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INTRODUCTION

Généralités

La Leucémie Lymphoide Chronique (LLC) (et sa forme purement ganglionnaire, le
lymphome lymphocytique) est une hémopathie maligne a petites cellules d’évolution
indolente. A l'inverse, le Lymphome B Diffus a Grandes Cellules (LBDGC) est caractérisé par
I’expansion clonale de grandes cellules B et par une évolution systématiquement agressive?.
Le premier cas d’une transformation d’un lymphome lymphocytique en lymphome a grandes
cellules a été décrit par Maurice Richter en 19282 C’est en 1964 que Lortholary et al.
définissent cette transformation histologique agressive d’une LLC en “Syndrome de Richter”
(SR)3.

Le SR est une évolution rare de la LLC (environ 5%). Dans la majorité des cas, il s’agit d’'une
transformation d’une LLC en LBDGC et plus rarement en maladie de Hogdkin®*.

Diagnostic du SR

Le délai entre le diagnostic de la LLC et I'apparition d’un SR est court, entre 1 et 4 ans *°.
Les arguments devant faire suspecter une transformation sont : (i) une tuméfaction extra-
ganglionnaire et/ou une adénopathie supérieure 5 cm, (ii) une augmentation rapide du
volume ganglionnaire, (iii) I'apparition d’une atteinte extra ganglionnaire, (iv) I'apparition de
signes B et (v) une augmentation du taux de lactate déshydrogénase (LDH). Dans ce contexte,
il est indiqué de réaliser une Tomoscintigraphie par Emission de Positons couplée au scanner
(TEP scanner) pour guider la biopsie d’une zone hypermétabolique (avec une Standard Uptake
Value (SUV) généralement > 10)°.

En anatomopathologie, il est alors facile de distinguer les cellules de la LLC de celles du
LBDGC de par la taille de leur noyau et de par leur croissance diffuse. En immunohistochimie,
les cellules du LBDGC présentent des particularités par rapport a celles de la LLC &8 ;

e Elles sont CD5+

e L’'expression de Myc est positive dans 30 a 40 % des cas. Cela témoigne
généralement d’une translocation du gene.

e Elles expriment le marqueur BCL-2 mais a I'inverse du LBDGC de novo, il est rare que
ce gene soit amplifié.

e Le marquage nucléaire est négatif pour I'EBV.

e Etdans 80 % des cas, elles expriment le marqueur PD-1.
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Données cytogénétiques et pronostiques

Dans plus de 80 % des cas, la transformation est clonale, c’est-a-dire que le réarrangement
VDJ du géne IGVH des cellules de la LLC est identique avec celui des cellules du LBDGC 105,
Les données actuelles distinguent donc deux sous types de SR au pronostic extrémement
différent: (i) la forme clonale et (ii) la forme non clonale. Cette derniére constitue
probablement un LBDGC de novo, indépendant, se développant dans le contexte favorable de
I'immunodépression associée a la LLC. Cette forme est de meilleur pronostic .

Sur le plan anatomopathologique, il existe tres peu de différence entre le SR et le LBDGC
de novo : morphologiquement les cellules ont le méme aspect. En immunohistochimie, les
cellules du SR sont, contrairement a celles du LBCDGC de novo, CD5+ et PD-1+.

Pour la forme non clonale du SR, la réponse au traitement et le pronostic s’approchent de
celui d’un LBDGC de novo, c’est-a-dire entre 80 et 90 % de rémission compléte, avec des
durées de survie prolongées et une médiane de survie a 62,5 mois!. Par contre, lorsque la
relation est clonale, la médiane de survie est entre 1 et 13 mois en fonction des facteurs de
risques &1112,

Les principales anomalies moléculaires expliquant cette différence de pronostic sont
encore mal élucidées. Mais quatre anomalies principales ont été décrites (Figure 1) : (i) une
dérégulation de I'apoptose et du contréle du cycle cellulaire avec des altérations de TP53 dans
40 a 60 % des cas et/ou une délétion du géne codant la protéine CDKN2A dans 30 a 40 % des
cas, (ii) une stimulation de la prolifération par une activation de NOTCH1 dans 30 a 40 % des
cas et/ou une amplification c-Myc dans 30 a 40 % des cas 11,
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A ce jour, seules les greffes (allo ou autogreffe) de cellules souches hématopoiétiques (CSH)
permettent une efficacité durable en terme de survie globale pour les patients présentant les
formes clonales du SR®. Compte tenu de la prévalence de cette maladie chez une population
relativement agée d’une part, et de la toxicité du conditionnement d’une greffe de CSH
d’autre part, il est nécessaire de comprendre les spécificités du SR par rapport aux autres
lymphomes afin de mieux adapter la prise en charge, idéalement en utilisant des thérapies
ciblées.

Intérét de I’étude du protéome ?

Les données actuelles ne nous permettent pas de décrypter totalement ce qu’est le SR.
Elles se concentrent principalement sur I'analyse du génome, alors que les protéines sont les
premieres effectrices dans le fonctionnement cellulaire. La composition du protéome est
variable en fonction du temps car hautement dépendante des mécanismes de régulation
situés aussi bien en amont qu’en aval (méthylation de I’ADN, régulation transcriptionnelle,
modifications post-traductionnelles, métabolisme protéique...)!3. Ainsi les analyses
génomiques/transcriptomiques ne permettent qu’une approche putative du fonctionnement
cellulaire. Les études sur le protéome dans d’autres pathologies apportent des informations
intéressantes. Par exemple, nous savons que le LBDGC et les Leucémies Aiglies Lymphoides
(LAL) chimio-réfractaires expriment moins de protéines impliquées dans |'organisation du
cytosquelette d’actine, ce qui a une conséquence sur une inhibition de I'apoptose induite par
la chimiothérapie41°,

Organisation d’une « biocollection Richter » au CRB Lorrain

Dans le cadre d’un projet national mené sous I'égide du groupe FILO (French Innovative
Leukemia Organization), dés 2018, une enquéte a été réalisée auprés de chaque centre
partenaire via un questionnaire court, contenant les informations cliniques essentielles, pour
recenser les patients atteints d’un SR et susceptibles d’étre inclus dans I'étude.

