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| ntroducti on

| .Le microenvironnement t umor al
progression tumoral e

AD®finition et composition du microc

Depuis plusieurs décennies, les tumeurs sont considérées comme des « organes parasites

e, dot ®s dobéune complexit® comparabl e, voire
comprendre la biologie tumorale, les standards établis au début des @0g&esribtamment
ceux compilés par Douglas Hanahan et Robert A. Weinbernt évolué. Leur publication
fondatrice, Hallmarks of Cancer(2000), identifie six caractéristiques fondamentales des
cellul es canc®r euses, t e lcloissancedllimiée,léchappemét ai e n

| 6apopt os e, -adudew falelrs des @oisgarce, végistance aux signaux
inhibiteurs, induction de | 6angiogen %e et a

Cependant , |l es progr s technologiqgues et
conduit a une vision plus nuancée du cancer, ne se limitant plus a la cellule tumceraénate
En 2011, Hanahan et Weinberg proposent une mise a jour de leur mogjegrinle role
déterminant des cellules non tumorales présentes dans le microenvironnement.t@eoral
microenvironnement tumoral (owmor microenvironment T ME) d®signe | 6en
composantes non cancéreugesa la fois cellulaires (fibroblastesgltules immunitaires,
cellules endothéliales, etc.) et non cellulaires (matrice extracellulaire, cytokines, facteurs de
cr oi s s @&naquieibdtgragissent de maniére dynamique avec les cellules tumorales.
Longtemps n®glig® au paloifgnesde |led ®tMEK ee sdte sa uc
comme un acteur central de la progression tumorale. Il favorise la survie, la croissance,
| 6i nvasion et |l a di s s ®nfi Qes tern@nes sdné sapalules Idé u | e s
remodeler leur environnement afin deter un contexte a la fois immunosuppresseur et pro

inflammatoire, favorable a leur développeniént

Les cancers peuvent étre classés en deux grandes catégories : les tumeurs solides,
gudell es soient pri maires ou m®tastatiqgues,
développent dans des organes ou des tissus spécifiques (par exemple le semotequ le
colon), et forment des masses compactes de cellules cancér&msesvanche, les tumeurs

liquides, aussi appelées hémopathies malignes, regroupent des cancers du sang comme les
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leucémies, les lymphomes ou les myélomes, caractérisés par une prolifération maligne de
cellules dans le sang, la moelle osseuse ou les tissus lymphoides, sans formation de masse
solidé.

Cette distinction implique des difféerences majeures dans la nature du
microenvironnement tumoral. Dans les tumeurs solides, le TME est spatialement structuré
autour de la masse tumorale et comprend un réseau complexe de cellules stromales,
immunitaires, vaculaires et de matrice extracellulaire, qui interagissent physiquement et
biochimiqguement avec les cellules cancéreuses. Ce microenvironnement local est souvent
caractérisé par une hypoxie, une acidification, une augmentation de la pression inteestitielle
un remodel age de | a matrice extracellul aire
traitementd A linverse, dans les cancers liquides, les cellules tumorales évoluent dans des
environnements circulants ou lymphoides, et le microenvironnement se compose
principalement de cellules stromales de la moelle osseuse, de cellules immunitaires, de
cytokines et de facteurs solubles. L'interaction est donc moins structurée spatialement, mais
repose sur des signaux moléculaires permissifs et des npéaficgies qui soutiennent la
sur vi e, l a prolif®ration et | 6®chappPanent ir
conséquent, bien que le concept de microenvironnement tumoral soit pertinent dans les deux
types de cancers, sa composition, son organisation et son role dans la progression tumorale
peuvent varier en conséquence. Le TME peut étre subdivisé egraoides composantes :
stromale, immunitaire et non celluldré.es différents constituants de ces composantes sont

illustrés dans la figre 1 et seront détaillés dans les sections suivantes.
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Compartiment Stromale Immunitaire Non cellulaire cm:&

Facteurs de croissance
Exosomes
Vésicules extracellulaires

Collules
Natural Killer
o (NK)

Lymphacytas T cytotoxiques
(CD8+)

Lymphocytes B régulateurs

(Breg) Cellules Myélodes
Suppressives
Celules Dendritiques (MoSC)
(oC)
Fibroblastes Associés au Cancer Lymphocytes
(CAF) T
Cellules Souches régulatewrs
Mesenchymateuses (MSC) {Treg)
Cellules
Macrophages (M1, M2 ou TAMS) wmorales
Lymphecytes
B
Sanguins
Cellules
endothéliales

Figure 1: Représentation schématique du Microenvironnement Tumoral (TMHEes cellules
tumorales r®sident dans un environnement :xcompl ex
Stromale (en bleu), Immunitaire (en vert) et Non cellulaire (en noir). L'ensemble des acteurs du
microenvironnement influence les interacBoavec les cellules cancéreuses, grace a des facteurs

solubles ou a des contacts cellulaires direEtgure réalisée avec BioRender.com.

. La composante stromal e

La composante stromale regroupe diff®rents t
cellules souches m®senchymateuses (MSCs), | e
cellules endot h®l i al es. Ces eeltlislsad asomt i n
de cytokines, l a r®gul ation de | 6angiogen sc¢
stress environneméntal ou les traitements

Les cellules souches m®senchymateuses (MSCs]
dans plusieurs tissus (moell e osseuse, tis
di ff®rencier en ost®obl &steBihdx hloemdconyerte
el l es sont attir®es vers |les sites de tume.l

1/ CXCL12. Une fois recrut®es, el-temophagithneid
TME . La s®cr ®tion d®&etyb@&ri nlees Hliedil £ sd qwuree | &
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prot® ne STAT3 par exempl e, va favoriser I

di ss®mi nati 6nPmepastaati 4ee | eur potentiel i
exploit® par | es cellules tumorales pour ®c
recrutement pa-l/ EXCmmiLa) artel €8DFrtl e dans | a
tr s®ePPtdams | es tumeurs solides comme:|l es c:
|l euc®mi es), | es MSCs dlel d aclm® ed d res olsess® ursiec j e
ell es ne forment pas un Steamardblrgaepss®phuso
et coRtEdAtesselsont identifiables par | es mar qu

CD45 et CD34.

Les Fi brobl astes Associ ®s au Cancer (CAFs)
fibroblastes, d®rivants des MSCs et des fibr
V®ritables architectes du str cama itclemoeoerxalr,aciel
(MEC), favorisant | dinvasion, | a migration e
prtoumor a-6x {PBEraongi og®ni queas (eME Gde m&t al | op
( MMP&) De pl us, Les CAFs| 'pam@uilca ipeemtenm®graée @ me

cellules immunosuppressives comme | es Tregs
CAFs sont notamment <caract®ris®es par | 6expr
muscl e} SMA¥ se( a FiivwatoibdrmmsRr Atcei n ( FAP) et | e

croissance d®riveb¥es Pl aquettes (PDGFR

Il est i mportant de noter que | es CAFs sont
plusieurs sous typ¥s?*@Brnten®tg@® emisouer n®virceé Pge
profit des MSCs , certains travaux r®cent s
potentiell ement fonctionnel des CAFs dans ce

des propri ®t &ss anReclroagueess dancellles tumeurs so

remodel age du microenvironnement t u?for al et
Les cellules endoth®liales tapissent | es vai
| 6angiogen se tumoral-angbBog®nl atbtel{ende VEGR
l es cellules tumorales, | esme&rAtFsdetndewe MBXC SV
qui nourrissent | a tumeur . Cet t:e anb®oeanncgei o d
structuration hi ®r archi que, i rr®gqul arit® m
excessive et fonctionnahi f@vo®i sei ¢dthgpoeai ee
vasculaire et |l a diss®mination m®tastatique.
des modi fications ph®noityfpll gmmat oiade pqu@aintf awn
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t umo’PalPeour aut ant , | 6angi ogen se d®sorgani s

tumeurs solides. Dans |l es cancers l i qui des,
n®oangiogen se tumorale | ocalis®e, pulaque I
Il ' ymphe. Toutefois, certains |l ymphomes ou
|l 6angiogen se de | a moelle osseuse, madis ce
Ainsi, |l a composante stromale constitue une
tumor al emoduWliarntmuonmo de | a composante i mmunit.
i.La composante i mmunitaire
La composante immunitaire regroupe, comme s
cellulaires en lien avec | e syst me i mmunit:
tumeurs (TAMs), | es |lymphocytes Es(dehndtroxi q
(DCs) et Il es cellules Natwural Killer (NKs).
Les macrophages sont des cellules i mmunitair
cl® dans | "i mmunit® inn®e, |l a phagocytose,
r®ponses inflammatoires. Leuwn i oamadist @ el oadd

du microenvironnement est appel ®e pol arisati
par deux :phMIn-dD(tagrpteiau x ) -t @emoMaugkprolLes Macr oph
aux Tumeurs (TAMs) damtande s emant rca poheangve sr oinmfein
rient ®s ver s utnunpohr@anlo.t ylples M2o nptr ocar act ®r i st
oviennent maj oritairement de | a diff ®renci
mor al es. s cg®Roki hest | hmLO os-BNHFFriemsli eets

~ T O
c =

angiogen se (via VEGF) e’’’ fldwo rsiosnetnt c al rda®yv

(@)}

expressions des mar qudurBan®D6l8gs Cddr6Se rest

(@}

macrophagespeevemt moelwderr un rtl e de niche pr

un r®seau TAMs structut®®% omme dans |l es carc
Les l ymphocytes T <cytotoxiques (CD8 +) sont
reconnai ssent des antig nes tumoraux via |e

canc®reuses. Leur rtl e cytotoxi quaenzpyrnoev i etnt
per f3dr ilnees |l ymphocytes T r®gul ateurs (Treg,
tol ®rance immunitaire-iemmuhemit®ans!| esa ce@®atei
r ®pri ment | a prolif®ration et | a cytodmtxi ci't

par | a s®cr ®tion de cytoki-beaslli@tmmiunosuppress
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Les | ymphocytes B, bien que traditionnell en
®gal ement un r*l e ambivalent dans | e cancer
d'"antig nes aux cellules T nét ammatDo isan®Rcs &t p e
certai-pepubkbausons comme | es B r®gul ateurs (E
tumor allOvieab gTKGFf avori sant l a diff®renciati or

r@ponses3tei &ctrices

Les <cellules dendritiques (DCs) , pourtant €
| 6activation des | ymphocytes T, adoptent sou
exprimant faiblement | es mol ®culfeisc 3D & at (

peut conduire © une expansion des Tregs et f

Les cellules Natur al Killer (NKs), caract ®r.i
cytotoxique rapide contre |l es cellules tumor
r@cepteurs activateurs comme NKG2Dtpadhnd¥ o ®me&
N®anmoins, |l eur activit® est souvent inhi b®e
fonction par contact cellulaire direct et cy
' igands inhibiB et 4P t pFr ®sgqone HBAs | e TME, C C

de leur actft%tt® cytotoxique

Les cellules my®l opdes suppressives (MDSCs)
cellules d®riv®es de |l a |lign®e my®I|l opde, fr
tumor al . Elles se distinguent paesl|l adaptapadv
et inn®es, notamment via |l a supgryg@esi omideaesd p
s e di sti ngWM®dBICs : (mMesocMt opMOSCs et( pdleysn uURMM
caract®ri s®s respecti vement pabR"Il @ew/ti mar q
Cbi1ib CD15 CD14 . Les MDSCs exercent | eur s
productiofA,ddédogydasaeitriqgue (NO), et -de ROS
L1243 El les contribuent ®galement ~ la tol ®ra
cellules T r®qgulatrices (Tregs) et en i ndui
t umo*ta’lPe®eur accumul ation est corr® ®e ~ un
cancers, soulignant l enur i mmulnei t @ener aelt dlaans
| 6angi ogen se. Pour autant, dans | es h®mopalf
certaines ®tudes r®centes sugg rent |l eur i mp

l e my®l ome ou lrallLd C9qi thiékmc qjruee @mer gent
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Si certaines cellules immunitaires participe

l es |l ymphocytes T cytotoxiques et l es cellu
tumor aux, peuvent acqu®rir desi sfenrtc tlido®csh aiprpr
i mmunitaire et |l a progression tumor &t (comm
Dans un TME, |l es cellules canc®reuses, stro

dynamique au sein dbébun microenvironnement en

strudtom@®e dans | e® otuu npeluurss dsiof Bficudsensae acams ull ¢
h®&mopathies malignes. Léexi stence dbébun syst
r®al i sation que sa compr ®hension, n®cessite
pour assurer |l es diff ®r esritronmddhasngeammumtirteailr

canc®reuses.

ii.La composante non cellul aire
Dans |l es tumeurs solides, | a matrice extrace
structur® de macromol ®cul es (collag nes, gl y

fois m®canique et biochi mi queondtasmxst ¢é a @lrlogr je

fondament al non seul ement cComme ®chafaudag
dynamique influen-ant | a progression tumor a
Il 6i mmordal ati on. Dur ant | a Itau nsotrriugcetnu rsee ,e tl al a
MEC sont profond®ment remani ®e s, fav-ori san
oncog®nique. Des prot®i nes comme | es «€oll ag
sont surexpri mPes ethimodiufeiserett IM®T anii gguasX rk
canc®reuses. Cette rigidification de | a MEC
voies de signalisation telles que YAP/ TAZ et
cel-tumeur alvlew!l dsesi meneuni taires et stromal es.
| ymphocytes T du centre tumoral et favorise

| 6®chec des r°®pd.réRs plmmuniltai MEG fa-onne

souches canc®reuses, soutenantehe@uwyelplleansentc.
cellules du microenvironnement tumor al s®cr
facteurs descrmpilRxaurn ees., souvensdt codmEg&kPEEt D Ud
matrice extracellulaire (comme | es prot®ogly
débune prot ®i ne) , favorisent une i nfl ammati or
n®oangi*bgfeBnsgarall |l e, |l e remodel age dynami
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comme | es m®tall opr oto&iymases ((LMOMKBs) ldw Irae Idy

et restructure | 6architecture ti*s01dire, re
Dans | es h®mopathies malignes, |l a composante
ne repose pas sur une matrice extracellul ai
tumeurs solides. Ell e repose davsatnrt®eg ep asrurd
m®di ateurs solubles (cytokines, chimiokines,
stromales, endoth®lial es, I mmunitaires et tu

( 1-6L, -110, -U)Nes chi mi oki nd4s QXX)L,12l/ SODFf acteur :
(VEGF, SIKFt TE&B exosomes ou v®sicules extrac

|l a protection des cellules tumorales, ~ |e
i mmuni’t aDares | a moelle osseuse, ces composan
dans | a formation des niches h®matopou®tiqu

conf ®r ant une r®sistance aux traitemehabsres,
sovent me®di ®es palGX QR4 edVelSAMC X Clelr2met t ent | 6 a

cellules malignes au sein du stroma m®dul | a
apopt btieepgl us, |l es v®sicules extracellul ai
transportent des ARN non codants, des prot ®i
|l 6environnement |l ocal et syst &mhi quer,si f awo rein

moins architectur ®e que dansohesekhuonkcarsesdl
cancers l i qui des constitue un r ®s eau doéi nt
communi cati on i ntercellul aire, l e contrtl e

| euc®mi ques.

B.M®Rcani smes de communications <cel | u

Le dialogue entre | es cellules tumorales
diversit® de m®cani emkeesade commuhocatdes, si g
chimiokines, facteurs de croissance) et dar
par conftlat?Cedsi rekecctanges dynami ques participe
per mi ssi f, favorisant | 6®vasion immunitaire

t umo®fPa®l*eQue ce soi't dansi debe tummads!| aspd i d

| 6angi ogen se, ou dancr @agteisocnancédres ©hi®mMait o@D,
cellules malignes adaptent l eur environnemert
do®t udes approfondies, parfois en interactia
par facteurs sod ub®Pg rapmanta” pl comMt udi ®e e
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blications. Cela sbébexpligue en partie gr ©c

divers mod®l es biologiques
. Facteurs solubl es

ns | e TME, |l es cellules canc®reuses et | e
ande parti e Vi a des facteurs sol ubl es,

i mmunosuppression et ° | a r ®si stianlkciee m uau xt
meurs solides qudaux cancers | iquides comm
en que |l eur microenvironnement r®side prin
mphopdes®?selcosndayt eki nes cslo@st ddaemss nRedi B ®
mmuni cation.-6Papredampkepal ol kes cellules t
|l es CAFs, favorise |l a prolif®ration tumor
voi e 9°AKCeSTRA®Bani sme est aussi obs®€rv® da
utient |l a croissance eté/| &B6GB,uroyuantdes ol lae
tokine I Mmmunosuppressive s®cr ®t ®e par | e
mphocytes T TeME ecd ewearst &lam&Se m@Paawmimeme est

serv® dans | es h®mopathies mal-Ii@ne®ri w®enma

MDSCs module |l a fonction des | ymph%cytes T p

Les chimiokines, t-8) |l egsogert CXE@LTI2]| €éSORARnNns |
i mmunitaires r®gul atrices et des cellul es

favorisant la formation’'beLemicheps! € a@X¥Clab2 /e
essenti el dans | 6homing, l a survie et | a dis
structuration du microenvironnement tumor al

gliobl ast ome, etic)c.ruCe ad daumphes, d £tst d mmaent pot
des cellules | euc®miques dans | a ni &heLam®du
chimiokine CCL2, produite par |l es TAMs, re
comme | es monocytes et rentaoamoeal 6i nCkeam®atai
®gal ement observ® dans | a moell e ®sbeus@®mide
aigux mMy®l opde

Les facteurs de croissance sont ®gal ement o
endothel i al growth factor), s®cr ®t ® par | es

tumorale en stimulant l a prol itf®®laitdloens ed anl
nombreux cancers soli‘de Da@sesi n,esr eiam,c ep Gu rhd ms
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i mpliqu® dans | a n®oangiogen se m®dul |l aire e
prolif®ration tumorale, notamnménttedbdsF ua L

facteur mul ti fonctionnel Q®s e pc lohynmat e usae t(rk
fibrose du stroma et | a suppression des | ymp
mis en lumi re ce rltle dcancidhomepat®poldeg imogl

colorectal ou’%enCerfea dtue ypa roesu® da®gpad re meenst c e | |

participant ~ |l a protection des @ellules tum
Enfin, |l es v®sicules extracellulaires (exoso
l a communication intercellul aire. Les exosom

prot ®i nes, des ARN non codantpeiwmeRINAr e nod &I
T ME. Par exempl e, des2lexsoosnotmecsa peanbrliecsh idsd iennd um
M2 des macrophages, favorisant ai-nsmowuval edahn:
certains m®l afonbeasn setl egliicoamsesse 1 £ sl iexosomes i

| euc®mi ques ou my®l omateuses modul ent ®gal el

fact etsrus vpeo en favorisant |l a r®sistance al
celluled” €% romal es
i. Contacts cellul aires directs

Outre les signaux solubles, la communication dans le TME repose aussi sur des
interactions directes entre cellules, essentielles pour coordonner la réponse tumorale et la
r®organi sation du stroma. Ces i nterumextei ons s
moléculaires, dont certains sont également observés dans les cancers liquides, bien que le
contexte spatial y soit différent.

Les jonctions adhérentes, majoritairement médiées par les cadhérines, permettent la
coh®sion cellulaire dans | es t i-cadhérise o®gn t h®]I i
remplacement par {dadhérine lors de la transiti@pithéliomésenchymateuse (EMT) est un
marqueur dbéagressivit® tumorale et d@&Ercapaci
revanche, ce mécanisme est peu impliqué dans les hémopathies malignes, ou les cellules

tumorales circulantes ne forment pas de structures épidlial

Les jonctions serrées, constituées de protéines telles que les claudines et occludines,

régulent la perméabilité paracellulaire. Leur dysrégulation a été associée a la dissémination
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tumorale dans plusieurs cancers solidesmme le sein ou le pancr€asmais elles sont

rarement pertinentes dans les hémopathies.

Les synapses immunologiques sont des contacts structurés entre cellules immunitaires
(comme | es Iymphocytes T) et cellules pr ®sen
not amment par | 0expression de malo®Galkttimes | mmu
9, conduit & une anergie des cellulés Te mécanismest crucial €galement dans les leucémies
et lymphomes, ou les synapses sont directement perturbées dans les ganglions ou la moelle

osseuse tumorate

Les gap jonctions, formés par des connexines (par ex. Connexine 43), permettent le
transfert direct de petites molécules entre cellules. Leur rbéle est ambivalent : elles peuvent,
selon le contexte, propager des signauxtpnooraux ou restaurer une homéostasitulaireé®,

Dans les cancers liquides, des connexines cotan@onnexine 43 sont exprimées dans le
microenvironnement médullaire, facilitant des échanges entre cellules leucémiques et

stromales, influencant la progression tumorale et la chimicaésiét.

Enfin, les contacts par nanotubes membranaires (Tunneling Nanotubes, TNTs) ont été
identifiés comme un moyen de transfert intercellulaire de mitochondries, de factesus\yieo
ou méme de matériel génétique. Ce mécanisme est présent dans les cancemsatahadee(t
glioblastome et pancréas), mais aussi dans les leucémies aigués et chroniques, ou les TNTs
relient les cellules tumorales entre elles ou aux cellulestrdima médullaire, favorisant la

survie et la résistance aux traitemé&nté

Comme nous venons de le voir, le microenvironnement tumoral ne constitue pas un
simple cadre passif entour ant |l es <cellul es
cellulaires et non cellulaires, le TME représente une entité hautement dynamiquaugieév
étroite interdépendance avec la tumeur. De fait, il participe activement a toutes les étapes de la
tumorigen se, de | 06initi ¥tCettedynamique saepodeissrde® mi n a
interactions bidirectionnelles entre les cellules tumorales et les divers composants du TME, qui

sont progressivement remodelés au cours du développement tumoral.
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CLalyngme du TME |lean plriogm essvsaon t umo

Durant la progression tumorale, les cellules cancéremsekfient etrééduquent le
microenvironnementa leur profit par le biais de signaux biochimiques (cytokines,
chimiokines, exosomes), favorisaahsil 6 e X p a n s i 0 n-tumhiadal Rar ekevilple,p r o
les fibroblastes associés au cancer (CAF) acquierent un phénotype activé qui soutient la
croissance tumorale via la sécrétion de facteurs proangiogéniques (VEGF), de
métalloprotéinases matratles ( MMP s ) facilitant | 6i nvasi on,

immunosippressives telles que TEF e 68 e méme, les TAMN| initialement de

type M1 antit u mor au x , adoptent un ph®notype M2 s
contribuant ° | 6®chappement imnUnitaire et
Ce remodel age progressif du TME refl te u

une ceévolution entre cellules cancéreuses et leur niche. En réponse aux stress
environnementau® t el s que | 6hypoxi e, | 6aciddlesse ou
cdlules tumorales adaptent leur phénotype, ce qui se manifeste par des transitions-épithélio
mésenchymateuses (EMT), un renforcement de la capacité migratoire et invasive, ainsi
qubdune augmentation de | a °% GCés@daptatiensonta ux a
souvent accompagn®es de modi fications conc:
nouveaux CAF, |l e recrutement de cellul es

composition de IMEC®2.

Un concept central de cette dynamique est celui de reprogrammation du TME par les
cellules tumoral es. Cette reprogrammati on
cancéreuses de mécanismes de communication cellulaire, notamment via des exosomes qui
transportent des microARN, des protéines et des métabolites capables de modifier le
comportement des cellules stromales ou immunitaires a didtanceé t i tre do6ex
certains exosomes tumoraux induisent une différenciation des monocytes en macrophages
de ype M2, ou favorisent la transformation de fibroblastes en CAFRnwasifs. Cette
reprogrammation permet a la tumeur de créer un microenvironnement sur mesure, propice

a sa survie et a son expansion.

Le TME joue également un rbéle déterminant dans la résistance aux traitements.
Plusieurs mécanismes ont été décrits, incluant la séquestration des agents thérapeutiques

par la matrice extracellulaire, la protection physique conférée par des niches esllulair
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spécialisées (ex. niches périvasculaires), ou encore la modulation de la réponse immunitaire
antitumorale. Par exemple, les CAF peuvent induire une résistance a la chimiothérapie par
s ®c r ®t -6 ounde fhdieurs antipoptotique®, tandis que les TAM contribuent a la

r®si stance ~ | 6i mmunot h®r api e en-L1&xpri mant

Parmi les mécanismes évoqués, tous sont applicables aux cancers solides mais pas
nécessairement aux cancers liquides. Les hémopathies malignes ont un
microenvironnement distinct, situé dans des niches hématopoiétiques (moelle osseuse,
ganglions,rate) hé6y a pas de CAF au sens histologigq
les cellules hématopoiétiques la MECest moinsbien structurée que dans les tumeurs
solides. Dans les cancers liquides tels que les leucémies, les lymphomes ou le myélome
multiple, le réle du microenvironnement tumoral prend la forme particuliere de la niche
hématopoiétique médullaire, un espace spécialisé initialement destiné au maintien de
| 6h®mat opop se nor mal e. Cette niche est pr
cellules t umorales pour soutenir | eur proeopre ex
6,leTGFb et CXCL12, ainsi que des exosomes tul
pro-survie, participent a la reprogrammation des cellules stromales, favorisantiéa ksur
prolifération et la résistance des cellules tumof&ffs Dans un contexte de stress
hypoxique chronique, les cellules tumorales adaptent leur métabolisme et intensifient la
| i b®r ati on déexosomes, renf or - aamgiogéniguss pr op I
du TME®. De plus, le recrutement de macrophagesliM? et la formation de niches
protectrices contribuent ~ | 6®vasion I mmun,;
exemple en r®dui sant | 6accowls @rsi mlgiemarst alu
via des voies de survie spécifiqtf€sPour résumé, les principes de reprogrammation et de
communication via cytokines, exosomes, ou stress environnemental sont valables pour les
cancers liquides, mais les acteurs (CAEGIEMT) varient en nature et fonction dans le
contexte hématopoiétique.

Ainsi, dans les hémopathies malignes comme dans les tumeurs solides, la progression
tumorale est indissociable déun remodel age
par des m®cani smes doéadaptation et de comn
mi croenvironnement tumoral sd&éi mpose comme |
sbadapter et de soutenir activement l a proc

complexes de communication, de reprogrammation cellulaire et de plasticité piguatyp
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Parmi les leviers essentiels de cette adaptation conjointe entre cellules tumorales et cellules
du stroma, la modulation du métabolisme cellulaire occupe une place centrale. En réponse
aux contraintes du TMB hypoxie, stress oxydatif, carence en nutriraéntles cellules
cancéreuses activent des voies métaboliques alternatives leur conférant un avantage sélectif.
Ce remodelage métabolique ne touche pas uniguement les cellules tumorales : fibroblastes,
macrophages, cellules endothéliales et lymphocytdsanfis adoptent eux aussi des profils
métaboliques spécifiques, fagonnés par les signaux tumoraux. Il en résulte un paysage
meétabolique hétérogéne mais cohérent, orienté vers le soutien de la croissance tumorale et

| 6®chappement 1T mmunitaire.

Comprendre cette synergie métabolique nécessite de revenir aux bases mémes du
métabolisme cellulaire. Le chapitre suivant proposera donc un rappel des grandes voies
métabolique® glycolyse, cycle de Krebs, phosphorylation oxydafive v ant dobéexpl o

la maniére dont ces circuits fondamentaux sont reconfigurés dans le contexte tumoral.

| | M®t abolisme cellul aire et adapt
A.Rappel s des voies m®taboliques danrn
Au cours du XI X si cle, |l es travaux de L
mis en lumi re |l es capacit®s m®taboligqgues de
tard, |l es chimistes Eduard et Ha nmentaBdes hner

enzyme8 des biocatalyseurs accélérant les réactions biochindgdass ce processus. Ces
d®couvertes, par mi ddbautres, ont progressi

contemporaine du métabolisme.

Le m®t abolisme d®signe | 0ensemble des r ®;
| organi s me. (! comprend | e m®tabolisme ®ne
r®actions permettant de produire | emenrgie i
peut distinguer trois fonctions majeures du
les processus cellulaires (prolifération, division, etc.), transformer les nutriments en éléments
de base pour fabriquer des macromolécules essestjphietéines, lipides, glucides et acides

nucléiques), et enfin, recycler et éliminer les déchets issus de ces transformations.

Les r®actions m®t aboliques se r®partissen

|l e catabol i sme. Lébanaboli sme d®signe | 6ensen
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des composés complexes (comme les protéines, les lipides ou les acides nucléiques) sont
®l abor ®s ° partir de pr®curseurs simples,
catabolisme regroupe les réactions de dégradation de molécules complexes es€sqinso

simples, accompagn®es doéune | i b®ration dbé®ne

Léensembl e des r®actions m®t abol i ques a
m®t abol i ques, i nterconnect®s entre elles. Au
A est transform®, via une successicotni odn' n®etlasp)e
en un produit final B. L6O®t ude du m®t abolis
si cl e, p®r i ode durant | aguell e |l es princi

Gl ycolyse (par G. Embden, Qle Mebdyaecrihdoef ceitt rJdi.gK
de Krebs, par H.A. Krebs), la chaine respiratoire mitochondriale (par H. Kalckar, F. Lipmann,

A. Lehninger, P. Mitchell, entre autres), la Biosynthese des Acides Gras ( par S. J. Wakil, F.
Lynen, entr e auesacmesprasqarFlL§neny.y dati on d

. Gl ycol yse (-Mel e rHaaoribrdaesn)

L a glycolyse, -MewetPmomatmbademstitue l dur
m®t abol i sme ®nerg®tique cellulaire. V®ritabl
ell e a par ailleurs grandement contsi bo®
ensembl e. Cette voie permet | a conversion d¢

pyruvat e, g®n®r ant un gain net de deux ATP ¢
®t apes enzymatiqgues, regroup®est eein d@nuer gpihea s

phase de gain ®&P&rg®tique (Figure 2)

Lors de | a premi re phase, |l e glucose est
( HK) et |l a Ph-asdHiKruc®akt nas®e i rr ® ersible
produi santl -Besphoascphoastee. Ce derni esrpheadtesclpiavw

Il * Al dol ase. Dans | a seconde phase, ces Trios

Pyruvate ¥i2nh8eng®@mHhl e du preonesdadbspaoct d0c
qgui n fait une voie m®tabolique cruciale da

u
d
production dO6ATP via des r®actions catalys®:
%
e
hypox

igues ou chez '€®rtains microorgani smes
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Figure 2: Représentation schématique de la voie de la Glycollaevoie de la glycolyse est constituée
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réalisée avec BioRender.com.
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Léoéhexokinase (HK) €eshi bbumoeepar uséenr @t o
phosphatPg . ( Gl c

La PIFK souvent consi d®r ®e comme | 6®t ape
| 6 Ad®nosine MonoPhos p-B abbies p(hPOMPp)h adte, | @ nfdi cat
®t at ®nerg®t igeate. i hlai PFK par | 6 Ad®nodiene Tr

t ®moi gnant doune cha% ge ®nerg®tique suffisan

De mani re assez ®l ®gant e, |l a py¢*rlyvbéat e Kk
bi sphosphate par un effet feddy’f avwdfetetf eicnl

gue | 6on peut traduire par une activation
m®t abol i que pr®parant la cellule ° unrn f |l ux
inhibition (feedback), e Yante®rpireoudrue ,t ifciin acld &

pr ®coce-l(f6rsaghoseghat e) quwlit &rtiiemwurlee (uancet i®dna pdec

Ces m®cani smes de contrlles permettent u
®t apes de | a voie pour ®viter l es accumul at
Gl ycolyse per met une adaptation fi meddubdaxtbe
|l 6entr®e et | e flux deldl Weosen” itmpdverad iloa
d6ATP, | a glycolyse assure un r'le biosynth®
l a synth se des acidesi pimie®syi aledessucdi®Pos i d
voie des penit®bses phosphates

i. Cycl e de Krebs

Le cycle de Krebs (ou cycle de | 6acide ci:
est une voie m®taboligue centrale dans | e ca
de cette succession de -C®ActiLEaA@®@EMOIl @c unloe @
Carbones) peut °tréosydah®Ponseunné a06i ssuvdie
abord®e ult®rieurement. (I peut ®gal ement °t
| 6i ssu de | a glycolygtse vVmal ®aulmo | ®ca | @ardlro Py
Pyruvate Dehydrogenase (PyrDH). Le d®t ail d ¢

di ff®rentes ®tapes seront discut® dans | es p

Ce cycle commence par -QoaA caovnedce nlséad x alno adce
former | e citrate via unéeeczymateomsi®e e@Gisui
i socitrate (vi a | 6 acolkci®taosgel)u,t apait ®, d@®aoar beot>

t | 3% daNd o



| 6i socitrate d®shydrog®nase, | i b@r@thdgldwt £Oa
est ° son tour-CoAnWerRtbdgentavatend®shydrog®n
de CO et de NADH. La-CbAaaesf sumet uah eGdIPi H waic
sui vi e ddune r®oxydation progressive via |
|l 6oxalldad®&t at e

Le cycle de Krebs fournit des ®quival ent
cha" " ne respiratoire pour | a production dOoATP
®nerg®tique des <cellules eucaryoa elsi oslylntchore
doacides ami n®s, de bases azot®es et de por
enzymes cl ®s : | a citrate synth@seg | ult@irsac
d®shydrog®nase, toutes soumi sdeess “i nudn ec art ®guurlsa

Le NADH et | 6ATP agissent comme inhibiteu
gue | 6 ADP, l e Calj et l e NAD activent ces
accét’uytos

Par ailleurs, i est i nt ®r essant de r ema
m®t abol i que gl obal. De par | a nature et | a p
fonctionner, l e cycle de Krebs estqweuegent
bi osynt h®ti que. Ainsi, c el el Isuwlud si gmau rl ea dcaaprte
m®t abol i ques ©~ | eur disposition en fonction
croissance cellulaire rapide et | a disponi bi

Ainsi, |l es produits r®duits issus du cycl
sont des acteurs essentiels pour | a suite de
transportent |l es ®l ectrons ,wveag% Ileaurchra®axy d et
l a synth se massive dO6ATP par | e biais du c
| ocali s®e dans |l a membrane interne mitocho
®nerg®tique cellul atie®eneel mean®real esealtablbi e

phosphoryl ation oxydative.

t I ®% daNdo



Pyruvate

(Glycolyse)
1(”_0")
. Meétabolisme des
B-oxydation =-----p AcetylCoA «---- Ackdos Aminds
Oxaloacetate f m Curate

/ o |
lsocnrate
ADP
NAD

f . NAI
& ) ; ATPY .
s NADH Mo didiniy
\ a-cétoglutarate I
DH

FADH, l DH ’

li!

|

Succinate | Succinyl-CoA Succinyl-CoA
mi

ATP ADP

Figure 3: Représentation schématique du cycle de Krebstte voie métabolique permet a la cellule

de g®n®rer de | 6®nergie sous forme dOATP mais ®:
qui seront utilisés dans la chaine respiratoire. De nombreux indicateurs énergétiques intracellulaire
peuvent régar cette voie de maniére positive (ADP, NABu négative (ATP, NADH). Figure réalisée

avec BioRender.com.

ii. La Chaine respiratoire mitocl

En pr®sence dbéboxyg ne, ou a®robi e, l es ¢
glucose dans | es mitochondries via un proces
l e rendement ®ner g®ti que. La cha neportspir e
do®l ectrons, constitue | a derni re ®tape du
me mbr ane interne mitochondriale, elle est <co
Il " V (Figure 4). Les ®l ectrsonrsotiammentdup arAL
de Krebs, sont transf ®r ®s s®quentiell ement
[ (succinate d®shydrog®nase), I 1 (compl exe

t I ®% daNdo



avant de r®duire | 6oxyg ne mol ®cul aire en e:

protons vers | 6despace intermembr anaurtor g®n
promonrdi ceili s® par l e complexe V (DATPensynt
ATPO9, 110

Cette phosphoryl ation oxydative repr ®sent

pour | es cellules eucaryotes. La cha” " ne r esj
assurer un ®quilibre entre produdapobat i dolmTRBR\
besoins m®t aboliqgues cellul aires. Cette r®g!
all ant de | a disponibilit® en substrat-s =~ de

traductionnel s.

Egpoace Inter-
membranaire
4H' 4H 2H’ nH*
y)) A £
Al
P008OMOOO I toomwesw 0900
Membe: v ATP
mmwe @ synlhase
0 000® e

o /
ODLIBBEOR L ]
Matrice r- = \
mitochondriale
v S ierdnats Eanacabs Pl 13
NADH NAD' Succmnaie Fumarate 2H' + 1/20. + '\29 —eH:0 C; \ y

+ 2N + 2N -
| | (=

Chaine de Transport des électrons

Figure 4: Représentation schématique de la chaine respiratoire mitochondridlette voie

m®t abol i que per met N la cellule de convertir | ¢
FADH,) en ATP, f or me uni versell e de | 6®nergi e (
successivement par |l es complexes | 7 1V @ssurent

Le complexe V utilise le gradient électrochimique (créer par le pompage de protons H+ depuis la
matrice mitochondriale vers | 6espace inter membr a
phosphate inorganique (Pi). Ce processus est appelé Rbongation Oxydative. Figure réalisée avec

BioRender.com.

