

Cancer cells have a strong need for chaperones such as heat
shock protein-110 (HSP110, also called HSP105 or HSPH1)
because they have to rewire cell metabolism.1,2 HSP110 is a
molecular chaperone with anti-aggregation properties and,
through its interaction with HSP70, participates in the correct
folding of newly synthesized or misfolded proteins.3–6 HSP110
can be induced by different stresses and helps the cell to survive
these stressful situations, notably though its anti-apoptotic
properties.
We have recently demonstrated that colorectal cancers

displaying microsatellite instability (MSI) due to mismatch repair
deficiency harbor a loss-of-function mutation in the HSP110
gene.4,7,8 As a result, and to the detriment of the wild-type
HSP110 protein, they express a truncated form of HSP110
called HSP110DE9, which acts as an endogenous HSP110
inhibitor. HSP110DE9 acts as a dominant-negative mutant
that binds to HSP110 (1:1), thereby inhibiting the chaperone
effect in cancer cells. We have demonstrated in a multicenter
study that the expression of this dominant-negative mutant
is associated with an excellent response to chemotherapy
(i.e., survival).7

The tumorigenic function of intracellular HSP110 can be
explained not only by its cytoprotective properties (e.g. anti-
apoptotic) but also through its function as a molecular chaperone
for other proteins or RNAs.9,10 HSP110 has also been shown to
affect the Wnt/β-catenin pathway. It has recently been shown

that HSP110 is needed for Wnt-induced target gene
transcription.11

HSP110 has also been shown to be secreted into the
extracellular medium and has immune properties. In inflamma-
tory bowel diseases, HSP110 has been shown to be an abundant
soluble luminal component of the gastrointestinal tract.12 More
recently, we have demonstrated that cancer cells secrete
HSP110 to promote macrophage polarization towards a pro-
cancer (inflammatory) phenotype.13 In contrast, inhibition of
HSP110 promotes macrophage polarization towards a cytotoxic
phenotype. This could explain why MSI colon cancers that
express high amounts of HSP110DE9 and have a good prognosis
are also associated with an abundance of cytotoxic immune
cells.14

Given the recently reported physiological role of HSP110 in
colonic mucosa,12,15 an important question that needs to be
addressed is whether HSP110 also plays a role during colon cancer
development. In this work, we explored the effects of the loss of
HSP110 or the expression of the HSP110 inhibitor HSP110DE9 in
colon cancer cell growth in vitro, ex-vivo in intestinal crypts and
in vivo. We demonstrated that HSP110 promotes cell growth and
that this effect involves the ability of HSP110 to induce the
activation of signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3). We have also validated in microsatellite-unstable color-
ectal cancer patients expressing different amounts of the HSP110
inhibitor HSP110DE9 that HSP110 and P-STAT3 could act as a
combined marker for a poor prognosis in these patients.
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RESULTS

HSP110 induces colon cancer cell proliferation in vivo and in vitro

Human SW480 (MSS) and HCT116 (MSI) colon cancer cell lines
were depleted of HSP110 with specific shRNAs and injected into
nude mice (Figure 1a and Supplementary Figure 1A). HSP110

silencing did not alter cell viability (Supplementary Figure 1B) and
in vivo HSP110 depletion was observed throughout the xenograft

experiment (Supplementary Figure 1C). We observed a marked
decrease in tumor growth in the xenografts derived from both
HCT116 and SW480 cells when HSP110 was depleted compared
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with controls (scrambled shRNA) (Figures 1a and b). Similar results
were obtained when we inactivated HSP110 through the
expression of the dominant-negative mutant HSP110DE9. The
over-expression of HSP110DE9 induced a decrease in the size of
the xenografts comparable to that obtained with HSP110 shRNA
(Figure 1c). Whereas tumor cell viability determined by active
caspase 3 staining was similar in the xenografts inactivated or not
for HSP110 (i.e. less than 5% caspase 3-positive cells; Figure 5d), a
difference in the number of cells expressing the proliferation
marker KI67 was observed. Indeed, while in control or HSP110
expressing xenografts (at day 16) almost all cells were positive for
Ki67 (94%±4, n = 3), in the xenografts expressing the HSP110
inhibitor HSP110DE9 no more than 60% of Ki67-positive cells
(54 ± 6, n = 3) were found (Figure 1d). This result prompted us to
explore the effect of HSP110 on tumor cell proliferation. In vitro,
expression of HSP110 increased the total number of cells
(Figure 1e). This increase was a consequence of a higher cell
cycle rate as shown by cell trace dilution (Figures 1f and g) and by
the higher number of cells in the S-phase (Figures 1h and i).
Accordingly, proliferation increase was limited by the expression
of HSP1190DE9 (Figures 1f–i).