Les centres partenaires ont envoyé les échantillons correspondants au Centre de
Ressources Biologiques (CRB) Lorrain pour évaluation de la masse des différentes biopsies et
sélection de celles dont la masse est estimée suffisante pour la réalisation des analyses.

Cette biocollection a notamment réuni des échantillons ganglionnaires congelés au
diagnostic. Chaque cas a été colligé avec un recueil des données clinico-biologique. Il s’agit a
notre connaissance de la plus grosse biocollection Richter en France.
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Comment travailler sur le protéome ?

La premiére partie du travail a consisté a extraire les protéines du tissu, puis a les identifier.

Il existe alors plusieurs techniques d’identification.

Par exemple I'électrophorése bidimensionnelle (qui permet de sélectionner une
protéine d’intérét) couplée a la spectrométrie de masse. Cette technique a permis
d’évaluer la différence d’expression protéique entre LLC IGVH mutée versus non
mutée?®. La limite de cette technique est qu’elle ne permet que I'identification d’un
nombre limité de protéines présentes dans la zone de migration de
I’électrophorése, définie par le gradient de pH utilisé dans la premiéere dimension.

Pour ce travail, nous avons opté pour l'utilisation de la spectrométrie de masse en
tandem, couplée a la nano-chromatographie en phase liquide (nanoLC-MS/MS). En
effet, grace a 'amélioration des techniques d’extraction, il est possible d’identifier
et également de quantifier (valeurs exprimées en Label Free Quantification - LFQ**)
la présence de plusieurs milliers de protéines au sein d’un échantillon???3, Cette
étape du travail a été réalisé en collaboration avec les membres du Laboratoire de
Spectrométrie de Masse Bio-Organique (LSMBO) au CNRS de Strasbourg.

La seconde partie a consisté a analyser et interpréter les données brutes obtenues a partir

du spectromeétre.

Rechercher les différences d’expression statiquement significatives des protéines
une a une (ou « prises individuellement »).

Reconstruire in silico par des méthodes bioinformatiques les réseaux d’interaction
entre les protéines identifiées comme différentiellement exprimées

Annoter fonctionnellement les protéines différentielles pour mieux comprendre la
physiopathologie du SR et les déterminants de sa chimiorésistance.

Objectifs de I’étude

Par ce travail nous voulons (i) mettre en évidence un profil protéomique spécifique du SR

c’est-a-dire trouver de nouveaux biomarqueurs pouvant distinguer le SR par rapport aux

LBDGC de novo et (ii) comprendre les déterminants de I'agressivité du SR par rapport au

LBDGC de novo pour ouvrir la porte a la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques.
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ARTICLE

Large-Scale Proteome Comparison With de Novo and other secondary DLBCLs Uncovers
a Specific Signature in Richter Syndrome: A French Study from the FILO Group

Morizot R*, Hergalant S*, Piucco R, Quinquenel A, Dartigeas C, Bouclet F, Augé H, Tausch E, Lomazzi S, Busby
H, Tomowiak C, Leblond V, Thieblemont C, Cymbalista F, Béné MC, Stilgenbauer S, Guieze R, Carapito C,
Perrot A, Fornecker LM, Feugier P, Broséus J.

*Equal contribution

INTRODUCTION
Richter syndrome (RS) is defined as the occurrence of an aggressive lymphoma in the

course of chronic lymphocytic leukemia (CLL) or small lymphocytic lymphoma (SLL). Most
transformations are activated B-cell subtype of diffuse large B-cell ymphoma (DLBCL), and are
rarely Hodgkin lymphoma ™. RS prognosis remains devastating with anthracycline-based or
platinum-based chemotherapy. Very low complete response rates and poor overall survival
are observed °.

The RS and de novo DLBCL share only a few common features. In fact, they have different
mutational landscapes : the most frequent abnormalities described de novo DLBCLs are not
found in RS. Abnormalities of BCL1, BCL2, BCL6, PRDM1 and EZH2 are found in de novo
DLBCLY®, while TP53, MYC, NOTCH, CDKN2A abnormalities are frequently found in SR68,

Proteins are the primary cellular biological effectors. Proteome composition is highly
dependent on regulatory mechanisms acting both upstream and downstream translation
(transcriptional regulation, post-translational modifications, protein metabolism). Thus, the
analysis of the genome and the transcriptome only allows a putative extrapolation of the
expressed proteome. Some proteomic studies already interested CLL and de novo DLBCLs.
Perrot et al. already shown different profiles in CLL according to IGVH mutational status after
B-Cell Receptor activation® and Fornecker et al. described precisely de novo
relapsed/refractory (R/R) DLBCLs 1°,

We performed for the first time a large-scale proteome analysis on RS patient’s samples to
identify new potential biomarkers that could differ between RS and de novo DLBCL, aiming at
understanding mechanisms underlying the chemoresistance and aggressiveness of the
disease.

MATERIALS AND METHODS

Patients selection and sample heading
Patients samples were selected among the fresh-frozen tissue-sample collection available

from the “Centre de Ressources Biologiques Lorrain”. We selected 4 groups of patients
between 2004 to 2019 : RS, other secondary DLBCLs (S), chemosensitive (CS) de novo DLBLC

and chemoresistant (CR) DLBCL. Patients were considered CR if they had a stable or
progressive disease on tomodensitometry or PET-scanner after first-line according to Cheson
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criteria 1, or if they relapsed less than one year after having achieved a complete response.
Patients who achieved a complete response after first line treatment and did not relapse
thereafter, with a minimal follow-up of at least 24 months after the end of treatment, were
considered CS. The other secondary (S) DLBCL occurred in the context of an other preexisting
indolent lymphoma (follicular lymphoma, marginal zone lymphoma or Waldenstrém
macroglobulinemia). All samples were obtained by a surgical resection or radiologically guided
biopsy from tumor mass. All samples benefited from centralized reviewing. The study of Cell
Of Origin was performed by immunohistochemistry according to Hans algorithm 2. The
determination of EBV status was made by hybridization with EBER probe. A tumoral purity
superior to 50% was a prerequisite for sample selection. The sample weight had to be greater
than or equal to 10 mg.