Le facteur i mi t ant principal est l a di s
i norganique (Pi). Le rapport ADP/ ATP constit
stimule | 6activit® de | 6ATP synthase” (Coampée
l a membrane interne et acc®Wl €Certai mhadé mmplre
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soumis ° des modul ations allost®riques. Par

est i nhi b® par | 6ATP |l orsque | a demande ®n
production excessive does!p? cLees cro®mpclteixvee sl doee u
°tre modul ® par l e rapport NADH/ NAD , i nflu
modi ficatradactpiosnnel | es, not amment des pho
uni t ®s, modul ent | aemphet @lodedhmdes mml edxue sc.y tF
peut di minuer | e flux ®|l ectroni quel®ptenrd@aqulee

agi ssant comme un r®gul ateur ~ |l a crld?fs@®e du
|l ong ter me, |l a r®gul ation passe aussi par | ¢
codant pour | es complexes respiratoires, en

NAD / NADH ou |l e stress oxydattidl.s CgElHeg s @@ a u
stimul entsd amibtioageandri ale %f | 6adaptation m
Par ailleurs, un d®s®quilibre dans |l a cha  ne
ce qui rend son activit® d®pendante de m®can
m®t abbdl*i Buen que |l a cha' ne respiratoire mito

production dO6ATP via |l a phosphorylation oxyd
de ROS dans |l a cellule. Au coursedultransyfen
petite proportidndbd6®hectoond, pett 2f ¥d ter pr
mol ®cul aire, formant | 6anion superoxyde (O A
au niveau des compl exes | et [ T o¥% | "inst ¢
uni vakest | %9xyd ensuperoxyde est ensuite con
(H O ) par | a superoxyde dismutase (SOD) mit

i peut, en pr®sence de m®t aux dreoxylamsitAOk
extr°®°mement toxigues par |l a r®action de Fer
mi tochondrial, Il es |lipides membranaires et

pathologiqgues comme | 6apoptoséjssamaretirod®g!
Cependant , © faible dose, |l es ROS ne sont p

mi tochondri al e adaptative dite o mi t ohor me

antioxydants, la biogen se mt% olcahomallrdmde e
production de ROS et l eur ®l i minati on par
peroxydase, catal ase) est donc essentielle a

t I & daNdo



iv. Autres voies m®taboliqgues

Les pr®c®dentes voies m®taboliques abor dRe
de | 6ensemble des voies m®taboliques pr ®sent
exempl es d®) - abor d®s, nous p 0 U veonntse S ¢ 0OVNoSit eas
m®t abol i qgue rend | a compr ®hension du m®t abol
Cependant , i eXxi ste de nombreuses autres Vvc
gue nous venons de voirel &@&n kesdbésonss pbiysi
existe des voies m®taboliques capable doéalim
celdie,s on peut retrouver | e m®taboli sme des

des pentoses phosphates.

Le m®t abolisme des acides gras repose S
bi osynth se, guiboxytdaamamo!| iguue ,esdt clada abol i
per mettent | e stockage et | a | i b®roguedsondeddl®n
cellul e. La biosynth se des acides gras cons
partir douoiA, ®sf odoneec &tcvtli v®e de | 6acide ac®ti
Cette biosynth se se d®Rosaol g phronxdyicdsaptg loenmledaRtg r

ces acides gras dans |l es mitochondries pour
carboxyl atiCorA ¢éa Wado@yypCbAac®tlhodxyl ase (ACC
irr®versible leothiCWWIAmMestanees uiCee mat i I i s® par |

compl exe enzymatique multifonctiondhel, qu
ndensation, r®ductiodpro®Peshgenat al aochapuie
bonesaque cycle jusqué~™ formatliPobedeohbdrnt

cette voie est assur® par un r ®seau-fi nemi

o O O Cc
® 9 O S
]

r®gul e FAS reatd uAcGd)o,nnpedsite (phosphoryl ati on
, allost®riques (CitrldY eCeacstyisvte meCCde ert ®ghuolre

per met ” |l a cellule doédadapter |l a biosynth s
®nerg®tiques. Toutefois,evVvioesmart | @si Mersdii ais
p®ri ode de je¥%ne ou doéeffort prolong®, |l a ce

|l i pi dibgugdatli @an nmtét.b'dhondri al e

Léoxydati on debsoxydiade ongrfasussouappel ®e ¢
processus mitochondrial ¢l ® dans | eque-l |l es

CoA, apr s |l eufCo@dctdianat il en cent opdywlsmel at mheuo

t I ®%& daNdo



mitochondrial e V&% 13%o0 mtarvaeitrceemecnhte 8°i Bccehudxe s g r
courte peuvent traverser | ibrement | abmembr a
oxydation soO6encl effoheesowcowntosme dadaqgulatr e
cycliques®natdi®adioydada®glhy dr og®nas€pA hydr at aseE
nouvell e d ®s htyydd rog»®@pad yido®s hy 8r og®nase) et t

g®n®r ant °~ chaQouA ety Chhmcaapidc@BilpiLodt al i ment e
ensuite |l e cycle de Krebs, et |l es coenzymes
respiratoire pour |l a synth se dO6ATP. Ce m®ca

forte demande ®nelig®tiequé ecsomue cll @ sf,oiselr tlo

ou doéeffort prolong® (quand | e glucose est r

—

e glycog ne est une forme de stockage du
Gl ycog®nolyse. Lors de ce processus, |l e glyc
pour alimenter rapidement | a GI yocioel yeste .|l eC emuas
La synth se du Glycog ne, appel ®e Glycogen s
r®gul ®e par des signaux hormonaux (Il nsuline

fonction des bé%.833ns ®nerg®tiques

La voie des pent oses p@pohsopshpahtaetse,, ds®er i dvi®wei

branches : une branche oxydative, qui produi
|l a d®f ense contre | e stress oryddesbyri bbsae

phosphate pour |l a biosynth se des nucl-®oti de

6phosphate d®shydrog®nase (G6PD) , enzyme

NADP / NADPH et |l e st@tuf® oxydatif de |l a cell

Apr s avoir explor® certaines voies m®tal

| 6®quilibre entre glycolyse, cycle de Krebs
finement r®gul ®, optimis® pour maxiaises ¢al
not ammemor al es, soaffranchi ssent de ce mod |

alternative connue sousune mepr addgred mmdt Wan b

physi ol ogie ®nerg®tique.
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B.Effet Warburg

i. D®Rcouverte et d®f i ni ti on

Léeffet Warburg doit son nom au biochi mis
du XXe si cle, observa une anomalie surprena
Al ors que | a majorit® des cel | uvlee smistao cnheosn durti
pour produire de | 6ATP en pr®sence dbéoxyg ne
m° me en condition a®robi e, privil ®gi ent une
glycolyse. Ce ph®nom neseca®mnaoabiseuscadms miotmu a
ce quoon appelle ati°oBuddbui tésfbbseWambiog
gue <cette reprogrammation m®tabomimee Poutvea
hypoth se est aujourddédhui remise en question
War burg demeurrobunstmardquuephm®notype tumor al
d®f aill ance mitochondrial e, cette adaptatio
r®pond aux exigences ®nerg®tiques et biosynt

i. Facteurs responsabl es

Léinstauration de | d6effet War burg repose
machineri e m®tabolique, gouver n®e par des ¢
oncog®ni que et des facteurs de tr anisecrviipat il oens

—

ransporteurs GLUT, en particulier GLUT1, do

cancer s. Ce glucose est enrs®@dulean®t @admrme sI®d tp
2 (HK2), Il a phosphofruct oki(nPaksM2 )(,P Fcke)t,t ee td elrar
r®gul ®e de mani r e all ost ®rique et transc
déinter mPddi ai'PeslLegsl yeoi i qgeessi gnalisation
activ®es par des mutations oncog®niques, st
bi osynth se des |ipides ¥f lLla fpaotdawrt ida tdroal
1UHy(polxncuci bl-al FlmaaY or sttabili s® en condition
oncog®ni que, d ®cel egnlcyhceo luynt i pqruoceg rcaommmp | e t m° me
favorisant | a transcripti'dh Pde gaindseutresl,s My
oncog ne <classique, -Hpioturemmpymnéi gire cavee |
m®t abol i que en augmentant | a transcription d
gl uése
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i. Cons®quences m®t aboliques

Les cellul es tumor al es tirent plusieurs
m®t abol i gque aberrante. Dbune part, bien que
mol ®cul e de glucose, |l a glycolyse a®riooni e e
do®nergie ™ un rythme suffisant pour souteni
elle Ilib re des interm®diaires glycolytiques

l e -6p ucopeat e ( G6P) aladagamexnt gphdsap hvaotiees dpeosu t
NADPH et des riboses n®cessairemshodsphoglyynd@r
(3PG) et |l e pyruvate servent ° produire des
glycine et | dalraxiyme ®t omref iphm,oslpd adiehy-®HAP) e
phosphate, un composant ¢&%%®&>ftli*tl des | ipide

Un autre avantage strat®gique de | 6effet
| actat e, un m®t abolite qui doit °tre rapider
d®l ®t r e. Chez I es <cellules non ttiwmaosr aa ®rso,b
repr ®sente de fa-on g®n®r ale wune -Z20G%).ti Bn r

revanche, cela peut repr®senter jusqud”™ 85 %

—

umo¥idu®?2 e autre fa-on®iensesr sepr@seéntder s

concentrations molaires du glucose et du | ac
privil ®gient | a phosphoryl ation oxydative mi
produire de ®n@®ATaMmtt opuetu edne g act at e ; l eur cc
g®n®r al ement entre 1 et 2 mM, avec une prodtu
déactivit® m®tabolique int®é&nd% commeerd Sexer
t umosr,alseoumi ses =~ | 6effet Warburg, convertis.
ces conditions, elles-l1BpemMedée gbusomeeet j psqg
®qui valente de lactate, illustrhac¢tadeBicomyve
®vi demment, ces valeurs sont donn®es i ci N |
variabilit® i mportante dans | es concentratio

|l es di ff®rents Hkiyere snarerhd wX aq u e st, u mairsasu X .

Les flux de |l actate par l a cellule sont
monocarboxyl at es ( MCTs) , en particulier | e s
respectivement | 6i mport et | 6export du | act a
Hl-BJet fortement exprim® dans |l es <cellul es
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| 6export du | actate produit par | a gl ycol
microenvironnemé®ht3®etld rmic@ddmime rk6aci dose f

|l a surveillance I mmunitaire, |l a d®gradat.
cellul aire, ®l ®ments ¢l ®s du potenti el i nva
parall | e, 6MOfdplorperduet!l alct ate dans dbéautres
tumor al , comme | es cel |l ul ess ns teruxxmaolxeysg ®nNUR elseg ¢
°tre r®utilis® comme source de carbone pour
m®t abol i que, parfois appel ®e "symbi ose m®t at

res urces ®ner g®t r*rquésAianusiseilne sdeMClTa tniemesw

SR Vo R
o

canaux do®change, mais des acteurs essenti el

es ajustements m®taboliques conf ®r ®s pa

—

te de |l a strat®gie doéadaptation des cC¢

o
O oo
—

nsion reposent sur une interactntaomindrest

me s , gui fa-onne © son tour de nouvelll ¢

(7]

ce contexte que sdéinscrivent | es transf

o o)) X X QD
~—+
-
o

>0 Q o o
c 5
(7]

all ons ° pr®sent explorer.
C. Adaptation m®tabolique dans | e mic
. Hy poxi e

Dans un tissu sain, | doxyg ne est d®livr®

—h

n

(@]

tionnel et bien organis®. Cette situatio

rtielle en oxyg ne (pO ) avoigsinreanretn 40 rmmek

o o O

ncentration gazeuse) dans | es tissus p®rip

—+

mosph®rique), permettant aux cellules de n

- o9 O T

ond®e sur l a phosphordyel aptrioodnu cd x yoda tRinveer.g ®C e
m®t abol i sme ®quilibr®, assure |l a production
fonctions physi ol ogiques tell es gue | a pr c

i mmunit‘ali‘tt e

Cependant , dans |l e microenvironnement tu
cellul es canc®reuses, combi n®e ° une vascul
OXyg ne. L6angi ogen se, bien qubéampli 6i ®e pa
angiog®niques par | es cellules tumorales et
et i nefficaces. Ce d®s®quilibre entre demanc

t | B $§ daNd o
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hypoxi e, d®f i ni comme une baisse critique

3 %

\Y

r

déoxyg ne en termes de concentration ge

on 0,01%) dans |l es 2%™nes centrales des

LOohypoxie d®cl enche une r®ponse transcrinp

r |l es facteurs induits pHrStlatbhhypgosx® een( HIA
oxyg -Wej gHEFvers |l e noyau, oY% il cedtyiswe d
angiogen se (VEGF, ANGPTL4) , l a survie cCe
expression de points d& it h%'r2l e i mmunitai
Les cellules tumorales peuvent favoriser
ATP, m°me en pr®sence dbéoxyg ne (effet Warl
|l es accentuent ®gal ement cette r espurrovgreamm
tte glycolyse hypoxique sbOéaccompagne doun
accumul ation de | actate, ce qui favorise |
x traidt¥thent s
Les cellules stromal es, not amment |l es CA
alement ° | O0hypoxie en remodelant | a matri
errante. Sous hypoxie, |l es CABsyd@aprdment T
ontribuant ~ |l a rigidification ®W§.'$%r oma,
Les cellules immunitaires infiltr®es sont
poxi que. Les macrophages tumor au-ixunfolrAaMs )
urexpression du mar queur -1C.CR0O &) ,vas opuasr lad
gmem | eurs niveaux doiexfplremmalda)i rded (dydtemkziy
hi bant l es fonctions -i)mmulneé ¢ aliymph anyti € u mi
ient | eur fonction alt®r ®e par d eRMmasgue d
s cellules tumorales et my®l opdes. De pl us
r I 6hypoxie, consolidant a5 !®tat i mmunosup
. Stress oxydatif et esp ce 1 ®:
Lé6hypoxi e, en plus de remodel er | e m®t abo
stress oxydatif intense dans | e TME. Ce s
| 6®I i mination des esp ces rQ®pectiwoeys, deel 16
superoxyde (O ) . |l e peroxyde déhydrog n
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mol|l ®c u

l es sont g®n®r ®es maj oritairement par

respiration cellulaire, mai s aussi via | es ¢
xanthine oxydase, #®t.1°2 peroxydase my®l opde

Dans un contexte hypoxique, l a product i
not amment |l ors des phases de r®oxyg®nati on
vascul ari s®es. Cette surproduction del &0OS en
prot ® nes et | 6 ADN, contribuant " | 6i nstabi
h®t ®r o g®n ®7°%.%® '‘Daalnsn allee m° me temps, | es cell ul
d®f enses ant-r@®guytantebesnenpynkiss mwtmmee | (aSGL
glutathion peroxydase (GPx) et |l es transport
" des comkiytdiamns sprde®l ®t " r es!®fpour des cel |l ul e

Les cellules stromal es, en particulier I
contribuent aussi - cette dynamique oxydat.
augmentent | eur production de ROSt i fatvioan sden
|l ysyl oxidase et | a production de collag ne
vasculaire et contribuent ~ | a s®nescence en:
t umoédi®al

En ce qui concerne | es cellules I mmunitai
dose, |l es ROS participent © |l a signalisation
Toutefois, en exc s, il s provoequeantpruon e fi®mnau
l ymphocytes T, i nductli,on ndhet i &2 x peota s @rhiem moddidc
recrutement des cellules T r®gul atrices (Tr e
(MDSCs) wutilisent | es oRMOS mnoummet aairrnee, dien hsiubpap
|l ymphocyt 8. &%fecteurs

Ainsi, | e stress oxydatif, intimepmeduilti ®
m®t abol i que toxique °: i s'agit déun acteur
| i mMmmunosuppression.

. Comp®t i ti on m®t abol i que et
nutriments

Dans un tissu sain, |l es cellules disposen

nutriments essentiels tels que | e glucose, I

t | 3% daNdo



ressources ®nerg®tiques soutiennent des fo

prolif®ration contr?!l ®e, l a r®ponse I mmunite
mi croenvironnement tumoral, cesacoodbitnainsos
| 6hypoxie, du stress oxydatif et dobébune vascu
en nutri ments, 0% |l a forte demande m®t abol i
¢cf ®rmcaevec |les cell omabkes mifoh®%'t aeses et st
Les cellules canc®reuses, en adoptant wun
déoxyg ne (effet Warburg), consomment massi Vv
| 6ATP rapi dement , au d®triment des | xyYmplocyt
pour maintenir | eurs fonctions effectrices.
-0uU ®pui semende foemxctdc @inlnelles | mmunitaires, r
une surveillancé*®htitumorale efficace
De m° me, |l es cellules tumorales sont sou\
amn® c¢cl® utilis® ©~ | a fois comme substrat @
ddbazote pour |l a synth se des nucl ®&oetlildudse.s
i mmunitaires (macrophages, l ymphocytes T ac
critique pour | eur at%tivation et | eur prolif
Enfin, l es cellules stromal es, en partic
comp®tition Ell es peuvent soit consommer 8
glycolytiques ou |lipolytiques, soiatttpteduidaa
|l e cadre doune symbiose m®t ab©Pildue au b®n®ef
Cette dynamique comp®titive transforme | e
aux cellules non tumorales, freinant | a r®po

tumor aux
d®r ®gul a

contrast

Comme

dy nami

qu

influenc

entre

| e

dans de

noé®vol

ue

capables de tol ® er desd reondiqtuiedn P «

tion des voies m®taboliques constitu
e marqu® avec | es m®cani smes m®t abol
nous venons de | e voir, |l e micr oen\
e dans | equel |l es pressions enviro
ent directement | e comportemenn des
s cellules tumorales et | eur microen
nombreux cancers. A cet efflés célls
nt pas de mani rsentésme t®er.®pEolnl deesn ts daour
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environnants. Lbéadaptation m®tabolique des ¢
tels que | 6effet Warburg, | 6hypoxie et | e st
tenir compte du microenvi r onense neevnotl upehnyts.i gLuae r
l a matrice extracellul aire, |l es forces m®ca
interactions avec |l es cellules voisines, con
et phendryyi Pde eosnmPaantques peuvent -acti ve

sensibilit®, modi fi ant | a mor phol ogi e cel |l
dynami que des pPilnt se skt 6 addom®@s iesnsentiel, pour
des cellul es canc®reuses, d"explorer cComme |
mor phol ogie, |l eur motilit® et | eurs interact
Ssui vanus iemt @roessant ~ | 6architect-seesiclkeill ut
eaux contacts intercellulaires. A cet effet,

cl ® dansséasmPdantwv®i e HILPPO (YAP/ TAZ)

| 1 IMor phol ogi e ces$sémsiabrlkei e® m®can

La morphologie cellulaire, autrefois consi
physiques ext®rieures ou de | 6envel oppe mem
produit actif de processus intraocelkclomlcaipt el
trouve ses racines dans | 6hi stoire des d ®
intracellulaire dynamiqgue dont l e rtl e d®pa
foncti omsens®craned | es, signmds®ti gues et mor phc

A.Une architecture cellulaire dict ®e

i. D®Rcouverte et d®f i ni ti on

Pendant pl usi eur s si cles, l a forme cel
descriptive. Ce nbébest qud”™ partir du milieu
mor phol ogi e et |l es processus bioldagngules wad
du d®veloppement embryonnaire, de 1% Besf ®r
auteurs comme E. Frixione ont retrac® cette

r®vol utions technimg e e wes,(Cfalpamu recsiciesntcoec hicmiye)

d®couvrir | 6exi stence dbébun r®seau pol ym®ri g
cel WP aliorhei st oire de |l a cytologie a ®gal ement
uni ficateurs tels que cel ui de polarit® cell

t | 3% daNdo



cytosdlleICettttee r ®vi si on de paradigme sb6est ac

cellul aire comme un indicateur, Vvoire un mot
Le cytosquelette est aujourdohui reconnu
dynami ques @&tf islpa@ute natlsi sd®®easct i ne, mi crdtubul e

organi s®es en r®seaux adaptatifsnpen mei bantde

formes cellul aires. 1 ne s'agit pas d'une ¢
| environnement intrldtebDeés|l aiaceaet r®Rtemtce | ¢

di ff® r ents ® ®ments iducttytmamruled let tceg mpo ®int iqc

des points dbéancrage, des complexes de r ®gul
mol ®cul ai res comme | a myosine ou -tl amporneRli Inees
rapides ° des gsegnawx ch®@8wdrqules pl an ®vol ut i
dohomol ogues de | 6actine et de Il a tubuline
cytosquelette comme structure fonctionnell e,
pol ym®ri ques ddres cled’"Pildfadirree de | a v

i. Constituants du cytosquelett

Le cytosquelette est une infrastructure

constitu®e doébun ensemble compl ®mentaire de s

(Figure 5). 11 se divise classtiquememtcenfirt
déactine, |l es mi crotubul es et |l es fil ament
m®cani ques, structurales et fonctionnell es

r®gul ateurs gravitent aundtuundei vesu®d@meonmyp

ces ® ®ments, on desromoveumnst ammwm®cul ai res, d
des prot®i nes de | iaison et des r®gul ateur s
gui va constitxer guders®s d &u cydmplguel ette. Ch
fonctions sp®cifiques, des architectures di ¢
Ensembl e, il s assurent non seul ement | e ma
coor didnuattiroanns port intracell ul aire, l a divis
sigmBwxani ques et chimiques de | denvironnemert

Les microfil aments, aussi appel ®s fil amen
cytosquel et tdiiqgauest ravedcOemwi r on 7 nm. Compos
gl obul aicte nd)G qui sbassembl entactinnef)i,l| aimest
omni pr ®sents dans | e cortex cellulaire, jus:i
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| 6actine est | e processus initial pact il eg)uel
sbassemblent pour former un noyau stable, n®
déactamtei (&) . Lbébactine jouembneux| pr doasamen
not amment | a migration, |l a contracti on, | 6er
structures telles que | es |l amellipodes, filo

mitot'iiquLe r ®guniatriodn | dments est complexe ef
prot ® nes comme | abg¢ ®gfuilleint ow@a Ida stployymds il ne @

gue | es complexes Arp2/ 3 et formines contr?t]
rami fl Pa®&3%urLeess GTPases de | a famille Rho (n
orchestrent spati al ement | " organi sation de

adh®sion % r®traction

Dépolymérisation
du microtubule

Membrane
plasmique

Microfilaments _
(Flaments
d'actine)

Filamine

Plectine
Microtubules

Filaments
Intermédiaires

c-l:l-

Membrane
nucléaire

y \ R

Figure 5: Représentation schématique des constituants du cytosquelette et de leur dynaméue
cytosquelette est un réseau dynamique composé de structures filamenteuses (Microfilaments,
Microtubules et Filaments intermédiaires) et de protéines associées. Autour de ces filaments gravitent
de nombreux régulateurs tels que les moteurs moléculéfiegsines, Dynéines, Myosines) et les
protéines de liaisons (Filamine, Plectine, etEigure réalisée avec BioRender.com.
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Les microtdebBukcgsisdnes rigides de PB5 nm d
etbt ubul i ne. Leur organi sation radiale depuli
structurale avec une extr®mit-P. dhhamsquée £3%5%
| 6organi on intracellul aire, au transport de
a mitose et ~ | o0®tabli®skampotadet®Pacpbl alt at

organi sation asym®trique dlea sp®pioalains st cehl

r ®gi ons de | a cellule. Les microtubules cont
apibcacsal e et de Il a polarit® planai r®& AR@P) ¢
dynami que des microtubules repose sur des t

(instabilit® dynamique). El'l e est r®gul ®e pe
ou la stathmine.-trasumodihnebise nmdg mpers loar tly
i nflemegnd eur stabilit®. Par exempl e, l a tyro.

un ajout doéun r ®si da edenitnyrl @s Weete |cao rittardixdl ui eB ra
l es microtubul é% plsess idyeamiggsesent aussi @t
déactine via des ponts mol ®cul aire%®3qui faci

Moi ns ®t udi ®sl ehsi sftiolra ngeunetnse aiun toeurr nd@®dhiua i rreesc
pour | eur r'le structural et m®cani que. l1's
pas de polarit®, et sont constitu®s de prot
cellules m®senchymat eulses,, kK®&rsariinree sd achan sl els
|l amines ddh*s Ille meygpurtici pent pas directen
coh®sion tissulaire, |l a r®sikkdaapcet acaixi @emnh
r®gul ation passe par des phosphorylations (r
avec doéautres filaments via de'$® pbeur®i melse
pl atef or me déi nt ®gr ati on m®cani gue est part
®pi t h®l i ums et | es cellules soumises ~ des !

compression et8%isaillement, etc)

Les moteurs mol ®t6PaergsecdevEDbATBsemttr a

des fil aments. I'l's sont essentiels au transftg
fami |l l es principales sont associ ®es au <cyto
(mi croteurbsul egdexwtr®mi t ® +) et | es dy n ®ilLneess (
myosines, surtout |l a myosine |1, participent
cellul aire. Les ki nd®sliense,s mirtamcshpomrdreings dewns ¢/
dyn®i nes sont cruciales pour l a mitose et I
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r®gul ation d®pend doéinteractions avec- des ¢

traductionnelles et doass'dciations avec des

Les prot®i nes de | ilaa smplne cetti nded a nlcar afgiel acnoi
| " ezrine assurent | 6interconnexion entre | es
organites. La plectine relie les filaments i
un rt'le dan® tosesul®gire. La filamine croise
r®seaux dans | es zones de contrainte. Ces pr

m®cani ques entre mytfoesqgale¢eetodoe eonadh®sSs$ oi nt

|l a m®canosendgi®ilit® cellul aire

Enfles r®gul ateur s a@TPsassiinques @eyW®esequsl e
fondamental dans | 6organisation structur ®e d
Rhé principal ement R®RhdoA,i greanctl leat fQdrcnla2t i on de
adapt ®es aux besdenkafoektulbeneCes petites p
comme des commutateurs mol ®cul aires, al terne
inactif (li® au GDP), et sont r®gul ®es par de
(GTsPem activating proteins) et GDI's (guanine
6AY8 La figure 6B illustre | 06implication des
structure compos®es de filaments dbéactine. R
fibresddleesstfradsssceaux contracti Idewsi a ilcthaecst iema
des formi kemaste RBRABGCGKacCRRaodoed kinase). Ces st
essenti el dans | a g @&m&r aptoiionnt sd ed 6faadrha®es,i olnd & o
cellulaire sur '#%$5°°Rsaucbls,t ran srevandes, favo
|l amel |l i podes, de | arges protrusions membr ana
principal ement par | 6activati o#i achul xwowmet pxe
homol ogous pr oteeidre, peg it ® meesn ge®ghull atri ces qu
Arp2/ 3, responsable de |l a nucl ®ation et de
dynami quaemel ILiepsodles sont essentiels pour | a

mi gration cellulaire et podf°.4°%4&Cdet@t2e c tgiuoamt d

contr*le | a formation des filopodes, de fine
parall | es dobdactine. Ce sl 6stxrpd otruart d so ns adret 11i6n
extracellul aire, | 6®t abl i ssement de contact s

l es formines (notamment mDi ai2g kAetdirli ec hc oSnypnlder xc

Protein, est un est ensemble de prot®i nes r
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doArp2/3 dans une configuration sp®éi?fi®dque f
Ces trois GTPases ne fonctionnent pas de ma
finement regul ® per mett anrtmpourneel | e o0 odredsi n adtyi

cytosquelettiqgues n®cessaires ~ lla smltaotni.cit

A B

état inactif
Membrane plasmique \
\_. ' ) %
E L
Membrane nucléaire .aau ) / ’
\ "Ract) "._
Protrusion \-‘
W b
-~ \ "\\\\-)'/‘\/-A\\ 7\
LRI OSSN
; . .¥‘:§‘
état actif Wl‘.
i'l; :
/ RN ’I
Fibres de Lamellipodes Filopbdes
stress
Figure6:R1 1 e des GTPases de |l a famill e .RA) Schémadus | dor
mode dbébactivation des GTPases. L6®t at dbéactivati

ou GTP (état actif). Ces états sont régulés par des GEFs (guanine nucleotide exchange factors), GAPs
(GTPase activating proteins) et GP{guanine nucleotide dissociation inhibitors). (B) Les GTPases de

la famille Rho sont impligu®es dans | 6organisat
cellule, RhoARacl et Cdc42 contribuent a la formation de structures telles que les fibres de stress
(RhoA), les lamellipodes (Racl) et les filopodes (Cdc42). Ces structures contribuent aux capacités

déancrage et de .Rdgurgréaisée avet BidRerdercoenl | ul e s
iii. D®r ®gul ati on dans | es cancer :

Le cytosquelette agit comme une charpente
division et l a migration cellul aire. Cette
entre |l es filaments dobéactine,ed,esetmilcewrntubru®
associ ®s. Toutefois, dans un contexte t un
habituell ement ma tri s®e, est profond®ment

m®t abol i que dont font prdeuwnes r rless ex@ll loultesntt
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cytosquelette pour sbadapter aux contrainte

cytosquelette devient alors un outil suppl ®m
cellules tumorales doéacqu®ri ot dt'es’pridpr?’®t ®s

Sous | 0effet de signaux m®caniques ou chi
cellule active désnotaimene nd e vs iagohgedsii GanPdawsiresse nk
formation de structures sp®ciali 9®es .| aPamr sex
pl ace de | amellipodes, des extensions | arges
la migration cellulaire 7 travers | es barri
| 6activati on dAur pc2d i3p b ackoen'dWAN&E pol ym®r i sati on
doacti n€8 dYEni palrall "1 e, Cdc42 stimule | a
protrusions © base doéactine | in®aire impliaqu
et |l a reconnaissance d%¥ Cese$simobgpodesi fesepo
cl ® dans | 6®t abli ssement de contacts pr®coc
m®t astatique. Par ailleurs, RhoA, en activan
de stress ceoamtnrtadtei Il eas myorsti ne | | . Ces struct
sur | es adh®sions focales, augmentant | a cap
substrats rigides, comme cob6est sod¥en’tla e c

plasticit® du r®seau dobéactine permet ainsi
et son mode de migration (m®senchymateux o

m®cani ques ou biochimiques.

Les microtubul es, dans une <cellule canc®@
processus migratoires et mitotiques anor mau X
transport de prot ®i nes et ddéor gatniicieppe nt eras
repositionnement du centrosome (|l e centre or
dynami que deparaestpurbeusisiin,ren de certaines i sofor
postaductionnell es (akc®bptatfirXguec@eypt ooibrE 2t

cancers, conf ®rant une r®sistance accrue aux
|l e t%x%d¢F

Les filaments interm®di aires, bien que m
r®or gani sations majeures. L a v i-nm&esnet ni cnhey, m ant aer ug;
(EMT), est souvent surexpri m®e dancs tl® sactcurnuee
une meill eure r®sistance au stress m®cani que
l es paroi?8* ¢vaBetutt@mifrerscti on est amplifi®e pa
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plectine, gui relient | es filaments inter m®c

débancrage cellul aires.

Enfin, |l es moBewnr spamdli @aid li eeirr d se 5 skamt®s i n
d®t our n®s pour favoriser l e transport rapic
( MMPs), n®cessaires ~ | a degrazdattiédan edd olga s
intracellulaire contribue ° | '"itmumaosiaax .| ocal

Ainsi, l e d®t ournement des r®seaux cytosc
' imite pas ° une r ®organisation passive de
re®criture de l eur i nteraction aseq@rbpur ®te
dynami ques de | 6acti ne, des mi crotubul es e
canc®reuses acqui rent |l a capacit® de remode

r®si ster aux contraintes pm®d andieq wmalsa pd xattnivres |

caract®ristique centrale du cytosquelette

m®caneonsi bilit® per met de percevoir, i nt ®gr
mi croenvironnemengues a@Ppoopes esol ®gns | es
profond®ment alt ®r ®, r®ori ent® au service
di ss®&mi nation. Afin de mieux appr®hender | es
|l a part dmerakéspuylesus allons revenir -sur qu
sensibilit®.

B.Notions denm®bahot ®

Nous avons pu nous rendre compte, au trave
cellules, qubéelles soient saines ou canc®reu
haut ement r ®gul ®. Pour autant, Ilees n® vcorloueennvti r
pas seul ement chi mique, mai s aussi m®cani gue
des forces telles que | a tension, |l a compres:
extracellul aire. Lrac ecvapiarc i ét® "d ers®poendiid e's ce
appel ®es anPgidbaod ti tW®nN principe fondament al de
Ce processus repose sur unetchanSdectddb®a@®Pngme
conversionndeumpdysongueaien r ®ponsCes tlei caphiimiu
permet ° |l a cellule de r®guler des fonctions

l a di ff®renci?8%.i?%®n ou | 6apoptose
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. La d®tection des signaux m®c:

L6i d®e que | es cellules sont sensi bl es
ann®es 1980, avec | es travaux pr®curseurs d
formul ® | e concept de tensegrit® omphuoubahbhliee!
une tente de camping mont ®e avec des cordes
(tension) tirent vers | 6ext®rieur, l es piqu
| 6®qui |l i bre entre | es dewnxe qsueiulneaicnotrideents e ar
Sstructure se d®f or me. Le mod | e de tensegrit
gue | a cellule fonctionne comme une structur
(actine) et earcowmpulkses) oasgwmrent | a stabildi
d®t ection de%'°fCesesraxaexnest par | a suite
montrant gue | 6application de forces m®cani
d®cdheenr des r®ponses intracellulaires telles
Kinase (FAK), |l a r®organisation de | 6acti ne

doadiF®s ?lFn2t3

Ces travaux, ayant pos® | es fondements d©¢
aill eurs contribu® © |l a classification des s

|l eur nature physique (Figure 7)

T Lad ensciooamespond °~ des forces d' ®irement, s
|l a matrice extracellulaire (MEC) ou d' autr
dans | es tissus soumis ° des mouvermeat de( mt

mi croenvironnément tumor al

f Lxzompressioninverse, r®sulte ddéun ®cr aseme

on peut | d6observer dans |l es tunméuf® &bl ide:
T Leci sai l(loeume®hear Stress) est provoqu® par
| 6endot h®l i um vasculaire soumis au d®bit S
| 6hom®ostasie vascul ai?t%?¢t ~ 1l a fonction
T Laigidit® deul &tmdf necs) est per-ue ° trayv
par | a «mélmeulserelslo@m substrat. Plus | a matr.
tension via | e cytosquelette pour expl or el
fomeet | a diff®t%&Fnciation cellulaire
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T Enfinopbgsaglhuedbures sbentswamnufsasde des si gnaux
la cellule peut d®tecter, en ajustant | oca

cytosdtel ette

Ces signaux peuvent agir seuls ou de mani re
|l a fois de | eur intensit®, de | eur fr®quen
Tension
Matrice *
extracellulaire -
\\\ % J
( &
of Caia iy T
Rigidité ./,.---r—\)
matricielle S

/ ' Compression

Y

=
Cisaillement
-';

\—\»—%/-

@

[ Topographie

4

Figure 7: Signaux mécaniques perceptibles par une celliReprésentation schématique des signaux

mécaniques perceptibles par une cellule. Les forces exercées sur la cellule sont représentées par les
fl ches en noir. Ces forces sont g®n®r ®es par | 6

la matice extracellulaire et les mouvements de fluidiégure réalisée avec BioRender.com.

La d®tection de ces signaux repose sur ur

|l 6i nteraction assure une r®ponse rapide et

gr anfdaensi:l lleess r ®cepteurs transmembranaires (
ioni quesacmPe®8soet | es structures m®cani ques

Les int®grines sont | eesempsiimicapporetr Poep
ME C. Une fois activ®es par des forces dbdéancr
intracellul aires pour former | es adh®sions f
l es contr ajd?hAt’éses taddb®i nees, quant ~ elles,
intercellulaires, et participent =~ | &23d®tect

t | PSR daNd o



Des canaux i oniques commer @p eredent TRIPVeGt

d®f or mati ons de | a me mbr ane pl asmi que. Leu
(notamment Ca) ) qui sert de signal secondai
|l a signalisation Rho GTPase, ou | 6aaBt iowat i ol

YAP/ FAz225

Enfin, |l e cytosquelette, transmet | es sicgc
jusqubau noyau. 1 est i nterconnect® aux cor
comme | a taline, l a vinculineocallae npelnetc tlian er io
l a sensibi P3%°t2®’" " 1l a traction

i.La transduction m®cani que

Une fois per-ues paendepreas®cepakeaemsenm®L as

dans |l es adh®seensf ofoeal el®cani ques sont tr
cytopl asmiques sp®ciali s®es. Ces f orrciesesd ®cl
comme taline, vinculine, paxilline,prgati ®il nen
est mBPE@a@&emdant : sous tension, l a taline che

ai son suppl ®mentaireadh®sabwinl esant®caiemsihaln

signalisati dfn® IEmt rpaacredlllullaei,r el es cadh®rines
(jonctions doadh®rence) transnmedtt@mitnd ,esquie ncs
sous tension pour recruter la vinculine, r
pragmdai on de |l a force?2® travers des tissus en

La tension m®canique stabilise | es adh®si
de |l a famille Rho, notamment RhoA, Racl et C
dynami que du cytosquelette doa®tiome,|l amandigfria
cellul aire. RhoA, via | a kinase ROCK, sti mul
contractilit® actomyosine, tandis que Racl e
| amel | i podes?2% tCodhe ofrim@umemidpeaude tensegrit® ¢
pr ®c ®demment , ces m®cani smes participent

cytosquelette fonctionne comme un r ®seau de

jusqubau noyau.