The proliferative effect of HSP110 involves STAT3 activation

STAT3 is a well-described pathway involved in colon cancer cell
proliferation.16,17 We determined the expression of 34 known
target genes of the STAT3 pathway within a transcriptome analysis
of SW480 cells overexpressing HSP110 compared with control-
transfected cells (Supplementary Figure 2A). In this panel of 34
genes, we observed an increase in the expression of 26,
suggesting the involvement of the STAT3 pathway. To study the
implication of STAT3 in the proliferative effect of HSP110, we first
used the specific STAT3 inhibitor AG490. As shown in Figure 2a,
AG490, at doses that did not induce cell death (Supplementary
Figure 2B), induced a dose-dependent reduction in the proportion
of S-phase cells induced by HSP110 and in the ability of HSP110 to
increase the expression of STAT3 downstream genes such as
c-Myc and Cyclin D1 (Figure 2a). Furthermore, as shown in
Figure 2b, HSP110 was able to induce STAT3 phosphorylation in a
dose-dependent manner, though the amount of total STAT3
remained unchanged. This HSP110-induced activation of STAT3
was further demonstrated by showing its ability to induce both an
increase in the amount of P-STAT3 in the nucleus (Figure 2c) and
in the transcription of STAT3 target genes such as MYC or MCL1
(Figure 2d).
To confirm the implication of HSP110 in STAT3 activation, in

these HSP110-overexpressing cells where we observed STAT3
activation, we inhibited HSP110 by using increasing amounts of
the dominant-negative mutant HSP110DE9. As shown in
Figure 3a, HSP110DE9 inhibited HSP110-induced phosphorylation
of STAT3. Similarly, HSP110DE9 inhibited HSP110-induced STAT3
transcriptional activity as demonstrated by inhibition of the

expression of the P-STAT3 target genes c-Myc, Mcl1 and BclXL
(Figure 3b).

Endogenous HSP110 levels determine a cell’s proliferative and
P-STAT3 status in vivo and in vitro

To study the proliferative effect of HSP110 and its relationship
with STAT3 phosphorylation in vivo in a more physiological model,
we selected two sub-clones of the MSI colon cancer cell line
HCT116, which express either high or low levels of endogenous
HSP110 (because they bear either a small or a large deletion in the
T17 satellite sequence of HSP1107). These two clones have similar
cell viability in the absence of an external insult.13 HSP110 levels in
these clones correlated with the levels of P-STAT3 (Figure 4a) and
with cell proliferation in vitro (Figure 4b). In addition, we also
observed significantly lower cell growth in the xenografts derived
from the HCT116 sub-clone with low HSP110 expression than in
the sub-clone with high HSP110 expression (Figure 4c). We also
found an association between STAT3 phosphorylation and
endogenous HSP110 levels in these tumors (Figure 4d).

HSP110 affects STAT3 activation induced by IL-6 in vitro and
ex vivo in intestinal crypts

IL-6 is the main inducer of the STAT3 pathway in colon cancer and
promotes tumor growth.18 Although our enzyme-linked immuno-
sorbent assay tests demonstrated that HSP110 did not affect the
secretion of IL-6 (data not shown), HSP110 promoted STAT3
phosphorylation induced by IL-6, and, conversely, HSP110
inhibition by HSP110DE9 blocked STAT3 phosphorylation dose-
dependently induced by IL-6 (Figure 4e and Supplementary
Figure 2C). To further prove this effect, we isolated intestinal
crypts from HSP110 knockout animals and induced ex vivo STAT3
phosphorylation by adding IL-6 to the explant cultures. While
STAT3 phosphorylation was induced in the crypts isolated from
the wild-type animals, no P-STAT3 was observed in those isolated
from the HSP110 knockout animals (Figure 4f).