We retrospectively analyzed the treatment and outcome of each patient. The first line of
treatment combined anti-CD20 monoclonal antibody with an anthracycline or platinium salts-
based regimen.

Proteins extraction and sample preparation
Proteins were extracted from ~10 mg of fresh frozen tumor tissues in a lysis buffer

containing 62.5 mM Tris HCl pH 6.8, 2% SDS and 10% glycerol. Protein concentration was
determined with DC™ method (BioRad, Hercules, CA, USA) according to manufacturer’s
instructions.

For each sample, 20 ug of proteins were used for tube-gel preparation, with tube-gel
method as previously described in different study by Fornecker et al and Muller et al. 113715,

NanoLC-MS/MS analysis
As previously described °, the nanoLC-MS/MS analysis was performed on a nanoAcquity

UPLC device (Waters Corporation, Milford, USA) coupled to a Q-Exactive Plus mass
spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Peptide separation was
performed on an ACQUITY UPLC BEH130 C18 column (250 mm x 75 um with 1.7 um diameter
particles) and a Symmetry C18 precolumn (20 mm x 180 um with 5 um diameter particles,
Waters). The solvent system consisted of 0.1% FA in water (solvent A) and 0.1% FA in ACN
(solvent B). Samples (equivalent to 800 ng of proteins) were loaded into the enrichment
column over 3 min at 5 pL/min with 99% of solvent A and 1% of solvent B. The peptides were
eluted at 450 nL/min with the following gradient of solvent B: from 1 to 35% over 120 min and
35 to 80% over 1 min. The 20 samples were injected in randomized order. The MS capillary
voltage was set to 1.8 kV at 250 °C. The system was operated in Data Dependent Acquisition
mode with automatic switching between MS (mass range 300-1800 m/z with R =140,000,
Automatic gain control (AGC) fixed at 3 x 108 ions and a maximum injection time set at 50 ms)
and MS/MS (mass range 200—2000 m/z with R = 17,500, AGC fixed at 1 x 10> and the maximal
injection time set to 100 ms) modes. The ten most abundant peptides were selected on each
MS spectrum for further isolation and higher energy collision dissociation fragmentation,
excluding unassigned and monocharged ions. The dynamic exclusion time was set to 60 s.
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Statistical analysis
Raw data obtained for each sample were processed using MaxQuant?!® (version 1.5.5.1).

The protein identification were processed using Andromeda search engine!’ with full trypsin
specificity. The isoform-containing human database used for the search was extracted from
the UniProtKB-SwissProt database!® (downloaded 12/04/2019 with 20415 entry). The
minimum peptide length required was seven amino acids and a maximum of one missed
cleavage was allowed. For protein quantification, the “match between runs” option was
enabled. The maximum false discovery rate (FDR) was 1% at peptide and protein levels with
the use of a decoy strategy. Methionine oxidation was set as a variable modification and
peptides with modified methionines, as their unmodified counterparts, were excluded from
protein quantification. Cysteine carbamidomethylation was set as a variable modification to
account for the potential propionamide modifications of cysteine residues. Cysteine
propionamidation was thus also set as a variable modification. The revers and contaminant
protein were displayed. We selected only proteins present in at least 5 samples.

The protein was considered as up regulated (up) if the Fold Change (FC) was superiorto 1.2
and down regulated (down) if the FC was inferior to 0.8 and significant with p-value inferior
to 0.05 according to bilateral student test.

The hierarchical classification was obtained with PermutMatrix!® with dissimilarity measure
by Euclidean distance and agglomeration by Ward inertia. The Gene Onthology (GO)
association was obtained with Open Target database?’, functional annotations with
GoMiner?!, enrichments with EnrichR?2 and Protein-Protein Interaction (PPI) reconstruction
networks with String?3. For the PPl we used a high confidence score > 0.7.

RESULTS

Samples
Sixty samples from 7 different centers affiliated to French Innovative Leukemia

Organization (FILO) were included (Figure 1). One sample was excluded after quality controls.
All samples came from fresh frozen lymph node biopsy. 21 patients presented RS (RS group),
28 de novo DLBCL including 19 CS (CS group) and 9 CR (CR group) and 9 Secondary DLBCLs
excluding RS (S group). The means tumoral purity, sample mass and concentration of protein
extraction were 80%, 15.7 mg and 8.93 pug/uL, respectively.
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Figure 1 : Flow chart of sample selection

Clinical and biological data

The clinical characteristics of the cohort are presented in Table 1. The median age was 70,
66, 61 and 70 years respectively for groups CS, CR, RS and S. The overall survival (OS) was 22
months for CR versus 7.5 months for RS and not reach for CS and S. Sixteen out of the 21 (76%)
RS were IGVH unmutated. 10 of 11 (91%) RS were clonally related to their CLL counterpart.
The mutational landscape of RS samples (figure 2) contained TP53 abnormality in 11 (52%)
patients, including TP53 mutations in 4 (19%), 3 (14%) del(17p) and 4 (19%) with both. Six
(29%) have NOTCH1 mutation, 4 (19%) have (8q) amplification, 4 (19%) have (del13q), 3 (14%)
have tri(12) and 2 (10%) have del(11q).
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CS CR S RS
n=19 n=9 n=10 n=21
Male 8 (42%) 6 (60%) 6/10 (60%) 13 (62%)
Median age 70 years 66 years 70 years 61 years
Immunochemistry
GC 6/13 (46%) 1/4 (25%) 3/5 (60%) 0 (0%)
non-GC 7/13 (54%) 3/4 (75%) 2/5 (40%) 9/9 (100%)
CD5+ 0/15 (0%) 0/7 (0%) 1/9 (11%) 16/17 (94%)
median Ki67 80% 80% 60% 60%
EBV+ 1/8 (13%) - - 2/12 (17%)
First line of treatment

R CHOP 14/19 (74%) 7/9 (78%) 7/10 (70%) 12/19 (63%)
R-ACVBP 4/19 (21%) 2/9 (22%) 1/10 (10%) 2/19 (11%)
R-DHAOx 1/19 (5%) 0/9 (0%) 2/20 (20%) 3/19 (15%)
Palliative 0 0 0 2/19 (11%)
Autograft 1/19 (5%) 0/9 (0%) 0/7 (0%) 5/19 (28%)