Enfin, |l es signaux m®caniques sont trans
compl exes LINC (Linker of Nucl eoskel eton ar

déactine © |l a | amina nucl ®aire. Cettoeydau,ansm

t | P& daNd o
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l uencer | 6organi sation de | a chromati ne,
nsduction m®cani que repose sur un encha’n
-ue 7 l a membrane, (2) activatieasn d 83 (
rgani sati on cytosquelettique, (4) transnm
nscriptionnell e. La r®gulation transcrip
nsmission fait notamment i nrteerrtveabaor d®& pdlt
ail dans un chapitre sp®cifiquement d®di ®

iii. Le r*l e du cytosquelette

Le cyt oisaguu etlreatvteer s de seocadiufpfe®@uaeart pocons &
s |l e proceseaiss bdei m®capvbl ul ai re. 1 fonc
nsducteur et effecteur des augndyramiPqaas
i ne, microtubul e lewi fcidnafmernet su ni en tcear pna®edii ta
®grer et interpr®ter | es contraintes phys
sont pas i nd®pemdantesne:nti Ipo UiIrntasrsagies s eum
rdonn®e ©~ | 6®chelle de |l a cellule enti re

Le r®seau dobéactine, et plus pr ®ci s®ment
smi que, est l' e principal vecteur de prop
ernes. Lorsqudoune fodpar eskemplre i in®elt sx
®gor,i nestte tension est i mMmm®di at ement tra
ani s®s en faisceaux, not amment dans | es |
uctures, enrichies en mytoisve,e mhddulg®an par
/| ROCK, essentielle pour ajuster | a rigi
arrtlgue

Les mi crotubul es, bi en gue souvent cons
ticipentm@cdmeaaeamamutcti olna 11 s stabilisent
mi gration induite par des gradients m®carl
forces de traction en r®gul ant UesLpwiit
acit® © fl ®chir sousr @oorngtarnaiisnetre emm® cra®pi ognuse
rend particuli rement  ithperstsabss?fpoarrl §

Les filaments interm®diaires, tels que | a
r®silience m®cadiygaei daesaquel | Gheti Mei 0E

ment un maill age ®| astique qui absorbe et

t | P& daNd o



externes. La vimentine, en particulier, est

tissul aire, comme | ors de | -mm®megrhymanheosed:

sugg re un rtle cl® dans?3fPalLapl asansmt ®s imBrc

m® c
et
de
mo d
g ®n
r ®g

cer

aniques vers | e noyau impligue | es compl e
|l es filaments interm®di aires ~ | a | amina
prot ® nes SUN et | meopmsinm®,c atnrn ayjrueme t't e nd e n
ul ant |l a forme du noyau et i nfl uen-ant I
i que. En r®ponse ° une d®f or mati on, l e n
ul ateurs t®Rcamwosi ptesnceimmemYAP/ TAZ ou mo
tains | ®ci?23y®nomi ques

Enfdews prot®i nes abaptianirneesgeltedll iese gqufe

rchestrent | i nterconnexion entre |l es diff®
6adh®si on. Ces mol ®cul es jouent un rlle cri
|l a stamidesaltiai sons m®cani ques, not amment d
|l es adh®sions focdd &3%.%00 ?F% s invadopodes

'l parait i ci psleunssichlialiirt ®&,u eo rlcah earsRicra® op ar
un syst me efficace de d®t ecti on, transmi
environnement aux. Léefficacit® dbéun t el sy
| 6i nterconnexi on permanente entre | a membra
cytosquelette et l e noyau. Ces interactions
per manente aux contraintes de sonokagigoeseq
pat hol ogi gues comme | e cancer ou | a fibrose
m®cani ques soit transmis ~ travers des inter
Ces I nterfaces peuvent ht ae t scaal@lgwiud €®¢ D n C
doadh®r encmgt rniucece(lddH@si ons focales). Par d¢
par des mol ®cul es dbéadh®si on, gui agi ssent
pl ateforme de signalisation.

t | P& daNd o



C.Mol ®cul es dbéadh®sion et | eur s f onc

Les mol ®cul es déadh®si on cellul aire ( CAMs
glycoprot® nes membranaires essentielles 7 |
| 6hom®ostasie m®canique et ~ | a signalisatio
débancrage m®caniques, assur d@mtanlea vterand mi €yit
ou entretcMEICUl e&E;m plus de | eur rtle struct
pl atefor mes de signalisatiomnebiwarmii@®i @uee.
intracel lul aires. Ell es sont r®parties en

s®l ectines, et CAMs &£AMsypd Fiigmureod@l)abul i ne

milieu intracelulaire

> OO TGO W

'
COeOCOOVOGTD &'DOGO-?‘DQ'}“-'.\-)C °- 0 SPO>POGPHFODOD ’P-}\-O >
membrane v '
tnsmi .

DO EETOIRRCTOI MM

.
CVUOOLODLOVBCOUYPIPBH T OOCT B UOLO

milieu extracetlulaire

(] .
COCTILOOCDLLOVLPHOCRLICOEVIPIP T SLOCL SO OO O O
. '

ligands Cadhérines

extracellulaires

) sous unité a
Intégrines

Sous unité g

Glycoprotéines

Sélectines Ig-CAMs

e eeese s

osccocecpanonscodirogecssooncasnatpoaoBonoonaessoonce Ppprs>oconone
.

SCRHOOLOLHOOSDS

Signalisation
intracellulaire

PO OOCOPO®

milieu intracelllaire

Actine Voie Wnt/

B-caténin

e R e

Figure 8: Pr i nci pal ;as mol ®cul es dbéadh®si ohesdgrandegsur s r
familles de mol ®cul es déadh®sion (indiqu®es en r
forces mécaniques au sein de la cellule a partir de signaux extracellulaire (provenant de la matrice ou

de cellules adjacentes). Ces #émiles peuvent également agir comme plateformes de signalisation
biochimique par le biais de protéines spécifiques (indiquées en jaune etFuogeg réalisée avec
BioRender.com.

. Les i nt®grines

Les int®fes ne®cespinéeur s h®e®t ®r own iO® | djdese f
So-u®ibt.l® ur activation par deel $i gaedd eextorl d
fibronectine ®dpeltmetvit o®habti ssement déoadh®:
comne®es ~ | dactine via des prot ®i ne?” allaypt at
structures sont sensibles aux signaux m®cani

des sites de | iaisamtpbdmanktaageneul imejtiaaenf
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transduction intracellul aire. Léexpansion di

forces per-ues, modulant | a mY°r Ptaironai Illaeup
i nt®grines, via |l es adh®sions focales, per me
mi gration, et ajustent la rigidit®?dPed*bDel air
pl us, ell es initient des cascades comme FA
prolif®rationrehaisatronecet!| bbhadréef ®EI | es so

regul ati onsdesi hi mPc@nwvwi a des?38ffecteurs com
i. Les cadh®rines

Les cadh®ri necsadht®eli lweasd o @ u N €&, sont des
transmembr anda®preensd amalecsi vans sur ant | 6adh®si on
jonctions doéadh®r ence.i niteeura gd d maaiviegp b getsd pclaat s

gui relient l esczto®@mpil exeaucagh®signel ette d
m®c anilUrwe ®nlidhe sbédouvre, recrutant |l a vincul.i
ce qui per metd@adch®roeanrcde othe ese ca@mpeparrtse rd ec dn
cellul es*>¢bPainas!|l l eurs, en reliant les cyt
cadh®rines assurent | a coh®si on m®cani qgue de
per met ddabsorber |l es contraintes de ci sa

cdlect idnfémRentpl us, elles particibpan®ninéa: r@&nq
de perte detad®P®@s  nenesltal i b®& ®e du compl exe |

influenaastrl|l ptton de g nes c3*Bles |i®s ~ | a

iii. L e s Ss®l ecti nes

Le s®lectines (E, P, L) reconnaissent de:
sialyl Lewis X) et sont particuli rement ac
| 6endot h®l i um | ar sBidckea Iqaidreflll @mmantel onoi ent p
cytosquelette, | eurs domaines cytoplasmiques
favorisant la transmigrat?*drf*4cellulaire ou I

iv. Les CAMs de | a superfamill e
LeGAMs de | a superfamille desl,i nvnAlMg | o b u
NCAM) sont exprim®es dans de noamblr-beaulxke uli e st
de mani re moins rigide que | es cadh®rines
i mmunitaire, |l e d®vel oppement neur onal , et

t | P& daNd o



voies -c@pemndant es €65 dee sMACPAKMSERI cett e f ami
repr®sentatives doéune dualit® fonctionnell ¢
et comme plateformes de signalisation bioct
exempl el leCAM CANuWiarsmintl es plus ®tudi ®s en 1

dans | a signalisation oncog®ni que?*®12487 -hmiégr &
| CAM est exprim®e ~ faible niveau dans de
induite lors de stimulati on4lou nlb)Saormmartlolier e
princdpabktabiliser | es interactions entre |
ainsi | eur transmigration vers |l es tissus |
LFA (CDl11a/CD18) sur |l es |Ilymphocpéeemedtahte:
l eur arr°t sur | 6endot h®ICieum tdte leesur cpasy:
r®ponses immunitaires | ocal es, né4°a@me ntl ed

pl an signall®tnidgeuset, plaGAMIine si mpl e mol ®cul e

(clustering) active des cascades Il ntracel
comme Sr c, |l a phosphoryl ati on de nprdoet ®@i®seesa
débactine. Ce processus modifie | a perm®abi
"gaps" entre celdalleadi refitdomma®t ian es | or s

VCAM quant ° lui, est exprim® par | es cel

des sites doéinflammation chronique (articul
avec | 0i n4d ®@hsiuyre I\VelsA cel lules APMBt oepouU®s i s

Sa fonction premi re est de faciliter 1 e re
ti ssus ci bdaerst,i ccuel iqurie meesntt i mp o r-itnanmut n edsa nosu |
|l 6oncogen se. Ell e i ntlelruviaeinrte aduasnssi |daa nmo e

nvasion m®tast a?t gu’®udepoicertdensuearneer

| 6engagemenl peutVCaAM i ver |l a production d
|l 6oxyg ne), modusBer el 6 aantdiuvirte® deées MR ange me
favorisant | douverture dea |jmd meentditoot ths® |itCnaidees c ¢

deux mol ®cul es sont ainsisudesi I®RI ®&meeat smail s

ampl i ficatseainrssi bhh@&csasnade i Ind | a@mat oi r e, capab
propri ®t ®s barri res de | 6endoth®l ium et d°

Les mol ®cul es dodéadh®si on jouent aussi un
per-oivent et interpr tent |l es contraintes m
relais entre | denvironnement pthryad eluleu leati r leg
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influencent directement | e comportement <cell

Ssignma®cxani ques, |l a voie HIPPO se distingue p
i mplication dans | a r®gul ation de | a croissa
un i nt®grateur majeur des signaux®en®caur qgle.
compl exes déadh®sion et | e cytosquelette. So

traduit m®c ani quemenltl ull e®teant rp&pyosni sgeuse gd®n ilqa

destin. dwei wdhratpigsed econsacrera ~ | 6analyse d®
par | esquel spelrlcepteloine m®gamo sati on tissul a
|l V.La voie de signalisation Hippo
A.De | a Drosophile aux mammif res
Au d®but des ann®es 2000, | a voie de sign
Drosophil a mel anogaster dans | e cadre de cri
de | a croissance tissulaire eds dkes duwrmeruagiss

anormale dans des clones mutants a condui't
dont | 6i nactivati on provoquait une prolif
| 6apdp*t.osTé rant son nompope® I(dHppnot ®ilna it ®a meé

|l es mutations de cette prot® ne condui sent

ph®notypehide otpgopgeaPr@er ai |l | eur s, on observe <ch
anormale au @$ viemagideasux, sgguructures ~ part.i
de | 6insecte adulte seront form®es. Ces pren
Hi ppo, un m®cani sme de signal i?%%f%on intrace

Chez | a drosophile, |l a voie Hippo repose
telle que | a kinase Hippo (Hpo), une s®rinel
( Wt s) Vi a | a prot ®i ne adaptatricendlaltvadol
phosphoryl ation et ) |l i nactivation du <coac
phosphoryl ®, Yki est retenu dans | e cytopl as

de transcription nucl ®ag ue sl a& omoniee Secsatl |ionpaecdt i
| e noyau, i ndui sant | 6expression de g nes
| 6i nhi bitioR® 8% FHap@®gptbaei on en amont de ¢
prot ® nes membranaires et des senseurs de poc
( Mer ), Expanded (Ex) et Kibra, qui i nfl uence
cellulairension m®canique éW.2dx signaux ext

t | P S daNd o



La voie Hippo joue un rtle critiqgue dans
la fois |l a prolif&®&t?P? A%ECEY | velmpi°rceheetl al

excessive des tissus, garanti ssant que | es
d®vel oppement . En | 6absence de signal Hi pp
augmentation de | 6exprles(siinchn bdd egrnas tl élap o

favorisant ainsi?®l a croissance tissulaire

La caract®risation de |l a voie Hippo chez
avanc®e majeure dans | a compr ®hension des m®
taille des organes. Cette d®couvemdle®au lnainr e

déun syst me de freinage du d®vel oppement t
signalisation conserv®e chez | es organi smes
®mer g® comme un acteur cenm®aanideg ustesnisqi tb® d ai @t ¢«
et de | a perception du microenvironnement c
rigidit® de | a matrice extracell-uokebiuee, "] ba
ai nsi un rtl e tersasdeuncttiieoln ddaenss cloantr ai ntes |
transcr i?pX f%Pnafél’feavers ces m®cani smes, | a v

| 6orchestration de |l a prolif®ration, de | d6ap
ti esfe 270 271

Tout comme Yorkie chez |l a drosophi-l e, | e
associated protein)-aeti TAZopPpTwadhagPiD@Eti dnalcc
l es relais fonctionnels méij?eértddaestarvdieeYe
TAZ sont i nhi b®s par phosphoryl ation en ava
transl ocation nucl ®ai r e et i mite | 6acti va
prolif®ration 2% Ceas sdigwx ed cadthia eéhtl eelsr s° 9 Ot
de |l a cellule et tr aiduwilsse ngtued dsa stieginsa uwoxn pnheyns
de | a matrice extracel |l ulleani rper ogu aemmecr & rlaa sf
adapt®at?®fbe plus, il est important de garder
inhibitrice de ses effecteurs finaux (YAP/TA
sont d®phosphoryl ®s, YAP/ TAZ sbéacdwmuldenty da
i mMp4u®s dans | a croissance, l a survie et | a
ON/ OF F, est sch®&mati s® dans | a figure 9. Les

|l es sections suivantes.
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. Les kinases et adaptateurs d:¢

La voie Hippo chez |l es mammif res repos.
conserv®e, compos®e de prot ®i nes hbDornoosloopghu e sa

mel anogaster

Legrot ® nes MST1 et MST2 (orthologues de

kinases s®rine/thr®onine et sont l es kinase:
domai ne c atealmitniad u eSIANRIAH R&SB&HFNoet e€C mi nal , qui
per met doéinteragir avec dbébautres r®gul ateurs
repose sur une autophosphorylation de | a thr
i ndi spensabl e peoudre isniigtniaelri slaa | wmayd cea@ke s ek 5 oAb
prot® nes LATS1/k2, Ra@pievarstui aifms.i€’sP oduer Icae | vaq
pr ®sence de | a prot® ne SAV1l est indispensahb
pl ateforme adaptatrice. Homol ogue de Sal vad:¢

| 6activation de MST1/ 2. A3 Qcsei ttue® oenm ad ppr el k
former des comph®x ®soHom®ri ques-cwiid d&esRCiift @
avec d' autres plros ®ansesi condemantnhe el SARAH,

prot ® nes RASSF (Ras association domain fan

MST1/ 2, SAV1l favorise |eur activation par i
jonctiond’?*c €kl plosité®nnement spatial, ~ | a |
stabiliser et potentialiser | 6activit® de M

vers L2A%F'81/ 2

Les kinases LATS1 et LATS2 (Large Tumor S
chez | a drosophile, repr®sentent | e ciur de
requiert | a phosphorylation de r®cbhauBhrspP®tI
sur LATS1 et | eur adMOBiti dMpsn OaeeBi hdepeéi ®F
1), homol ogue de Mats chez | a drosophile, qu
Une fois activ®es, LATS1/@sph®spttosytenti YAPE
S127 (YAP) et S89 (TAZ) , d®cl enchan®3-3aensi I
l "inhibition de | el %ét’ivit® transcriptionn
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33D
Transcription ON Transcription OFF Dégradation

Figure 9: Représentation schématique de la voie de signalisation HIPPO chez les mammiféres
Lorsque |l a voie hippo nodest pas activ®e (Hippo

phosphoryler et peuvent transloquer dans le noyau et se fixer a certains facteurs de transcription comme

TEAD 14, permettant la transcription de génes cible T GF , CYRG61, etc). Déau
nucléaires de YAP/TAZ existent et ne sont pas figuré icil(AP S MADs , RUNX1/ 2, et c
| 6activation de | a voie (Hippo ON) entraine | 6ac

LATS1/2) quiaboutissent a la phosphorylation de YAP sur la Sérine S127 (Sérine 89 pour TAZ, non
représenter sur le schéma) et sa dégradation par le protéasoguee réalisée avec BioRender.com.

La prot® ne MOB1 agit comme un coactivate

sur plusieurs r®si dus s®rine et t hr®oni ne

changement conformationnel qt@il -ddMPBdntse $ 0@

aux domtae mmisn &I de LATS1/ 2 et augmente | eur

interaction avec MST1/ 2, cr ®aimmtOBlL AT Slo/nEp)l e x
n®cessaire ~ |l a transmissioagidu ocomgmetlewn Ead i
phosphoryl ®, rapprochant spatialement | a kin
en augmentant |l a vitesse et t'defCleitd@ciitn@ ed
constitue une ®tape cl® dans | ' ampi’2f2rt d%% on
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Non sp®cifiqgue de cpribe EImieesitdleuns i g@@aU li stac
de |l a | ocalisation subcellul aire des effec
phosphoryl ®s (not a-Bi3nemas fue 7| el AP endtds de
(NLS) et emp°cheolaur &€ht e®agdansomee tuant' ve
gue | a phosphorylation est mai nt enue, YAP/ T.
i nteraction est r®versi bleue pem me®panse uine d
m®cani ques o BFi%chimiques

i. Les ef f ectdeeurlsa fvion au x YAP/ TA

En aval de | a voie Hippo/ MST1/ 2, s'"op re

TAZ, deux coactivateurs transcriptionnels pr
deux poss dent un domaine de | i ai sodtheuaxux f
domai nes WW i mpliqu®s dpmotPesesntaenadtoiman N
transcriptionnell e, aingierquduan emotYAP BPZdT s
par | a pr®sence de deux domai n&&i NW r accet i goui
®t endue. La phosphoryl ation de YAP/ TAZ par
r®gul ati on. La phosphorylation sur | a s®ri ni
prot ®B%e Cdtte interaction amarsegulee dra rs@tqeuretnit
cytoplasme, et inhibe?’Pe’ltaaphbdbsph®rylransoni

de YAP sur |l a S381 (ou de TAZ sur |l a S311) pa
par CK1, entra " ne |l a format-i®memnddamt mo€Ce f matei
moti f DSGXXS, eemplrex®MRBAH, pagruil eesd une ubiq

Cela conduit ~© 1 odubiquitination p4% sD6aulta ed
r ®si dus, comme S61, S109 et S1614, sont ®g a
phosphoryl atiiomt eminrt rYARPUue 7| 6ngat at i nacti f, er
et sa fonctioMt?’fanscriptionnell e

Léactivit® transcriptionnelle de YAP/ TAZ
ci bl es I mpl i qu®s dans | a prolif®rati en, | a

mi croenvironnedmeences Lef fneatjsorsioone m®di ®s par |

de transcridpt iDOmUTEABL parl,e nRUNXI/ ZA,c onvhaeD A P«
peuvent °tre recrut®s dans des c3ht.eXaTexF cel
(Connective Tissue Growth Facteux desCgN@egse
classiques | es plus senfsBAD ¢$ s’ pladacftci patinit on
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cellul aadbe®sion et au remodel®adglesieg Trae maANK
AMOTL2, et AREG (amphiregulin) sontiTEA®DL emen

l'l's i ntervienntmansdwnect iloan, m@caanmi gr ati on cel
par acrrnmttamment via | dactivati orfé3 eanrsd aierd a
contextes physi ol ogiqgues, YAP et TAZ appar
transcriptionnel s jouant un rticeernanneas®ghip
m®t abol i ques. Bien que | eur i mplication dat
m®t abol i sme mitochondri al ne soit pas wuniver
ont montr® qudbils peuvempl|l mgdwlserdaln&ex@r @g 3 is
et l a biosynth se. Par exempl e, YAP peut f a\
(GLUT1) ou de glutamine (SLC1A5), et cell e
mod | es, notamment 2h*®pladeisq U @ sa voaw xc aomct ® regyuaxd e m
une capacit® de YAP/ TAZ =~ influencer 1IU0a biog
dans des cellules musculaires ou cardiaques,

ti ssulairer retncdfatstfatut di ff ®

I nd®pendamment des phosphoryl ations succe

CK1l), YAP peut ®gal ement °tre phosphoryl ® s
phosphorylation conf re des propri ®t ®§ f on
catal ys®e PpAdbrl len ki®paosnes ec °~ un stress g®noto
induite par des membres de |l a famille des Kk
me®di ®es par LATS1/ 2, |l a phosphorgdaud mwina tdieor

nucl ®aire en bloquant {38i nDanactiieomogwaec IYAF
sur cette tyrosine forme un complexe avec
|l 6activati@ampogde ogi qeaesprrte@f® que BAX et PUMA

Taz pr®sente des similarit®s avec CcesS SYS¢

S89 joue |l e m°me rtle que | e r®sidu S127 de
i ai s-®0 €t 1lrdeti ent TAZ da&ns ®lsé duy tSBdllasme ®q.!
YAP. 'l est aussi phosphoryl ® par CK1,b- ce qu

TRCP. Dbautres sites comme S66, S117, S314
r®si dus contrtt llednitn alca iKtAamisiniptd@ séeT&@Zr s mod |
YAP et TAZ ont des r!*les redondants et peuve
Par exemple, dans |l es cellules souches embry

entra’"ne une pédritte® mds didwma h®s i wingbit andi s qu
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°tre compens®e par une s?8.% elxnpvreerssse noenn ta,d adpetsa ts
exp®ri mentales de YAP peuvent partiell ement
cellules TAZ / , Dbien que | '"efficacit® trans
Runx2 oo ePsSPtAR i nl @r deuF®Z " nael f

Mal gr® ces similarit®s, des di ff®rences n
et TAZ sont exprim®s de mani re ubiquitaire

Des analyses transcriptomiquesnantexparn ma®i Idlae

ti ssus embryonnaires, l e foie, |l 6i ntestin,
particuli rement actif dans | es tissus m®ser
tissu conjonctif, et | eso%eilll ujl @ese sowmcheele meé

di ff®renci ation ost’@dobbeasplgee des a®tpdeygt a
(knockout) chez | a souris ont permis de mieu
de YAP est | ®t ale au stade embryonnaire (ent

des d®f autasmapukarsone de vascularisation et

souligne son rtle cent r?dYy Eda mrse vliaen cdh@yv, e || oepsp esno
vibd es mais pr®sentent des anomalies du sque
formation du tissu conjonctif, confirmant I

di ff®renciation des?’t i e @elsum®sleas hyg imat @uesras
WW entre YAP et TAZ influencenr?2.%%unr isnpteecrtarge
avec un plus grand nombre de partenaires (T
poss de une plus grande polyvalence dans | es
mani re plus stable avecencedrattaioms re®g uplaarttei u
contextes de r®ponse m®caniqga® @f.28%2%ontr |

Parall | ement aux ®tudes faites selon de
mod | es adt®it vealteengr sper mis dobéexpl orer en d®t ¢
fonct#n2Me P& r ¢éx emopd el,e YAP 5SA est utilis®
constitutive de YAP. Ce mod | e &est g®n ®r ® |
phosphorylations (S61, S109, S127, S164 et
LATS1/ 2, per metstbéaanftf r‘ranAR rd de il cau es Gpgaureestt 4 at

dé°tre constituti vem&E«Ert matctaint @éasmns ulteée | h e PawcC

pour ®tudier |l es diff®  ents effets de YAP et
Hi ppo. Ainsi, ce mutant permet de soéaffranch
en amonai edequea nwous all ons maintenant aborde
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iii. St gnaux r®gul ateurs en amont

Bien que | es grands ©principes de |l a voi

m®cani smes r®gul ateurs en amont diff rent se

Chez Drosophil a mel anogaster, | es preost ®i n e ¢
r®gul ateurs majeurs du compl exe Hippo, jouan
et de | dorganisation tissulaire. En revanche

nba ®t ® identifi® chez | ess nemmiaft r(dxa,t let” IFa:
pas un r!'le clairement d®fini dans | a r®gul a
particuli rement mis en ®vidence cette dive
apparent de | a prnoptldogaud®h RIrainrse | Raa tr,®geustat i on
|l a morphogen se, son |lien avec | bdactivit® ca
ind®pendant diL ATSAPIZR®PMST /X2 mpl e, dans |l e re
joue eurcrruicli al dans | e positionnement <cell ul e
par une modul ati ¢h*.84%Une cauet rdee aYsAfPd ¢TtA Zf on d a me
deux mod | es cbnaesdaectaom®cdaandis que | es e
de |l a rigidit® de | a matrice extracell ul air:¢
| argemente z®tl wedsi @samh f r es, not amment dans d¢
doé

Ainsi , | 6i mportance des signaux m®caniques

nNg®ni erie tissulairrt ®te® pmpeumeasplomrs®ds o

caract®ristiqgue ®mergente et amplifi ®e chez
dans | 6int®guxatdendamrsi tskk gemta de contrainte
comp P &% figure 10 illustre les diff®rents
un i mpact sur | 6activit® de YAP/ TAZ. Ces de
parpbea et sections suivantes.
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Figure 10: Repr ®sent ati on sch®mati que des .désgignaudx X mo d L
modul ant | 6activit® de YAP/ TAZ de mani re d®penc

(Stress cellulaire)

P e

par les fleches rouges. Les fleches bleues indiguent les signaux le faisant de maniére indépendante de

cette signalisatiorkigure réalisée avec BioRender.com.

La densit® cellulaire est un r®gul ateur n
i sol ®e ou fai bl ement connect ®e -~ ses Vvoisine
tension intracellulaire esit’®@PeD@ea,s «te Icadntv

YAP/ TAZ ne sont pas phosphoryl ®s et sobdéaccumu

cellul aire. € | 6inverse, |l orsque | a densitda
nombreuses | oratdihcdBrami®de t ype dui condui t 7
cytosquelette d'actine, ° une diminution de

kinases LATS1/2 phosphorylent alors YAP/ TAZ,

i nactivatilgg®.¥dnctionnel

L a f or me cellul aire infl uence ®gal ement
confinement spati al ont d®montr® que | es cel
actifs, tandis que |l es cellules confrionn®e se)s u

pr®sentent une i A% cilPv*ad@eo*nd idfef &APH TAZ mor p hc

t I 88 daNdo



es forces de traction internes via |l e cytos

et al. en 2012 ont par ailleurs mis en ®vide
acti veAS&E&TPRhoA stimuler |l a formac{bmnejdeefi dueg
l a tension intracellulaire. Cette tension in
dans | e noyau et augmenter | O0expres.? olne de
compl exe apical Cr umibnsg ieotmolta npr ocsto®itn e® ghaM GTm e|
cette r®gul ation, en agissant comme capteurs
(MST1/2) et effectric®$ 3¢LA¥8S1/2) de |l a voie

La rigidit® de |l a matrice extracellul aire
de | a r®gul ation de | a voie Hippo. Les cel |t
des complexes doébadh®si on focal e, tqgruaiv etrrsa nlsen
prot®i nes taline, paxilline, vinculine, et F
en contact avec une matrice rigide (comme da
ell es g®n rent de f ocrttievsatfioornc edse dReh otAr eect iRoOC
cascade Hippo et permet | a translocation nuc
souples (comme | es tissus adipeux ou c®r ®br
|l 6activation dég& kinases$ d6iLnAaSEi°y aGd o1 o udpel aY
m®canochi mi que per met aux cellul es de r ®p o
environnement, en r®gulant | a migration cell

souches m®s eonuc heynntaotreeu sl eas ,p?’ro.gtRars i ainl It asuros ,a | le

O r®cepteurs transmembr anamartedircigpubans Hoéadhi

YAP/ TAZ par plusieurs m®cani smes. Les int®gil
LATS1/ 2 en modul ant ndbacdthentalce i cgt begquaelee
Adhesion Protein) par diverses int®grines pe

interactions avec AMOT ou NF2 ( merAR/nTAZ ceotnd
donc ~ | e’? m&cadtvrag ipanrt, | a perte doadh®r en
dans des <cellules ®pith®liales nor mal es, d®
anopki s. Ce processus:estesceongmialu® paovieaawnod
|l ien avec | a r®oganisation du cytosquelette
YAP/ TAZ via wune activation3lde’dCependast MSTA
cellul es tumoral esvermnctetper trRghu®eat:i olnd iershi bsiot
surexpression de YAP/ TAZ per met aux cellul es

survie en conditions doéancrage per dwve®? comm

t I 8% daNdo



Outre | es signaux de contact et | es propl

di scut® doautres propri ® ®s m®cani ques dynam

Ces forces influencent ®gal emenwubtal Isulgaiad e
YAP/ TAZ. Dans | es cellules endoth®lial es, p
kinases LATS1/ 2, i nhi bant YAP pTrAoZ i dt®r-aaavbr ie
infl ammat*é®ré 6i nver se, unenftl uk®soascctiilviea nlta ow
favorise | a translocation nucl ®aire de YAP,
| "' at h®Po!'s cDe®r o®teudes ont aussi montr® que |
cyclique, tel gu' observ® dans | es muscl es oLl
de YAP/ TAZ, qgui joue un r*le dans | a croiss
r®ponse i n¥2P almanad mmpreessi on, en revanche, ten

inhi ber YAPHTAZ| ebi m®cani smes ex%cts restent

Léoactivit® de YAP/ TAZ r®sulte doéune int ®gr

intracellul aires, Il ncluant non seul ement | es
mai s aussi des signaux solublcgd otkelnesquailness
conditions de stress <cellulaire comme | 6hyj
m®t abol i ques. Ces stimuli activent des r ®sea
de phosphoryl ati on, ddifntgaureassct e b nsde p-rnootd@ifqi
traductionnell es. Ensembl e, ces m®c ani smes
stabilit® et | dactivit® transcriptionnell e d

iv. R®gul ati on de YAP/ TAZ i nd®pen

a. MECAN-DRANSDUCTI ON

La m®crammsducti on peut aussi infl uencer |
de mani re non canonique, ind®pendamment de
blt,ransmettent des forces m®cani quess f'ocladierst
stimulant des cascades kinases qui cbhtourne
FAKSriel BKDK1 active RhoA et renforce | a contr
entr®e nucl ®377r.¥Ldbea sYARB/eTREo Ae sitn taeataigy @e ,av e
effecteurs en aval, en -pxagddicatteE i c kialnekd @) s
voi e RhoA/ ROCK, activ®e par | es int®grines,
| ouverture m®c anieguevidesl|l epoademplnnuxcel ®lali MC,
translocation de YAP/ T2 Laid®pemtdameme nde dRh d.

t | 8§ daNd o



par |l es exp®rienc:esl| d@ienhpielrittei odhe pfhoarrcntaicoon o g i
transferase) 0276822 ROCKf §daveicl )Yy emp°che | 0en

et r®duit | eur acti-dg®p@®ndamainecr mpunree ematpir I®S &
rigide. Ces effets sont mi m®s par l a d®po
cytochal asine D, l atrunculine B) ou UGodéinact

cat ®@h'ir A% 325

De mani re compl ®mentaire, | a phosphoryl a
l a thr®onine 18 et l a s®rine 19, par | es ki
myosine |11, moteur principal 3% Cet tceo na ataicvta
essentielle " la r®tractation et de | a g®&n®
parall | e, ROCK active la LIM kinase (LI MK),
de d®pol ym®risati ostaddiiloina eteisn ef,i |hddmebhvt PST 1d 6laa
(Myosin Phosphatase Target Subunit 1), compo
i nhi b®e par ROCK, ce qui emp°che | a d®phosph
actomydsiCeéte contractilit® actomyosine g®n-
transmise au noyau et 7 |l a membrane basal e
adh®sions focales. Ces der nis enessi balsessu F(Apdaf x,i v
etc.), une transmistsrieonl aveadlilcmll e etd?l. ¥ dmater
Autrement dit, cette tension m®canique intraé
sur une matrice rigide, est transmise via |
vinculine, paxilline) au noygauue,l e¢enn i qu®atitavc

|l 6activation de YAP.