HSP110 directly binds to STAT3 and promotes its phosphorylation

Next, we determined whether HSP110 interacted with STAT3 in
colon cancer cells. Both proteins co-localized in vivo
(Supplementary Figure 3A) and associated with one another, as
demonstrated by duolink assays (Figures 5a and b). This in vivo
interaction was confirmed by co-immunoprecipitation experi-
ments (Figure 5c). We further showed that both proteins directly
interacted in vitro using purified proteins and a biolayer
interferometry (BLI) approach (OctetRed96, Figure 5d). HSP110
interacted with STAT3 with a KD of 17.2 ± 0.17 nM, which is
very close to that of HSP110 interacting with HSP70
(KD= 18.8 ± 0.37 nM), used here as a positive control (Figure 5d
and Supplementary Figure 3B). Interestingly, the binding between
HSP110 and STAT3 was slightly favored by the presence of ATP

Figure 1. HSP110 induces colon cancer cell proliferation in vivo and in vitro. (a) Comparative analysis of tumor growth (mean tumor volumes)
in xenografts derived from human colorectal cancer HCT116 and SW480 cells transfected either with an HSP110 shRNA or a scrambled shRNA.
Upper panels, western blot showing shRNA-induced depletion of HSP110. Ten mice per group. A representative experiment is shown (n= 2).
*Po0.05. (b) Images of representative excised tumor xenografts from mice shown in (A), scale= 10 mm. (c) Xenografts (mean tumor volumes)
of HCT116 and SW480 cells either control transfected (empty vector) or transfected with HSP110 or HSP110DE9. Upper panels, western blot
showing HSP110 and HSP110DE9 expression. HSC70 is used as a loading control. Ten mice per group, n= 2. *Po0.05; ***Po0.001.
(d) Hematoxylin/eosin stain, and expression of caspase 3 and KI67 by IHC in SW480 tumor xenografts at day 16 (a representative image from
(c) xenografts is shown), scale bar 100 μm. Positive-labeled cells were counted within 100 cells in 3 random areas. (e) Absolute cell number of
SW480 cells determined 72 h after transfection with plasmids coding for control-GFP or HSP110-GFP (n= 3), *Po0.05. (f) Percentage of SW480
in each cell division 72 h after transfection with control-GFP, HSP110-GFP or HSP110DE9-GFP (n= 3), *Po0.05. Proliferation was assessed as
dilution of CellTrace fluorescent dye by flow cytometry. (g) Representative cell proliferation histograms. (h) The percentage of SW480 cells in
each phase of the cell cycle was determined 48 h after transfection with plasmids coding for control-GFP, HSP110-GFP or HSP110DE9-GFP
(n= 3), *Po0.05. (i) Dot plots show one representative experiment as performed in (H).
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(adenosine triphosphate), but not ADP (adenosine diphosphate)
(Figure 5d, lower panel).
A plausible hypothesis for a chaperone like HSP110 is that,

through its association, it renders STAT3 phosphorylation sites more
accessible to JAK2. We performed these STAT3 phosphorylation
experiments in vitro with purified proteins. Our results clearly show

that HSP110 facilitates STAT3 phosphorylation (Figure 5e).