Allograft 0 0 0 1/19 (5%)

(0 > 5 years 22 months > 5 years 7.5 months
LDH>N 13/16 (82%) 9 (100%) NA 15/16 (93%)

Ann Arbor stage

1-2 5/19 (32%) 2 (22%) 3/7 (43%) 2/21 (20%)
3-4 13/19 (68%) 7 (78%) 4/7 (57%) 19/21 (90%)

Table 1: Patient's clinical characteristics. GC: Germinal center. OS: Overall Survival. R-CHOP : Rituximab
Cyclophosphamide Doxorubicine Vincristin Prednisone. R-ACVBP : Rituximab, Doxorubicine, Cyclophosphamide,

Vincristin, Bléomycine, Prednisone. R-DHAOX : Rituximab, Hight dose Aracytine, Oxaliplatin, Dexamethasone.
LDH : Lactate dehydrogenase
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Figure 2 : Mutational landscape of RS samples

Descriptive analysis

4,391 proteins were identified, including 4,206 quantified. Identified and quantified
proteins were 1,942, 1,998, 1,947 et 1,850 for SR, CR, CS and S groups, respectively.
Comparisons of all samples versus median sample shown a high Pearson coefficient
correlation (average r = 0.87) demonstrating a high quantitative accuracy and a high similarity
in the global proteomes.

RS vs de novo DLBCL

2,700 proteins were present in at least 5 samples. The hierarchical classification of 114
significant proteins (Figure 3) shown a specific proteome in 17/21 (81%) of cases.
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Figure 3 : Hierarchical classification of 114 significant proteins in comparison

RS vs de novo DLBCL. 17/21 (81%) of RS aggregate among themselves on a
unique arm.

RS vs CS

2,629 proteins were present in at least 5 samples. 301 proteins were significantly
differentially expressed, including 165 overexpressed and 136 underexpressed in RS.
Associations and enrichments are shown in Appendix 1. Regarding underexpressed proteins,
GO (Gene Ontology) associations match with complement activation (p = 1,7.10"%7), positive
regulation of immune response (p = 1.43 x 10%). Enrichments shown interaction with
regulation of complement activation (q = 2.92 x 10%8). And functional annotations shown
protein/gene association with JDP2 (g = 1.21 x 10), EZH2 (g = 3.99 x 10) et CEBPE (q = 1.72
x 103). Regarding protein overexpressed in RS, the GO shown association with RNA
metabolism (p = 0.009). The functional annotations highlighted proteins/genes association
with YY1 (g = 5.00.10°) and JARID1A (g = 0.02). The PPI (Figure 4) shown that underexpressed
proteins are involved in phagocytosis, complement regulation, cell cycle regulation and
cellular response to DNA damage. Overpexressed proteins intervened in proteasome system
and oxidative phosphorylation.
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Figure 4 : PPl with 301 significant proteins in RS vs CS comparison.

RS vs CR

2,519 proteins were present in at least 5 samples. 155 proteins were significant including
75 overexpressed et 80 underexpressed in RS. Associations and enrichments are shown in
Appendix 2. For proteins underexpressed in RS, GO shown match with inflammation (p = 8. x
103), complement activation (p = 8.90 x 10%). Enrichments shown associations with
complement and regulation cascade (q = 2.66 x 10™). Functional annotations shown
protein/gene association with EZH2 (q = 3.59 x 107), CEBPE (q = 3.20 x 10-3) et SPI1 (g = 3.00 x
103). Forproteins overexpressed in RS, functional annotations shown proteins/genes
associations with SYK pathway (g = 0.01), BTK (g = 0.02), ERN1 (g = 0.03), ZAP-70 (g = 0.03),
MAX (q =0.01), POLR2A (g =0.02), TAF1 (g =0.02) and YY1 (q = 0.03). The PPI (Figure 5) shown
that proteins underexpressed in RS intervened immunity regulation. Overexpressed proteins
intervened in proteasome inhibition.
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Figure 5 : PPl with 155 significant proteins in RS vs CR comparison

RSvs S

2,509 proteins were detected and quantified in at least 5 samples. The hierarchical
clustering of 206 significant proteins (figure 6) shown a specific signature in 20/21 (95%) of
cases. Associations and enrichments are show in Appendix 3. For down proteins, the GO
shown associations with inflammation (p = 1,00.10"'). Enrichments shown associations with
TWIST (q = 3.79 x 107). Functional annotation shown proteins/genes associations with EZH2
(g =3.59x10°), CEBPE (g =3.20 x 103) and SPI1 (q = 3 x10°3). For Up proteins, GO also shown
associations with inflammation (p = 1.00 x 101°) and PD-1 signaling (p = 5.40 x 104).
Functional annotations shown proteins/genes association with MAPK4K1 (g = 4.65 x 10),
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MYC (q = 1.88 x 10™), MAX (g = 0.05), SYK (q = 3.16 x 10®), BTK (g = 3.16 x 10°%), ZAP70 (q =
1.97 x 10, YY1 (g = 0.02) and FOXP3 (q = 0.03). The PPI (figure 7) shown that down proteins
intervened in hemostasis and the up proteins intervened in immunity, lymphocyte
proliferation, oxidative phosphorylation among others.

Figure 6 : Hierarchical classification of 206 significant proteins
of RS in comparison with de novo DLBCL
20/21 (95%) of RS aggregate among themselves on a unique arm.
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CONCLUSION AND DISCUSSION
Although presenting with the same histological aspect, RS yielded an homogeneous and

specific proteomic profile, different forms of de novo DLBCL and other secondary DLBCL. Based
upon the number of differentially expressed proteins, RS profile in closer to CR de novo DLBCL,
as compared with CS de novo DLBCLs.
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Nowadays, it is recommended to treat RS with with a combination of Rituximab,
Cyclosphosphamide, Doxorubicine, Vincristin and Prednisone (R-CHOP) before hematopoietic
stem cells transplatation.

Analysis of proteins and pathways distinguishing RS from the other DLBCL groups suggests
different mechanisms potentially explaining RS chemorefractoriness.