Pl us i mportant encor e, cette tension est

LI NC, compos® de prot®i nes SUN et nesprine,

nucl ®ai r e. Cette transmission m®cancg®ai eafr
modi fiant | a conformation des pores nucl ®air
l e noyau, m°me en | 0 &b5. &%lcae dd@fionrhmabtiitoino nd ud en c

des forces m®caniques,dé acXAPR/i TAZ |&n nrpeordaanti ol
NLS plus accessibled/®expcompbexesrimpeert snoe
d®pendan@GTRleetRaenst f avori s® par une per m®abi
contrainte, c®equicl®aiRFer @¢ I1°8em/t TAZ

Ce m®cani sme est cruci al dans divers cont

exempl e, dans |l es cellules souches m®s enchy
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di ff®renciation ost®og®nique ou adi-BPOCK.t air e
De m° me, dans | es fibroblastes tumoraux (CAF
renforce | dinvasion, |l a M’gPAation ou | éangio

b. FACTEURS SOLUBLES

YAP/ TAZ sont aussi sensi bl es ° de nombr eu

|l igands de r®cepteurs coupl ®s aux prot ® nes

10). Les |igands comme LPA, S1P, asngquwitenselna
l eurt gpp&se@ite,, (¢, d®cl enchent des cascades o
UL 2bL8YG activent RhoA, renfor-ant |l a tensio

nucl ®aire de YAP/ TAZ. En f(bewvtmincdirett PKA, GPELRG
|l 6activit® de Rhd®A.3t r ®prime YAP/ TAZ

Les facteurs de croissance tels que | 6Epi
Growt h-bHGHEtYpeuvent aussi activer YAP/ TAZ. Lo
indui t sa di m®risation et sa phosphormoynl ati c
maj eures -AKETO®RI et Pl &RKAVMMEKE RRAS LGacti vati on
Pl 3K/ AKT augmente | d6activit’® mPuabsp®quei gte

phosphoryle des cibles qui modual enmnotf illei ncey,t osst
l es f il anféhtAKTd dpaecutti naeussi phosphoryler des |
ou GIBIKi3mi t ant | eur activit® et favordisama ai
voi e MAPK/ ERK, guant ) el | e, contribue 7 au
coactivateurs transcriptionnels (comme FOS,
cytosquelettiqgues (myosine, fil amianem®cangpui

transdPENfiiom, c ettt el bvaccitel vi ®®uide LATS1/ 2 vi

| Angi omotin (AMOT), un inhibiteur de YAP,
cortdi'c&€es m®cani smes permettent ~ YAP/ TAZ de
conditions de haute densit® cellulaire, 0% n

Le ThGFst un facteur de croissance pl ®i ot

di ff®r enciation cellulaire,MBls@nthpmasepset (
Contrairement ° | 6 EGF, qgui agiHsivgmaaddeessv ika n
r@cepteurs s®rine-bRINrI®o)n,i nac tkiivnaadst siLe(sTCFaet ¢
TGHhest actif, |l es SMAD2/ 3 sont phosphoryl ®s

mi grent dans | e noyau. YAP/ TAZ pBPsyehbor maher
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supceormpl exe transcriptionnel sur | es promot et
COL1A1 (collag ne type 1), FN1 (Fibronectin
cel P 2F%Cette interaction est fonctionnelle
YAP/ TAZ peuvent coop®rer avec | es SMADs pour

TGH Ces observations contri buent-beste xfpdritgeuneer

f iobgr®ni que et peut T nitier dé&EMprognamme®r ga
YAP/ TAZ. Enfin, des ®tudes ont montr ®-bque | 6
favorisait | 6EMT, stimulait | a production de

| 6activation de RhoAd ROLKIi. onCed @Gamplb o ef rti gcltaet eaiul
m®c aancot i Vdt3i‘H n

C. LE STRESS CELLULAI RE

Les <cellules adaptent aussi | 6activit® d
m®t abol i que ou environnement al (Figure 10) .
|l a prolif®ration contr!| ®e ou | dactivation d

LOAMR tiIi vated protein kinase (AMPK) est un
de r ®gul ateur m®t abolique intracellul aire. |
ATP/ AMP, typi guement dans des condci®mioensoude
exercice m®t abol i que i ntense. Une foi s act
conservation do6é®nergie et de suppression de
prot ® que ouw*y dt*pirdns f®e atoonexte, AMPK inhi
phosphorylation sur |l a s®rine 94 (S94), un
partenaire transcri‘ftiCenhhel phesphoigl adieo YAE
YAPTEAD, bl oquant ainsi | dexpression de g nes
si YAP reste pr®sent dans | e noyau.IRDE€EKpl us,
en affectant Itd neyt caequweulietrt@duddacla tensi on
cypgloasmi que de YAP/ TAZ. Ainsi, AMPK agi't
modi fi catriadnucpdstnnel l e directe de YAP, et pa
cytosquelette. Cette doubl e acti onYAgd rTArZt i t
en conditions @danstmeamni @mer ge@ttiaduegour emp°c
contr!|l ®e dans | es t3%%6 shuasr aslolusl esnternets,s | na® t vaobi
par des niveaux ®l ev®s d' aci des amdn®secboemda
transcriptionnell e de YAP/ TAZ, not amment %

| " augmentation de | a rigidit® cellulaire. L
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m®v al onate est ®gal ement -G®Pases nagmi meaant | €

essentielles ) | a |l ocal i sati on nucl ®air e
act omy‘Psi‘Me®anmoins, ces effets d®pendent for
m®cani que, et ne refl tent pas t oujn°umess ,une
mais plut®t une signalisation int®gr ®e compl
Le stress oxydatif, caract®ris® par | b6acc
ai nsi gue | 6hypoxie (manque dbéboxyg ne), sont
al t ®r ®s comme | es tumeur s, |l es tiss@ess i sch

conditions peuvent moduler YAP/ TAZ 3d%® 3%!a®8ns
Dans certaines <cellul es, une forte concentr
cytosquelette dbéactine, ce Qqui ud®sattilwe tmE

intracié@i Pyl B%s eROS peuvent ®gal ement perturhb

AMOT ou favoriser | 6activation de LATS, ce
YAP’3 & |1 d6inverse, dans un contexte tumor al
favoriser | a coop®rati on e-tlt, p ei NYCA P/ aTlA Z a cett |
transcriptionnel des g nes dobébadaptatien hypi

swin e @amgpog®ni ques comme VEGFA,f aGLUTLT amu AM

cellules tumorales dans des>% mMwinrsoncnee nsecn®rsa r
nbagit pas comme coactivateur de TEAD, mai s
HI F. Ce type de reprogrammation transcript.i

contourne |l a r®gul atieesiwvan®nicpdddebtaifravoris

Lorsqudune cellule subit un stress g®noto
oOu une cassure double brin de | 6ADN, el l e ac
doell es repo-Abl suunéat kr aaseeec kpiamra slee sn uccol n&al i

d®t ection de | 6ADN endo rinba g ® h(oATpMY 0ATYRI) e Y AaP ks
357 (Y357), un

conformation de YAP, r@duiveamtsasonsahnfimitte® a

r®sidu situ® dans sa r ®gi on

facteur p73, un membre dédpTa& Mmiagin ¢ | &2 @pHS8.dadre
active wun papoogprtaontmequper ovi a | a transcription
NOXA et COUKNLIAY m®cani sme est ind®pendant d
aucun des m®cani smes 361.8%4sli quepr @sendtae vwr ee %

plasticit® fonctionnelle de YAP, capabl e de «
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YAP noesprpl u$ ®p eatpiofp tnoaiisquper,o ce qui montre ¢

selon | es signaux environnementaux.

De surcro’t, La tyrosine 357 (Y357) de YA
l a f amieltl eSIBYoed des des contextes oncog®ni que
(kinases YES1 et SRC) , |l e gliobl acsdroaeien d ke :
(kinases BCK3%&tT¢SR@) phosphorylation par | a
transcriptionnelle de YAP/ TEAD, stabilise YA
prsour vi e-miegr agrimn (CTGF, QiYame6tl , aiAnXsLi) , © cbat g
t umof&lPeDe mani "re assez ®vidente, une voie

se retrouve tr s souvent d®r ®gul ®e dans de n

B.Hi ppo et Cancers

. |l mpl i cation dans | a tumori gert

trai tements

La d®r ®gul ati @rende alra ivcouilei eHi pppboact i vati on
YAP etd €fTAtZ une caract®ristique fr®quente dan

aux <cellules tumorales doé®chapperl apbpapt as®,i
promouvoir | 6angi ogen se, et déoacqu®rir des
carcinome h®patocellulaire (CHC), wune activa
en | 6absence de mutations ATaSils/ 2l.e sYA®P rnye s ow
critique dans | 6induction de | a prolif®ratic
r ®g®n®r ati on aberrante du tissu h®patique, a

Not chbc AMn®rii n€'H3/’1TEE

Dans | e <cancer du pancr ®as, particuli re
(PDAC) , YAP est requi s pour | 6oncogen se in
d®di ff ®r enciation cellulaire, | a r epersogrbDeemma
plus, YAP permet de contourner | 6inhibition
cellul ed’¥rhor al es

Dans | e cancer du sein triple n®gatif, | 6

| 6agressivit® tumorale et “ |l a r®g®n®r ati o
est en particulier actif dansr ¢ easpred |l ahiemi @
ce qui en fait uwd*facteur cl® de r®cidive
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Dans | e cancer du pancr ®as, YAP contribue
|l es signaux de survie et en modul ant | a comn
gliobl astomes, YAP et TAZ sont -aegpog®abbhes

mai ntenant une vascularisation al telrnative v

Dans | es cellules tumorales, | 6axe YAP/ T
contribue © |l a reprogrammati on m®t abolique f
r ®si stance aux traitements. YAP/ TA&t plralviequd e
prtoumor aux, not amment | a glycolyse a®robie (
et | 6absorption accrue de glutamine, comme (
pourmdni’Tette activati on an®uearbto!l d@wree storaa c O am
de g nes tels que GLUT1, HK?2, ou SLC1AS5, g L
bi osynt h®ti ques des cellules canc®reuses. En
de g nes de r ®si stmmec eABLWGR, t mali tdegnmefnt «t, e qcuos
(BL2, Bl RC5, MCL 1, etc.), ce qui sugg re 1|e
th®r apeuti qgueéhfeh’tToru@ferf ddtsgi rceess effets ne sot

selon | e type tumoral, son stade de progress
i. R*l es dans | e microenvironne

Audel ™ de |l eur fonction intrins que dans |
rtl e fondament al dans |l a structuration, l a s
umor al ( TME) . Leur activation deasnsdudi TMB®r

—

contribue 7 fa-onner un environnement favor a
a fibrose et 2’1 dBmmdrd’suppression

De pr®c®dents ®tudes ont mi s en ®vidence

rigidit® de |l a matrice extracell ul a®Y el Idsanys
induisent |l a transcription de g nes codant p
de type |, Il a fiCbroanentciome, -fdilebsr ¢ aicd £aB-rse @mre

bd77:. &% a forme une boucle de r®troactivation

matriciel, augment a®@ttuamtcolreurd aprmromr aeid®t ievx a

YAP/ TAZ sont ®gal ement i mpliqu®s dans | a
i nn®es et adaptatives. Dans des macrophages
pol ari sati ont udneo rtaylpee, M2t, rp®gul e | 6 e x psrievsessi o n
tell es-1qQuel-BoWUTGFSF1, qui i nhi bent | a phagocyt
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suppr 85%3s38%4veAsP/ TAZ dans |l es cellules tumoral
s®cr ® i on de chimiokines telles que CXCL5, q

( MDSC), contribuant =~ | #®dH FOLEES i mmunot h®r

Cette capaci t® de YAP/ TAZ ° moduler | es r
cellules my®l opdes ou tumorales, mais s' ®ten
il lustrant l eur rtle profond®ment colnltwelxd e

r®ticulaires fibroblastiques (FRCs) des gan
| 6engagement des prog®niteurs m®senchymat eux
Choi et al . dans | eurs travexpretsubpnadei chat
n®cessaires °~ | a structuration des zones B/~
activation prolong®e ou excessive de YAP/ TAZ

induit un ph®notype inyuocef,i bpreorbtluarsbtei glubea rpcahtihtoel

alt re |l a r®pons&’i @amudi haereepdapnatlies | ym)
|l es travaux de Stampouloglou et al. ont mi s
fois commdifvragiimon” elté6dc |l a diff®renciation ef
dans |l es cellules T augmente | eur-paptuli att opos
Th1l, Th2, Thl7 et Treg, et am®l i oransedesin
mod | es muri®h sCedse ocbasnecrerat i ons soulignent qu
soutenir ou freiner | a r®ponse i mmunitair e
mi croenvironnemental, et appellenth®r apeutip@

Léactivit® de YAP/ TAZ est ®gal ement <cruci
contrtle | dangiogen se tumorale. En r®ponse
de cisaill ement ou ° des factesar®tddesr onssa
®vidence | e rtle de YAP/ TAZ dans | dangi ogen

VEGFA, de MMPs et de ANGPTL4, qui favorisent
fonctionnel s?84.d%Ce | R taumeegr Y4B NdaaesesDamen

coop®rati-tle navheg @ oktli e, un contexte fr®quent d

ainsi | a perm®abilit® v adas&lu®naei nrtes ectl el féso xdyeg @ n
de |l a diss®mination m®tastatique.

Dans de nombreux cancers solides, il est
exploitent | a voie Hippo en modul ant | 6expre
contribuant ainsi de mani re n®teée sliaemdl dai &
r®si stance aux traitements. Cette d®r ®gul ati
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el mémes : des travaux r®cents montrent que Y

cellul es du mi croenvironnement tumor al, no:
endoth®liales, 0% il-sumbpchéEssr tnrt lsdes s dtiae nftibbar
et | 6i mmunosuppression. De mani re intuitive
adapt ®e aux tumeurs solides, dont | 6architec
et |l es h®t ®rog®n®i tPsotesslkeal mastpel met de me
transduction et -datsriicndg.er@epemdhasntcel d aitl tee co
di mension biophysiqgque du signal, rend parfo
di ssoci erf adexruagt cont extuel s. Cette observa
dobautres entit®s pathologiques 0% |l e remodel
central, sans pour autant soéinscrire dans un

Lorsque | 6on regarde dans | a |itt®rature
®vidence |l e r*le de | a voie Hippo (et de YAF
Dans | e my®|l ome multiple, une ®mamogagitescauamort
dans |l a moelle osseuse, | 6i mplication de TA
d®crite. Ces <cellules r®pondent aux signaux
| 6expressi enurdvei eg ente sd ep rrae onto @ mine 1y & -6 Nhisl BOEBEc li le |
cr®ant une niche protectr iftle Dmosr |lae sl euel®m
l ymphobl aAltL)gueude(dctivation aberrante de Y,
a ®t ® d®tect®e dans pr s de 50 % des <cas,
|l euc®mi ques et interfopt@wéaDacs |bandeaot ®mn e d
Chronique (LLC), bien que | es cellules B | eu
|l a voie Hippos sleend| eelalculi e® dlanTME telles qu
stromal es. Ces cellul es, activ®es par | es s
cibles transcriptionnell es de6,YABuicomm®e nGQ’
mi cr oenvi rothencetmewnrt etr I mmunosuppressi f. YAP/
production de cytokines et de chimiokines da
et la prolif®fation |euc®mi que

Enfin, sur | e pl an m®t abol i que, | 6acti v
mi croenvironnement t umor al participe 7 l a ¢
favorable ™ |l a progression n®oplasiquar Dans
exempl e, YAP/ TAZ favorisent une reprogramm
transporteurs de glucose (GLUT1), déoenzymes

t I & daNdo



bi osynt h®tiques telles que | e cycle des pe
®nerg®tiques et anrdb’*dlCiegu€AFde haes emeinlt um®s a

®gal ement du | actate et des acides gras |ib
cellules tumorales environnantes dans une dy
De mani r ebamxdriavlalt iloen, dle YAP/ TAZ dans | es ¢

glycolyse au d®triment vee lua phos$phomplt atbiod n

associ ® ° | 6angi ogen se pathologique et ) I
per f3fdamans |l es cellules immunitaires infilt
cellules my®|l opdes suppressives, YAP/ TAZ sem
bas®e sur | 6oxydation des acides grasg €&t I

|l 6acquisition doéun phONPSEvpembmmunossppbesse

gue YAP/ TAZ agissent comme des int®grateurs
TME, en adaptant | es programmesebi o@maeng®tai ¢
de renforcer | es conditions permissives ~ | a

Apr s avoir explor® |l es fondements du mic
m®t abol i ques et m®cani ques associ ®es, nous
processus au sein déun mod |l e patbelragi qgwe e

pat hol ogi e fortement d®pendant e de son mi C

pr ®c ®demment, | a Leuc®mie Lymphopude Chroni qu

V. La Leuc®mi e Lymphoude Chroni que
A.Pr®sentation g®n®r al e

La | euc®&mie | ymphopude chronique (LLC) &est

| 6accumul ation clonale de | ymphocytes B mat
p®r i ph®ri qgue, |l a moell e osseuse, lpepse ganpgalrito
de <cellul es B ayant travers® partiell ement
germinatif est l e site au sein d'un ganglio
antig nes, Ssubissent une mat dreatri cmpda'caft f® ni
anticorps de haute affinit®. Dans | a LLC, | a
mutations somatiqgues des g nes des i mmunogl

pron®d@$t3Po6i mpor t aMcte® dio g t MU td@ s ¢l GHV sera di :

sui t e.
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Sur |l e plan i mmunoph®notypique, l es cel | u

mani re calreascta®rtiisg imeuse CD5, CD19, CD23, ain
et déi mmunogl obulines de surface (1 gM/1gDb).
l ymphocytes T, est pr ®s ent de fa-on aberran
marqueurgque afgonm’d.d meemt @D23, un r®cepteur de f
est wutile pour distinguer | a LLC ydmpahuotniee sd un
mant‘@Que CD19, exprim® tout au |l ong du d®ve
pl asmati que, joue ustrmbeatiseserntuelr ®dapsel .
mar queBri pdnspensable ° | a d®tection @es | vyr
mol ®cul e transmembranaire impliqgu®e dans | a
du signal calcique intracell ul ai rma,j eiulr ec admst:
l es traitements ¢l bmasexdfangi cor peaxmmab) , b i
souvent faible ou*°h®@P®rog ne dans la LLC

Sur | e plan ®pi d®mi ol ogi que, l a LLC est |
| 6adulte dans | es pays occidentaux, avec une
personnes par an. Elle affecte pridro®igpealaeume
di agnostic autour de 70 ans, et pr®se*fte une
Toutefois, cette incidence varie significat.i
nettement moins fr®quentle Ecsan g nlog sa npmemu | aCthii o
chez |l es poparab®Pensesgafreugg®rant une co
environnementale prot38tbhamcs leamcmapomatl ® caeng
pr ®c ®d ®e par une phase infraclinique appel ®
condi tion, d®t ect ®e chez 3 ° 12 % des adulte
cellul es B clonalgesp®CDbDph®diagqpqse | £anssansi gne
l ymphopudes. Bien qu®e® O®sigae, dangi fanmaj or 2
une LLC manifeste chaque ann®e, cé&l%g‘PDaas f a
un nombre | imit® de cas, la | euc®mi e | ymphoj
agressive de | ymphome, |l e plus souvent un |
processus appel &@%°s yCredrteeme rdaen sRioahtadri on conceé
patients au cours de | eur parcour s, et ell e
mal adi e, souvent associ ®e ~ des alt®rations
|l 6activation H€.%°% voie NOTCHI1
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Par aill eur s, l a LLC est une pathologie |

clinique que biodegxqude.r mds ®@®@vetuhgues, car
mut ationnel des g -hke.s ULeEHYW, n€DIBGHYt (-ZlAdAuno gl «
Vari abl e Region) encode | a r®gion variable d
un rtle cl|l @@adasanta sdepsaocrm niteisg mel | ul es B. C
physiologiques, IIlGHV.®ll edtei dre peaocessas de me
au sein des centres germinatifs, oY% |l es r ®a
diversit® de BCR, optimis®s pour reconna’ tre
mutati onnedHivéu mgtnedd®val uer | e degr® de matu
de |l eur transformation | euc®mi que. Fait not a

sembl e ne pas cetrrteaianle®a tso®grueenc ey -2tTBH VY &Eosntqu
f g®e mme nt utili s®es, sugg®r ant une pression
Ce ph®nopnamtei cewslti rement bien illustr® par |
co€dtre des BCR pr®sentant des s®quences (
apparent ®s. Cela t®moigne dbébune reconnai ssan

de antig nes communs ayant cdPtLRru@D38| & s$

prot®i ne de surface inteAbDenhanta damgnal e s a®it
favorisant | a prolif®ration et70 a(-zzadraciiat edl
protein 70), dont | 0expression est aberrante

du BCR, simulmuntatume famnti g ®ntiigque.

Les formes indolentes, souvent diagnostiquc
plusieurs d®cennies, sans n®cessiter de trai
des g nes | GHV mut ®s, unél0frmrebdesenxpe ed&Earog
cytog®n®ti qgues d®f avorabl es. Les patients |
prolif®ration des <cellules B, qgui sembl ent
| 6apoptose pluttt qudbiun®?2activit® mitotique

Les formes progressives se caract®risent C

ad®nopathies, h®&p@mios pb@®na m®ganbiop ,®ni e, et p

aut emmunes. Ces formes sont souvent associ ®e
®l ev®e -7TDe qAIAP refl "te ici une plus dtiancke r ®
CcCD38, dont | 6expression est ® ev®e dans | es
prolif®ration accru**et ~ une survie plus co
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Enfin, |l es progr s dans | a compr ®hensi on

des -groautspes de patients selon | eur sensibildi
notre | aboratoire ont abouti " sumetneanvsl |
Ar ®pondeur so (r e s pRopnodedresu)r essope a(rsribasr sfi)n, 0 ns u r | a
sensibilit® ex vivo ° des stimuli antig®niq

BCR!>.41Cette approche a dgemmitd ohemeddrer ® dr alcd

|l a capacit® de remodel age du microenvironne

r®si stance intrins ques.
B.Caract®ristiques des cellules B de
Les cellul es B de LLC sont |l e si ge de
intracellul aire, conf®rant ~ ces cellules un
| apoptose et ddoadaptation ° | eur wummi clreareguev i
®ventail déeffecteurs mol ®cul aires, faisant
champ de recherche particuli rement riche et

Il " h®t ®r og®n®i t ® marqu®dedepatceht sl aster nmai |
|l ign®es cellulaires ont ®t ® d®vel opp®es et s
mod | es cellulaired, ouGminepelrmett gn®e dMECeprTr
caract®ristiqguemop®®obaypegudse ka LLC tout e

une standardisation essentielles pour | 6an:e

der ¢ t'l.®eés

Si |l i nteraction avec | e microenvironneme
particuli rement fascinant de |l a physiopatho
contextualiser | a d®r ®gul ati olnl WlessmfBmeesls| a=

Par mi cdel llees voies BCR, b-PRBRNhAKE/ mTORI eguWwntt
transcr-8BpteitoMNFMF occupent une place pr®pond®

caract®ristique de cette h®mopathie.

.. La voie du r®cepteur des cel

Le r®cepteur des cellules B (BCR) est un
des |l ymphocytes B et constitue un pivot de |
i mmunogl obuline de surface quinescom@aasdult ¢

CD79A et. GmM9Bctivation joue un rt*l e fondame

prolif®ration des cealBcwrlpaseuB ctasmssnnlta ellL @.anWn

t | & daNd o



l e CD19, une glycoprot®i ne transmembranaire
CD8%1°.42€CD19 agit comme amplificateur du sign;
la PI 3K via des r®si dus tyrosines phosphor
interaction accro’t |l a production der eBl P3,
effecteurs en aval. En plus de potentialiser
efficace de2aBfkeat aRLCI|l a IsexnsB bi 4t a’®h tdieg™ e |

Lorsqu' un arsttiignuneat(iowm umen®ti que) engage

une tyrosine kinase de | a famille Src, qui

conduit N |l a phospheenp!|l dayrosi "ne ISiYyiKa s(eS , g

intracellulaire. SYK active ensuite plusieur
T BTK (Brutonds Tyrosine Kinase), essenti e

T PLL2phlospholipase C gamma 2), qui g®n re

activant |l a voie calcique et NFAT,

T Ai nsi gue | es voies MAPKUI( ErR&glu l2e ntetr ePslp
prolif®ration et | a survie cellulaire.
Au cours du d®vel oppement normal des | ymp

uni que par recombinaison somatiqgue des segme
i mmunogl obulines (I GHV). Apr s cetteti® ame,

dans un centre germinatif, 0% ils subissent

afin doam®liorerdudbapfooes®udeappal @BRRP'er mu
Ainsi dans |l a LLC, -GbLd{IsGHY gelt ®O)ls@H\aWni oenn tnsu
Lepati e€LE MI GHV mut ®) , pr ®sentent des cel
| ymphocytes B ayant rencontr® un antig ne et

Les pa€fLén{s$GHY non mut®), pr®sentenbiqaoaant
processus, refl ®t a-nhd@men haAyticer ad iINn@d X mwa i § e«
dit€d4dLU(non mut ®es) pr ®s e rnutee rdtu WBrCeR, a ant°imea teino
déantig ne. Cette signalisation "tonique" e€n
cellulaire comme <celleseiqpli daamtri 88KI| auptE

persistance des celnl glrasn dlee pa®miiegueses. qOde X p
agressif compa-C®L a@meicel Qul eodsnM g®n®r al e men
germinatif et montrent uf% Y realties adiifofn®rBQ@
i mpl i cat i ognuse st hd®rraepcetuetsi-CL L ,| efsordelmewnlte sd ®p e n «
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signalisation BCR, sont souvent plus sensi bl
ou HRilcpKknme | 6i del alisib), qui perturdit, ces

moi ns activ®es Vi a | e BCR, peuvent’ pc&®ser
i nhi B#7t e2frigs

i. La voi-Ak-BTB®R

Lavoi e Pl 3K/ AKT/ mTOR est activ®e en aval
r®cepteurs commeuCD40, iBARgrines.-kLana®PeBK ¢}
particulier sgegomnveototmé ePigllibspphladspdlydi @o6Pl
P I3PR, un second messager | ipidigdepe®d®Bt rlicn:
1) et AKT (aussi a pKpi enl a®&ee FBKB “p oluar nier nobt r®a nnee p
phosphoryl ®, AKT devient acapadptedo mepehd BbeD pl
(B2associated death promoter), -&pXmtlot(i qaucet)e
GSKhi3ufphe kinase qui r®gul e |l a transcription,
voie Wnt). AKT active ®gal emeanlt dmalnGR dla ru@g ucl

l a croissance, de |l a biosynth se *p% 63t @%fruse (
l es cellules B de LLC, cette voie est syst®
prol vafgi®e

iii. Les facteurs d&BtrdnNFEFAITpti o

Le f acttreaunrs cdreeBp teisotn uNMF r ®gul at eur essenti e

| 6i nfl ammati on, l a survie et 4JoBa egtolri dt®rrad i d
cytopl asme pRULOGladcitnihviabtiitoenurdel | ®&NEbMOpdoanoni c
| a phosphoryl at isBUn iebt®r-aBnlt@sNF®g e mtd alt € odi whO il

qgui mi gre dans | e noyau pour activer |l a tran
de LLC, cette voie estti veectpiavr®el ad es ingannail irseatd
(expri m® par | edi €el IRelcept ®)y, 91  TL&RIOI) et I
mi croenvironnemendt, (cihnetnBgkfitihnéess D e\Velipd .u)s , |l 6ac
chroni quB d®gWNIFe | 6expression de g nes tels
renfor-ant |l a surv4%®®e et | 6inflammation | ocal

En paral-bB,l el edef aAkRR eur de transcription N
Tcells) constitue un autre pivot transcripti

cellul es B de | a LLC. Pl uix a b p ® ode®icr| geonecnieen t |,
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d®phosphoryl ation de NFAT2, facilitantuC,sa tr
NFAT2 est surexprim® de mani re constitutive
sans stimulation anti-g®hi g®eésCapg®mdant uns e
stimulation par l 61 gM i ndui't une augmentat.
NFAT2 dans | es cellules dites Ar®pondeuseso,

pronostic clinique d®baogr ghlkes®L&ichhiviei tdieo M

VI VI'T bloque cette activati on, supprime | a t
|l 6avantage de survie induit parT ®pen*8B€®RIedssi mtL
r®sul tats d®montrent | 6i mplication fonctionn

LLC et d®si ggNEAT d ®drmame BICR ci bl e th®rapeutiq
iv. La v oibec aWn&n/i ne

La voie Wnt constitue un r®seau signal ®t

prolif®ration, | a survie, |l a migration et |
par des | igands Wnt pr ®sents dauwmist sl ed emi ma mie
autocrine par |l es emellmedl 3 B°|1 euc®mi ques el |

1 edxeeusxt egrandes modal it®s de transductio

d®pendahtat @ei ha, -cdandmi quwd,e inmdWp.enbDamd el a e
canoni que, des | igands tels que Wnw®TEpse | i
LRP5/ 6, ce qui inhibe | e complCKie Ari 0®gt ad
responsabl e de elta dgh dsap hdb&gart adhditoitse 6 i dlei bi ti o
compl exe de d®gradati ormc pte®mierie | darcs uimel actyi

transl ocation vers | e noyau, puis | dactivar
partenaires tedBs ¢FOXOT OfcISEORNaMEB]I 6 qu®e dans
r®gul e des g nes impliqgqgu®s dans |l a migration
au stress. Ce type de signalisation est par

m®du l“?8ft3e

Cependant , |l es travaux sur |l a LLC ont mi s
de Wnt, qgui semble jouer un rlle plus centr
propri ® ®s i nvasives et migratoesesrdeauxedeée
et al . (2016) ont mi s en ®v idence un m®cani
| 6ol i gom®ri sation des r®cepteurs orphelins R

Ce complexe recrute des faattuvandoPebaBGiPasd
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Rac1l, gui orchestrent | a migration directior
Ce processus petol° t(rce rimMtauqguEnag@dOR 1UWG d@®@mbint o @
| 6i mportance fonctionnelle dé*3c Ot olwusiel e&an
de Kaucka et al. (2013) ont r®v®l ® que | a si
non canonique du r®seau Wnt, est ®gal ement
surexpression des compguantvangl ®s &feicéleda,v
et |l es prot®i nes Disheveled (DvlI2/3) dans | e
| a mi grati on directionnell e, | 6i nvasi on tr
ganglionnairesdelLesttahivbi eelioruo tRhmmerrotC Kg o ratl rt

significativement <ces capacit®s migratoires.
du progr amme PCP dans |l 6i nteraction pat hog

mi croenvi*fonnement

Tr s i mportante pour lbac atv®mieneWnéstcamoaea
mul tifonctionnelle dont | e rtle est central
cellulaire et | a r®gul ation tr de&a®ni pei ponel
rtle structural essentiel en sbébassociant au
doadh®si d®pealdanatms pr ®sentes ~ |l a surface d
| &c at ®ni ne per met | 6 ain ccrya goes qdie | e € B-ceadt é@nai icntei , @
stabilisant ai nsi |l es jonctions adh®rentes
adh®sive contraste avec son r'le dans |l a sig
b-cat ®ni naec yvtbasacluimpl e et transloque dans | e
g nes cibles. De mani re int®ressante, de r QG

®vi dence un r ! |pec abti®noi nncet isoen noenl sdae lleass at ek Rt ¢
de LLC. En pr ®s ence du ccnapt| ®nxien e d ee s U ® grraay
pol yubiquitinyl ®e, apr s phosphorylation sur
|l e prot ®asome. A | Obaciadte®nd un emu thaarbtl eShdeSsA idden glca

dans | e cytopl asme), |l es travaux de Mihoub
di ff®renti el f-reat ®@cahéesdansenl de tallules B e
des cellules du microethevntr o@gaelmemdnt Cers Itumiv
de signaux solubles tels que CXCL12 dans | ¢
| 6i mplication de jonctions cellulaire*d® via I
La figure 11 sch®ama®nspel dand | kaldsQu teati emedte se
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l umi re au travers de cet exemple de signal

mi croenvironnement et cé&4®l ules | euc®mi ques d

CXcL12

(=SDF-1)

‘.'.._ Cadherls
%ee » \

Tee CxcRa

B-CLL
Lymphocyte

1 Proliferation
T Survival

Targwt
genes

tAdhesion

o

Stromal
cell

Stromal
cell

Figure 11: Repr ®s ent at i on s c h @adénihe dgns k& sudvie des éellules d e |
B-LLC. Léinhibition -3 dansprloe¢lRC pae Hiverslisenali dB
mi croenvironnement emp°®che | a pdaténinedt conduitaasoni on et
accumul ati on ( f-tatérinb ess recwige & l@ membranéswbilide des structures
déoadh®si ons d®pendantes des cadh®r icténmesurHan par a

Tyrosine 654 (Y654), favorisant sanportation nucléaire et son activité transcriptionnelle sur des

genes cibles impliqués dans la prolifération et la survie des celluled. BC . Léactivation d
' i ai son CXCL12/ CXCR4 part icaténipee Rar ailléurs,|ldactegrtChgbi | i s a
produit ° |l a suite de |l a signalisation st-romal e:c

caténine et a son activité transcriptionnelle. Figure réalisée avec BioRender.com.

Ainsi, au travers de ces diff®rentes Vvoi ¢
cl airement qgue | a pathophysiologie de | a LL
cellul es B, |rmraic®Pmiagseai sur un di al ogue ®t

mi croenvironnement
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C.Le microenvironnement t umor al de | a

€ |l 6interface entre support et signalisat
compl exe doéinteractions et il of fre non seul
mai s influence ®gal ement l eur C oemptoa t @eme n v u

doensemble des di ff®rents acteurs du microen

| euc®mi ques. Dans | es sections suivantes, n a
mi croenvironnement, ses aoaompar taiiment squan alteos
mol ®cul aires impliqu®srdmak essdntal egué t amp
LLC.
L e
Lymphocyte T Ty:‘é&.hmr
mm*'m (Treg)
Lymphocyte (TCD8") Monocyte
T helper (CD14%)

folliculaire
(Tfh) Q

10 TGF-g

® — R g
erees / Nurse Like Cell (NLC)
VLA-4 g , i (Macrophage M2-like)
o _, CNwe -
A - : ‘ “ 4 e CXCLIZ
i ——p oy
e .‘ Cellules Myéloides
Cellule Stromale .
Mesenchymateuse (MSC)

Fibroblastic Reticular CGII
(FRC)
Cellule Dendritique
(o)
Figure 12:.Vue dbébensemble du microenvironnement LL(
les cellules B leucémiqueta composante cellulaire du microenvironnement LLC comprend différents
types cellulaires Lymphocytes T (Tth, TCD8Treg), Natural Killer (NK), Monocytes, Nurse Like Cells
(NLC), Cellules Myéloides Suppressives (MDSC), Cellules dendritigues (DC), Cellules Stromales
Mésenchymateuses (MSC) et Follicular Reticular Cell (FRC). Par le biais de facteurs solubles et de
contc t s di r e cetds ces delfulesncenarmurbguent avec les cellules B de LLC (représenté en

bl eu au centre de | 6i mage). Ces interactions con
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de cellules participant a la survie et la prolifération des cellules leucémiques. Figure réalisée avec

BioRender.com.
. Composition du TME

a. LES CELLULES | MMUNI TAI RES

Lesel lules T CD4 not amment | es T helper
essentiels de | a r®ponse i mmunitaire adaptat
l eur rtl e nor mal pour favoriser | al lIsaug vdes
modul ateurs coop®ratifs de | a niche tumor al
interagi ssent avec | e CD40 exprim® ~ | a sur
voi esB Net MAPK qui favor iwaesito nl aa pporpotloitfi®yruaet |
tumor al es. Par ailleud4s, d®abOoEtt h ppradguiss aret
renforcent | 6expression de g -be€®.7de survie e

Les | ymphocytes -Texrp&gunaantte ulres qD4i,se glset CD?2
significativement enrichis dans | e?** a4ty 4%t |

Leur expansion est stimul ®e par -1®eatviblreonh@mh

produits par | es cellules stromales, | es cel
gardiens de | 6i mmunosuppressior]|] |l béesesTimegygto
des <cellul es NK, emp°omant aiait @esief tiocdaee ac o |
|l euc®mi ques. Leur accumulation est dorr ®l e

Bien que pr®sents dans | a circulation, I
fonctionnell ement ®pui s®s et aftlf,i ct3AeGne+t dEISM m
3.Sgl édat®pui s®s de |l a surveill ance iignuneu neisttaierl
partie orchestr®e par | es exosomes tumor aux,

l es signaux suppres%i?fs des MDSC et des Treg

Les cellul es Nat ur al Killer ( NK) , nor ma
tumorales sans pr ®sentation antig®ni que, son

cytotoxique r®duiteHLAMK exprdes sliiogna nadbse rdrea nrt®c

(ex. NKG2A)LGucecontersi Bue © | eur paralysie fon
par | es cellules B | euc®mi ques modul ent ®gal
| e s*5RK
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Les cellules dendritiques (DC), sentinell
souvent i mmatures et adoptent un ph®notype t
de -scto mul ati on (CD8O0/ CD18%,) ,etprordiue stebhd meEeptu®id

r®ponses immunitaires vers | 6induction de Tr
entre immunit® inn®e et adaptative, nmfets plu

Enfin, |l es MWMR2SCvEeMy &Slugpipd essor Cel |l s), cel
sont accrues dans | a LLC. El'les suppri ment |
doargli,naNs@®0,| ROS-pEet eS§Gparticipent ~ | 06i mmun
soutileasmentegs et favorisent | &ahgiogen se e

b. LES CELLULES STROMALES

Le microenvironnement tumor al de | a LLC r
stromp®ei ali s®e qui fa-onne une niche prot e
| euc®mi ques. Par miLickees Cceellllsul(eNsL,C)l,e sl eNsu rFsieb r
(FRC) et Il es Mesenchymal Stromal Cells (MSC
convergents dames llaa smadulegt idoen | a migrati on
cellul es malignes.