Modulation of STAT3 activity is dependent on HSP110 in MSI
primary colon cancers

We also assessed P-STAT3 expression in patients’ biopsies of
primary MSI colorectal tumors previously selected for their low or
abundant expression of mutant HSP110DE9, which correlates
inversely with the expression of HSP110.7 HSP110-low tumors
were those with abundant HSP11DE9 (i.e. large deletions in the
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Figure 2. HSP110 effect on tumor growth involves STAT3 activation. (a) Percentage of GFP-positive SW480 cells in the S phase assessed by
BrdU incorporation and 7-AAD staining, 48 h after transfection with plasmids coding for control-GFP or HSP110-GFP and treated for the
preceding 24 h with or without increasing doses of AG490 (40, 80, 120 μM). **Po0.01 (n= 3). Lower panel, immunoblot analysis of c-Myc,
cyclin D1, P-STAT3, STAT3 and HSP110. One representative experiment is shown. Actin, loading control. (b) Expression of STAT3 and P-STAT3 in
SW480 cells transfected with increasing concentrations of HSP110 was analyzed by immunoblot. Actin was used as a loading control (n = 3).
(c) Immunoblot analysis of P-STAT3 content in the nucleus and cytosol of SW480 and HCT116 cells transfected with an empty vector (GFP) or
GFP-HSP110. PARP1 (nuclear protein) and HSP60 (cytosolic protein) were used as controls for extract purity. (d) The expression of c-Myc and
Mcl1 mRNA in HSP110-transfected cells was determined by qRT-PCR. Expression values were calculated relative to RPLP0 and GAPDH RNA.
*Po0.05 (n= 4).
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satellite T17 sequence of the HSP110 gene, which favors the
alternative splicing process that results in HSP110DE9 expression);
HSP110-high tumors were those with low expression of
HSP110DE9 (i.e. small deletions in the T17 sequence of HSP110).
We analyzed tumors from a cohort of 37 patients; 25 expressing
HSP110 and 12 not or barely expressing HSP110. As shown in
Figure 6a, most of the tumors positive for HSP110 were also
positive for P-STAT3, whereas the majority of tumors negative for
HSP110 were also negative for P-STAT3. The difference between
these two groups of patients was significant (P= 0.03, Fisher’s
exact test). Representative images of primary colon tumors
displaying double-positive or double-negative immunostaining
are shown in Figure 6b (×100 magnification).

DISCUSSION

Heat shock proteins are induced by different stresses including
anti-cancer drugs. They help cells to survive such adverse
situations through their cell-protective properties (anti-apoptotic,
chaperone, etc.).19 Because cancer cells have a heightened need
for chaperones for their survival compared with normal cells; there
is a strong rationale for using HSP inhibitors as chemo-sensitizing
agents in cancer therapy.1

HSP110 is the only HSP for which a loss-of-function mutation
has been found in cancer,4 and expression of this inactivating
mutation has been associated with an excellent response to
chemotherapy.7 The association of HSP110 with a poor prognosis

has been confirmed in other types of cancer, such as
lymphomas.10,20 For example, in B-cell non-Hodgkin lymphomas,
HSP110 depletion has been associated with the downregulation of
the oncogenes BCL6 and c-MYC.10 However, the role of HSP110 in
colon cancer seems particularly relevant.3 Indeed, HSP110 may
also be implicated in colon cancer development as it is abundantly
expressed in intestinal epithelial cells and plays a functional role in
regulating mucosal homeostasis. Furthermore, HSP110 knockout
animals are prone to the development of inflammatory bowel
disorders.15

In this work, we have demonstrated that HSP110 plays a
functional role in colon cancer cell proliferation in vitro and in vivo
through IL-6-STAT3 pathway activation. STAT3 must be tightly
regulated and different chaperones contribute to this. In the case
of HSP90 and the HSP70 super-chaperone complex, the effect is
through the regulation of STAT3 stability by controlling its
proteasomal degradation.21,22 This does not seem to be the case
for HSP110 since, as we showed here, STAT3 levels do not change
with HSP110 expression (only the phosphorylation status of the
transcription factor). Indeed, HSP110 binds to STAT3, thus
facilitating its phosphorylation by JAK2 and its translocation to
the nucleus, and thereby promoting STAT3 transcription factor
activity. Because STAT3 has numerous target genes that play
crucial roles in cell proliferation and survival, metastasis and/or
angiogenesis, the question remains as to whether HSP110 could
also play a role in facilitating transcription factor binding to
particular genes.
In Hela cells, transfection-induced overexpression of HSP110

increases the amount of phosphorylated STAT3.23 This suggests
that modulation of STAT3 activity by HSP110 is not just restricted
to intestinal cells.
HSP110 has also been reported to play a role in the Wnt/β-