A dysfunction of inflammatory response
First, the Rituximab activity on CD-20 positive cells induced cell death with cytotoxicity and

antibody-dependent cellular cytotoxicity mechanism. This toxicity depends on complement
and inflammation activation 24#2>. And we showed a downregulation of these two pathways in
RS. Moreover the underexpression of CEBPE participate in diminution of inflammation
response by inhibition of granulopoiesis 2°.

Some drugs use or restore a functional inflammatory such PD-1 inhibitor or CAR-T cells
therapy. This drug shown encouraging results 27730,

EZH2 inhibitor (Tazemostat) shown a clinical activity and favorable safety in patients with
CR B-Cell Non-Hodgkin Lymphoma 3. It would be interesting to evaluate the effectiveness of
this drug in RS. The Blinatumomab (BLINCYTO) is a bi-specific T-cell engaging (BIiTE®) antibody
construct that transiently links CD3-positive T cells to CD19-positive B-cells, inducing T-cell
activation and subsequent lysis of tumor cells. A phase 2 clinical trial is underway to evaluate
safety of Blinatumomab in RS (NCT03931642).

DNA repair mechanisms and ineffective apoptosis
The chemotherapy induces DNA damage and cell death. The overexpression of POLR2A

play an important role in DNA transcription and repair32. Moreover, in colorectal cancer
animals models, a diminution of POLR2A expression is associated with proliferation, survival,
and cell tumorigenic potential inhibition 33.

YY1 has been described in the pathogenesis of several cancer types, in particular in DLBCL
34 This protein interacts with many others required for cell growth, apoptosis and cancer
progression, including TP53, MDM2, EZH2, and RB 3°3%, |ts inhibition contributes to the
sensitization of B-lineage Non Hodgkin Lymphoma cells to apoptosis ¥’.

Tumor progression
MYC is widely described as involved in RS pathogenesis>. MYC has a central role in the

oncogenic process, orchestrating proliferation, apoptosis, differentiation, and metabolism.
MAX (MYC-associated factor X) is co-factor of MYC. Overexpression of these two proteins in
our data makes sense in this context, with regard to the literature.

ZAP-70 is functionally linked with CD38 38, Its expression has been described in CLL and its
presence is correlated with unmutated IGVH status and is associated with a poor prognosis
and an increased risk to develop RS 13%-41,

Finally, BTK is widely described in RS°. This protein plays a crucial role in B-lymphocyte
differentiation and activation: strongly associated with BCR, BTK activation induced B-cell
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proliferation. BTK inhibitors are effective in CLL treatment *?> and seems to be interesting drug
with better complete remission rate in RS #>#4, A clinical trial is evaluating CHOP-R therapy,
with or without Acalabrutinib (NCT03899337).
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CONCLUSION ET DISCUSSION

Qualité des données

Les données anatomopathologiques et génétiques de notre cohorte de patients SR sont
similaires avec celles publiées dans la littérature. En immunohistochimie, les cellules étaient
CD5+ et EBV- dans la majorité des cas. Sur le plan du panorama mutationnel, 52 % des patients
présentaient une mutation ou une délétion de TP53 et 29 % une mutation de NOTCH1 contre
environ 60 % d’anomalies de TP53 et 30 % de mutations de NOTCH1 dans la littérature®.

Il s’agit de la premiére étude protéomique réalisée dans le SR. La quantité moyenne de
protéines extraites par échantillons est de 1,65 mg pour une masse moyenne d’échantillon de
15,7 mg soit 10,6 % de masse extraite. La composition moyenne de protéines d’un tissu étant
de 20 %, cela reflete une bonne efficacité de I'extraction protéique. De méme, le coefficient
de corrélation de Pearson moyen élevé a 0,87 témoigne lui aussi d’un protéome globalement
similaire entre les échantillons et donc comparable : cela est en rapport avec le fait que nous
travaillons sur une méme maladie, le LBDGC, dans une méme espéce, I’'Homme.

Explications sur la chimiorésistance et I’agressivité du SR

A I'heure actuelle, il est recommandé de traiter un SR par une association
d’immunochimiothérapie type Rituximab, Cyclophosphamide, Doxorubicine, Vincristine et
Prednisone (R-CHOP)®. L’action de ces molécules est médiée par des mécanismes de
cytotoxicité exercées par le systéeme immunitaire pour le Rituximab (toxicité directe et ADCC
[Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity])?*, 'apoptose et des dégats directs sur I’ADN
pour la chimiothérapie 141>18,

Or nous avons mis en évidence que dans le SR il existe :

e Un probable échappement immunitaire avec une sous-expression significative de
protéines de la réponse inflammatoire, du complément et de la voie CEBPE,

e Une surexpression de voies impliquées dans la réparation de ’ADN (POLR2A, YY1),

e Une surexpression de voies impliquées dans linhibition de I'apoptose (YY1,
UBE2D3),

e Une surexpression de voies impliquées dans la prolifération cellulaire (BTK, SYK,
ZAP-70, MYC, MAX) associée a une sous-expression de protéines de voies anti-
oncogéniques (JDP2).
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Limites

Homogénéité de la cohorte

La cohorte de patients n’était pas totalement homogene entre les groupes « LBDGC
chimiosensibles (CS) et « LBDGC chimiorésistants (CR) puisque certains ont bénéficié d’un
traitement selon le protocole R-CHOP et d’autres selon le protocole R-ACVBP. En 1° ligne, un
patient a bénéficié d’une intensification thérapeutique suivie d’autogreffe dans le groupe CS,
mais aucun dans le groupe CR.

Absence d’expression de PD-1

Les protéines intra membranaires sont difficilement extractibles dans le tampon de lyse
utilisé. Cela peut expliquer que nous ne retrouvons pas la protéine PD-1 dans notre set de
données, alors que cette derniére est retrouvée exprimée en immunohistochimie dans 80%
des SR mais trés rarement dans le LBDGC de novo 7. La question que nous nous étions posées
était |'utilisation d’autres protocoles d’extraction, par exemple avec un tampon type Laemmli
(habituellement utilisé pour réaliser des électrophoreses). Mais ce dernier contient une
concentration en sodium trop élevée ce qui rend difficile I'ionisation dans le spectrométre de
masse.