. Les Nuwirksee Cel |l s ( NLC)
Les MNurksee Cell s (NLC) sont, par origine et

pr ®ci s®ment des macrophag@é%*U®Irli ¢®Wss aret mpmion
d®crites dans des, comtpattisc platdmollogi QUEs oY
S
d

imilaire © cel ui des; TAMst aliams treasva@anceU Gy
es cellules pr®sentant des caract®ristiques
infl ammatmhrroni ques, comdescerni pt ®mai gdnaen s | el uar
rhuma*t.opydaens | e contexte de la LLC, Iles NLC
associ ®es aux cellules stromales. Cette iden
et en font doelles des cellul es*".é®4samsutNwemge
Like Cells (NLC) d®ri vent de monocytes CD14
cellules B |l euc®mi ques, subissent une diff ®r
M2l i“R® Ce processus, obserov,® raeufsls’it ebiledni nifnl uvei
niche tumorale sur | a pl*a%.t%°cit® du compart:i

t | 3§ daNd o



Ph®notypiqguement, | es NLC expriment des m
alternatifs, tels que CDG68, CD16 3, et CD206
CD14 eDRHLBes marqueurs soulignent @aplaift®i s

i nteragir alvle@ viieas dceesl | m®deasniBsmes de pr ®s.

signalisé&%i on directe
Sur | e plan fonctionnel, |l es NLC sont de
pour | es cellules B | euc®mi ques. Ell es s®cr

gue BAddel I( BActivating Fact-bndueiamdPRI u(l A aRr
via |l es r®Rept eTAGI BAFELCM®ELes e segnBIl i sat.
NFeB et Pl 3K/ AKT, entra’  nanapaoaptosugarpr esmme

MCL1, et conf®r ant auxnaoeldadrewsée > u nodrap cepst ausn:

Les NLC produisent ®gal ement des chi mi ok

not amment CXCL12, gui i nt er agliC paowec r@&XG R4 c
ancrage dans |l a niche et activer des <cascad
commelO,L CCL3, et CCL4 participent ~ |l a modul
| ocal, favorisant | a polarisation des | ympho

effecteur £°%.9¢%°0t oxi ques

Audel ~ de | eur rtl] e s®cr ®t oi r e, | es NL C

t h®r apeutciugluteur eEn eclol es -pr6tdgehdateisonede¢ uha

cytotoxiques, not amment la fludar abnner,e | e
| 6i brutinib (inhibiteur de BTK). Cette prote
anapoptotiques (comme MCL1) et sur | dactivat
telles que | dautophagie yda*ffef m®t abol i sme mi

Enfin, |l es NLC participent ° |l a d®sorgani
gangl i ons i AfLICI,t re®@d emarf olrareenB des r ®seaux CE

topographie classique des zonesocBytets T,apulfisr

facilitent | 6installation de niched5°aberrant
i. Les Fibroblastic Reticul ai

Si |l es NLC, d®r i v®es du comparti ment my ®
i mMmmunitaire r ®ori ent ®e au service du sout

m®senchymateuse contri buent ®gal ement ~ fa-o

t | & daNd o



cades

| 6envi

Loc

al i

Fi broblastic Reticular Cells (FRC), d
ronnement gafniglndémeimtailres eftl lex ‘¢ ®WIYtdU lea |

s®es principal ement dans | a zone T

m®senchymateuses non h®matopou®tiques for men

| 6organi sation spatiale des creduldxl|dees mimgrual

et

de46

Survi e

Ph®notypiquement , l es FRC se distinguent

déantig nes mat fTiIRZi,eltsouttel esn q@teanER n®gati ve
h®mat opou®ti ques (CD4%%).%%ate uean dmtthr@lciea lexxt(r @3

collag ne et en glycoprot®i nes, sert de supf¥
flux de cytokines et doéantig nes, facilitant

Dans un contexte nor mal, |l es FRC produi s
CCL21 et CXCL12, qui assurent | e positionnem
comparti ments ganglionnaires. Ell es ncaretsr i bt
|l ymphocytes, en modulant | a barri re des cel
en cr®ant des gradients ch-pmpaotatt bogf& snmada
Cependant, dans |l a LLC, cett.e Ldrigndnilstataitam ne
cellules B | euc®mi gues provogue un remodel ac
pol arisation, d®r ®gul ation transcriptionnel!/l
entra’"ne une s®questBatumarabesrdanhs des okt
favorisant |l eur persistance et perturbant I
gangty on

Les FRC contribuent ®gal ement deL@anPare
|l a s®cr ®tion de CXCL12, el l es activent CXCR
cascades intracellulaires de t-gpemaA®dif.i eRParERK
ailleurs, sous | 6influence de signaux inf]l &
reprogrammati on m®tabolique (ex. glycol yse
alt "re leur profil de s®cr@&tiisomndeest cred*f.fud rese t
En r ®ponse ° | a pr ®s elnL,cG, plreosl omMRI@ e e xdper icneel nltu
r®cepteurs sensiblUeéd) aillsTNF @i ®st erairné eSLT el
Cette activation stimul e | euiranetx plaen smaoinl leag €
favorisant ainsi | a cr®aftdida®ele niches de su
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iii. Les Mesenchymal Stromal C

Tandis que |l es FRC jouent un rtl e fonda
ganglionnairesm®duwl |lcadmpearrte pnoesnee s ur une aut
fonctions tout aussi d®t er mi nantes | es Me
cellules m®senchymateuses mul tispoouteingre st i d sew
capabl e de modul er " | a fois | a bi ol ogi e
| o *t&Y &7% 47L0* " de se |l imiter ~ unenfsdndtuieon &
®l ®me n't actif de I a niche tumorale, contrib
t h®r apeutique des cellules B | euc®mi ques.

Ph®notypiqguement, | es -eWSKCr essosnitond &fe nC@33,
CD105, tout en ®tant n®gatives pour l es mar

CDh31, et prog®niteurs CD34. Ces cellules so
chondrocytes et adi pocytes, mai s dans | e <cor

déorchestrer | 6envir*dhnement m®dull aire tumo

Les MSC s®cr tent une gamme ®tendue de f a

|l e soutiLdrC. desaar B eux, l a c¢h)i meski par CXE€ull
i mportante en interagissant avec CXCR4 su
mi gration vers | es niches protectrices de
| 6activation des voies PlI3K/AKT et MAPK, qui
tout en | imitant | a sé&hA% iDbdiauyitttroRksSaruexs a®elnlt ess c
| 6-8 L | e VEGF,-b partl e€i preGFt "’ | a constituti
i mmunomodul atpeowrt o¢t gaeaet i Bn sparnuilceulliaervoil &l
contribuant © | 6expansi on ecltdamal & odhd g ec d lolawplo
l ors de traitements*’4%* venetoclax ou ibruti
Outre | eur rt*le s®cr®toire, |l es MSICCinter

via des mol ®cul es doéhdh®®EANMet t el beengautei W& A
contacts prol ong®s gui -saumpvliief.i e@d shlyian tgeurgascat |

renforcent |l a r®sistance ° | 6apoptose, vi a |

NFeB, et mi ment des signaux iss8 de | a sti mu
un aspect particuli rement remarquabl e

reprogrammer | e metiLalCol Pt meiedes sc®tludless oBt

peuvent transf®rer des mitochondries ifrogocti o
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nanotubes ou des v®sicules extracellul aires,
r®si stance au stress oxydati f -LLECetdtee spulravsitvire

conditions hostil es, not ammepeul ogsegdeod 6en
hy poxifqt’é

Enfin, | es MSC jouent wun r'le central dan
l ocal , en orchestrant un environnement tol ®
l eur s fonctions maj eur es est | 6i nticlietuir n

not amment par I|-ba 5®cr®&tide peoIG&gl andi nes,

de mol ®cul es i mmunosuppr€ssi segnaex!|l eshiqbent
l ymphocytes T CDS8 et l i mi gent cbeur i ca@aci
i mmunitaire -Lde®¥®.t’éAarudlels IRment, | es MSC f a:
l ymphocytes T r®gul ateurs. Cette induction s

de TG&Mmad et-2,deetl 6padaut °tre amplifi ®e par des:s
ectoenzymdasd sewmit mreo |l 6ad®nosine 8% un puissant

ii. Niche m®dul |l aire et gangl i on
Les niches tumoral es, principal ement | oca
moell e osseuse, of frent aux cellules B | eucht

Ell es conditionnent fortedmguadi |l eded apgricoshg e retr ean
de quiescence ou de r®sistance aux traiteme]
cellul aire, ces niches sont dynamigues et p

persistancté®®d®ll a mal adi e

Dans | es ganglions I-yimPhati gegs oupent cdh
sp®ci fiques appel ®es centcremd rde g@geoimi h ®&r at

interagissent avec un r®seau dé€nd® ©ér miel ll &
acteurs cl ®s de cette niche ganglionnaire fi
| es cellul es dendritiques et |l es NLCs. Ces
multitude de &dcogmmex COMDUDBAFE|tA CALQWI

soutiennent | a survie et sllGnudieant!| 4 aac tpirwdtiif
BCR, -aB\,F PAIKBGMTOR et NOTEHIFe plus, ce dialog
constant induit une reprogrammation transcri
| "utilisation accrue du glucose et de I a gl

que d®montr® dan® dnésmamdd Tless ne®x h@es rgeamad é loa

t | & daNd o



m®t abol i que participe-LLClatpladtiuci tc@paest ®

pressions th®rapeutiques et I mmunitaires, f a
contexd®preindlaat i nduit une ®pdiags®n ®&tiitgRud rdenss c
LLC, | eur conf®rant une r®sistance accrue au
i mmunitaire. Par aill eurs, | a niche ganglion

i mmuni taire etdotbhs@rravpaetutoing unei,s teotl olgi que de c
ganglions est associ®e ~ un‘*®®®volution plus

En parall | e, |l a moell e osseuse constitue
LLC adoptent un comportement bien diff®rent.
caract®ris® par wune faible act’ vliaapoptods e&.®
niche m®dull aire repose en grande partie sur
qui orchestrent un envi®6onm@&le MIEGFCesecehl (I
stromal es assurentlLlUl®awniea €eX&A 25 CEERNAuUbLES| B=S

VLAM/ VCAM tout en modul ant l eur environnemer
r®dui sant ainsi |l e stress ox3%da*Ci ®Pet afi aVvewmir
transfert mi tochondri al d®cr it par plusi eur ¢

|l 6environnement @4dxCewelt éuhieshé umgirtal ésnc com

0% |l es cellules peuvent persister sous une
traiteefmemnctace. ElI'le joue un rtle central dan
capable de relancer | a maladie apr s une ph

tar d9%ves

Ainsi, dans | a LLC, | e mi croenvironneme
bidirectionnelles complexes entre | es cell ul
|l es entourent. De nombreuses donn®eal esp®ei n
subi ssent pas passivement l eur environnemen

fa-onner en modul ant | e ph®notype et | a fonc

cel |l ul

e
e

plasticit® environnemental evpest déesradi ®f @d e
aires d®crit pr®c®demment . Cependant ,
0

toutefois Iimit®e par |l a difficult® dobéobteni
du microenvironnemenatt sisntes de Ipla€Ci eCdest p

mod | es cellulaires ont ®t® g®n®r ® pour pal/l

t | & daNd o



D.Un mod | e do6®tude de | a reprogr amma

. Des | i gn®es pour mimer | e st

Dans | e cadre des ®tudes in vitro portant

stromal es ont ®t ® d®vel opp®es afin de repr

compartiment stromal observ® in vitveo.ac@a pnls
dynamiques entre | es <cellules B | euc®mi que:
comprendre | es m®cani smes de souti en, de pr ¢
survie et 7 |l a progression e mpmr @diceu £d | & 85X
primaires, souvent l'i mit ®es par l a disponib
interindividuelle et | a difficult® ° mainten

stromaux disponpbileci pal emMprartesseéea@attx cat ®go

murine et | es |ign®es dbéorigine humaine.

Les | i gn®esmmess MELlsWR4 ®t ®ntl argement util i
robustesse en culture et | eur capacit® ~ sou
dans des syst mes de coculture, y compris d:¢
mod |l es deé°3*x®ARoigernefdedel l es offrent une bon
origine murine impose <certaines l'i mi tes, n

interactions mol ® ul airegsncesedéebpukai dass

l es ligands ou“®Pe*8® facteurs solubles

A 1l dinverse, les |ign®es5 hathiafth erseg p rt @4 d retse
des outils efficaces pour mod®liser | e microc
travaux de | 6®qui pe de Mauro Krampera, publii
l'ign®es ~ imiter |l es fonmenbnd®dAdest MSC PplIr s m
d®montr® | a capacit® de ces cellules 7 expri

mol ®cul es doéadh®si ons eeuscsRanitiueBles | p ®ers ldes | ¢
osseuse humaines5 leGu@dieli ¢si&mmenmdds | ESfi br obl

l a moelle osseuse est ~ ce jour bien ®tabl:i
r®centes, synth®ti @ par 2K.23Mi amit etenM.or Wi®l Il
en d®montrant l eur capacit® ° favoriser | a
débautres h®mopathies telles “d%e |l a Leuc®mi e

Au travers des diff®rentes | ign®es dispo
stromal m®senchymat eux dans un contexte de

t | & daNd o



cellul-mic@endHtSit ue un mod | e exp®ri ment al per
dans | a LLC. Bien qudelle ne poss de pas | 6
stromales m®senchymdteuspeas t{ MBC)®e pr ismaitriieese a
di ff®r enciation adipootwnt diirgen ®e a nHsSehromad r o g ®n ip
fonctionnelle et exprime plusi eurGD78ar qQDe9ulr,s
et CBA'OPans |l e contexte dealasLd®peoatehées ®t ¢
l eur mi croenvironnement pour mai ntenir un p
| 6apoptoseb parmegn®e mMISmer | es interactions

sp®cifiques ad®’stroma m®dul | aire
i. Un di al ogube enkt@& e HS

L6int®r°t peéursoblest| iagre®as HS Il a |l umi re de
son influence directe s-ubLCleDesesmpoatvament ®de
®vidence |l a richesse du dial ogtu&5 batdilreess td eln
| euc®mi ques, reposant ° | a fois sur des cont
et de facteurs solubles, ainsi *Yur’%Cea riRiske@rn
compl exe déinter-Actdteonempdemet purf EH8d®ment
BLLC et de | eur conf ®rer des propri ®t ®s de s

ou th®rapeutiques.

Léune des cons®quences | es plus ®tudi ®es
de | dapoptoslkL@elsorcsedu ddlelsesB sont-5¢*31 CevP®es
protection repose sur | acsuvaiieon ndsBammers
Pl 3K/ AKT et MAPK, activ®es vied®2d¥s me®di ateur

En paralif favoréeselM$ une reprogr amm@ti on

en stimul ant |l a phosphorylation oxydative n
cellules | euc®mi ques de maintenir | sdmrem®tab
et qui particiPh’e © |l eur persistance

D6un point de vue I mmunol-gingdeit|l aneomad
de | 6expression de marqueurs -MdB,®chwamppleene nct e li
LLC, r®dui sant l eur reconnai ssa®YéeDpampl bes
| 6expr esshi odne plaar pHSt ® ne chaperonne BAG3 a
essenti el du soutien stromal, sa suppressioc
cellul es P%  Em@®@minqued usi eurs ®t udes85 oanltt dr®moln
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r®ponse th®rapeuviiQueemes ®ceildantes!| 68ur sens

| 6apoptose par divers agentf%>°%yit°toxiques ou
iii. Education des cellules stron

Dans une pathologie comme |l a LLC, | e micr

reprogrammati on active orchest rl®eC paxer @esntc el

reprogrammation dirig®e sur |l eureensbuomgeke
m®dul | aires en vecteurs de soutien tumor og®r
di al ogue bidirectionnel, dans | equel |l es S
ph®notype et | a fonction descardxit ypede cred
®t udes, r®sum® en 2020 dans | a revue de M.
modi fications transcriptionnelles, -ImM®Cabol.i
l orsqu' elles sont cWtLd®etsi eat ipo®sceaceoides M
gue -eBlF Pl 3K/ AKT ou STATS3, | 6augment ati on de
| i nduction dbéun m®t abolisme oxydatif mitoch

cel | tLILe&Cs e pr &5&n &% e H

N®anmoi ns, i est essenti el de souligner
changements danlsL Cl eso mt’enh@sux e ® uvBent | a con:
modi fications pr ®al ables survaeahmes dadsgi tles
| 6espti on prol ong®e aux Ssignaux |l euc ®mi gqu e :
mod | ent | eur envi rcon npernoednuti speo uern squui et ec e leusi f
n®cessaires-LLCepeaekbhtul asnBi, par sdevs®ssiicgun aeu
extracellulaires, Iimposer aux cellules strom
propre survi e, comme en t®moignent |l es augm

mol ®cul es i mmunos ulpP’te’d$i ves comme PD

Cette dynamique peut °tre compam®ene” sesl |

musi ciens -LLGsencseelilgunleenst Baux cel |l ul es du st
0 cytokines, facteurs de oOro®ceasnaipesprgeande:
har moni e tumoral e. Le stroma ainsi remodel ®
producteur actif des ® ®ments cl ®s de | a per

De mani r e assez ®vi dent e, ces notions

mi croenvironnement sont au ciur de nombr eu

pat hol ogie. A cet effet, I me semble tout

t | HE& daNd o



de |l a |litt®rature qui ont inspir® une parti e

des travaux de Kumagai et al . (2022), qui or
du poumon non ° petites celcleulm®s aPMIClLE) . plrlo
cellules tumorales glycolytiques, modul e | a
PBl sur |l es cellules T r®gulatrices M camtrib
second exemple est celui des travaux de Geer
m®| anome murin. Les auteurs y ont montr ® qu

conditionne doeuur& oftwonrcatlieo,n nport@pronmmesnet W4 al ld setuart

d®montrent gudun m®t aboli sme oxydatif favor|
di ss®&mi nati on m®tastatique. Ces deux ®tudes,
di stincts, partagentorepmandtaalt wunl @ om®tt a lcwImm

l evi er pui ssant de reprogrammati on foncti or

Transpos® © |l a LLC, cela nous a conduit ° fo
cel |l tLlLeCs "B i ndubogeammat rep des cellules strol
m®t abol i que.

t | B daNd o



Objecti fs

La Leuc®mi e Lymphopupde Chronique (LLC) est L
| 6accumul ation de | ymphocytes B CD5 dont | a
du microenvironneme*rtLCt umdreala.gilsessk ecse laled i eust ®
stromal es environnantes qgubell es modi fient
d®vel oppement . Cette capacit® doé®ducation dt

cl® de | a physiopathologie de |l a LLC.

Ce travail de th se vise ° explorer dLé€ m®ca
reprogramment |l es cellules stromal es. Pour
entre cellul es | elu,c @hGoqu el (plyilt dewGdt ssgMBEU de s
strom®ldes hamaesreCSetdPeude sdOarticul éeRuaelt opp ®d «

conjoi.nt ement

Le premier axe sO6int®ressr lNel d®mplecl iSsme ca ¢
Des analysepr@c®d@ommieqi e s Radmnts ®e®v QU | am® r @&
du tawpx ot ® nes mitocdamsls i aldESkwledud t ed @RS av«
cel |l ulleG. BE partir de ces observations, nou
m®t abol i gpas des®rs®gnaux sol ubles ®mi®y apaer
b®&n®f i ces que | epouwrentd ivdergts elt ¢ ec ®rmipq Wgs ammat i
en termes de soutien ®nerg®tique ou de survi

Le second axe explore | es coaefdgubhessdmer g
cellul aires. Nos travaux pr®c®dents ont mis
B-LLC aux cellules stromales, sugg®rant un di
Hi ppo, connue pour nstae ss em®ciabniilgiute® ,auax &toGrt @1

partiscuwrl i®on eflfeaceuvafennl YARNSEni mbdaoahaat
expression (mutant actifA) YAROSA aoww nisn hainkail tyis
| 6organi sation morphologique des cel-lw@,es st

ainssumpreexpression de mol ®cul es dbéadh®r ence ¢

En ®tudi ant ced mi®¢ mbobtli ma e diedetsh®&c atnh qsuee app
®cl ai rage nouveau sur |l es st-kbhC®yoes memedel

niche tumorale et assurer | eur propre survie
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Mat ®r 1 el s et M®t hodes

Léensemble de | a sectionamat®rcehserne m&x dlo
partie |1 (Etude de | a voie de signalisation

et m®t hodes sp®cifiques de | adepmparcteild ull e(sSsRespr

seront directement explicit®s dans | darticle
Culture cellul aire
Les cellules B primaires de LLC ont ®t® rec.l

consentement ®clair® | ors de bil athPs, eBfofbe cgtnuy®

France). Tous | es patientsd®ntppadohe®cloenut ®c
| 6h*pital Avicenne conform®ment ~ | a D®cl ar a
®chantill ons de patients wutil i sTRasbldeaanus 1l.e <c a
Les cellules B primaires de LLC ont ®t® i sol
l e kit dobéisolement Pan B Cell (Mil tenyi Bi ot
fabricant . Les cellules B nmiddle@e sRPavit 1&t4®@ |
suppl ®ment ® avec 10 % de S®r um de Veau

p®ni cilline/streptomycine (Gibco), cultiv®es
dans | 6azote |liquide dans un miH.i eu compos®

Lelsi gn®eesl IdelsdMEElLet -3bGht ®t ® achet ®es aupr s

Al l emagne) ®e® cultiv®es de | a m°me mabha re (¢
|l ign®e de5c@it ®RubhebhetHB®e aupr s de -UnmiAsTaCCe t( Ma
®gal ement ®t® cultiv®e comme | es cellules B
Lors des exp®riences de cbcelktt lesslLcClamtl et @
cultiv®es en cont actitbs oditr e&xtt® . e nLseesmen & I®les| e2s
cocul ture pour | eur per*rlneQ tsroen td peandshu® eteer .'r e s
cel IHSb/BIsLC ddO0l1l (sauf Il ndi cation contraire) [
exp®riences. A | 6issu des cadhb®tenesLl(Crl|l gl

sont coll ect®es diaettamentn aheb®cehIbat em®da
B-LLC) sont d®t ach®es des puits de culture

directement wutilis®es dans divers protocol es
l e m®l ange deBtbkeCluktesogVv®Rodcaim®Prleater detsi @m ¢
est soumis © un tri ma Hrs®d @ 9 uee-lplotilre s P ar er
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Un

| es
LLC

s ol

compt age
di ff ®rentes
®t ®

ont

uti on

m®| ang®

vi abl es

de

automati que

Mal assez,

cel l ul ai

r ®c ol t ®e s

Bl eu

par

SOoOuUs

de

mi

r e

cul tur es

Trypan

croscope

| 6analGeslelus R (vB eacbki nhaint ® ocuel |

recommandati ons du

et

6aide d

ma n i

remi ses
(0, 4%),
a suspensionloéekebulvaiabé egdi(lnotni a
(col orc®emp te@®e sbl maunu eolnlte netn®& ~ | 6ai de

fabricant .

u t est

H&5estt- aBhdar ¢

en

pr ®par ®e

opti®&we .mabdan s ec

UPN Genr e Age (alLymphocy¥Y¥&a¢Statut mut at
di agna

4 38 H 4 4 94, 24 UM
095 H 58 39,01 M
421 H 74 164, 88 UM
334 H 53 81, 59 M
198 H 6 0 66, 68 UM
298 H 70 167, 01 M
108 H 41 190, 35 M
298 H 70 185, 95 M
277 F 71 206, 19 -
455 F 60 233, 29 M
055 H 75 128, 05 M
435 F 58 118, 83 UM
441 F 4 8 104, 3 UM
053 H 46 115,55 UM
388 F 61 116, 16 M
412 H 67 83,00 M
4 46 H 61 151, 93 M
181 H 70 121, 92 UM

Tabl:€éarnact ®ri sti qgueds dHognnmEake;;amd Mult BE.No n

t I

Mut ®.

WM& & daNd o

doex

suspensi



Li gn®= HtSabl es (pLKO, shYAP, YATF

Pour | a g®n®ration de | ign®es cellul aires st
r®troviraux. Les producti ady ypiaralueme dmti p®te®
au PEI (Polyethyl eni mi ne) KI@®. . uln odue sp @QXalsH)i,d ed
pl asmides d' emball age (Pax2 (Addgene #35002)
déenvel op/isaG p(CAMMd gene #8454) . Auprt rsacfeinlttrria tuige
(82700g) |l es HS5 ont ®to® iimffectt® on)l eMOIpr (®Mdu

(6 Og/ mL) . Ensuite |l es cellules ont ®t® s®l e
pl asmides pLKO. 1) ou déhygromycine B (200 O
obtention de | i gtne®e sl esst albil grs®e sP atrr a nas gs®unii q u e
dans des conditions de cu-bt wrreRm®d e WBBRICq U & 2
N®anmoi ns, | 6ajout dobéantibiotique est effect
transg®ni eued 2dhn avalinturchaque exp®rience, | es
antibiotiques afin que cela nbéalt re pas | es

Le plasmi My YPrABCSA H Addgene #30093), permett al
constitutivement ae&tSiAYe dde ®YARP u(tmultiasn& awAePc |
pCMVSYs pour g®n®rberYAPa 5|SSAgn®e HS

Le vecteur pLKO. 1 Pur o d(6Audndeg emmeer tH84 58) a ami®d &
pCMVSY pour g®n®rer |l a |-5gRPEKOdeEd aptnie 1 p &r tv
constructi esrthYA®. pCKOdErni er cd oPa@eolddene pa
codant un SsShRNA dirig® sp®ci fi quecmeonnta geqgntlre

digestion enzymatique, | a |igabinon ®t®i mPial q .
v®ri fi ®es au sein de notre | aboratoire.
Tr i magn®ti que

Afin dé®tudi er s p®85afpirgaseumetriorndtsas taste lddi ar@eweidt se
une contamination delsL G,i g uxr taa c dadee® tc® | dirusl
au poiLmt suspension cellulaire contenant | a f
cellules $Steomalesklc@$ |l adtest Bi ®e ~ | 6aide de
Mi croBeads (Mil00&®9l) Bi besc,cetll8pesidannt 10c¢
minutes ° 300gdpmus oenetdaempgendumagn®ti que ( PBS
BSA) contenant | esChbiiBlesdbenspm@®bes duupraoes

t | MBandeNd o



sur colonne MACS MS/ LS (Miltenyi Bi otec) pl a
du fabricant et ~ 4AC pour un meilleur rend
n®gative HSsdarce | U nmeé efarocancetti@nma edii ése qeueetLILWCl es B
son®cupeRr ®eest i rant | e support ai mant® dans u
piston. Apr s chaque tri, l es cellules sont
H S5. Les cellules ®WreisPamansordti fé®s eint esuiplpir®

stock®es sous f8drAmte pbairc winet uged i'sation ul t@

D®t ection de | a for-bhewmacti ve de

Léactivit® de | a GTPase RhoA aDow® ®uadl D®e e C |
Kit (Thermo Scientific, #16116), bas® sur | a
de Rho via son interactRBD BRa&asiifnigqdidkoanaVv eng
prot Rhoteedgkuisn ol @S T Le protocol e a ®t ® sui

recommandations du fabricant.

Les cellules ont ®t® | av®es ~ | 6aide de PBS
fournni dans | e &kodkt aiolmpd @&®it ®h ialvietce wrns de pr o
cwesteren .blApr s une incubation de 15 minutes
centrifugation 7 16 000 I g pendant 15 mi ni

d®t erprdam ®ee t e £tBBAC AP r(oRieeirnceAssay Kit, Ther mo

Pour chaque condition exp®rimentale, une qua
avec 40 OL de-Ag@siose Glwhib®RBDN @GS ®al abl emen
dans une colonne (fournie). L dhienucr veb astoiuosn aag i«
douce. Apr s incubation, |l es colonnes ont ®f
fourni, afin doéo®liminer | es prot®i nes non sp
Les complexes | i®s ©~ | a r®sine ont ®t® ®l u®s
cha®sf f 95AC pendant 5mi nut es. Les ®chantill

®l ectrophor -PAGEE H6 pel s SDBansf ® ®s sur membr
d®t ection de Rho actif a ®t® r ®alRhso®epirpaer We
(fourni dans: 1@0&) t,suwWiiviutddaduwn lanticorps sec
(HRP) ®gal ement fbUWO MO ) .®&vdilldau tiioomn al ®t ® e
chimiluminescence, en UEMWeBsanh ECLsBadstant
#1705061, non inclus dans | e kit).

t I MBadaNd o



Un contrtle exp®rimental a ®t® r®mai a®Enamtt
| &or me deaec tRhyoeAconf or m®ment aux recommandati or
sp®ci ficit® deGTR. dCRet eccotnitornt ldee eRshto i ncl us dal

Fractionnement cytoplasmique et

Léoextraction des fractions cytopl as-mMERue et
Nucl ear and Cytopl asmic Extraction Reagent .

instructions du fabricant.

Les cell ulpas Coeddxtlon) ont ®t ® r®colt®es p:
mi nutes ~ 4AC, | av®es une fois avec du PBS
(Cytoplasmic Extraction Reagent 1 ). Apr s un
CER I I a ®t ® ajout ®, Sui vi débune courte agi
suppl ®mentaire de 1 minute sur gl ace. Le | vys
mi nutes ° 4AC pour ss®pairee r( slua nfargaecatniton ccyotl d pe
st ociB®AC.

Le culot, contenant |l es noyaux intacts, a @
croi s®es cytoplasme/ noyau) et resuspendu dan

Apr s agitation vigoureuse au vateexppeddahnt

tot al de 40 minutes sur gl ace, |l e m®Il ange a
4 AcC. Le surnageant, repr®sentant | a fraction
st oc&®AC jusqudé” utilisation.

La concentration prot®i que des diff®rEntes f
BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific).

|l aemmli 4X et d®natur®s 5 minutes ~ 95AC. L
protocole complet de Western bpluorte td®® cdreist fdraar
cytoplasmique et nucl ®aire a ® ® contr:l| ®e p

Tubuline (cytoplasmaigue). et Histone H3 (nucl

Western Blot et analyse densito

Les cellules ont ®t ® coll ect®es et | y4®es, s
(1%-4NP daHsC|I Trli0s mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) soi
Tr-HE I pH 7. 4, 1504 nM N®BCH®Ps d Ry dNlPo |l aS,e 1d3% s o

glyc®rol ). Tous | es tampons de | yse ®taient

t I MBoddaNd o



prot ®ases et de phosphatases : orthovanadate

Og/ mL), leupeptine (5 Og/mL), pepstatine A
effectu®e °~ 4AC pendant 30 minutesisaubBomgs
gl ace pendant 5 minutes. Les |lysats ont ®t ®
mi nutes ° 4AC. Les |lysats prot®i ques Bnt ®t®e

BCA Protein Assay Kit, md@mteraw [prcottoacolfecduy f

Pour chaque condition, 30 (g deeprot ®i ampoh o

417, cehalUf®O®®AC pendant eb sgnim ulgAeGE .S PIDeilso nd @ peoss G
exp®ri ment aux, |l es prot® nes ont ®t ® s®Epar ®¢
| aboratoire) owouslu&s deiddrdgaeddsdnii&i® oB+Ra d ,

#5671084) . Le transfert des prot® nes sur me

®l ectrophor ® i gue en condmet idoen st rhaunnsi fdeerst, c'| al
i mmer g®e. La qualit® du transfert a ®t ® sys
Ponceau S.

Les membranes ont ®t® bl oqu®es pendant 1 heu
5% de | ait ®cr ®m® ou de BSA, s elbounf fletraendt iscad r
0, 1% PRween Ldincubation avec | ®8 andiACopesndp
nui t . Apr s trois |l avages dans TBST, | es me
temp®r ature ambiante avec des anticorps seco
contre | es | g GHRP® owurdes-HRBFRM o0 GAR sp®ci f
| 6anticorps primaire. Tous | es anticorps ont

fabricants et son d®taill ®s dans | e Tabl eau

La d®tection a ®t ® r®alis®e par cEkiWaishk eminne s
ECL ou ClEaWeisttyermMa¥ad) (Bse®l on |l es exigences d

ont ®t® visualis®s ~ | 6eRiadde .du syst me Chemi
La quantification des signaux issus des West

| 6ai de dRiad olgmagelLab o(version 6.1). Pour
bandes correspondant aux proat®rmaes i odi du®bT W
l ocal . Les valeurs obtenues ont ®t® syst®mat
charge <correspondant . Les r®sultats ont ®t G

(rapport ci bl e/ contwetaduex dreelaharfge )p ars oriap peorr

r ®f ®r ence -bceprdi esdPn HEs courbes et graphiqu

t | MBS adeNd o



val eur s

bi ol ogi ques

nor mall

i s®es.

L a

Il nd®pendantes.

maj orit® des

anal yse

Cible Cl one |SourcegFabricant R®f ®r ence

Al phat e|G-11 Souri gSant a S 988
Biotechnol g

B°catenl2F7 Souri gSant a SE&9737
Bi otechnol g

FAK - Lapin|Cell Si3285
Technol ogy

pFAK (Y- Lapin|Cell Si13283
Technol ogy

PAX D9G12 |Lapin |Cell Si112065
Technol ogy

pPAX (YEQU9F |Lapin|Cell S169363
Technol ogy

Fi broneE5S5H6X |Lapin|Cell Si126836
Technol ogy

YAP - Lapin|Cel]l Si4912
Technol ogy

pYAP (S D9W21 |Lapin|Cell Si113008
Technol ogy

CD19 - RabbitCel | SiI3574
Technol ogy

HSP9O0 - Lapin|Celll Si4874
Technol ogy

Tubul inTub 2., Souri ¢gSigmMd drich|T5201

Actine |AGl15 Souri ¢4SigmMd dri ch|A5441

|l gG de |- Ch vr ¢Bi-Rad 179047

|l gG de |- Ch vr ¢Bi-Rad 179046

Tabl2eliuste des anticorps utilis®s en western

bl o

t | % % daNd o



qgRPCR

Les cellules ontro@ta® ecso HBlI t i v ®e sL LpG nMIEat td a2ndsh

l es conditions standai d¢s @au7lA@,rled% adO?2t)r.i ma g
r®al i s® afin de s®parer | es dbe uixs oplo®eusl aotnito nesr
coll ect ®es pour | "extraction de | 0ARN tot al
L6O6ARN tot al a ®t ® extrait " | 6aide du kit
instructions du fabricant. La qualit® et | a
Nanophot ofioucé HN6@tpl en) , en me scuer aMm2t6 0l/eAs2 8r0a |

A260/ A230.

La r®trotranscription a ®t ® r ®al i k®a&Scr ippatr t |
cDNA SyntRasdi s8#(9810)o0, conf or m®Pment au protoco

a ®t ® effectu®e dans un thermocycleur sel on

T Priming : 5 minutes ~ 25AC
1 Reverse transcription : 20 minutes ~ 46AC
T Ilnactivation : 1 minute ~ 95AC

LOADNC obtenu a enaswartte d®d ® rde | wt® laius @ / 2Our

Les r®actiP&iRs othe W@®RM® r ®ali s®es sur un t her

Bi osystems), en utilisant | e Power Up SYBR
#A25741). Les ef®@cdtan®esu o nvtollRx@s , f coadledant
d6ADNc 6d iDIEuages tMe x, et des amorces ~ une conc

chacune.

Les amorces ont ®t® con-ues ~ | 6aide des Il og
selon Il es crit res suivants

(i) pr®sence de 3 ° 5 bases GC en 36,

(1) temp®rature de fusion comprise entre 58
(ii1i) contenu GC compris entre 20 % et 80 %,
(iv) longueur des amorces entre 17 et 25 nuc
Les s®quences des amorces utilis®es sont pr @
ont inclus un contr*le n®gatif sans ADNc (NT

t I MB&daNdo



Les niveaux dbéexpression g®nique ontp@PERt)® ana
Léoexpression relative des g nes ci bBe®®aa ®t®
Mi crogl)pbubi maux -Tebkules ESmMme ®&chafbhiahluen
condition exp®ri ment atlec han i® URe sa neatl ylsi®el cegi g uR
Ct ont ®t ® moyenn®es.

Cibl es Amorce sens Amor c e eairst i( R)

FN1 (Fi b S&ECAACTCTGTCAACGHDAI 5&CATAATGGGAAACT &To

CCN1 (CY S5AGTGTACAGCAGCRIToG, S&GTAAGTAAACCTGAQGD

CCN2 (CIT5®€TGGAAGAGAACATTAARG 5S&TCAAACTTGATAGGBD

B-22M ( B2 t S5&TCCGTGGCCTTABGT| 5TTGGAGTACGCTGGAD

Mi crogl o

Tabl3echiust amadruteissposu® | a gqPCR.

|l mMmmunofl uorescence

Les cellul es orntr o®ta® essn HSEmenc®es sur des | am
et incub®es °~ 37 AC, 5 % de CO pendant 24

de permettre | eur adh®si on.r ePawre cc afeteadicrad 4 ud
®t ® r ®al i s®e ~ -Bn:lBEppdamutr ace P41 heuUHBs, avan
€ | 6issue de | d6incubation ou de | a cocultul
(PhoshPuwhfafteer ed Saline), puis fix®es avec une
sucrose ° 4 % pendant 20 minutesati armp®m®a:
neutralis®e par une incubation avec du chl or

Les cellules ont ensuite ®t ® per-m®abil 0s®&s
pendant 15 minutes, puis |l es sites non sp®ci
de peau de poisson “ 1 % pendant 60 minutes

Le marguage du cytosquelette doédacti pAd eax a®t ®
Fluor 546 (Ilnvitrogen, #22283), i ncub® pend
contoleoration nucl ®aire a &®te@&amrRdmys @adaler
pendant 15 minutes.

t I MBTdeaNd o



Apr s | es ®tapes de marquage, l es | amel |l es
mont aget taBntuiat iEo@| aPsrso L(olnmgvi t rogen, #P36980) ,

| 6abri de I a lumi re jusqub6”™ | 6observation.