catenin pathway by inhibiting the hyper-phosphorylation and
degradation of β-catenin.11 Although we did not find that β-
catenin was affected by either the expression or the depletion of
HSP110 in our colon cancer cells (data not shown), this effect may
contribute to the overall tumorigenic effect of HSP110.
Interestingly, it has recently been reported that STAT3 is able to

induce the transcription of HSP110 in intestinal epithelial cells in
inflammatory bowel diseases. In this context, HSP110 expression is
seen as a protective mechanism induced by epithelial cells in
CD1d-mediated inflammation (CD1d presents self and microbial
antigens to NK T-cells).15 Therefore, a feedback amplification loop
might exist in cancer cells where HSP110 induces STAT3
activation, which in turn promotes HSP110 expression by inducing
its transcription.
STAT3 is a transcription factor that is constitutively activated in

a variety of human cancers including colorectal cancer, where it
was associated with adverse clinical outcomes.16–18 Because
accumulating evidence implicates STAT3 as a promising target
for cancer therapy, a better understanding of its activation
mechanism in human cancer is needed.
HSP110 is also a cancer target. We and others have previously

demonstrated that HSP110 was abundantly expressed in colon
rectal cancer and associated with a poor prognosis (response to
Folfox7). Here we showed that HSP110 not only increased
resistance to apoptosis induced by the chemotherapy4 but was
also able to promote the proliferation of cancer cells by facilitating
the activation (phosphorylation) of STAT3, which it is known to
induce the upregulation of cell proliferation and pro-survival
genes. In summary, STAT3 may be implicated in the overall
tumorigenic role of HSP110. The association of these two markers
of a poor prognosis (HSP110/P-STAT3) in colon cancer deserves to
be evaluated. To this end, we have just started a multicenter study
including more than 3000 colorectal cancer biopsies.
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Figure 3. HSP110DE9 blocked HSP110-induced STAT3 phosphoryla-
tion. (a) Immunoblot analysis of P-STAT3, STAT3, HSP110 and
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48 h after transfection with plasmids coding for HSP110-GFP and
increasing concentrations of HSP110DE9-GFP. HSC70 served as a
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panel) cells, 48 h after transfection by plasmids coding for control-
GFP, HSP110-GFP or HSP110DE9-GFP. HSC70 served as a loading
control. One experiment of the three performed is shown.
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MATERIALS AND METHODS

Primary colon tumor samples and CRC cell lines

CRC cell lines were purchased from the American Type Culture Collection.

All of the cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium as

described. All cell lines were mycoplasma free. Primary tumors and normal

colon tissues were obtained from patients undergoing surgery in Hôpital

Saint-Antoine after informed consent and approval by the institutional

review boards/ethics committees of Hôpital Saint-Antoine, Paris, France.

MSI status was determined as described previously.7

Transfection with shRNAs and xenografts

pEBVsiRNA vectors were cloned and silenced cells were established as

described previously.23 We used the DSIR program to design shRNA

sequences to target the HSP110 gene. RNAi sequences targeting the

HSP110 (NM_006644) mRNA stretched across nucleotides 179–197

(pBD3226), 292-310 (pBD3227) and 406-424 (pBD3228). We used cells

carrying the pBD650 plasmid that expressed an inefficient shRNA

sequence as a control.
We introduced the specific shHSP110 sequences into hygromicin-

resistant pEBV plasmids. Cells were plated 24 h before transfection with

JetPrime (Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, France) according to the

manufacturer’s recommendations. Twenty-four hours later, the cells were

trypsinized and seeded in culture medium supplemented with hygromycin

(125 μg/ml for HCT116 cell line or 250 μg/ml for SW480). After several days,

107 HCT116 and SW480 cells transfected with shRNA were injected

subcutaneously into the flank of female nude mice (Charles River

Laboratories, Wilmington, USA) at 8 weeks of age. Tumor size was

measured with a caliper every 2 days over 29 (SW480 cell line), 38 (HCT116

cell line) or 21 days (HCT116 sub-clone xenografts). Mice were killed when

the tumors reached 800 mm3. The mice were treated according to the

guidelines of the Ministère de la Recherche et de la Technologie, France.

Statistical methods to predetermine sample size in mice experiments were

not used and the experiments were not randomized. During experiments

and outcome analysis, the animal group allocations were not blinded.