Biais lié a normalisation

La présence de nombreuses valeurs extrémes des intensités d’expression des protéines et
de nombreuses valeurs manquantes étaient a l'origine d’une grande distribution de la
variance et de la médiane (figure 2A). Cela a rendue l'interprétation statistique difficile. Les
données ont été « log2 transformées » ce qui a diminué l'influence de ces valeurs extrémes
tout en préservant les différences existantes entre les échantillons. Dans ce travail, nous avons
choisi de décaler les valeurs vers 0. Cependant, d’autres protocoles de normalisation auraient
pu étre utilisés (figure 2B).
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Biais lié a 'imputation

La nanolLC-MS/MS, permet une identification d’un trés grand nombre de protéines de 4391
protéines non redondantes identifiées incluant 185 protéines qui n’avaient pas pu étre
guantifiées (valeurs manquantes dans tous les échantillons). Ces derniéres ont été retirées
des analyses. Sur les 4206 protéines restantes il restait cependant 53 % de valeurs
manquantes (figure 3A). Dans ce travail nous avons filtré les protéines qui étaient non
guantifiées dans au moins 5 échantillons (figure 3B). La base de données de protéines a ainsi
été restreinte a 2685 protéines avec cependant la persistance de 36% de valeurs manquantes.
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Figure 3A : Nombre moyen de valeurs manquantes par groupes sur la base des
4206 protéines. Le nombre moyen de valeurs manquantes était en moyenne de
2263 pour le groupe RS, 2259 pour le groupe CS, 2251 pour le groupe CR et 2373
pour le groupe S. Il n'y a pas de grande variation de la distribution des valeurs
manquantes par rapport aux différents groupes. RS : syndrome de Richter. CS:
LBDGC de novo chimiosensible ; CR : LBDGC de novo chimiorésistant. S : LBDGC
secondaire hors Richter
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Figure 3B : Nombre moyen de valeurs manquantes par groupes sur la base des 2685
protéines (filtre : protéine présente dans au moins 5 échantillons). Apres
I"utilisation d’un filtre, le nombre moyen de valeurs manquantes diminuait a 799 pour
le groupe RS, 767 pour le groupe CS, 765 pour le groupe CR et 882 pour le groupe S.
RS : syndrome de Richter. CS : LBDGC de novo chimiosensible ; CR : LBDGC de novo
chimiorésistant. S : LBDGC secondaire hors Richter
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Nous avons extrapolé les valeurs manquantes en les remplagant par une valeur proche de
0 (imputation par 0,05). Cela était basé sur le postulat qu’une valeur manquante avait un sens
biologique, c’est-a-dire qu’une protéine non quantifiée dans I’échantillon n’existait pas. En fait
cela n'est statistiquement pas le cas puisque qu’une protéine non quantifiée est (i) soit
présente mais non vue liée au hasard (Missing At Random - MAR) par défaut de clivage de la
Trypsine, défaut d’identification, défaut de passage dans le spectromeétre (ii) soit
véritablement absente (Missing Not At Random - MINAR).

Selon les résultats préliminaires de Sébastien Hergalant et Romain Piucco (INSERM 1256)
sur la poursuite de ce travail, une imputation selon la méthode des plus proches voisins (KNN
- k-nearest neighbors) pour les MAR ou par MinProb pour les MNAR sera plus
performante (figure 4). Cette imputation doit se faire avec un filtre plus sévére pour éviter le
biais de remplacement (protéines présentes dans au moins 25 % des échantillons, soit travail
sur une nouvelle base de données de 1772 protéines).
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Figure 4B.

Figure 4 : Distribution des intensités d’expression des protéines de la plus petite valeur a la plus
grande valeur, sur les données normalisées par VSN. 4A : avant imputation. 4B apres imputation
selon KNN. Figure obtenue d’apres le mémoire de Romain PIUCCO (Développement d’outils
bioinformatiques dédiés a I'analyse du protéome de patients atteints du syndrome de Richter)
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Biais lié a un p-value non corrigée

Dans ce travail, la p-value obtenue par un t-test n’a pas été corrigée. Le risque est de
conclure a I'existence d’une différence significative mais qui ne I’est du fait de la tres grande
variation des données d’un groupe a I'autre. Dans le cadre de la poursuite de ces travaux la p-
value sera corrigée par la méthode de Benjamini Hochberg.

Absence de validation des données

Ces résultats demandent a étre confirmés par une seconde méthode (pour une partie des
protéines mises en évidence). L'immunohistochimie, qui est utilisé en routine, est
parfaitement indiquée.

Données obtenues aprés nouveau protocole statistique

Les résultats présentés dans cette thése sont préliminaires, I’analyse statistique nécessitant
une validation. Ce travail a servi de base a la mise au point d’outils bioinformatiques dédiés a
I'analyse du protéome.

Les travaux de Sébastien Hergalant et Romain Piucco (entre autres : normalisation selon la
méthode VSN, imputation selon KNN et correction de la p-value par Benjamini Hochberg)
trouvent des résultats avec des points communs avec ceux que nous venons de présenter :

e Sur expression de protéines impliquées dans la voie du BCR,

e Sur expression de protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative
e Sous expression de protéines impliquée dans I'inflammation

e Sur expression de protéines impliquées dans le métabolisme des ARN.
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PERSPECTIVES ET DIMENSIONS DU PROJET

Les résultats présentés ont fait I’objet d’'une communication orale aux Journée des Jeunes
Experts dans les Leucémies le 13 novembre 2019 a Toulouse organisées lors des 5¢™¢ journées
du FILO. Cette présentation a remporté le prix FILO-Janssen et le prix SiLLC.