L6i magerie a ®t ® effechu®es®ulodascdoedddenverc
(Zei slsgs signaux ont ®t® captur®s dans | es ¢
460/ 50 nm) et Texas Red (Phallopudine) (excit
besoins de certaines exp®riences, )doent i Ba Pe

®gal ement acquises ©~ | 6aide du m°me microsco

Cytom®trie en fl ux

Les analyses par cytom®trie en flux ont ®t «

cellul aires, do®valuer | 6expression de ma r
sp®ci figuement | a viabilit® cellInudleasi,rd.esAxrel
ont ®t ® r®colt®es, | av®es -bdddxrfedi sadvaee dqw
contenant 2% de SVF (Gibco). Les cellules on
cellul es/ mL. Loensembl em@esi anencdd px wstoinlt i

Tabl eau 4

Po
i ncubant l es cellules pendant 20 minutes

conj ug®® 0Oa f HeShH) | welt@Balmt i( calLICYl.ed 6B Nnsembl e du
de mar quag®daan s®tdeu rt®ampiosn de margqguage (PBS +

c

r- - Il didentipopodtitoomndesesbusaires, un mar C

|l es cellules ont ®t® | av®es deux fois avec ¢
Pour | 6®t ude de | 6expression membranaire de
pendant 20 minutes °~ 4AC dans | 6obscurit® a

appropri ®s (concentrations dm®gfamidce pmar dwradJea
+ 2% SVF). Apr s incubation, |l es cellules on
resuspendues dans 3000L de PBS 2% SVF pour |
a ®t® effectu®e "~ | 80 HleEdFacmbl er ¥nabdeéi viact
(BD Biosciences, #566332), selon | es recomma

Pour | es exp®riences de vi apapultadt icoed sl @t @&li |r we
Ui vi déoun mar ghdAPe Armsexien |MlI/es7 ont ®t ® i nc

temp®r ature ambiante, ° | 6obscurit®, dans un

t | By daNd o



7,4), 1,4 M de NaCcCl et 25 mM de CacCcCl Apr s
dans | e m°me tampon de | iaison, pui s resus
LOAnnexin V a ®t ® utilis®e pour mam@ueace spt®C
7-AAD | es cellules en apopesosel i ald eéisveaolUdl e me
pour ces deounx c@a®| d®mm@e s bl es .
Léacquisition des donn®es a ®t® effecku®e
(BD Biosciences). Un minimum de 10 000 ®v
Léexclusion des d®bris et des doubl ons cell
FSC/ SSC et | 6analyse de | a | argeur et de | 06a
Les donn®es ont ®t® anal ys®es avec |l e logici
doéoint®r °t ont ®t ® d®f i nies par des strat®gi e
i sotypes, et des contr!les FMO (Fluorescence
Cible Fl uoroc|l sotype|Fabrica|R®f ®r en
7-AAD Per-Cy5. |- BD bios{(559925
Annexi n|APC - BD bios{550475
CD5 BUV737 Mouse B/BD bios{(612842

| g Gl ,
CD19 APCy 7 Mouse B/BD bios{(557791

| g &1,
CD19 BV786 Mouse B/BD bios{563325

| g Gl ,
CDh29 BB515 Mouse B/BD bios{(564565

| g &1,
cb49d Bv421 Mouse a (BD bios{565277
CD54 APC Mouse B/BD bios{(559771

| g &1,
CD90 BUV395 Mouse B/ BD bios{(563804

| g Gl ,
CD9O0 PECyYy 5 Mo us e BIBD bi os{(555597

| g &1,
| sotype|APC Mouse a (BD bios{555751

t | % apdaNd o



|l sotype BB515 Mouse B/ BD bios{564416
| g Gl ,
| sotype|BV421 Mouse B/BD bios{562438
| g &1,
Tabl4ehiuste des anticorps utilis®s en cytom®tri e

Syst me rapporteur Hippo (HI P/ H

Les celluleS ehtomaPeenB8&menc®rusit alrhs fasvcatn®@e s

| 6ai de du r®acti-Sarder Pusme #PPalYAaD0O046) ,
recommandati ons du fabricant. Un syst me r ap
®valuer | 6activit® transcri xtipdmmsenilde sd @pein &
®l ®ments de r®ponse HOFPABsN{ ADd ®e ruefil | a#s8®4 6 7
(Addgene,col@an466poOouUTr | @ leuwmc iafs®roacsieat Fiome falvye c
contrl e REN codamRtei pbbar (AzadYy@&dce ,f®friacmede n

6efficacit® de transfection.

Les cellules ont ®t® doubl ement tfrlaash-ecu ®kISH
flash) et | e plasmide RNE. Quatre heures apr
remplac® afin do®l i miner | aiteansfBSeaectantueth
milieu, des cocul-ltlC emsntavetc® diersi tlii @ens®epso WBr u T
ratiHs -IBLC wutili s®s dans ces cocul tur®e® son

(cocul-t @ emr iIBmaires) .

A | 6i ssu des cocultures (24h post transfectd.i
a ®t ® quantifi ® en deux ®ftapéetsicsliecasei Wes a
#E2920), selon |l es instmeetidens BdhatdjDRbaset

®t ® mesur ®e, sui vi enidlel a&,elder mMeet tlaantl ucn & ®r aars
Les mesures ont ®t ® r ®ali s®es ~ | 6ai de dou
(Berthol d). Léactivit® relative de transcrip
Fireani yil B, puis compar ®e5 "selual ecsonndi ti on cont

t | M™adeNd o



Anal yses statistiques

Léensembl e des anal yses statistiques ainsi
anal ys®es ont ®t® r®alis®s ~ | 6aide du Il ogic

sont pr®sent®s sous forme de mdawenne N erreu

Les tests statistiques ont ® ® choisis en fo
Le d&suddrtat Pt ® uti li s® pour comparer deux ¢
|l es mesures ®taient r®p®t ®es sur | es m°mes ®
entre groupes i nd®pWhnidtamnetys .a L&t @ easp p Idieg uMa nlno

suivaient pas une distribution normale ou er

utilis® pour | e sc mmma rpairsaam®s ra pgpuaersi. La norr
v®ri fi ®e | orsque n®cessaire ~ | 6aide des tes

0,05 a ®t ® consi d®r ®e comme statistiqguement

Les comparaison multiples ou analyses de var

ou rempl ac®es par des tests appropri ®s pour

t | m&andeNd o



R®sul t at s

| .Reprogrammati on m®t abolique (Re
cellules stromalleG par | es cell
Léenvironnement tumor al joue un rt'le central
chronique (LLC). 11 est d®sormais bien ®tabl
rapi dement en apoptose en | ' ab sde@rciev ®s0 udndé auu
cellules du mil¢r°d€evidiahogmentcel |l ulaire, rep
et des signaux solubles, permet non seul emen

favori se ®gal ementgdreas IrwWhemhdyd das datn sl d lers @

Les strat®gies th®rapeutiqgues modernes, tell
(BTKpar exemple | 6ibrutinib,ivioaeal abr ®@ti s ®l
interrompre ced®Ile®tc ornemuendi cieetdiinosnr i’ metri on des
depuis |l es organes | ymphopdes s@qnan gpl'@ro hpsh ®p ri
Tout ef-tbels”, chear ce soutien, des travaux r ®cent
LLC sont ®gal ementmecrapadtl iewse ndeen tr elpegwrg rmimcr o e
faveur, notamment en alt ®dasnttr olnea cl“dAmppdiisoi utdieo n

Dans | 6®t ude -appr &,entn®eus ciavons cherch®

reprogr ®udmataitom/n stromal e pamnlge e ot lablod $

particulier ” travers l i nducti on ddéun m® t
stromal es. Contrairement ) d'"autres types d
a®r obpioquure | eur propre m®tabolisme (effet Wa |
principal ement de | a gl ut ami®d%|Tyosua edt® i de/ olnGo

®mil®y pot h cesse cgaulel ul peu rt ruamoaunigl clod y see Idlawnlse d e

stromélibaust dl leiss enr®t abol i tes g®n®r ®s, not amment
A | 6aide déun mod | e de coculture sans cont a
cellules strosmalees dheusmacienlelsulHS de LLC de pa

MEEGL ,nous py®TRdemmenpari dees i faip@r oc huemse mul
reprogrammati on( RNAemgdc pirptsiPemgmuelolm®t ri e de me

cel |HISSem pr ®sence de cellul es de LLC. Les
surexpressidproe ®gnees | e®s ~ |l a gP@NMDbI| gB8e,
GFPT2, ainsi qubune activation des vaBi es de

t | M™adaNd o
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donn®es fonctionnelles obtenues au cour s
cette reprogrammation ne s'accompagne
omal e. Elle se traduit en revamalkre pgar acn
une augmentation de | a consommation de
cidificati ani Idius amiiloine ud e | 6anal yse m®t ak
mentati on significative du thax rdepigrlaytc
ochondrdaahl s ( ©e&HI) uelne sc oH-hSt a c t avec | e mil:.
|l ules de LLC.

S avons ensuite d®montr ® HBepduwt |catcrteat ®@a
ivement oparlLl@emuoel ¢énlte®moi gne | a di mi nut
s |le milieu apr s incubation avec des cel
port | actat ebaidmasnisa dceasp acceiltl® Ideess HSe |l | ul es
| actatae mugg em@padrmiceme Om®t abol i que de ty
aaut pdofit des’!tc.é18 ules tumorales

effets fonctionnels du | actate sur |l es ¢

am®Il i oration de l a survie <cellulaire (

(7))

phoryl ation des kinases BTK-Mgtc, ER®mMoagana

=)

e activation accrue de | a signalisation

i n, dans un mod | e de x®nogreffe CAM (ch
dence une augmentation significative de
9 en r®ponse © | a pr®sence de bloadct at e,anc
X

pansion tumorale in vivo.

r ®s um®, ce travail montre que | es <cell ul
abolisme des cellules stromales qui se tr
| actate. Ce dernier peut € n scuointnee °storuer c @
abolique pour renforcer | eur propre survi
ani sme dbéadaptation m®taboliqgue au sein
g re qgue |l a voie m®t abod ipgautee mMtui d lalce adieb Ipe
nouvelles strat ®giLdentske®&bd pe Wtei gleess dwoaoml®ie

s |l a section suivante sous | a forme doun

t | M™ddaNd o



soumi sddtonnr €& Commamitec &t idend 6darticle CLL ce¢

enhance glycolysis and produce | actate to fu
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|l s educate stromal cells to enhance g

i sm
Ferreira, Emel ine Saindoy, Abir Ben A
Meri eme Bensal ah, lan Morill a, Val er

rofitos Peleja, Gael -Maouw®&,a kD ornNandii gnuee \

Gr e gaorvrdy LLaawzrdar i Ganr d an o
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| ymphocytic | eukaemia (CLL) is char a
bl ood and secondary | ymphoid organs,
onal communication of CLLo¢el msmuwiet hn

cell s, is cruci al for tumor developr
vironment to their advantage | eading
on within |lymph hotbse eddchonenmandaoaw
ma | cell s, we describe a metabolic re¢

| actate that can be metabolized by C

e to perngw.celLacectldtud arnemeases survi v,
Il nNg response. I n addition, we show th

ick embryo chorioall antoic membrane (

penment proficient to tumour devel opme
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t | }™PdaNd o



apoptosis inhibition. These findings demonst

metabolic vulnerability in CLL that can be t

l ntroducti on

The d4madks of tumor cells with their microenvi
as it is central to the tumor bul k expansi on
(CLL), t he 1 seledtlisonl eaafd ttuwmatrih eBi int ra@dbsiech c & p ®f
supportive feeder | ayer LofThst rcoomarundrc adti loenr |
cells and the surrounding cells passes throt
signalling pathways to increa%e |tbhetsonibi aal
derivatives, such as Acalabrutinib and Zanub
of treating CLL, w hneircerboye ntvh @ odimahogue Clnlt e

release of tumot® clehladdintioon hteo bt b@edsupport

e
of fers to CLL cell s, tumor cells ModBfgntae
S

t hi education is a structural disorganisat:.
cells accumul ation, together with the’.bone n
Lymph nodes, invaded by CLL cells, |l ose the
and T cells encounter to organize the i mmu
fibroblastic reticular cells (PR@)anasedFalsl i
are not detected and FRC |l ose their <charact

i mmune cell s 81 odwoln otcryafefsi-lcikéienigced | Nu( N& C) c o
retention and support to the tumor bul k by a
as CCL21 and di spl aying mar kers -bpfiméM2al mac
Modi fications of the stromal taureesvmaecelc esly £tv
mi mi ¢ t he mi t% olelntvhi-oruognbmernete wi t h bone marrow
(BMSC), are closer to the medull ar microenvi
be employed to model the reprogramming of th
Such mdahdbeMesdd t hat BMSC acquire cancer associ a
in-cud ture wit®t?h THd rceddlsati on of skiBg mgaelnleirmg e
an inflammatory microenvironmenmt Ikmoavddittoi osn

remodelling of the extracellular matrix (ECN
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the structural nodal di sorganisation and | ik
blood and e LN or BM

Il n this manuscriopt, we focused on the metahb
influence of CLL cells. We found thaul tgduryedl
with CLL cells to produce metaboThéemet abdluie
of CLL cells have been explored in several
glycolysis as majort?sGlUutambhecahtdufattegenaci
C sources that feed the TCA? aln tOxiPhoworflorwe

CLL cells enhance stromal glycolysis to prod
fuel their own metabolism. Lactate contri bu
chorioall ant oi-de mewme® g raafetrP¥aXt)A Mmotd e | reveal in

i mportant met abadIki twa tihn tthhee ndrcasossenvi ronment .
| actate metabolism by inhibition of its tran

absence oufl aBAGR Ns.t i m

Resul ts

1. Transcriptional reprogramming of stromal ce

The bidirectional communication between tumc
the tumour gains a survival advant age, whi |
reprogramming that, in turns,®suppBpotrall ithrei:
cultures of CLL cells with stromal cells pr

mol ecultaal k rlomestsween t umor cel® s and the micr

To assess the transcriptional i mpact of CL I
sequencisnegq )( RINSAiul g ua ec ano d e | comprising pri ma
Med with the bone mar-5pow Bhe omad ecpedlriia tteydn ebsy
transwel | membr ane to avoidi ¢gireshnadwksi nag hoefa ttm
comparing the normalized expressi o anfentor ans
culturecveéetsusescwith CLL rceerdtl sp gtuira ftied s anpr
of -caud tures with tlhecedLlLs cénue pdlleoemtMemay dFi gur
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1B Despite variability due to the heteroge
di stingui s hceud thuertedse eamcmdcdoH 8 r e s .

Setting a-fwoutdofctfhamfgel. 5Fh g uv @il glllBniog Iptl ©t107H t
downegul ated and 80 wupregul a&tuéed uire svitbmalric
cell s. Amongr etglue amecPAMeageodes dphodysehate a

transferase i nvol ved -pmostph&IC¥pPilBheides of ag
monooxygenase involved in theBMiGhisdsanhamhtc
proliferative factor that reldulates cell pro

Gene set enrichment analysis (GSEAFiIi dwmrd hlkeC
and) ,D showing signall i ng -cpudtthuwaeyss. nionsftl aanfmfad c
pat hways, such aS/NFBo e6 llsiingkneadl Ition gT NeFr e hi g h
stromal componénhurbyashprevi ously reported.
pat hways such as glycolysis are also enri che
maj or met abahnisdhiisguwmed | 1lIDNnt er esti ngl vy, simila
obtaineds faeololudHtSa o e d-1 we SllulpdMee ment ary) .FiTgour e
validate these fi-qaRICRgen Mwemaprermeogenedh Rmal s
from healthy donors (n=l4)ceddl tlurneed taol ocnoen foirr
sever al genes i-dem.t i Th ede itna rtdheet B dldarises orf e Isd v @
with CLL celXCslag8n &XCIk83e aset ed by sever al el e
mi croenvirbament , t hbheyumdpfal CAMImunRl Mils,c alpeFR

andFKB2al l reBasedntadbl NhRg pat hway, are known
in the stromal compartment anfrd?'ENQY ean ccoduicn ga
a glycolytic enzyme, reflects the increase ¢

this wor k.

Overatult eome with CLL cells induces a reproc
generate an inflammatory supportive environn
was further explored in the next sessions.
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2.Proteomics analysis confirms met-abbtucer esi|

I n parall el with the transcriptomic anal ysi:
proteins r egudaeltlesd fcallltb8viengwicton CL.L @wdrl sl I,
applying a fold chahge,we20i adeshtd djiedt e/d38p upr e
downregul aFedupeo2Aiansd (Suppl.emMesntodrsye rfvieglurn e
seq dat a, GSEA analysis revealed that metaba
glycolysis are highly rprpateeFemdued eSBemi |ianr |tyh,
met abol ic regul ator s, such as mTORC1 Signa
underscoring the metabolic reprcgt dammieng of

We t

al o

=y

en integrated transcriptomibc caend sprcaitl &c
e or1l wddlhl Meicne. As Fshlgawr i2rh itsh ei rhteeag rmeatp
vi sualization of concordant and divergent ex

n
u

l evel s. Each column correspond-S oo-MeS&paapd e,
c

(7))

0 mi type (RNA orowroeéepi@3entwhi hegemehor

expressed in at | eashepbpneweff obherd2tdat awet se

D

to a |l arge extent with 18 hits upregul ated b
downr egRiilgureech2ED Among the upregul ated hit s,
pat hways, i . e. | DHZ2 , HK?2, GFPT2 and PGM1. At
the TCA, the other three enzymes are invol ve

glycol 23i 9r( HK pat hways that indirectly affe

223 Al together, the network enrichment of th
their pivotal rolEesgume m2Eabolic pathways (
Moreover, three out of these hits are implic
enzymes involved in collagen metabolism and
adhesion and cell %t eAsacrme otni aviddc o arel iEeOM
altered stromal i nteractions ar e a common
mi croenvironment by tumor <cell s, espedéially
Overall, the integrated transcriptomic and p

reprogramming of -csutlrtounnael, chalnltsi nigpotno cao hi gher
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Anal ysis of metabéal icelpar ametpegres einteH®f CLL

To further explore the metabolic reprogr ammi
metabolic activity by the MTS assay, which r
formazan, reflecting mainlyFthbgermiupdaohan<edi a
culture in the presence of1l coaldli4g icowmletdu rme,d i aur
with ei-1theel Mecor CLL primary <ceblselltbeale
significantly 1inbrmadadebgdammea r3tddvevoerHS i n t he
peri od, thebnogembks oécidddsdedei tonkbdet con, s u
increased metabolic in response to CLL cell s
(Figune 3B further investig8teotiCéLmeebbel i w
Seahorse technology to measure the glycolyt:i
rate of the medi uJdooaarsdi MpEGAR) rand t(hOCRQveas a
phosphoryl aSuppl| eehRhhag)y FogaseelRBAain that t
O:consumption reflected only stromal cell s r
conduct el wet hsH8xposed for 24 hours to CLL
The analysis showed that CLL -xTedd&lslga ngenrd@@sed

3F and, simultaneously, enhanced maxi mal r e s
The | atter parameter is a measure of the cell
to the cellular adaptati ©n Siomial ahri grheesru Intest awbe

incubation of primary MSC cel |l s -2 4c dHolwgsugs ew(i t
3 Dan3k .

As the ATP yield, determined by subtracting
synthase) via oligomycin injection from the
production of reactive oxygen sptelte epr  REOSY
respiratory chain as ;2pepudiilomst bé pnNnes @acoep
or Meceld sprdduced a higher amount of ROS in
stress caused by t B8¥Fprgeusrlen c3e@ od d diutmioon c el ¢ is
t o | abel active mi tochondri a, we also foun
mitochondri ab aeltl viity pfdé&EdHSuaoe SH CLL cel l s

Overall, these results demonstrate that CLL
increasing their proliferation rate. The hi
metabolites that support CLL cells survival

t I MBS adaNd o



4 Lactate produced by stromal cell s can be c«

The catabolic pathway glycolysis consumes gl
tricarboxylic acid (TCA) <cycl eCwh.onAlotxd rdnad tiiv
for a rapid ATP product, omyrouvatne |iignirtecdcdwc e |
be secreted in the cellular medi um. To asse
glycolysis «nl H®bedeWwi shc@GLL cell s, we meas
|l actate by Nucl eear ( MM et incudédewsroensanof pri mar
and str oFmaglureaedBstsh.ows t he concentrations of
media (RPMI +10% FBSY5 weltlhomeneeuwll tsyr e n CEGISL c
caeul ture. As previously reported, CLL -cell s
5, whosehoweaed uan decrease i'h t hectudsaomt cofndglt
the consumption of glucos8 wablsigasfeevadehy
decrease in glucos-enolneovcalFd gu®mp dlikeed |tooweHS 5g |

flux of CLL cells alone was furt hrergua)en f4iBr m
However,cuhtouhe conditions, d5e scpeltles  hitghhee rl age
remained unchanged, suggesting that |l act at e

showed weak propensity to ustagéuttcoskeypaheyg
and fuel the TCA and OxPhos.

Thus, we evaluated whether CLL cells are abl
incubated CLL ¢®lldcoct astiet hanlddo onbber ved a signi
| actat eanngplo?8 r2st dulgtuwreeNeC)t, we investigated
5 cells to feed CLL cells wkitgut adfSkted | sSAwes
incubat'€gl| wcobe for 48 hours, allowing the
accumul ated in the <conadwatsi otnheedn nuesdeidu m.o cTuhlits

cells from 6 patié@Bltactdpenwadsd hmeassred hien
(Fi gur)e. 4Tehe d¥®®lreecatsaet eofin the CLL culbtures
conditioned medium i ndicedt sdt oh ¢daraipwmepd Slya ati

Further more, the capacity of stromal cell s
expressiacmrboxyoabe transporter 4 (MCT4) , v
export of | mpd/at®S oelelrs igxpress MCT4, and it
in presence of some primary CLL <cell s, al th

presencd®e OUL HE&ildurna ndeF (
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Overall, these findings demonstrate that st
secretion in the medium, and CLL cells are
support their metabolic and functional purpo

5 Functional role of | actate in CLL cells

Given that CLL cells are capable of consumin
it as a meaabateci $umeét aboli zed to pyruvate
i mported into the mitochondria wh€ok, amptoear <

the TCA foll owed by OxPhos to pmacdbad eelnemgy

CLL cells (n=6) with increasing concentrat:.
significant increase in the MTS signal s, S |
met abolism and skErguNeal 5Af these cell s (

To explore further this increase of <cell sur

known to be involved |i#, GL LHIdelldsidny.ec Wowmeel ,
of these genes resulted to be sigwomywkiamh | vy

is known as a major metabolism r2ddgulgatyer 58nd
|l ndeed, among the signals from the microen
recognized as one of the most pP3¥%0 nfihnee natn tri egget
response activates a series of ki nasesi waald
genes. ABi gsuthroew iB5CRN st i mul-lag M oan twii ddhdiaenst if or
mi nutes induced higher | evel s -30fcepHhaoss pthroerayt! e
|l actate compared to untreated control s. Th
effectors iignathewgBCRssade, respectivel y. Th

potentiate BCR-ssiirghmaoldil nlgacclt®ahtee pwaos al so conf
of apoptosis when CLL cells are treated wi
transporter. As expected, BCR stimulation de
presenceFpbpfguhacibBbt addi t i-SoQlL, 5 1t2rAe a tnnterneta saenst ia p
conditions tested, i.e. presence or ab-sence
treat ment of tShLeCc54@PRP|l g edutbdanhhe phosphoryl
sti mul addmaonnstrating the specific role of | a
(Figune 5E
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Finally, to further i nvestigat e the functi
empl oyed a xenograft model wusing th&! chick
Primary CLL cells from a patientdaykbdecbhbngkah
embryos, and tumor formation from patient de
and analyzed by flow cytometryg appdagdleé@&verl
to the engBrgbttaem@8i®Eel | s (

Al t hough the overall tumor weight was wunchan
positive cells was sighréaceaedtitymbrgheid ndinc
survival of tumor cells in presgpmaret iovetrhaolse
cel | sSuurpvpilveanhe n(t aa nfi Fgiug)er & H

Overall, these data indicate that | actate <coc
for CLL cell survival by enhancing BCR sighna
with the surrounding cell s.

Di scussi on

The 4nrdks of CLL cells with the microenviron
mai ntenance of the tumor bulk as it r&jgulate
CLL cells proliferate mainly in the | ymph no
al so be observed in the bone marrow. Il n the
ot her i mmune cells and the stctoomas ftcoeompbdomao
survival b ys warcuii walt i snigg mpaloi ng such as the BC
Al these transduction pat bwaws vrad g wleantees tshue
apoptotic a@entpsrjovevalscyBdlkgaindl enhance t he
responsCe L cells do not rely on glucose consu
on fatty acids and glutamine metabolism usec
the and’boSiigsnmals received from the microenvi
stimulation, causes a metabolic reprogrammin
of glutamine and?%i tlorc htomids imdn wmscdriivptt,y we s
an increase of metabolism in theulstumoeadf cmpmi
cells with a s5.roAsala cred daudlltitsueqgef, HSLtLr ocnoa | ce
transcrgenasxnamd the transl ation of protei ns
met abolism. The acidifichtcehl sfexpesedl| tare
conditioned medi um, along with the iiomcrndéasec

t I MBS DdaNd o



metabolic rate, involving both glycolysis an
the increase in metabolism does HBotiosteaidde
associated with a decr eatsaebolTihd sr astueg geeosulsd tbhe
metabolites at the advantage of CLL energy

gl ut ami ne, although we show in this work tha
the tumor mi creoelnvdorcounnmeentte di sasw t he result o
the increase of aerobi c3%glLyaccotlaytsei si ntcyrpeiacsael io
the generation of a tolerogenic environment

cells, thus promdtiThgstumopaexpgnsuent-o the

tumor al M2 macrophages to metraibcon imnziec rl caecrtvaitre
387 However, the capacity of tumor cells to |
been defined as the AReverse Warburg effect
of stromal &8l | Bhiisntmr cCcAdFsss associ ates with

compartment characterized by increased glyco
TGH si g8l iTmhe involbemeghabindT@GFn our model
transcriptomic data analnyadiisn,g whaenrkeebdy hT GFh

upregul ated genes. Further mor e, CLh tcleat scam
contre bto reshape the tumor microéhvironment
The capacity of CLL cells to use | actate is
BCR signaling. The Il atter is shown by the it
the i ndunyjciomeodf ct he major targets of this
, i nhi bit
presence or absence of BCR stimul ateoher iThe:s

and metabolic response. I n addition

with | actate metabbsisexmpansicontr ol CLL ce

Further proof of the benefit exerted by | ac
higher CD19+ cells retrieved in the CAM syst
been used for decades as a valid rmeotahlodanttoi
membr ane that I's vascularized and benefi't f
embryoni c Ulevletl orpenpernetsent s an el-ablotr at esl |y $ &
as mor e cel |l types ar e at pl ay t o recrea
microenverommdriti s -cemerdent laxpansei on of CLI
result of an increased vascularization or e

CLL cel |l survi val

t I MBS adeNd o



Therapeutically, our findings suggest t hat
vul nerability in CLL. Whil e current treat m
i nhibition (BTK I nhi bitors such as I bruti
m tochondrial ap&@€ptionthibdipgatomwdy VEBQlEtocl ax),
BCR signaling might be targeted in combinato
met abol ic processes. Similar appreoracBEEb ar
mal i gnancies, notably with AZD3965, an MCTI1
trials in -ddélflif ulsemphho‘®ae TBDISBGRL) ategy ai ms t
stress by Dblocking | actate transport, t her e
energetic homeostasi s. Ot her potenti al tar ge
further restractatientutaiclel tat aon. By di srupt
mi croenvironment of cLL, i nhibition of |l act
efficacy of targeted therapies, mitigate res

Materials and Met hods

Cell Cultures

The primary CLL B cells were collected from
routine workup at the Avicenne Hospital ( APF
consent, validated by the EthicsorCharmdd twiet h
Decl aration of Hel sinki . The information on
summari zed in Supplementary Table 1. Pri mar.y

samples using the Pan B cbel ITelts=aloan, i dre r Kkniatn y ()

t he manufacturerdés instructions. The isol ate
(Gibco) supplemented with 10% fetal <calf ser
(Gi bco), cultured astt o3 2AC fwiozlen5%nCO2qaid |

containing of 10% DMSO in FCS.

Med and3d H&IlI Il s were purchased from DSMZ ( B¢
described for the -praenalrsy weairmo rp Br cled d esd fHrSor

USA) and cultured as described for the pri ma

Human mesenchymaMSG@G)t rwenaeé dedil wed hfrom BM s
from ot her hemat opoietic cell8 wke&sglfthaei
culture. Bone marrow (BM) samples wéreaickrtasie

t | & P daNd o



and coming to the Orthopedic and Trauma surg
France) for a total hip replacement surgery.
in accordance with the Hel siintkut iDercdlarRe v ioav

P a tNios d was obtained bef ore t he use of t he

Mononucl ear cells were purified from the BM
Human ,-BIPGANECH)SC Were t helWMBd x(p@inWea) inuppl e me
10% fetal bovine serum (FBS, Sigma), 2 mM gl

streptomycin (@iSICcoera®@Weelc®8DHd utnce, the cel
with Trypsin (Gibco) amd dry-Mg€eanwerthedubedor
study.

|l ncaud ture experiment s-CLHSBelslts omalecell suma

system (0.4 Om pore size, Corning). HS5 cell
tocawd ture to allow adherence. rB adelal sstwermal
ratio of 1:10, unl ess otherwise specified. \
incubated with media previously issdadtfat@em
(Sihmari ch, Cat . No. L4R6&) mevdhisundi &nmdeds ea
concentration of 10 mM for wvariable durati ol
antgM anti bodies (Jackson I mmunoResearch) we

or asbopulnadt est i mul ien(d2  gOg/nmlit)h,e dseppeci f4 c exp
SLC5A12 antibody was used at a 1:50D1@d38@tio

Il nvitrogen) .

RNA sequencing Library preparation and seque

RNA eq l' i brari es wer e prepared using the I«
expression kit (Thermo Fisher Scientific), f

preparation steps were perfor med faluyt,onfadri cead

sampl e, 10 ng of -toaabcmRINAedvaisntroeveo mgl e mer
foll owed by target amplification and barcod
20,802 transcripts, covering mprteomehamaTh% p

targets gq specific region of the transcript,
to the exon shared by multiple isoforms. The
Af ter amplificati owmer et hdeli | buarecdo deod 110i0b rpaM,i epso
emul si on PCR, before being |l oaded onto an | c

Semi conductor Sequencer (Thermo Fisher Scien

t I MB&daNdo



were generated per chip, correspondsamgplkte ab

run.

Proteomic AnaHryese-MEWS Label

The cells were collected andeLwas$hedet sodéa@bi
solution (urea 7 M, thidd®umed ¥R wi¥lv Q@QHAPS$ he%pw
Mi x from GE Healthcare) were adderd.3®Afmien, im

on ice, the |lysate was centrifuged at 150,00
sample) was coll ected. Protein concentratior
Heal t hcare). For egnoy moptrwered ingesovened2bn 25
bi carbonate buffer. Proteins were then reduc

min with 55 mM iodoacebanmi deetpnecimpithaned i
digested by trypaifneoveimgieght ont BEACi de s a
concent regdli.o nl hcef dd )g ewsetrse (dbesal ted by StageTi
|l ayers of C18 phase stacked in a P10 cone).
by fAlLabels Brpeead rmanetry on a ti msTOF Pro type
PASEF technol ogy, upstreamclif omwdti @adir a psh yc o(unpe
Bruker) using a nano column C18 (lonOpticks,
it pdwosistkelpear ate the peptides from the compl e
on an increasing er2&@di eonft 100f0 ard ent. o nEiatcrhi |sea n(p3
times in a row in the same way. ThieTrmasseddp

samples were then analyzed using the MaxQuar

anal ysi s, a table was generated with the nat
intensities in each sampilkee FhoSt ambpackaget
to compare the mean intensities of each prot
Partially missing data in a group were | mpu

(SLSA) method, tatgrbypmwesengmgatadi by a mi
by the DetQuantile method. A Limma statisti
intensities bet weéeieonc tclhoe rz2cdgrnn omnp § .AdA ppdsvte Bel
applied teopvabtutemaheeshel d for which the fals
1%. Only the pvraoltueei n<s Oh.aOvli nagn da ppr esent i ng a |

Bioinformatics analysis

The process of transcriptomic data and creat
BAM files was done by Galaxy (v22.05). DESeq

t I ME & daNd o



expression analysis in R (v4.3.1)vawue h<tbhr@!
After being processed wi tihr eMa xmausasn ts paencd raocngeut
Pro), proteomic dat a -twast twiedakt ecdh rwidtiohg I2StQu| d e
adj usvtadduiep < 0. 05. Venn diagrams, heatmaps, Vv
visualizati on. Overl apping di ffer eptmiaclsl y €
i ntegration, and these wreale drhreinc haxeanmi n(edl
React omePA, GSEA) to reveal common dysregul
proteomic | evels.

Cell Survival and Apoptosis Analysis

The MTS assay (Cell Titer 96E AQueous One Sol
No. G3581) relies primarily on t he acti vi
dehydrogenase, which reduces the MTS Itetrazc
were seedved!| i pl 86es at appropriate densiti
conditions. After treatment, 20 OL of MTS re
100 OL of culture medi um, and cel li4 hwearre , it
depending on the <cell type and treat ment . ,
mi croplate reader ( EWNFer)mo A$di erotnidfi itd oMwsl twies le
and background abosndryb awecle sf rwans nseudbitar act ed. I
either an MTS reduction signal nor mali zed by
Cell proliferation was assessed using the Tr
cells were harvested -lanfdf areesdi spalnidread (I MB $)h.o s
0.4% Trypan Bl ue sodhwtuisen ustdt omdistteapd epawaedm
the cell suspension (1:1 di abtesoabhed)alkleé | €
counted manually wusing a Malassez counting ¢
were performed in douplacadateofalr eaabl eooadl It
Results were expressed as absolute viable ce
Cel | apoptosis was assessed using flow cytol
purified primary CL{ITEI landupirmpi AnoexiimdV
Bi osciences, Le Pont de Cl ai x, FranceXxi nPerc
Vspositive cedlegati red sintdingel Peel | s. Al | me a s u
duplicate.

t | M$& ¥ daNd o



Seahorse Metabolic Flux Anal ysi s

Extracell ul ar oxygen consumption rate (OCR)
measured using a Seahorse XFp Analyzer acco
reagents and compounds were obtained from Ag

One day prior tHAHS5expdriismeonrt ,prad marldy0 human M
each welwlelof Semah®rse Microplate. Cells were
media prepar &pr ifmearm 5CLx. 180 1d sl tourr e2l X ol 0 24
suppl emented with 10% FBS. On the day of t he

compl ete Seahorse media (XF DMEM suppl ement

pyruvate). OCR and ECAR were bdbBtbesSedessiig
(Agil ent Technol ogi es) . Oxygen consumption v
sequenti al injections of oligomycin at 1 mM

1.5 mM rotenone at 100 nM + antiamgoaiatAdatas:
di fference between basal OCR and the OCR af
Ma x i mal respiration was defined as the diffe

OCR after rotenone and antiitmycwas AcalSpal &t

di fference maxi mal and basal OCR. ATP Il inked
OCR after oligomycin injection from the basa
same experiment. Gl y el yisnicsr ema® ¢ aal cEud AaR efdo
injection relative to basal ECAR. Glycolysis
ECAR after oligomycin injection and basal EC

ROS and Mitochondrial Mass Analysis (Flow Cy

I ntracellul ar total ROS | evels were measu
(ROS) Assay Ki t 520 nnrb9@IONvi tfroolgleonwi n@att.h eN
instructions. After cocul tur e, cell s were
detection reagent provided in the kit at 37
staining, cells were washed and subsC@@UEnNt |y
BUV395, BD Biosciences, C&€D19N8V7H6EFIXB &)nRaend
Cat . No. 563325) to distinguish stromal (CDGQ
Staining was performed at 4 AC for 20 minu
resuspension in PBS for acqui sCiSt iSymmp EDenlyl sA 3v
fl ow cytometer, and the mean fluorescence in

excitation/ emission: ~488/ 520 nm) was quant.i

t | & &pdaNd o



processed using FlowJo software (v10 or | at

sample. Mitochondrial contEe@rte evm sFMs(slerswietdr a
No. M7515) , which accumul ates i n mitochondr.
transwel | cocul tures, stromal cells were 1in

complete growth medium ated®7f A€mflbirgiBt0. mkF alul

cells were washed, resuspended lioow RBS,omeand
Mi t ochondri al mas s was guanti fied based on
~490/516 nm). Cell s were analEyfzleodw uwsyitrogneda eB I

data were analyzed with FlowJo software (v10

per sample, and dead cells and debris were e

MRNA Quanti fi®&LRi on by gRT

Tot al RNA was extracted with Trizol and p
Qi acub extractor (Qiagen, Les Ul i st,r &mrsamnrciehec
with I SCRBBY a@aBcording to the mpnef$amycxcref 606
using TaqgqMan Gene Expression Assays probes
France) (MYC Hs00153408MmemPCRosyatemMOQ LRé@] Te
Aubi n, France) . Target gene exprlkesssonmf wadh
housekeeping gene GAPDH (Hs02786624 _gl1), the
to determine the fold change. Rel at qpoge f ol d
met hod and the vadgp@Eeés Are popmeéedswdrdsaspBr tat

To check the expression of udsperge g ual actuesdt ogme
array of 32 genes was design to assess the e
The PCR array was design and anal(yDe 3BDi2rBd ,
Ql AGEN). The targeted transcripts included:
DUSPS5, TGFB1, | L6, GAPDH, Pl M1, NF 2, TNFAI P3
EGR1, CXCL3, | L1B, SOD2, HPRT1, JUNB; NFKBI Z
HGDMOUSP1, RTC. Target gene expression was n
housekeeping gene GAPDH, then normalized to
fold change. Relative fold mod@angmet @wpdrueessdi dbh
are expredsedAlals Roints were performed in du

t I M adaNd o



Western Blot Anal ysi s

Tot al protein extracts were pilg parnedd HSr50
stromal cells following stimul-BgMpnoulStcwbroe 3 (
(24h) . Cell s wedendtywreidn gusli yngi-aC Imwpnf0e 8BnM( 55 n
NaCl, -40 NP% gl ycerol) supplemented with a pr
(10 mM Orthovanadate, 10 OM NaF, 10 Og/ mL ¢/
Pepstatin, O0,1M PMSF). Protein cOBCANRT@teéiom
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific), and ab
(Thermo ScieBfiChic Multiskan

Equal amounts of proteicmst30ODBWNORBBEE reso
gel s-R&ad8) p transferred to nitrocellul ose mem
using standard procedures. Me-rbveaeme anwe ri en clulb
with specific primary antibodies (Tab-l e Ant
conjugated secondary antibodies. | mmubhor eact
Western ECL Subst rRad) ,anan & Cdh éVaix|  a@Bc qpeisic e d t
using the Chemi Doc MRad)magAmtgi bSoydsyt edani |(uBtiioo n
conditions were optimized according to the I
anal ysis was conducted -Radng ERKY@Edtidhdlb ESRKf t

(Cel | signaling technology) band i ntensities:s
were used i n tBEhRKs (werlkl wseirgen9all@idntg 1t/elcOhOn0o | doiglyu
phosphoERK (Cell signaling)teBmio(cCgy | #48Bg6a

technology, 1/-A0®dDphdaBTUK i 0@l langiignal ing tec
antubulin (Sigma, #T4026ncal 20 0q@Celdi | st igom)
#13901, 1/1000 dilution).