Transient cell transfection and treatments

Either 1.2 × 105 SW480 cells or 2.5 × 105 HCT116 cells were cultured in a

12-well plate for 24 h. Then, the cells were transfected with 1 μg of plasmid

coding for GFP, GFP-HSP110 or GFP-HSP110DE9 using the HP Xtreme gene
DNA transfection reagent (Roche, Boulogne-Billancourt, France) according

to the manufacturer’s instructions. In some experiments, cells were treated
with the Janus kinase 2 protein inhibitor AG490 (Millipore, Molsheim,

France) 24 h after transfection for 24 h. To induce STAT3 activation, human

cell lines or mouse colon crypts were treated with human (Life
Technologies, Saint-Aubin, France) or mouse (Miltenyi, Paris, France) IL-6

(10 or 100 ng/ml− 1), respectively.

Analysis of cell survival, cell cycle and cell proliferation

For apoptosis experiments, cells were harvested and stained with Annexin

V-FITC and 7-AAD (BD Pharmingen, Franklin Lakes, USA) according to the
manufacturer’s recommendations. The cell cycle was analyzed using the

APC-BrdU Flow kit from BD Pharmingen. Briefly, cells were incubated with

BrdU (10 μM for 60 min), washed in phosphate-buffered saline, fixed
with BD cytofix/cytoperm solution (15 min, RT) and permeabilized with

Cytoperm/Permeabilization (10 min). After washing and 5 min of incuba-
tion with BD Cytofix/Cytoperm, cells were incubated for 1 h at 37 °C with

DNase (300 μg/ml− 1). Cells were then washed and incubated with APC-

labeled anti-BrdU antibody (20 min; RT). 7-AAD was used to stain total DNA
and the cell cycle was analyzed using an LSRII flow cytometer (Becton

Dickinson, Franklin Lakes, USA). Proliferation was determined by staining
105 SW480 cells with the Cell Trace Violet (Invitrogen, Carlsbad, USA),

according to the manufacturer's procedure. Divisions were detected over

3 days by flow cytometry with an LSRII cytometer and each generation of
cells was analyzed using ModFit software.
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Figure 4. Endogenous HSP110 levels determine the cells’ proliferative and P- STAT3 status, in vivo, in vitro and ex vivo in intestinal crypts.
(a) Immunoblot of P-STAT3 and STAT3 expression in two HCT116 sub-clones selected by their either high or low expression of HSP110
(because they bear either a small or a large T17 deletion as previously described7). (b) In vitro cell growth of the HCT116 sub-clones. *Po0.05.
(c) Comparative analysis of tumor growth (mean tumor volumes) in xenografts derived from the HCT116 HSP110-high and HSP110-low sub-
clones. **Po0.01. (d) Representative images of HCT116 sub-clone xenograft sections stained with P-STAT3 antibody by immunohistochem-
istry (n = 5). P-STAT3 expression was positive in the clone with high HSP110 whereas no expression of P-STAT3 was observed in the clone with
low HSP110. Magnification x100. (e) Immunoblot analysis of P-STAT3 and STAT3 in SW480 cells transfected with plasmids coding for control-
GFP, HSP110-GFP or HSP110ΔE9-GFP (as in Figure 1c) and treated for 30 min with or without IL-6 (10 or 100 ng/ml). (f) Immunoblot analysis of
P-STAT3 in mouse colon crypt biopsies isolated from wild-type or HSP110KO mice, and treated ex vivo for 30 min with or without two
concentrations of IL-6 (10 or 100 ng/ml). STAT3 served here as a loading control. One representative experiment is shown (4 mice per group).
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Figure 5. HSP110 interacts with STAT3 and favors its phosphorylation. (a) In vivo interaction of HSP110 with STAT3 was determined in SW480
by Duolink technology. HSP70 was used here as a positive control of HSP110 interaction, whereas Hikeshi and GFP were used as negative
controls. HSP90 was used here as a positive control of STAT3 interaction whereas SMAD4 was used as a negative control. Scale bars: 20 μM. (b)
Quantitation of HSP110-Hikeshi, HSP110-HSP70, HSP110-STAT3, HSP90-STAT3, SMAD4-STAT3 spots per cells determined by Duolink
technology as in (b). ***Po0.001. (c) Immunoprecipitation (IP) of STAT3 in SW480 cells followed by western blot using an anti-STAT3 (IP STAT3)
or a non-relevant (IP control) antibody. (d) Analysis of the interaction between purified HSP110 and STAT3 byBLI: (upper panel) STAT3
immobilized on the biosensor was dipped into wells containing increasing HSP110 concentrations (from 98.8 to 500 nM). A KD value of
17.2 nM± 0.17 nM (X2: 0.365 and R2: 0.991) was obtained with a 1:1 model; (lower panel) when indicated ATP (2 mM) or ADP (2 mM) was added.
(e) Immunoblot analysis of P-STAT3, STAT3, P-JAK2, JAK2 and HSP110 after in vitro kinase assay performed in the presence of recombinant
STAT3 as a substrate (100 ng) with or without recombinant JAK2 (50 ng), ATP (250 μM), or recombinant HSP110 (100 ng) (n = 3).