Un abstract a également était proposé pour une présentation des résultats au congrées de
la Société Américaine d’"Hématologie de décembre 2020.
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ANNEXES

Disease

HEMATOLOGIC DISEASE

INFLAMMATION

LYMPHOID NEOPLASM

LYMPHOMA

NON-HODGKIN LYMPHOMA

Pathwaw

REGULATION OF COMPLEMENT CASCADE

INNATE IMMUNE SYSTEM

Gene ontology

EXTRACELLULAR VESICLE

EXTRACELLULAR EXOSOME

POSITIVE REGULATION OF IMMUNE RESPONSE

COMPLEMENT ACTIVATION

P-value

1.00E-22

2.00E-22

3.00E-22

1.00E-15

5.00E-10

P-Value

1.7E-08

1.6E-06

P-Value

4.71E-19

1.43E-18

1.43E-08

1.10E-07

Number of associated targets

120

120

109

69

37

Number of associated targets

13

37

Category

Cellular component

Cellular component

Biological process

Biological process

Annex 1a : Open Target’s associations results with 165 proteins underexpressed in RS vs CS comparison

TRANSCRIPTION Adjusted p-value
MAFB 6.05E-06
JDP2 1.21E-05
EZH2 3.99E-05
NR1I3 5.64E-04
CEBPE 1.72E-03
Pathways Adjusted p-value

SOURCE

ARCHS4 Coexp
ARCHS4 Coexp

TF Perturbations Followed by Expression

Enrichr Subissions TF-Gene Co-occurrence

Enrichr Subissions TF-Gene Co-occurrence

Source
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COMPLEMENT AND COAGULATION 2.32E-08 KEGG 2019 Human
CASCADE

COMPLEMENT CASCADE 1.32E-07 Reactome 2016

CLASSICAL COMPLEMENT PATHWAY 1.00E-03 BioCarta 2016

ONTOLOGY Adjusted p-value  Source

REGULATION OF IMMUNE EFFECTOR 2.60E-08 GO Biological Process 2018
PROCESS

REGULATION OF COMPLEMENT 2.92E-08 GO Biological Process 2018
ACTIVATION

CYTOPLASMIC SEQUESTERING OF 5.44E-03 GO Biological Process 2018
NFKB

Annex 1b : EnrichR's résults with 165 proteins underexpressed in RS vs CS comparison

Disease P-value Number of associated targets
CANCER 2.00e-15 119

LYMPHOID NEOPLASM 1.00e-08 71

HEMATOLOGIC DISEASE 2.00e-08 79

CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA 4.00e-07 48

INFLAMMATION 4.00e-07 56

LYMPHOMA 2;00e-06 43

Pathway P-value Number of associated targets
PHOSPHATE BOND HYDROLYSIS BY NUDT 1.10e-05 1

PROTEINS

METABOLISM OF RNA 0.009 18

Gene ontology P-value Category

MITOCHONDRION 6.25e-05 Cellular component

Annex 1c : Open Target’s associations results with 136 proteins Up in RS vs CS



Transcription Adjusted p-value  Source

YY1 5.00E-05 ENCODE and ChEA Consensus TFs from ChIP-X
TAF1 6.73E-04 ENCODE and ChEA Consensus TFs from ChIP-X
JARID1A 0.02 ChEA 2016

Ontology Adjusted p-value  Source

MITOCHONDRION 0.01 GO Cellular Component 2018

B-LYMPHOCYTE 7.44E34 Jensen TISSUES

Annex 1d: EnrichR’s results with 136 proteins Up in RS vs CS

Disease P-value Number of associated targets
DIGESTIVE SYSTEM DISEASE 3.00E-15 68

HEMATOLOGIC DISEASE 2;00E-14 61

LYMPHOID NEOPLASM 6.00E-13 54

INFLAMMATION 8.00E-13 47

LYMPHOMA 1.00E-09 35

ACUTE PROMYELOCYTIC LEUKEMIA 1.00E-08 27

Pathway P-Value Number of associated targets
NEUTROPHIL DEGRANULATION 3.20E-07 15

INNATE IMMUNE SYSTEM 6.00E-06 20

REGULATION OF COMPLEMENT 1,30E-04 7

CASCADE

Gene ontology P-Value Category

EXTRACELLULAR EXOSOME 2.50E-09 Cellular component
LEUKOCYTE MEDIATED IMMUNITY 3.30E-07 Biological process
NEUTROPHIL DEGRANULATION 6;40E-05 Biological process
COMPLEMENT ACTIVATION, 8;90E-04 Biological process
ALTERNATIVE PATHWAY

Annex 2a : Open Target’s associations results with 79 proteins Down in RS vs CR
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Transcription Adjusted p-value Source

EZH2 3.59e-05 Tf perturbations followed by
expression

RNASE2 6.58e-05 Enrichr submissions tf-gene co-
occurrence

CEBPE 3;20e-03 Enrichr submissions tf-gene co-
occurrence

SPI1 3.00e-03 Chea 2016

Pathways Adjusted p-value Source

COMPLEMENT AND COAGULATION 2;66e-04 Keeg 2019 human

CASCADE

REGULATION OF COMPLEMENT CASCADE  5.60e-03 Reactome 2016

Ontology Adjusted p-value Source

NEUTROPHIL MEDIATED IMMUNITY 1;81e-05 Go biological process 2018

REGULATION OF COMPLEMENT 0.04 Go biological process 2018

ACTIVATION

Annex 2b : EnrichR's results with 79 proteins Down in RS vs CR

Disease P-value Number of associated targets
CANCER 1;00e-12 71

HEMATOLOGIC DISEASE 1,00e-08 51

LYMPHOID NEOPLASM 2;00e-08 46

CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA 4,00e-08 34

LYMPHOMA 2;00e-06 29

Pathway P-value Number of associated targets
PHOSPHATE BOND HYDROLYSIS BY NUDT 1;20e-06 1

PROTEINS

Gene ontology P-value Category




CYTOSOL

1,80e-05

Cellular component

Annex 2c : Open Target’s associations results with 75 proteins Up in RS vs CR

Transcription

MAX

POLR2A

TAF1

TAF1

YY1

Pathways

SYK

BTK
ERN1
ZAP70
Ontology

B-LYMPHOCYTE

Adjusted p-value

0;01

0;02

0.02

0;03

0.04

Adjusted p-value

0.01
0.02
0.03
0;03
Adjusted p-value

1.88E-18

MITOCHONDRION 0.02

Source

ENCODE TF ChIP-seq 2015

ENCODE TF ChIP-seq 2015

ENCODE TF ChIP-seq 2015

ENCODE and ChEA Consensus TFs from ChIP-X

ENCODE and ChEA Consensus TFs from ChIP-X

Source

ARCHS4 Kinases Coexp
ARCHS4 Kinases Coexp
ARCHS4 Kinases Coexp
ARCHS4 Kinases Coexp
Source