NMR Metabol omics Analysis

HS5 cell s &£&hd preirmacwyl Bured in six well plat
FBS. I n certain experiments, the-Tmn&€di gmuwas
(Cambridge I sotopd3®P&Khoroeari €U dxua,ctdGeM( €ambp
Laboratorle®K) #€CbMenable stable isotope tra

collected after either 24 or 48 hours of i n
Al'l supernatants were centuifBugdebaizaAB/Qad0B6t
unt il NMR anal ysi s.
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Supernatants from the culdlLurod vaerle0 psriM pgarriende
propionate (TMSP) with DREOsspkbunbbanwasampd:d
were mixed thckbooafght ye mndt 866 was R hteunb etsr.an
NMR experiments were carried out wusing a Bru
a 5 mm PAQXI probe and a cooled Sampl eCase
throughput data acquisition for | aomgtr all ée@c
298K throughout the experiments. Standard 1F
effect spectrosgoagi ¢Ee NOESByuket hpual se progr al
on each sample to obtain theotctcarretpédditma@n
induction decays (FI D) were collected for ec¢
The relaxation delay was set to 4 s. The 90A
sampl e atesar e dNOBSnYe mwaxs ngett to 10 ms. The

for each sample was 19 min 11 s.

Al | FI Ds were multiplied by an exponential f
factor prior to YWoNNMRespectamasfwematmamually
referenced t ol tfhpEdn)T MBsPI g ghads i n software ve
Rheinstetten, Ger malyy)u.c oSieg nbaglhsu 6ebts pF.HEFL . pP3p8m p
signal of | at& adfe lcaatbatne 3c aarnldon 3) and 1.05
order to calculatditomes. m€Ctoalcehittrat c omse mtfr g
directly determined by <calculation consider
medi umOat. 171

Chick embryo chorioallantoic membrane (CAM)
Fertilized white Leghorn chicken eggs were
(C-rdoba, Spain), and incubated for 9 days

embryonic devel opDBe mdim a nae tweirn dwoaws odfr ialnl ed on t
of the eggshell . Then, 1 millioch BPMpr medr ym
containing 10% fetal bovine serumgL 1IMal ruU/gnel
The mi x wafsori nk5 braitredlt es at 3@AE€dandteubbeqd
each egg. 10 mM of | actate (day 12 -menar ilMdg w
CAMs . Seven days after implantation (day 16
Tumors were excised and theefulmhgsweir ghedl ty
cytometry using a CD45+CD19+ staining to det

tumor derived xenograft.

t I M adaNdo



Statistical Anal ysi s

For -oomincs experiments, statistical analyses v
8 or hi gher) . Depending on the experimental
conducted usingestt beiWhhbkbeblpabr eedds td a(tfao)r. uFopt
testgsal aep< 0.05 was considered statisticall
standard error of the mean (SEM), wunless oth

in at | east three Dbtieod oogtihcearlwirseep.l i cates wunl e
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FI GURE LEGENDS

Figure 1. CLL cells al-bebondemarmaowcsi pbdoommk
cul ture

A) Heatmap showing normalized expreSsceoehl of
cultured aduwinteuroae wint hcopri mary CLL cell s (n
di splaying the Log fibbgd-vahpaegefa(l ll y§ feBxPy retsies
genes. FC:THe-tdditcwasmgeet to 0.5 to visualize
C) Gene set enrichment analysis (GSEA) of th
al one vecruslusurien wiot h . p rDi) maGrSE ACIslh oave Inlgs enr i ¢ hi
hypoxia, mTORC1 signaling5 aned IMY C utlatrugreetd paal
caeul ture with primary CLL cell s. E) Gene

mesenchymal stromalhycdlolnor(sM§@) =f rdo-mmwchud & tuer e c
with theCWMeccell l i ne. Results are normalize
fold change. Statistical -Whnalnyesed ewdr.e *Per<f a
***p o< L 0O0DO1**** P <

FigurGLL2 cells increase the expression. of pr
A) Vol cano pl od¢hadnigsep!| @lyo gilgé gi-vod Mpe s w0 di ffer
expressed proteins. FC: fold change. The cut
GSEA of the {racteeé dme upfcnHR 4r ke awics)d ddHeecat ma p
showing al/l t hsee go nmai ncd dpart cat -8(oRaNtAD n e-€ w it th e rned Svoi t
Med cell s. D) Venn diagram -séqthedcpobesedmar

fromb HSel | s ailcaund urerlsvice hclddlé c EhelL L8t hnd s t ha
upregul ated both at t he-5trcerdcr iapdounastn s egr rsvaitste
Med <cell s. Log2FC is represented for the p
Clustering of the 18 hits ofocepamsels E htada ahmew
i n -HSby -d thlet wroe-1wicteh | Blec

Figure 3. CLL cell s enhance glycol ysi s

A) MTS assay in HSS5 cells cul turledcélolr-I12i4re ,w
1 cell s, or primary CLL <cell s. St at-i sest cal
B) -51Scell counts in standaacul tmerde awi tali tpemri mdr
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for 24h. C) Extracellular acidification rate
HS5 cell s cultured for 24 h in conditioned me

Gl ycolysis and glycolytic capeawrgitex wer i meamtl

ECAR measured in mesenchymal stromal cell s (
from-lMe&€d L cell s or in standard media. GIlycol
from six independent e xypgeerni nteonntssu.mpE)i oRe prraetsee
from HSS5 cells cultured for 24 h in conditioc
medi a. Ma x i mal OCR and spare respiratory ca

experi ments. F) Repsef$epnpmaMSCe OCBmphetithy
h in conditione€d cmddisa ofrr oom Metcandard medi a.
respiratory capacity were calculated from si
species (ROS) gdrbdguttownciheameét sy cuhtedb8ed al
culture -lwioh Meicmary CLL <cell s for 24h. MF
H) Mi t ochondri al mass me a5 uaeldl sbyc ulltowr ecdy taol
cul ture-lwiorh pMéenary CLL cell s for 24h. MF |
For all panels, data are presented as mean N
individual va-Hubessta&abrspanal sa@BIl ysWhsi twaey p e
U test.

Figure 4. CLL are able to consumeél\MRh a slsagt atf
Glucose in theb5culprumarmedciLbmcdS|l-csulctubt@r edh
data are presented as ratio of the Glucose
Lactate in the culture medi-imcas&t3iCB() pareals uA.e
in the medium of 3 C€drLd-lp&a8r ndslot creé |l sTheoda
as ratiol adot dthee dt3Cti me QOwmMdmELa@rtree s g n dweod
of the experiment wused to anal yse whaectthaetre C
produced upon -5 ncceul bl astgi vount bosfd 3HCD et ai | s are gi
E) NMR assay td amdagendé&moihe oh3 Cnb tchel |Iase da nudn
cul tur e ofel HS wi t h 6 differenktacGLalt3e@ajl ent
concentration e acsamaei tiimnt ceor H8Espond to th
incubation of strofmabG8 @ed-# BBCEMUW.t hF)L 1WelsmtMer n b
cel | | vy satceed lofc uHHS ucea |l dluo ree wa3dt lcaefdtildésth eoaro WG | m

cells. The image i s represédmtratpiame |l cf A2 IBn die
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are presented as mean N standard error of tfF

Statistical anal ysi s -Whaist npeeyr ftoersmme.d *u*sPi<n g0 Ot5h e

FiguLeachate increases CLL cells surviva) anc
MTS assay of CLL primary <cells purified fro

hours with the indicated doses of Lactate. T
section. B )-myAcn atl ryasn sc r@iPpCtRI oonf  bQyLeL&flceedl [wsi tth 1 (
Lactate for 24 hours. Primary CLL calal arfer ol

presented as mean N standarMhietrney ofatihet me
used. C) Western bl o8 oél wWaosei mel atkegshbesl
antgM. Specific antibodies Bhgai netabBpKoaedn
to assess BCR signaling activation. Tubulin
by Annexin V/7AAD and fl ow cytometry of pri
stimul ated 4mgMna@aihdwihtole aaveiihCo5eAnlt2i-Whia mrey was
used to assess statistical significance. 3)
CLL cell s treaSle@5 AIr2 niont pwmietshe nacnete iof absence
| gM. PpERK wsaess su sBQR teoctaisvati on. Tubulin i s us
for CAM seyasitlesm.arl@ given in the M&M section
pictures of engrafted tumors in CAM at day
dur imgr tgurowt h H) Histogram representing the
derived CLL xenograft on the CAM after 16 dz¢
used in this experiment. St ati s t-Wihtanle ys i*g-nPi<f i
. 005.
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Suppl ementary material s

Suppl ementary Table 1: Biological and&dAMol ecu
not availabl e. 1 | GHV homol ogy was <calcul at e
germ |l ine VH gene. Unmutated (UM): | GHV homo
< 98 %. 2 NGS sequencing a panel of@iag: | ympBa.

ATM, NOTCH1, SF3B1, FBXW7, XPO1, POT1, Bl RC:
FI SH analysis includes: del (17p), del (11q),

Suppl ement afiyams guirgt dmi ¢ -saema lebf seHsS oy | IR Ao
wi t h-1MeccdAl) | HHeat map of the diff &r eretlilal luyp oex
hour-sulctour e-1wicteH | dec B) Vol-segodpltat set tberl
Log2FC versus L eogflf0ORwaasl ssee.t Tthoe Oc. bt t ossedual i
genes. C) GSEA avad ydasao$ett heo RNAow t he mo
pat hways or biol ogical pamctehses elsDR Tahned ctoh eo udrc
on t-hal Wwe. D) Enrichment plots of the most

anal ysi s.

Suppl ementary Fi gu-beufecnuRctoutreeo-fime ctén) IME&Eat map
of the protein hits idebhtcdlles bpyomaBédr spewd
Med <cel |l s. B) Enri chment pl ots of the most|

GSEA analysis of the proteome data set.

Suppl ementary Figure 3 Seahorse assay .and CL
A) Representation of the metabolic inhibitor
rate) and ECAR (extracellular acidification
cytometry plots and gating stratvegy etld gmagluy
(CLL cells) cultured on the CAM. The CAM wi
used as negative <control t o goprdalce) .t h@) gHhit st
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GSEA Dot Plot: Enriched Pathways (HS5-PT vs. HS5)
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Table 1

UPN
397
059

412

095
172
187
239
337

388

061
285
262
249
331
053

435

449
207
438
161
446
079
263
412
426
445
013
457
112
455
433
277
441
198
307
203
341
248
428
075
411

Gender

m M2 £

£ £En"nm=E <L

EETEELENEENE T T mELEELENEEEEET

Age
76
68

67

58
66
60
73
49

61

67
63
44
55
70
46

58

67
65
44
70
61
77
69
67
73
58
55
60
70
60
63
71
48
67
65
85
58
64
60
91
90

IGHV status *
Unmutated
Unmutated

Mutated

Mutated
Unmutated
Mutated
Mutated
Mutated

Mutated

Mutated
Mutated
Unmutated
Unmutated
Mutated
Unmutated

Unmutated

Unmutated
Mutated
Unmutated
Mutated
Mutated
Unmutated
Mutated
Mutated
Mutated
Unmutated
Mutated
NA
Mutated
Mutated
NA
NA
Unmutated
Unmutated
Mutated
Mutated
Unmutated
Unmutated
Mutated
Unmutated
Mutated

Mutation (NGS) 2
MNotchl, BIRC3
NA

SF3B1

NA
NOTCH1, TP53
Unmutated
NA
NA

RPS15, IKZF3

NA
NA
TP53
FBXW7
SF3B1
NA

ATM, SF3B1

NA
NA
Unmutated
NA
NA
Unmutated
Unmutated
SF3B1
Unmutated
NA
NA
NA
NA
SF3B1, XPO1
Unmutated
NA
NOTCH1
NA
Unmutated
Unmutated
NOTCH1, XPO1
Unmutated
Unmutated
NOTCH1
Unmutated

FISH?®
trisomy 12

trisomy 12, dell3g

MNone

dell3g

trisomy 12, del17q

MNone
dell3g

None
MNA

dell3g

dell3g
None

None

None

None
MNone

NA
NA
dell3g
None
TP53
MNone
None
None
NA
NA
trisomy 12
NA
None
MNone
NA
NA
trisomy 12
MNA
MNA
MNA
del13q
MNone
MNone
MNone
MNA

Experiments
MTS
MTS

Apotosis, MTS, Mitotracker,

NMR, Western Blot
NMR
Seahorse, NMR
Seahorse, NMR
NMR
NMR
Apotosis, NMR, ROS,
Mitotracker, Western Blot
ROS
ROS
ROS
Apotosis, ROS
ROS, MTS
ROS
Apotosis, ROS, Mitotracker,
MTS
ROS, MTS
Mitotracker
Mitotracker, MTS
Mitotracker
Mitotracker, MTS
Seahorse, Mitotracker
Mitotracker, MTS
NMR
NMR, MTS
NMR, MTS
MTS
MTS
MTS
Apotosis, MTS
MTS
MTS
RMNA-seq
RMNA-seq
RMNA-seq
RMNA-seq
RMNA-seq
Seahorse
Seahorse
Seahorse
Apotosis
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| es cld $5lawil ecsont act -Ldle&. cledlalculievsatB on de | a v
mod | e se traduit not amment par une augment
(phosphorylation inhibitrice) et une di minut

A

PYAP S127 i

Tubuline  ———

HSS + + HSS + +
MEC - + MEC - +
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-
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HSS + + HSS + +
MEC - + B-LLC Primaires . +

CTGF

Fold change

o0

HSS + +
MEC

Figlblecti vation de | a voie Hippo dans Lk cA) I ul

Mesure des niveaux de phosphoryl-atiohdédesYAResaal
de 24h (tri ®e) par Western Bl ot. L aL 6Thu bsu loigmr ea mame
repr®se@ana&l yse densitom®trique des bandes obser
nor malisation sur |l a tubuline. Les donn®es sont
bl ot repr®sentsahd®peedBnmep ®&rppe<n COBYPS)3 , me rapport
HI P/ d@klhs | edSSeal pbuf®eence de MECC (pgraiuncéhier)e o(ud rdoei tB

t | MP & daNd o



est |l e reflet de | 6dactivit® transhcr iChtaigurenerlatd eo
nor mali s® par | e s ibglneasl ddoensn @eosn oscounltt uprre®ss eth ®e s
N SHM test stati-tedd u®taupdpdarrti & (pns<t= QEEXMI)e.ssi on
relative des g nes CYR61 (CCNHSeaet pCEREEN¢CECHNR) n
cel |l &iLeCs (BMEC) © | 6i ssu dodéun tri magn®tique. Lbée
RTq PCR remalnios®e par rapport a2l mi mireoglleb 8 ® ®x emnelel
HS5 seul es comme ®chantgdjlLoens ddeo nrn®Rfe®r esnocnet (pnm &Rt sheor
de moyennes N SEM (n = 2).

CModul ation de | 6expression de YAP dans
LersPsul tats pr ®c®deht sLiLieds deiigg wean tn eq wen el easc t i \
Hi ppo dansHS5keserseubdeael ees sontAfduwl tdiev ®®e se uexn sce
et caract®riser | e HS5 endegPh®s PR glieRécees!| Icwell d:
HS5 stadl @ct ®r i s®e par | a surexpression dobéun
active et doerdmm®&e nYAtPa pbtSENS MR BSWb st isBruitneon d
erm@ anine sur |l es positionse®ddi LOYAPILIRFA, ne 4
petu pl usospg®ep gt LATS ( p h oes®chhoaapyphead ® puinéd Stlr2at) i
cytopl asmi que-33arcleai tp,r od e®omiett drdts t & &y dedntieisn B®

et pourra dcdaend rlaen syfjopgaeerpsoaurr r 'l e de coacti ve
|l 6i nver se, des strat®gies dbéinhibitions ° b .
di ff ®rentes soci ®t ®s pour ci bl edi mp&®ciidergu
expreAfsimnddé®val uer héatei diut @mut mans ¥FAPp HISAnN
transitoire a doéabord &t ® nr Ruatliilsi®ea nd a nlse |seys
HI P/ BEOPl es r®sultats ont confirm® | augment a

1A) . Sur | a base de ces r®sultats positifs,
virale, |l a go®n®ratabhedeekpgh@ant H&xsi tc eYA Pu |5¢
HSS transduites avec | e vecteur viral pLKO v

Af i nv@deal feis ni veaux dodadxamrsed xisons ghe®e¥ARt ab
shYAP, un weste(fhi dgBpoled aau g@rte® tra®aloins ®@u si gnal

par densitom®trie confirme | 6expA dsisiinovne rdsue , m
di mi nution du signal (~4foi s) est observ®e
| 6efficacit® de | dinvalidation de | a prot ®in
Afin doéanalyser | a | ocalisation creddsul avor

®gal eme®utn rf®aalcitsi onnement cly@) €p Imane me/t t eynaw , (

t | MPydaNd o



5SA est fortement enrichi dans | e noyau mai s

rapport aux cellules contrtles PLKO. A | 08inyv
fai ble dans | e cytoplasme et immn pd®tl eontg@®ed
membr ane a n®anmoins permis de visualiser Y
PLKO et DehYWaPni re notabl e, |l 6i ntensit® de

similaire entre | es deux, cmoaldgrt® onrse diemir Mstu
| 6abondance de YAP dans | es cellules shYAP,

pas significativement alt®r ®e, ce qui pourr e
ce coAtprsgste | 6ensemble de ces r®sultaths val.

pr ®s entant une modul ation de &8 poabnti e®l ¢«

son activit® transcriptionnell e

A

-
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3
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+
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C cytoplasme noyau
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YAP b pr— ECL
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Tubuline -’-- '7
FigurModul ati on de YAP dahbhs JyAsst Inieg nr@epsp osrttachbulre sH I
|l es cel |l uH8= xptri onmalted e mutant YAP 5SA. Le sign

transcriptionnel de5 YARPe dangn beexspd @ anla@| ese Hut ar
(transitoire) a ®t ® normahion®t p amn sdfee crs @Ry lni&Ix@pe® & L6 ne
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(n=1IBMesure des niveaux de | a prot®i ne YAP dans
avec diff®rents vecteurs viraux. Lébactine est u
montre | 6anal yse densitom®triguenidveesaukandedsat bf
nor mali sati ¢ CBtswde | daclta nleocal i sati on -5dePLYA®P, danr
shYAP et YAP 5SA. Les niveaux de YAP ont ®t® ®va
cytoplasme/ ®olyamt i lLleons nucl ®aires ont ©®t ® do®vel
MAX) pour am®liorer | a d®tection du signal fai bl
pour | a d®tection cytoplasmigue®t(G QILt)i,l iesx®eo scRem nue

cytoplasmique. L6i mage est repr ®sentative de tro

DRl e de YAP sur | a morphbl ogie des cel
Aprawanirs en O®vliaswscouétdaes | e changél@nt de
et | 6activation de | a voi eexHilpopro® d aen sl iceens edne
doexpression de mvAR| @dge IBioemhqbbgdopewati ons
mi cr oscomida pamttirPuve®| ® de di ff ®rences mor phol
5 PLKO et tsetsYABS e YAP 5SA pr®sentent une mor g
®t endue que | sFigé@Bleulleada ct®hwctilen doéintensi
dans | a condition YAP 5SA, en d®pit de conc

modi fication delsopalops i ®t ®mi ©pPd ¢ Juiersonne me nt

pourrait r®sul ter de changement s dans l a ¢
extracellulaire (MEC), connus pour influence
au seins.debksn teifsfseu, des ®tudes ant ®ri eures o
fibrillaire, |l a teneur en collag ne ou | a r@¢

optiqgue et g®n®rer des contr’d%sP®s en microsc

Afin doéappr®clies modisf ifdc ateimemg mor phol ogi g
approche par i mmunofluorescence a ®t ® effect
ont ®t ® FegaBhne®s
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FiguBRée |l e de YAP dans | a mor phlomage® e@rsmiceld dsdep
des c&lSh RLUL KG, shYAP et YAP G5SA apr s 24h de m

nNum®r i quement ~ part(iBQod®dumtdroms iags @rhandtl o0 .ne
(factine) dansbh lexspraderdalnul eusn WS cteur YRt (5h¥APPL
ou YAP 5SA. Les images montrent des variations m
doéacet isel on | e niveau dbdactivit® de YAP. Chaque

forme des cel |l ul ees eoxbps®rrive®Oga&d r¢sa | d=d6dulin) €S hsaepuel Fact or
(Area) et du nombréddehampbupaes pabdEliihipeaps ) r de

t | ™% andeNd o



i mages obtenues en i mmunofluorescence (B). Le
aut omati quement " | 6ai de du -Wbhogtaoegl Lmagdhrr €e
indiquent | a -mayaeenet*RK*SEMO. BOO1.

Lesell ules YAP 5SA pr®senteentr @crae@i mot eolpa

Factor diminu® et une surface (Area) augment

contrl]| @ B8)YAHIngsuir,e cesc wrbfsierrmernti oqse | a quant.i
cellul aire de YAP affectent | a morphol ogi e e
Par ailleurs, i est i nt ®r essant de noter
doi mmunof | uor e sochesnearev, ® ombse agdensel | ul es par

dans | a condition HSS5 YAP 5SA comp@&yCettitvee me n
observatigar deggcrél uladmt YAP oH Sifsluapdphog tt a lelne v €
utigadawr® | 6i mmunofl uor es cre®@g teensotr icRicaurhmesn td 6paalrh ®

decsonstituants de | a matrice extra cellulair
E.I mplication de YAP (stromal-bL@ans | a v
La LLC est caract ®ri s®e par une r ®t ention
mi croenvironnement, ce qui per met de prol on
cellules leuc®miques aud sdMArsu | enimbmaende r
compr erpdr m®cani smemp Imod E® Dt @@ttt £loshaddks®sciedrnn ul e
B-LLGuxel |[HHS5em® uavons ®t udi ® | 6i mpactnide ala
doexpr essdamms dlee sY-BPeslulrullas st vi e etL U® aEdnh ®r e
effet, bien que |l es r®gul ateurs en amont d
m®conndes ph®nom nes doédadh®sion cellulaire

regul ateurs majeurs dé& 8% t%4*e®°?voie de signali

Apr s avoir mbstiraessg®hligles HBLKO, shYAP ¢
avec des-LLE€l pul mai Bes penda®te DHPdDhur creod agayv an
B-LLC vivantes dapar chhptgam®rtroice |l e urfel ux par m
7-AAD sur-pbpubatuB€mdrredORIOg®Bne LOuUutilisation doA
7-AADper met de distinguer |l es cellul es morte
positifviegyB. emoantre que | e I lawhkesCeBwi aicluil tt @ rc
l es di fferehtres cadilalpass HBes fa®onl saheass ugaq
ni veaYAxB tdreomal es ndéont pas doi-imp@ct sur | a s
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Nous prv@®o®demmmeein ®vidence | e caract re dy
desLIBC sur | e5‘Dahs ude,sc rmdbuocenxst leRav aclap@& ci t ® doa
des celLLGI| psi Badr & & Gsed nlidubbgessans g®ni ques | or s
de Bdur cela, 4 é&@moman e esdleapB ®d eantfe adt ®0O® ad
d®t er mi n® par comptage au bl eu Trypan pui s ¢
des celLLGl ps®8Bente damash®eenpei tq F0 fgr@x ctth i®o @ n

De mani r e i nt ®r essant e, nous avons p u C Ol
pour centLddge adned Badh®H®5 aV¥AP ce3 A udemspaelalt i lve sme
conts{ PL&KO) . Ces r®sultats sugg rent gue | a

| 6adh®si on -MdeG. cN®d urmeisn sB, des exp®riences

traceurs cellulaires fluorescent sont pr ®vus
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FiguerR'l e de YAP (stromal) dans dLacCsprvmaiestes!l 04
cell dlLeCs pB i maires ont ®t® cocultiv®esb pRnK@nt 7
shYAP ou 5SA. Strat ®gi eepbasrg a®tviad gt emre dra® svd matba tlii v e
l es diff®rentes coculturded.C lva vaart &act @r i®F &t ird®m | c
taille des cellules (FSC/SSC), de | dexpression o
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Al F-BX(.BDe nombre de cellul esAABD Vi wa it &®s d@Arem am inre
proportions obtenues par cytom®trie en flux et o
l es fractions adh®rentes et somsoadh®sesnteess deke sS i
bi ol ogiques ind®pendantes (n=6). Les barres d'er
significative nba ® ® observ®e enftCheut esntcaoqnadi d
cell dlL&€s rBt rouv®es dans | a fraction adh®rente ap
HS5 . Des cocultures de 4 heurds Comptri @a® rre®aleits @a
H S5 PLKO, shYAP, ou YAP b5SA-LLCerpbuouoefbagaades
adh®rente a ® ® d®t ermin® par comptage au bl eu T
pour discri mi-nle€C desHSeell lall@@sumBcent age correspon
cel |l WiL&Ls aeBhh @rs rapport ®e au -LnLoOmb(raed ht@rteanlt edse +c enlol n

par puit. Les donn®es sont issues de siXx exp®ri e
Wil coxon. Les barres d' er rwealrselibndd qu.ent | a moye
F.R'l e de YAP et de | a coculture dans | 0
|l es cei5l ulransg®ni que
Suite 7 | 6 ocelnee lev @aidirho@e ednocuenl L G| s sr BIHESS cel |
exprimant | a forme mut ®e YAP 5SA, nous avons
modul er | 6expression de mol ®cul es doéoadh®si ol
ai nsi | es i ncteelrlaucltei.o nAsf icne | d Ougl xemloairse ravoetst eR vV [z

cytom®trdansenl|l dd udi ff-®f dexes esesl bnl enembBanai
d 6 adh ®stieolnl edsin@sRpidID®e9d nt ®J4A DU d | CLAAD54) et

Th-¥( CD9.0 Ces mol ®cul es ont ®t ® choisies en ra
cellul aire et | 6i nteraction avec | es cel | u

tu m62r6a5127., 528,529

Le niveau doexpressi oml@ENdWY4@HK4L I k) daeisnsint
celui -doI(CAONE4) ne montre pas de diff ®rence
conditions, gqueailerst c@t ® ud elst iIHE®esese€BICes ou
(Fi ga&xk)eENn revanche, une augmentati on signi
membr anai- e( @@290')hyest obsedHhv&APabBSAl esmpal bt
aux cel3 uRLeKO HSo nt2rBY) | A ( Biigpwree se, dde€D@0veau
®t ® retroub®stt¥AP tempéiSaet HEm mesaCaul e®sul t a
sugg rent gque YAP pourrait moduler | 6express
n®cessaires pour confirmer ce r®sultat et d

transcript-ioangctriopt pomriteld.e Islouddtgniemfdaqrutea | e

t I MmadeNdo



MFI

(CD90) est wuwtilis® comme marqueur de cell ul e

doexpression pourrait refl ®ter un processus

CD29 (Intégrine p1) CD49d (Intégrine a4) CD54 (ICAM-1)
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Figaoknalyse de | 6expression membranaire-5des pr

transg®ni ques en pr @Esle@ cper iomainroen (dey Emp®d eso @B8nd
surface des int®grines CD29, CD49d et -ddePUKO,mol G
shYAP et YAP 5SA, en culture seul-eLQupapmasr2dh(
1HS5: 1-DL ®) . Les r®sultats sont pr ®sent ®s sous f
fluorescHBOIEM MmeFUr)®e par ( BExtporne®tsriioen emme niblruaxn.ai r e
1) anal ys®e dans | es m°mes conditions exp®ri men
exp®riences biologiques iIiWh®peegantles. bAestesstdact
|l a moyennwealNieSEM.< FO. 05.
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GModul ation des complexes doémdh®si on fc
transg®ni que

En parall |l e de | 6analyse des mol ®®ubkes dbo
m®cani smes i ntracaéelelndlrai rlees® bpdoeuf ViiaBnete nddadumsd h ® r
cel | ullLeGulres c elbleuwnl efso nHStiactnutdud 6 ac tdiawnat icoens d

der niLesemp!l| exes do6 aodrhgResn iosn® sf oacuatuoxu,r des prot
assurent l a | i ai son m®canique et fonctionn

cytosquel ¥P138° déactine

La phosphorylation de FAK sur l e r®sidu t
pr ®coce et essenti el pour son activation, pe
et |l a propagati oA° dhue snm°gmea |l |dad apdhho®sspihoonr y | at i
tyrosine 118 (Y118) =est impliqgu®e dans | a r ¢
facilitant | 6i nteraction avec ddbautres con
cytosqgulet3tt e

Dans ce |coo®Bttaetx tdeGacti vati on ainsi qgue | a f
dans | es -5csenlYIAPI eesd , Y& H3ARsence aduwlnomtdet ®c
®val u®s par( Fweg@urBerine sblro®s ul tuantes dmomitmruetniton r
déenviron deux fois, des niveaux tdeoilsatfyprme
cell ubesr dB8sg®ni ques cocullLtQ Wiegwr eeaDes d@®sulkeE
comparables ont ®t® qbHFtiggnBy@epodonh®epretu@®gne
di minution de | 6abondance des formes totales

par | a pr®sefde,ddnd®plelndlaensneBt du statut d:

cell ubesAHBsI , |l a ceoeul tunree i ndrmhuleemcexai rect
compl exes doadh®sion focal e, tradui sant pos
r®ponse aux signaux ®mis par |l es cellules |e

Léanalyse des formes phosphoryl ®es de FAK
nette que cell e dZz& &B)r.meGe pteontdaa nets, (cFeisg urr®s u l

m° me des indications sur une modul ation subt
pas possible -~ ce stade de conclure avec <ce
compl exes fdoocaadlhe®s d ams ce contexte. Des exp
n®cessaires pour explorer plus en do®tail cet

t I M8xdaNdo



N®anmoi ns, | 6ensembkafodrecents | Dfdgpbt bt se

mi croenvironnemdamtmmeé mtmo rpaalr, | @ientl el em@®di st r @r
contribuerait ) |l a r ®gulklaees on e lfli lnleeestd eldeeuic il
comparti ment cellul aire.dfCemipcrocessiuiso mpmoame !

i mpliquer une modul ati @ ng W a ncdudannpltse xteess ddebésa dcho

susceptible doaffecter | eur dynamiqgue et | eu
HS-5 HS-5 HS-5YAP HS-5 HS-5 HS-5YAP
PLKO shYAP 55A PLKO shYAP 5SA

o R -~ DR
Faktotal W L . PAX totale .. .

Ratio Ratio

Tubuline ----.- Tubuline --- --

coculture - + - + - + coculture - + - + - +

Fi gRrleModul ati on des compl exes déadh®si o focau
transg®niques apr s cddclCAnalresevear dWes tceerln ub les:
prot ®i(;AaK det -PAKsPOIPIBFe PAX ePAXho¥pPh®) dans | e
HS5 PLKO, shYAP et YAP 5SA apr sLLcCoc(ullitgunr@e dME Q)4
cel IHEberst ®t ® tri ®e magn®ti quement ~ | 6i ssu de c
contrtl e de charge dprn®s d nmiedisecanbd sec eegu a ®said d ea t rse

l a quantification par densitom®trie de | a prot ®i
relativement ° | a condition contr!!le corresponda
son ®quni vweolneorctulet ure. LoOéensemble des r®sultats de

i nd®pendantes (n=3).
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H.Modul ati on de | a f i br5o ntercatnisnge® ndi agnuse sl e s
Les travaux men®s epaeal|.2008tmdun tpre® dgeu eP i YCAcPo Isce |
l e noyau et devient transcriptionnell ement

matrice rigide, alors qguobdbPaesifreuenifhidamat
Les analyses prot®omiques et transcriptomiqu
mi s en ,viadhesnd e erl|l d ad elsd iHEe nut i odne dcee rltdaeixnp:
constituant dd ulléaéemnateqiucecel leaxgt rne2c e(l CPE 6 A2 ) aé p
Fi bronectineufENAugmBPat ptuen doéenzymes i mpl i
coll agdeemani re,ddmnuss elggbdobhbage de | a matri
(COLGALTI1, PLOR1 ,®gTael neansecnitn et ® obsmegqu®@es. d&os

avonsamalhes® nd ¥exmpixelsa i foinb rdaeeree ggtl iyrceo,pr ot ®i ne

l a MEC, | argement i mpliqgu®e dans | 6adh®si on,
directement avec | es-4U@80bedty r Bl Hel) moit ma@ene np a Vv
cellules h®matopou®tiques,> aCtlitant ainsi
Lefsi g@ReBBmontr ednitmiunnuet i on de | 6expression ¢

au niveau prot®i que et transcr iSpttiroanmsed ®n i 4a
cocul ave®ed es-Lt€l | Dlee sph Bilesthec eecrocul t ur e, | es
fibronectine apparaissent plus faibles, 7 | a
cell ube¥AMS5SA comparati vesméeénshdARACBBJul es

Ces r®sultats sugg rede YYAR dourcrtaivtatd oomt rciomt

de | 6expression Dbasalesdel @i dr mne@catiowa@. du n
fibronectine induite par | es celtlemlded d6thympaort an
déun remodel age de | a MEC qui pourrait °tre

t | M8 ¥ daNd o



A B Fibronectin (FN1)

HS-5YAP
HS-5 PLKO HS-5 shYAP 5SA os
3 3% z!. ‘ I ‘-’ b. .:. l
Fibronectine ﬁ i o B -
N

Ratio
Fibronectin/Tubuline

0,30 1 0,39 1 0,47

Tubuline . S -

coculture - + - + - +
Fi gRP2Eex pression de |l a fibronecbiheadag®nl gaesekh
ou non delLlc@l AuAlywsdB par Western blot des niveau
HSS PLKO, shYAP et YAP 5SA en culture sewd® ou a

(l'i gn®e MECHS50lnds ® el ItulieRBse magn®ti quement ° | &i
est utilis®e comme contrlle de charge. Les valeu
denstitrom®de | a prot®i ne cible, normalis® par | e
condition contr®le correspondante. R®sul (B} repr

Anal yseP@ERrdgRAi veau ddédexpression transcriptionn
conditions, apr s extHSAtctii ®eas .delL d &ARMNe sdseiso nc ed | @tl
de r ®f ®rence B2M. Les r®sultats sont repr ®sent ®s
deux exsp ®riioelnocgei ques i nd®pendantes (n=2).

|l Modul ati on des <cat @®nitnreasn sdga®nsi gueess | i gr
Dans | e prolongement de notre dxXmlugrmetnitarn ic
dd 6adh®si on -LdleG acuexl |cdsl lebsy pBe 8 mddi@t 0o UYA Pa bW ®&As ®l
notre analyse ° un autre aspect fondament a
sp®cifiquemeneémoadhe PRags s®O®9c ami que et morphol o
indui t par |l es contacts @Gesecbsataves mest ere

interactiofat &naidnhe®sr i neng racel |l ultaio®es avged F
cytosqgiiet3€ttie

En | 6absenceods avonbtobeegrv® uneunt emrcdance
baldaeUd &t ®nti nfiee at &ni ne dans YAR %A lwdrmeparHsSt i v
cell ul esetc sitFrAlgdBr € B)De pl asicune di ff ®rence
entre | es conditiLomnsqoaent e5|l sedt uEXAMEI v®e
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cel | tlLeCs uBe tendance ° | He fodi animi sn uttoi uotne sd el se sc act
5 transag ®ngiaglueense nt ®t268 dBs)er v®e (Figur e

Ces r®sultatlsa ssiggea@gm¥éARyiudkemns -basgmdektl &1l es

ni vealulBbat®ni breate®n idree . Cette observation es
YAP pourrait modul er | 6organisation des jonc
stabilif®notui dmele@neBdft2e®186%i eurs ®t udes ont

surexpression de YAP f@&wuat Path nde aln@®hasrsa dielsi s
jonctions*latParemiissdre® atss rmantcroenutl tquue avec
BLLC entra’ ne une dUelt bdat ®mi desdansyedext €d

cell ubesdBgendamment MAeP.| 6Ceextptree stdennodnaendceed e | a g

des jonctions doébadh®rence induit par | es cC
ph®nom ne pourrait participer 7~ |l a r®organi ¢
HSSobserv®e dans ce contexte, en | ien avec |

| odes sti mulations m®caniques ou de pertes de

Léoensemkelse dbemn®es soutiennent | 6hypoth se
repr ®senter un point doéint®gration entre | 06a
anal yses fonctionnelles compl ®menaarir ®gel aer a

des <cat ®nines par YAP (ou r®ciproquement) |
i nteraetlk iBahdase | [HBS e s

Dans | 6ensembl e, nos rr ®sul tat sLLnConitnrdeunitt qadu

modi fications morphol ogi ques, nu@ad®reasntdewsn cre

du cytosquelette. Un protocol e de dirmi muatgino®n
| 6activit® de | a -BTeapes®RoLAad®danBlll ed ehg@nt ,

de |l a voie Hippo a ®t ® mise en ®vidence par
(s127), |l a r®duction de( sSto nmea crta pvpadtr@sdaturgne
di minution de | dexpression de g nes cibles c

rtl e de YAP, 5ddg alnhsg®®esguelsS expri mant YAP 5
active) ou un s hR(NsAh Y8iR)I g&t R ogn® mr @r ®YeAsP. Les

pr ®sentent une morphologie plus ®tal ®e, une
alt®ration des propri ®t ®s optiqgues de | eur e
YAP nodait pas saflcfed cktd®Blean scuorcvuilet udree, | a pr ®s¢
(YAP 5@&mbl e favoriser l eur adh®r ence aux Ce¢

significative noéa ®t® obser viRle, ocidhlcAMMmMaits | 6

t | S &deNd o



une r®gul ation diff®rentielle de CD90 a ®t ®
5SA et une diminution dans |l es cellules shYA
et PAX a r®v®I ® une r®ducti en daellewgmuse fsorn me

YAP. Par aill eur s, l a fibronectine est r ®dui
dans toutes5|laprlsgoa®esl HSr e, et son express
cell ul es YAP 5SAAnt &tnifdamed eu dileécdalaipfimee na a ®t ®
dans | es cellules YAP 5SA en condition basal
prot® nes est retrouv®e dans | 6ensembl e des
A o B
O R o ¢ &
N Q 0
AN \s \s
A &S @
a-caténine . oy . B-caténine s s e
Ratio Ratio 0,78 1,56

1 097 1,43

a-caténine/Tubuline B -caténine/Tubuline

. Tubuline s s s
Tubuline s wms

C HS-5 HS-5YAP  HS-5 D HS-5 HS-5YAP  HS-5
PLKO 55A shYAP PLKO 5SA shYAP
O-CAtENINe W s e s S B-caténine =
_ Ratio = 1 066 1 081 1 045 (Ratio 30 1 052 1 050
a-caténine/Tubuline B -caténine/Tubuline
Tubuline " s s — i — Tubuline ™ S s s . —
coculture. -+ -+ - % coculture - + - + - +

Fig2B®odul ati on des <cat®nines -bdatnrsanlsg®ni gger®e
cocul ture avedd Cdd@B3Ancaellylsuel epsarB Western bl o de | 6
cat ®&nAgre dbe al @nBdraens | es -5¢c ePILIKUWD, e ss hYAP et YAP 5SA
Western Dbl ot repr®sentatif @@@&)A6n ad xyms®&r ipeanrc eVde sit red ¢
| 6expressiobc ptr nGit g e ad @&nbdimen s | es -5¢c ePILIKWD, e ss hWRA P
et YAP 5SA apr asvecco cdue st-lutr &l (dlel g2e4d@h8 MHEGHo. ntL e®t Ge e |

tri ®e magn®ti quement ~ | 6issu de chaque culture.
®qui val ent en monoculture. Western bl otM)lapr ®s en
tubuline est utilis®e comme contr'le de charge d

t | ™S andeNd o



chaque bande repr®sentent l a quantification par

contrtle de charge et exprim® relativement ~ | a

DI scussi on

La LLC est une h®mopathie maligne caract ®ri s
B matures dans | e sang p®riph®rique, | a moel
Si |l es anomalies g®N®tiques e ket l vudbiess | @ac
ont ®t® | ar’§demeinn ®dugde Peiss sodest ®tabli ces
d®t er mi nant du microenvironnement tumor al da
th®r apeuti ga¥® W& elsa clmld@ adves! uBent au sein de

oY% elles re-oivent des signaux de survi e, d
t h®r apeuti ques. Ces signaux proviennent de ¢
t umosr aé¢te de | a mabt4’i°*8L ee xdtiraal coeglel éu | min ¢t iee e ccteil

tumor al es et mi cr owindveisr onneeeatt isobnosp mel ®c u
chimiokines, cytokiithes) m®manss ®gal phpeau r ®c e
caract®ri s®s, tels que | a reprogrammation m

propri ® ®s m®cani qgues.