HSP110 promotes colorectal cancer growth

K Berthenet et al

7

© 2016 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature. Oncogene (2016) 1 – 9



Immunoblot analysis and immunoprecipitation

Cells were washed in PBS and lysed on ice in lysis buffer (150 mM NaCl,
50 mM Tris pH 6.8, 10 mM NaF, 1 mM DTT, and 1% Triton X-100) in the
presence of protease (Roche, Boulogne-Billancourt, France) and phospha-
tase (Sigma-Aldrich, Lyon, France) inhibitors. Proteins were separated by
PAGE and transferred following standard protocols before analysis with a
chemiluminescence detection kit (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA). Concerning the primary antibodies used, Bcl-xL (2764S), c-Myc
(9605S), Cyclin D1 (2926S), P-STAT3 (9145S) and STAT3 (9139S) were from
Cell Signaling (Danvers, USA); Mcl-1 (sc-819), HSC70 (sc-7298), HSP110
(sc-6241), and GFP (sc-8334) from Santa Cruz Biotechnologies; HSP110
(ab109624) from Abcam (Cambridge, UK); and actin (A1978-200UL) from
Sigma (Lyon, France). Cytoplasmic and nuclear extracts were obtained
using the ‘NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction reagents’ kit
(Thermo Scientific, Waltham, USA). Immunoprecipitation was completed
as previously described24 using an anti-STAT3 (9139S) antibody (Cell
Signaling, Danvers, USA).

Immunohistochemistry

Human and mouse xenograft sections of 4 μm from paraffin-embedded
tissue samples were cut onto silane-treated Super Frost slides (CML,
Nemours, France) and left to dry at 37 °C overnight. Tumor sections were
deparaffinized in xylene and rehydrated in ethanol. Before immunostain-
ing, antigen retrieval was performed by immersing sections in citrate
buffer (pH 6.0) (HSP110), pH 9.0 (caspase 3) or in pH 8.0 EDTA buffer
(P-STAT3) (15 min 95 °C), washed twice in PBS for 3 min and treated with
3% H202-PBS for 15 min in order to inhibit endogenous peroxidases. After
being washed in PBS, slides were saturated for 25 min in 3% BSA PBS.
Sections were then incubated for 1 h at room temperature with active
caspase 3 (dilution 1/150, clone ab52293, Abcam) or KI67 antibodies
(dilution 1/300, clone A21-Y, ThermoFisher) or P-STAT3 antibody (dilution
1/70, clone D3A7, Ozyme). After washing in PBS, secondary antibody
(8114 P, Cell signaling, Danvers, USA)) was added for 30 min at room
temperature. Slides were washed twice for 5 min in PBS and revealed using
the Novared kit (Vector, Burlingame, USA). Slides were washed twice in
water for 5 min and counterstained with 10% Meyer's hematoxylin. After
one wash in water, slides were dehydrated in 100% ethanol and xylene
and observed in a blinded manner using the Cell Observer station (Zeiss,
Germany).