Jensen TISSUES

GO Cellular Component 2018

Annex 2d: EnrichR’s results with 75 proteins Up in RS vs CR

Disease

LYMPHOMA

INFLAMMATION

LYMPHOID NEOPLASM

HEMATOLOGIC DISEASE

NEOPLASM OF MATURE B-CELLS

P-value

1.00E-17

6;00E-13

3,00E-12

1;00E-11

3,00E-10

Number of associated
targets

45

34

44

47

32
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CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA 9;00E-09 30
Gene ontology P-value Category

VESICLE 1,95E-08 Cellular component

Annex 3a : Open Target’s associations results with 61 proteins Down in RS vs S

Transcription P-value Adjusted p-value Source

HEY2 (MOUSE) 7;15e-08 5.40e-06 Tf perturbations
followed by expression

CREB3L1 3.81e-06 0.003 Archs4 tfs coexp
TWIST 3.79e-05 0;02 Archs4 tfs coexp
Pathways P-value Adjusted p-value Source

PDGFRB 3;81e-06 9.50e-04 Archs4 kinases coexp
Onthology P-value Adjusted p-value Source
B-LYMPHOCYTE 7.64e-09 2.00e-06 Jensen tissues

Annex 3b : EnrichR’s results with 61 proteins Down in RS vs S

Disease P-value Number of associated targets
HEMATOLOGIC DISEASE 8.00E-16 99

LYMPHOID NEOPLASM 8.00E-15 88

LEUKEMIA 2.00E-12 73

CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA 6;00E-11 59

LYMPHOMA 1.00E-10 55

INFLAMMATION 2.00E-10 67

NEOPLASM OF MATURE B-CELLS 3.00E-08 53

DIFFUSE LARGE B-CELL LYMPHOMA 3.00E-07 27

Pathway P-value Number of associated targets
ENDOSOMAL/VACUOLAR PATHWAY 1.1E-16 1
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PD-1 SIGNALING
Gene ontology

CYTOSOL

5.4E-14

P-value

1.67E-07

Category

Cellular component

Annex 3c : Open Target’s results with 145 proteins Up in RS vs S

Transcription

FOXP3

SPI1

ELF1

YY1

TAF1

MYC

MAX

Pathways

T CELL RECEPTOR SIGNALING
PATHWAY

B CELL RECEPTOR SIGNALING
PATHWAY

MAP4K1

ZAP70

SYK

BTK

Ontology

MITOCHONDRION

Adjusted p-value

0.03

0.05

0.001

0.002

0.004

0;004

0.005

Adjusted p-value

0.001

0.001

4,65E-06

1,97E-04

2;25E-04

3.15E-04

Adjusted p-value

0;05

Source

ChEA 2016

ChEA 2016

ENCODE and ChEA Consensus TFs from ChIP-X

ENCODE and ChEA Consensus TFs from ChIP-X

ENCODE and ChEA Consensus TFs from ChIP-X

ENCODE and ChEA Consensus TFs from ChIP-X

ENCODE and ChEA Consensus TFs from ChIP-X

Source

KEGG 2019 Human

KEGG 2019 Human

ARCHS4 Kinase Coexp

ARCHS4 Kinase Coexp

ARCHS4 Kinase Coexp

ARCHS4 Kinase Coexp

Source

GO cellular component 2018
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B-LYMPHOCYTE 1;34-32

Jensen TISSUES

Annex 3d : Enrichr’s results with 145 proteins Up in RSvs S
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RESUME DE LA THESE

INTRODUCTION : Malgré les avancées majeures dans les études génomiques, les
mécanismes biologiques d’agressivité dans le syndrome de Richter (SR) ne sont pas
totalement compris.

MATERIELS ET METHODES : Pour comprendre ces mécanismes, nous avons pour la
premiere fois comparé le protéome d’échantillons ganglionnaires congelés provenant de SR,
de Lymphome B Diffus a Grandes Cellules (LBDGC) de novo (chimiosensible [CS] et
chimioréfractaire [CR]) et d’autres LBDGC secondaires (S). Les protéines ont été extraites dans
un tampon de lyse puis inclus dans un tube gel. L'identification et la quantification a été
réalisée par une Spectrométrie de Masse en tandem couplée a une nanochromatographie en
phase liquide (nanoLC-MS/MS). Les données brutes ont été analysées avec MaxQuant®. Nous
avons comparé les annotations fonctionnelles, les enrichissements et les Protein-Protein
Interactions (PPI) des protéines différentiellement exprimées.

RESULTATS : 59 échantillons ont été analysés dont 21 provenant d’un SR, 19 de LBDGC CS,
9 de LBDGC CR et 10 de LBDGC S. Le SR présente un profil protéomique caractéristique par
rapport au LBDGC de novo ou secondaire dans 81 et 95 % des cas respectivement . La réponse
inflammatoire et du complément est sous exprimée dans le SR. Par rapport au CR, le SR
exprime des marqueurs de prolifération (MAX, q = 0,01 ; SYK, q = 0,01 ; BTK, q = 0,02 ; ZAP70
g = 0,03) et de réparation de I’ADN ou la dégradation de TP53 (POLR2A, q = 0,02 ; YY1, g =
0,03). Par rapport au CS, le SR exprime YY1 (g = 5.10-5) et JARID1A (g = 0,02 ; impliqué dans la
prolifération, I'invasion et la chimiorésistance).

CONCLUSION : Cette étude met en évidence des marqueurs impliqués dans I'agressivité de
la maladie. Mais ces résultats sont en attente de confirmation.

TITRE EN ANGLAIS : Large-Scale Proteome Comparison With de Novo and other secondary
DLBCLs Uncovers a Specific Signature in Richter Syndrome: A French Study from the FILO
Group

THESE : Médecine Spécialisée, Année 2020

MOTS-CLEFS : Protéomique, Syndrome de Richter, LBDGC secondaire, Agressivité,
Chimiorésistance

INTITULE ET ADRESSE :
Université De Lorraine
Faculté de Médecine de Nancy
9, avenue de la forét de Haye
54505 VANDOEUVRE LES NANCY Cedex
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