Immunofluorescence staining

Staining was performed as previously described.25 After fixation and
permeabilization, cells were incubated overnight at 4 °C with anti-HSP110
(sc-6241) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) and anti-STAT3

(9139S) (Cell Signaling, Danvers, USA) primary antibodies before incuba-
tion with secondary antibodies (488 or Alexa 568, Life Technologies, Saint-
Aubin, France).

Duolink assay

Slides were stained with the antibodies: HSP110 (ab109624, Abcam), STAT3
(9139S, Cell Signaling), Hikeshi (14808-1-AP, Proteintech Rosemont, IL,
USA), HSP70 (ADI-SPA-810, Enzo Life Sciences), HSP90 (PA3-013, Thermo
Fisher), SMAD4 (SC-7154, SC-9996, Santa Cruz Biotechnology) or GFP
(Ab1218, Abcam) and then incubated with proximity ligation assay probes
(Sigma-Aldrich, Lyon, France) for 1 h at 37 °C. After the washes and
incubation with the ligase solution for 30 min at 37 °C, the slides were
washed again and incubated with the amplification polymerase solution
for 100 min at 37 °C. Nuclei were labeled with DAPI (Sigma-Aldrich). Images
were acquired using the Cell Observer station (Zeiss). proximity ligation
assay images were analyzed using ICY software. Cells were segmented by
the user and proximity ligation assay spots were counted using the spot
detector plugin. Statistical analysis was then carried out on R software. A
Wilcoxon signed rank test with continuity was used to determine whether
samples had a number of spots greater than 0.

Biolayer interferometry

Protein-protein interactions were characterized by BLI on an OctetRED
instrument. STAT3 was biotinylated (1:3 ratio) according to the manu-
facturer’s instructions (biotin-PEG4-NHS from Pierce EZ kit). The
streptavidin-coated biosensor was dipped into wells containing biotiny-
lated STAT3. For the HSP110/STAT3 interaction: after washing, the
functionalized biosensor was dipped into wells containing different
concentrations of HSP110 (association phase) in the presence or absence
of 2 mM ATP or ADP. For the dissociation phase, the biosensor was dipped
into wells containing Tris-buffered saline with or without either 2 mM ATP
or ADP. Each KD was determined with a 1:1 stoichiometry model using a
global fit with Rmax unlinked by sensor (FortéBio, Data Analysis Software
Version 7.1.0.38).

In vitro kinase assay

Recombinant HSP110 (100 ng, OriGene Technologies, Rockville, MD, USA)
was added to the kinase reaction buffer in the presence or absence of
50 ng of active JAK2 recombinant kinase (Millipore, Molsheim, France),
of 100 ng of recombinant STAT3 (Sigma Aldrich), with or without 250 μM of
ATP (Cell Signaling). After incubation for 30 min at 30 °C, Laemmli’s buffer
was added to stop the reaction. The STAT3 phosphorylation was then
determined by immunoblot analysis as described previously.
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Figure 6. HSP110 associates with P-STAT3 in human biopsies of MSI colorectal cancer patients. (a) Schematic representation of HSP110 and
P-STAT3 immunostaining in the cohort of patients analyzed. Significant associations were observed for the expression of HSP110 and P-STAT3
(*P= 0.03, Fisher’s exact test). (b) Representative images of primary colon tumors displaying double positive or double negative
immunostaining are shown ( ´ 100 magnification). The inserts correspond to a detail of the immunostaining ( ´ 200 magnification).
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Quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated with Trizol (Invitrogen) and reverse transcribed with
Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Promega, Madison,
WI, USA) and random hexamers (Promega). C-Myc (qHsaCID0012921) and
Mcl1 (qHsaCED0036603) primers for real-time PCR were purchased from
Bio-Rad (Hercules, CA, USA). The HSP110 primers used were described
earlier.7 Expression values of transcripts were calculated relative to RPLP0
and GAPDH RNA.

Statistical analysis

Quantitative results are expressed as means± s.d. from at least three
independent experiments. In vivo tumor growth was assessed in 10 mice
per group, and reproduced twice. Quantitative data were compared using
Student’s t test. Differences between groups of patients were determined
by Fisher’s exact test. Graphics were analyzed using the GraphPad Prism
program.
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