Dancse tratvlaide,denexplcoms® ndsi mensi ons ®mergent

| euc®mi e/ microenvl bohsemeati oprhti@Eeonbdietx apalbll u

denodi &d¢ceirvement l eur ni che pour en faire ur
di ss®&mi nation. Deux axes compl ®mentaires ont

|l a mani re -db@ti heési sehtd ules Beprogllammasg i
stromal es, condui sant Tuh®mpboductcei ani &cc®ue

source C®r®rPheULVEeéqueeome cett esu®t uldéeo bessetr viaa s ¢
l aquell e | 6intdradctaiver des gel i unbded aRctt ri vmmad li &
de voies-tdanm@d@wsd omvons donc ®tudi ® | a voli
r ®gul er |l a r®ponse cellulaire aux signaux
di ff®renci@®i®8h cellul aire

Bien que ces deux volets aient ®t® trait®s
probl ®mati que commune : comprendre comment

modi fient | eur environnement poulreurnf ®sicleire

t | MS &daNdo



Axe-ReEprogrammation m®t abol i qgue (R

cellules stromalleG par | es cel |l ul
Les r®sultats obtenus dans | e-LhiCemixeerrcaxe
infl uencd eaat icvy ®es)winrod mmemeennt par | a reprogr
des cellul es stromal es. En cocul tur e, | es
transcriptionnell e et prot® que de voies m®t
une orient ad i ammc Mm®d avweorl 9 qglua production de | ac
et utilis® parC,| eenterlileahets |IBauurv ssmorgva mme s it i
| 6activation de | a voie BCR. Ces ®Rewverrwset i C
War bur ge ,efoofde cctel | ul es tumorales induisent un

cellules duent remafupgiuer s®e rMd®t®sb lart.&¥ s der

La captation du alcG astueg gp arre luense cfellelxuilbeisl iB ®

coh®rente avec |l eur faible utilisafli®aTWEhu gl
effet, |I-eEGteliskaeas Bl ®b®ydati ehl dmenaci des
comme sourc@o®nenrd®mequer | eur M t>Damnlsi snoa r

®t u dagj,odell 'act ate stimdulacbodeisgoeediLtiC®e sf aBori se
signalisation BCMYQviea BTokn,f HRK uent acvant age
vivo (modEn epaCrAaMpll olcea,gel devsladmhii mmp o oat den S(L

di minue | a survie cellulaire, sugg®cahteque
t h®r apeutique ° expl orer dans | a LLC. Ce coc
h®&mopathies, not amment parl/Ad®eSs dahhiydnetheountes d
B diffus ° gran®és cellules (DLBCL)

Par andsl edilarsn®es transcriptomiqgues montrent

dau Ghdans |l es cellules st4+adal eass ®&to®& ud @&cirvi®e sq
est i mplli@gu®Peprangr amneat i mons sd coonh@@rseng a n tl a

litt®rature qui dPmMEnpredgusehesdeesB® Al.VEauB
Le ®™eékt un inducteur cl ® de | a di éffRxvenrciisad i
une reprogrammation m®t abolique des CAFs av
ROS et s®cr®tionumef’m®LAbaol ¢dtrsermpgeoncee entr e
transcriptomique et cleLPauvrmndinigametreugag -pbéd noe
| i ke dcaenlslsulllreasmpalres 6i nt errGAb®&di m®ae @ n idume m®r i t

investigation fonctionnelle approfondie.

t I mSHddaNd o



En | ien avec cette hypoth se, notre ®tude mo

B-LLC pr ®sentent une augmentation significat

mi tochondriale, traduisant unugsénesebseszyddatd
CAFs et associ ® “ wune activation de | a glyco
par | &9 R®&Sugmentation de | a masse mitochon:

bi o®ner g®ti que @&ds scuetled mal cetsi vsittr® mMma&teasb ol i qu e,
alt®ration de | a dynamique mitochondriale (f
i mportantes : il serait int®ressant do®tudi e
de cytofkuinel€d mB8oehtreslaureemplel age de | a ma
ou encore sur |l a communication avec d'esutr e:c
macrophages &™M@nnugsui psosuors i btl rees au redtoxt eduet

mi croenvi’flnnement

Au travers de cette ®tude, nowrs caovnopecsslapnut i
reprogrammati on m®taboliqu®2. aN®awvmoidres, ciel | p
tout - fait i nt ®r es s ant o npdoRd aavr tgis er so U nd®at naabl oyl si -
potentiellement IinflLQenkRl®ssipaur $ esraealx| est
B-LLC exploitent pr®f ® entiellement | es acide

|l Boxydation et | a chdar iftli’a®eépkphooarieomi decbi
pourrait conk@ttwdeea iunte® rPaasdtaervtee ™ nos travau
ebien que | es c¢ &l |pul®sse neterhpamanteees ¢ IHIS® el |l es
capables de se diff®rencier fonctionnell emen
d'"utiliser des mod |l es compl ®mendLadguiess orttel
connues pour sleudi fcfaQuarcnigi®®noteynpe adi pocyt a
not anmmiéat accumul ati on de | ipides, | '"expressiao
aP2, adi ppo@tabhapremeecrnti vid ® m®t abol i que co
mat ur es®li n®2vki%oi d@wmonel mod |l e pourrait per
cel |l tLIL&LCs s nt ®gal ement’ depadblpasd ke d®ti eusr nmer

acti vRekeseldhbhubkesedu microenvironnement .

Dans |l a continuit® de cette exploration des

nous avons orient® notre analyse vers une di

m®c aniCpmndg.ai r ement aux i nvestigations m®tab
dedonn®eisue s r®al am®Nt, ce second axe sbdbappu

| aboratoire ayant mis en ®vidence dlels@propr.i
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contact avec |%S Cesloabesr satrioommad esugg®r ai en

pourraient ®galement icrefll wmednatst rec d returr aiemtve ¥ om

|l ocal es.
Dans | e cadréhdsecenbuavaivibndechoi si de nous
sensiblae pdoARIi mte plus particuli rement sur

stromal es en r ®ponse auxC.c othet ascetcpo nadvesacx el deiss i
|l e chapiterxep |l »uiev amtmme nt |l es cellules strom
contraintes m®caniques i nadtud diemplpiacatiecn credt

YAP dans cette dynamique.

Axe-R21 e de YAP str omal dans | a mo
mi croenvironnenelnd des cell ules B

Dans cette seconde partie de notre travai
sp®ci fiquement | e r*l e de YAP dans |l es cellu
cel |l tLlILeCs B O®tude des i ntel&c kedaeolhleusleens r-set rl emsa
5 a mis en ®vidence une-fonanhs bonmatsde s ddie It peu
par | es cellules tumorales. Lors de c&dcul tur
pr®sentent wune augmeanttiaotni oche d¥YeAPl as up h o sap hso® ryi
connu déinactivation de cette prot®i ne | ors
sbaccompagne dbébune diminution de | 6activit®
changement morapchhoB®liragi® upearcashapaufmendbguiaan
mor phol ogi e plus arrondie et moins ®&LBC®e. C
indui sent une activation de | a voie Hippo da
cytpl asmi que de YAP et “ une inhibition fonci
aill eur s, ce ph®nom ne est associ ® " une mo
cellules stromal es, sugg®r ant euneCealne®madalo
cytosquelettique pourrait r®sulter d'une al't

des cellules stromales, deux propri @*®2L*m®c a

Afin de mieux caract®riser | es cons®quences
cell ubesentHS®t ®: dPee | oplpReser dds YAP est i nval
HS5 YAP 5SA dans | esquelles YARaesmastsaliulsiss G
cytoplasme. Les cellules exprimant | e shYAP |

significative compar ®e aux cellul es contr?

t | ™3 PdaNd o



constitutivement active de YAP (5SA) condui't

r®organi sation du cytosquelette et débune ca

tumor al es . En effet, | 6expressiomMecoant i ret
inattendue, doébune diminution des niveaux pro
maj eurs des jonctions focal es. Cette observe
des cellules caract®ri s® pragganurs a®i alhnhe mdaintc yg
ddébactine, g®n®r al ement associ ® ~ une augmet

activation des ?8% PRIt wgiesurdsd aldyh@®stitonses peuv

expliquer cette r®gul ati on n®gative dans L
Premi rement, une activation prolong®e de YA
adh®rences f ondalueme ematfuawdriiomna excessive ou |

structur es, ocbosnemmev G edlaan sa d&ts® syst mes 0% | a t

un turnover pl e .Dainde ckecasdh®@eisomps ot ®i

paxilline et FAK cpeuwv®erst o°ut riensstoalbd e s. Deuxi
YAP, bien qudactiv®, r®gul e n®gati vement cer
focaliees m®cani smes indirects, i ncluant | 6
i nhibiteurs ou de microARN, comme ¢neiR8B 0a ®t @
ou MO9R des g nes coda’ft.>FRAKoiosii Trae md mtc,ul li dhaect
de YAP pourrait orienter | es forces m®caniqu
cel-taeal eule ou | es ancrages ° | 6actine corti

nctions fe®dt’at®Esn fdlngs suingeu rra®guwclt d@ toinre | p @s tp et

o

o

tre consi de@wi®e,s woti®@mmednet d®gr adati on m®di

ubi gdiitgiassees, dont | dexpression o046°°1°8%etsi vi t
r ®stud taugg rent gue | 6activation de YAP ne 1
cellul aire en ampl i fi ant -sgelnoshiablleense ntmaliess qgcuobm
r®organi sati on gualitative des st r wedtawree s

di ff®renti el du cytosquelette et de ses po
pl usieurs approches compl ®ment aires peuve

transcriptionnelle des g nes PXN (paxilbhineh
de | a dynamigue des jonctions focales pourrtr
Il nt ernal Refl ection Fluorescence). Par aille
(AFM) permettrait do®val ders Ildeess pcredpruil @ts®s ni
rigidit® corticale, fournissant ainsi des in
en aval de YAP.
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Nous avons observ® une augment at-ilo@ a@ayagmt fl
capacit® doadh®r ¥APabSAcebmpheat HBement aux
Ce ph®notype doéadh®si on di5f fe®b eHvrAP e |UISA amot r

encourag® © v®rifier | 6expression des mol ®cu
qgui r®gul ent | 6adh®rence ~ | a MEC etel kgl eat
Nous nbéavons pas observ® tdeg rdidedt ®r ed 6k SAMO e
dans les dif f-®r elnn eparca&ll Il ule,s HIS pourrait °t

doexpression de ces -LhbC®Pgcooebtdaf@es| agecel b

H S5 transg®ni qiieesn dEwne elfdextpressi on de ces

significativemeni, dlaemwsr |liemp lcied d tuil ers dHESECs | 0 a
au microenvironnement m®dul | ai r e>®%.8%°A i bni sein,
|l 6augmennhathiRore ndte Clda@aex Bce |l YAIR esSAHSpourrait r
modul ation en trans de | dexpUébauirond esu cad | lud
LLC, induite par des signaux provenant des ¢
En revanche, nous avons remarqu® une augment

par cytom®tri e-len efsltuxuneCy9d0y c(ofpiryot ®i ne ancr
par un glycosyl phosphatidylinositel pf&GPe&3}sus
cellul aires, not amment | a-crmdd wll &t iedn |dae sr ®gn
r®ponse m®canique des fibroblastes et cell ul
contextes, CD90 agit comnen uwnd ardéglusli eotne vert ddee
en influen-ant | 6activation de prot®i nes tel
cytosquelette dobéactine. 1 a ®gal ement ®t ®

m®s enchymat euisret iedn ddadwssn | ph @raot ype fi brobl asi

m®candi’'§guwréxel - de son rlle de senseur m®c a
signalisation FAK/Src, CD90 interagilb3a3,irect
kb 2 U5 bexpri mPes par | es cellules immunitaire:

h®t ®r ot ypi que dans des®>’'®Pdntsd xtues @gatalvaluxg iomu
®vi dence que lTfiobmntn®@griaces ope CDOD9@cti ver- des

adh®sives et favoriser |l a r®tention ou | a
participant ai niscihe's IpatfniArcmatviesn odes gment at i
|l es ceibl Y¥A®s 588 pourrait relfdgueelr luens @ctealtl wle

pourraient avoir une meill eure capaci t® ~ re

t I MS&adaNdo



avec | a matrice extracellulaire. Cette hypot

un r ®gul at eurt rcadngs #dvec tliao m®c ano

En parall | e de | 6danalyse des mol ®cul es doba
®gal ement analys® | 6expression et | dactivat:i
pl atefor mes do-a@p®sdamt ei,nt ®gtr a mee nt 6 GRHAKd ee td
compl exe dbéadh®sion focale a mis en ®vi den
phosphoryl ®es (et activ®es) de ces deux pro
prot®i nes varient (diminutionteteddfLels o B AKI us
est une prot®i ne dé®chafaudage qui permet |0
au cytowidaee lrestctreut ement de pr°dt.®i9na sd it mil i et iqc

taux prot® que de FAK et de paxilline sugg r
i nt ®g@ipreendd ant es. Cette d®sorgani sati on pou.
tumorales dans | e microenvironnement .

Par ailleurs, cette hypoth se est soutenue p.
dans | es -bcedprulsescodcSul tur e. Bien que cette ¢
gl obale de I a matrice extrpaetfli el dier @e aslal &
Une telle r®duction, m°me cibl ®e, pourrait c¢
sur | e plan structurel, moins propice ~ | dan

l a migrationooudesllalec.l uBtee bpalBus, cette hypot

de pr®c®dents r®sultats du | aboratoire qui o
de | 0adh®siohLdesurel sl ee 5B uelne scidstdulmtswar tee s
cont eextsei,gnlal i sation de YAP pourrait jouer u

fibronectine et de alvae cs tprowat ucroemocsdiall i @ @ma eda n i
r®t ention -de6€. cEhl efeet B FAK et fibkbsomedctiuhe
HSS YAP 5SA m°me en absence de cellules LLC,
pourrait r®organi ser l a matri-ma&t reitced®sDeabpl
coll aboration excit ®nNniYA® at ebadsbiecdagge dden | a
extracellulaire des fibr%bl°aksoes de ngpee CAB
augmentati on |d&e ah Pubcemd X®nti nsea a ®t ® obser vee
5 YAP 5SA, mai s cegsnhn®wmaniuqguamentnuapltL G. cocu

£t ant donn® | e rtl e de <ces prot ®i nes dans
cytosquelette cortical, l eur modul ati on peu
cellul aireite® dwe 1 @&s edwsdtircomal . La di minuti

t | M3 ¥ daNd o



| esLLBC pourrait refl ®t er une tentative de r1 el
facilitant | a dispersion des cellules | euc®m
mod | es de cocul turelLleth s2pgDabg uees ldees ntieglrleul ess
cellulaire stromalemp®h ®mo@’mTenxspd Joe t @nHeé¢ udd nsi

fai bles contacts intercellulaires pour sobabr
a ®t ® observ® tant dans |l a LLC °8% es ugagmesr alne
m®cani sme actifstdodimaf ielst patrimentanuds aux cel |l u
contraintes immuni°tlailtasdiomi ntuht®@roanp edie¢s quat ®
faciliter | ocal ement cette infiltration, en
ouvrant edesi ced né permissifs ° l a migration
basal es, |l es cellules YAP 5SA pr®sentent un

PLKO et shYAP.

Parall Il ement ~ deg CO®09i e¢®tatcil@amss, qUleynent U
des cellules souches m®senchymateuses (MSCs)
popul ations mul ti poi®€ntleas dn®fni nidti if ® ®r ednecsi ® €
m®senchymat euses ( MSCs) i ncl ut l eur capaci
m®soder mi ques majeurs : | es adipocytes, | es
l eur mul ti pot°&h cSeonf orntcltei odnamesinlex ed ® @l laa tr ieo @ s d

compl exe et contextuel. Pl usi eurs ®tudes ont
voies de signal i sbctaito®micne® sapatl €TlEF®e sqguda nWnit &a
prolif®ration et sdff*fPPaesccattannsgemodISCes,
de CD90 est associ ®e ° un ®tat indiff®renci ®
ost ®og®ni ques ou adi pog®niques, tandis que s
engagéemel us marqu® dans 8% Aiwnciies | de xpirfefs®1i a

souvent consi d®r ®e comme un marqueur de pl as

Dans notre ®tude, | 6augmentation de CD90 ind
YAP 5SA) pourr aiatbld esrstermemu erddPom sé@d ati fd ®r eo©
cellules stromal es. En revanche, |l a -Bi mi nut

csauva(@esn transg®nique) enuoaopuloctessupouder ai
des cellules stromal es, hypoth se ®gal ement

ces conditions.
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De mani re int®ressant e, mal gr® | 6ensembl e

oOobserv®es dans |l es cellules stromal es,- aucun
LLC n6a ®t ® observ®e ° 24h da€@6sesttiesdcom®eéetic
gue |l es modifications fonctionnelles et ph®n

affectent peu -sluar vsiidglhdaelsi sBabuon peome. Léhypo
donc que ces modi fiaatfi ares fraveonti spas dp awerctceh
mai s pl ut®t de modul er |l es propri ®t ®s s p
mi croenvironnement . En dolau€r essembleemtes ,i nda
environnement stromal emoiplsusr ipgliaset,i gruoe ,n sf asct
r®versi ble et une plus grande capacit® de mi
|l es apports trophiques fondamentaux.

Ce concept rejoint |l a distinction entre nic
débautres contextes, notamment dans °? 6D®&mat op
ces syst mes, des niches faiblement organi s¢
une plus grande plasticit® cellulaire, favor
environnement . Le conceptquadnemd mied & h@®er mit
rejoint | es obser vartoidons sf awi4 edke sd acnesl | dud aewst

| 6®l asticit® du microenvironnement pour opt:i

t h®r apufi’qgllé

Par aill eurs, | 6ensemble de nos donn®es expét
dans | a structuration m®caniqueb.etCeasd add®m ®
sugg rent ®gal ement gue 40K fAaNobigeieck O @ée n
mi croenvironnement permissif, modul ant | a pl
gue | a survie cellulaire ne soit pas direct
m®cani sme doada@drmdiitoino nonud redsen tsptra@snahes en f
di spersion ou de | 6 ®chappement t h®r apeutiq
compl ®ment aires explorant l a dynamique de m

m®cani quement d®&fini s, qouu elsecse necfef eotus |"a Iro®pgo r

pourraient permettre de mieux comprendre | es
I est i mportant de souligner gue | densembl
exclusivement sur |l a modul ation de YAP en t
Cependant , la Ilitt®rature d®crit B,uepadAZ daw
certains contextes biologiques partiell ement
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n

r®gul ant des <cibles transcriptionnell es

regul ation de | d"3nf®Wamisgquye béelnl wluaei rneos donr
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ntral de YAP dans | a reprogrammati ebn, mor p
i mplication potentielle de TAZ reste =~ exp
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D L

Abstract: In the microenvironment, cell interactions are established between different cell types to
regulate their migration, survival and activation. §-Catenin is a multifunctional protein that stabilizes
cell-cell interactions and regulates cell survival through its transcriptional activity. We used chronic
lymphocytic leukemia (CLL) cells as a cellular modet to study the role of f-catenin in regulating the
adhesion of tumor cells to their microenvironment, which 15 necessary for tumor cell survival and
accumulation. When co-cultured with a stromal cell line (HS-5), a fraction of the CLL cells adhere
to stromal cells in a dynamic fashion regulated by the different levels of B-catenin expression. In
non-adherent eells, f-catenin is stabilized in the cytosol and translocates into the nucleus, increasing
the expression of cyclin D1, In adherent cells, the level of cytosolic f-catenin is low but membrane
PB-catenin helps to stabilize the adhesion of CLL to stromal cells, Indeed, the overexpression of
B-catenin enhances the interaction of CLL with HS-5 cells, supgesting that this protein behaves as
a regulator of cell adhesion to the stromal component and of the transcriptional regulation of cell
survival, Inhibitors that block the stabilizabion of f-catenin alter this equilibrnum and effectively
disrupt the support that CLL cells receive from the cross-talk with the stroma.

Keywords: f-catenin; microenvironment; CLL; BTK; stromal cells

1. Introduction

The trafficking of immune cells between the blood and secondary lymphoid organs is
the result of the interplay between concentrations of specific chemokines and the expression
of their receptors on immune cells. In the microenvironment, e.g., in blood, bone marrow
or lymph nodes, immune cells interact with the different cell populations and regulate
their trafficking, i.e., the balance between adhesion and migration [1]. The interaction with
the microenvironment is critical for the tissue-specific accumulation of tumor cells in the
majority of lymphomas, including mantle cell lymphoma (MCL) and chronic lymphocytic
leukemia (CLL), among others [2]. MCL and CLL cells rapidly undergo apoptosis when
isolated from a patients’ blood, whereas culture them on a feeder layer prolongs their life

https:/ /wwwamdpl.com/journal / fms
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and allows them to be maintained in culture for a long period of time [3]. This feeder layer,
composed of bone-marrow-derived stromal cells, is used to mimic the microenvironment
and study the interaction established between tumor cells and the stromal component of
the microenvironment. Among the plethora of signaling pathways that are activated by the
microenvironment and elicit a survival response, the Wnt signaling pathway has received
much attention in CLL in recent vears, as Wnt signaling effectors are frequently mutated in
CLL cells, although none are drivers of the disease [+-7]. However, mutations that disable
genes encoding Wnt signaling effectors, including f-catenin, exacerbate CLL phenotypes,
suggesting that this pathway plays an important role in the hallmarks of the disease [6].
Wnt refers to a family of 19 glycoproteins that interact with cellular receptors to initiate
signaling cascades to control cell proliferation, migration and differentiation [B]. The Wnt
signaling pathway can be divided into canonical and non-canonical signaling pathways
based on their dependence on the protein $-catenin as a signaling effector [5]. The non-
canonical signaling pathway involves membrane proteins that mainly control the level of
planar cell polarity (PCP) [4]. In CLL, the ligands Wnt5A and Wnt5B, which regulate the
non-canonical Wnt/PCP pathway, and their effectors are overexpressed, and they regulate
the communication of CLL cells with the microenvironment [10]. In addition, the activation
of Wnt5a signaling enhances CLL chemotaxis towards CXCL12 [11-13]. On the other hand,
the canonical signaling pathway depends on f-catenin, which is stabilized in response to
Wnt ligands and translocates into the nucleus where it participates in the transcription of
genes involved in cell cycle regulation, proliferation and migration [14]. In the absence
of Wnt, f-catenin is degraded by the proteasome following its phosphorylation by casein
kinase I at the serine residue $45, followed by GSK3p at 533, 537 and T41. According to
the model, Wnt ligands inhibit GSK3f activity, thereby reducing the phosphorylation and
degradation of B-catenin [15]. Upon its translocation into the nucleus, p-catenin interacts
with the TCF/LEF family of transcription factors and activates the transcription of Wnt-
dependent target genes. However, the interaction of §-catenin with nuclear partners is not
restricted to the TCF/LEF family, as other transcription factors, such as Sox, FOXO and
NF-kB are known to interact with B-catenin via both Wnt-dependent and -independent
routes [16]. Previously, we have shown that p-catenin is a BCR effector in MCL, as it is
stabilized in a BTK-dependent manner upon antigenic stimulation [17]. Its translocation
into the nucleus contributes to the transcription of NF-kB target genes such as 1L-6, thereby
increasing the survival of MCL cells. In parallel to its involvement in the Wnt signaling
pathway, fi-catenin has other functions, such as stabilizing cellular junctions by interacting
with the intracellular domain of cadherins [18]. The interaction between B-catenin and
cadherins has been described to have both positive and negative roles on its transcriptional
behavior, depending on the cell type [14,19,20]. Cadherins mediate homo- and heterotypic
intercellular interactions, although they can also affect signaling pathways where ligands
and receptors are exposed on the cell surfaces of interacting cells, e.g., notch/delta [21].
In a co-culture model of CLL cells with bone marrow stromal cells, stromal Notch2 was
shown to contribute to [i-catenin stabilization in CLL cells to enhance survival signals
in the microenvironment [22]. In CLL celis, the kinase BTK integrates signals from the
microenvironment as downstream effectors of several chemokines, such as CXCL12 [23].
The stimulation of CXCR4 by its ligand CXCL12 leads to the very rapid phosphorylation
of BTK, followed by integrin activation, which increases CLL cell migration and adhesion
to VCAM-1 expressed on the surfaces of microenvironmental cells [24]. The activity of
BTK is controlled by its phosphorylation status, with the Lyn-dependent phosphorylation
of the tyrosine residue located at the position 551 in the C-terminus (Y551) priming its
autophosphorylation at Y223 in the SH3 domain, which fully activates the catalytic activity
of BTK [25]. However, BTK kinase activity is not required for all of its functions, suggesting
that BTK also acts as an adaptor molecule [26].

As two signaling effectors from the microenvironment, we investigated the roles of
f-catenin and BTK in CLL cells in a co-culture model with human stromal cells (HS-5). We
describe a dynamic interaction of CLL cells with the stromal component, resulting inan
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adhesion—-detachment equilibrium. In CLL cells non-adhering to stromal cells, $-catenin
is upregulated and accumulates in the nucleus, Conversely, in adherent CLL cells to the
stromal component, [3-catenin is detected only at the cell membrane, suggesting a role in cell
adhesion. This model is supported by the observation that the overexpression of f-catenin
in CLL cells increases their adhesion to the stromal component. Thus, B-catenin represents
an important element that regulates the adhesion of CLL cells to the microenvironment.

2. Results
2.1. Relationship between the Adhesion and Survival of CLL B Cells in the Microenvironment

CLL cells rely on their interaction with the microenvironment for their survival and
tumor maintenance. To dissect the molecular basis of tumor cell-microenvironment commu-
nication, we used a validated co-culture system to reproduce in vitro the microenvironment
in which CLL cells can survive [27]. The co-culturing of CLL B cells with a feeder layer of
a bone marrow stromal cell line (HS-5) prolongs their survival, as shown by the increase
in the percentage of viable cells when co-cultured for up to 6 days as compared to cells
maintained in culture without a feeder layer for the same amount of time (Figure [A).
When tumor CLL B cells are cultured with HS-5 cells, a fraction of them promptly adhere
to the feeder layer. When we compared the viability of cells recovered with stromal cells
versus the cells in the medium, we found a higher percentage of viable cells associated
with stromal cells, indicating the existence of a relationship between adhesion and survival
(Figure 1B), To investigate this relationship, we first analyzed the dynamic of the interaction
of the CLL cells with the stromal component. When Hg-3 cells, a CLL cell line, were
co-cultured with HS-5 cells for different ime points, we observed that the percentage and
the number cells of Hg-3 associated with HS-5 cells after the removal of the non-adherent
CLL cells did not significantly change over this time range (Supplementary Figure S1A,B).
The same results were found with primary CLL cells co-cultured with HS-5 for up to 6 days
(Figure 1C). Next, we asked whether CLL cells were able to detach from HS-5 cells so
that the percentage of adherent cells was the result of a dynamic attachment-detachment
process. Hg-3 cells were labeled with a cell tracker and allowed to adhere to a layer of HS-5
cells for 2 h. After the removal of the labeled non-adherent Hg-3 (green cells in Figure 1),
an equal number of unlabeled Hg-3 cells (gray cells) was added and the percentages of
labeled Hg-3 cells were analyzed in the adherent and non-adherent fractions (Figure 1D,
left panel). Labeled Hg-3 cells were detected in both fractions, indicating that Hg-3 cells
detach from HS-5 cells (Figure 1D, right panel). In addition, after 2 h of co-culture of Hg-3
cells with HS-5 cells, the non-adherent Hg-3 cells were transferred to a new feeder layer
(referred to as primed Hg-3 cells) and allowed to adhere for a further 2 h. The ratio of the
number of Hg-3 cells to HS-5 cells was compared in a co-culture of HS-5-primed Hg-3 cells
versus non-primed cells and was found to be unchanged in both conditions, indicating that
non-adherent cells still possess adhesive properties (Figure 1E),

Taken together, these results suggest that tumor B cell adhesion to HS-5 stromal
culture is a dynamic process in which cells adhere and detach, probably in response to
soluble factors but also to mechanical cues from the microenvironment that contribute to
their survival.
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Figure 1. Adhesion and survival analyses of CLL cells cultured with stromal HS-5 cells. (A) An
analysis of cell viability based on AnnexinV /7-AAD labeling of primary CLL cells in the presence or
not of HS-5 cells for up to 6 days at a ratio of 10:1, respectively. Viable cells are those of AnnexinV-
/7-AAD- (n = 6 for days 1 and 3; n = 4 for day 6). (B) Percentage of viable primary CLL cells
(AnnexinV-/7-AAD-) cultured in the presence or not of HS-5 cells and comparison of survival in
adherent versus non-adherent cells (1 = 6) at day 6. The data represent the mean + SEM. (C) Flow
cytometry was used to assess the adhesion of primary CLL cells to stromal cells (HS-5) in a co-culture
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system. CLL cells and HS-5 cells were co-cultured for 1, 3 and 6 days, After the removal of the
non-adherent cells, the HS-5 and adherent CLL cells were collected via trypsinization. The percentage
of CLL cells recovered in the stromal fraction relative to the total number of CLL cells is shown
on the graph (n = 6 for days 1 and 3; » = 4 for day 6). (D) Cartoon depicting the strategy used to
determine the dynamics of CLL cell adhesion to stromal cells, On the right, a representative cytometry
plot shows the gating strategy and the analysis of the Cell Tracker-APC-positive Hg-3 cells in the
adherent and non-adherent fractions. (E) Graph showing the difference in adhesion between Hg-3
cells (non-primed Hg-3) and those previously exposed to HS-5 cells for 2 h in co-culture (primed
Hg-3). Data are expressed as the ratio of CD19-positive cells (Hg-3) to CD%0-positive cells (HS-5)
(= 3). Note: ns: not significant; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, Student’s I-test.

2.2. p-Catenin Levels and Cellular Localization Differ between CLL Cells Adhering or Not to
Stromal Cells

To investigate the link between adhesion and survival, we turned to B-catenin, a
multifunctional protein involved in both the stabilization of adhesion complexes and the
transcription of survival genes in several cell types.

An analysis of the dynamics of fi-catenin in primary CLL cells not adherent to stromal
cells was performed via Western blotting in co-cultures for different time periods. The level
of B-catenin increased after 15 min of co-culture, reached maximum stability at 30 min
and persisted for up to 2 h (Figure 2A). In addition to primary cells, we also observed
[3-catenin stabilization in the Hg-3 cells and Mec-1, another CLL cell line (Figure 2B). In
order to confirm that the observed increase in f3-catenin was only coming from B cells
and not from contaminating stromal cells, we performed the kinetics with a conditioned
medium (CM) issued from a 24 h culture of HS-5. We observed similar stabilization of
P-catenin as in the presence of stromal cells (Figure 2C). These results indicate that soluble
factors in the HS-5 supernatant triggered (-catenin stabilization in the CLL cells. Since
[-catenin has different roles depending on its cellular localization, i.e.,, promoting adhesion
when located at the plasma membrane or regulating transcription when in the nucleus, we
determined whether f-catenin could play a role in regulating the balance between adherent
and non-adherent cell behavior. We used flow cytometry to analyze the f-catenin levels in
co-cultures distinguishing HS-5 and CLL cells labeled with anti-CD%0 and -CD19 antibodies,
respectively. Interestingly, B-catenin was detected at a lower percentage in adherent Mee-1
cells compared to Mec-1 cells that did not adhere to stromal cells (Figure 2D). These results
were reproduced in Hg-3 cells (Supplementary Figure 52). In addition, an analysis of f-
catenin localization via imaging cytometry in adherent versus non-adherent cells revealed
that a higher percentage of cells with nuclear B-catenin was present in the non-adherent
cell population (Figure 2E).

The different levels of B-catenin in the two cell pools suggest two different signaling
situations. In adherent cells, as in the absence of Wnt or other stimulation, the cytosolic
[p-catenin is constantly degraded, leaving intact only the pool of fi-catenin localized at the
cell membrane; in non-adherent cells, B-catenin is stabilized, probably in response to a
soluble ligand, and translocates into the nucleus to regulate transcription.

2.3. BTK and p-Catenin Impact Cell Merphology in CLL Cells Co-Cultured with Stromal Cells

To test this hypothesis at a functional level, we first used confocal microscopy. CLL
B cells in co-culture with HS-5 cells showed that adherent CLL cells form protrusions or
ruffles to contact stromal cells, as evidenced by fluorescent phalloidin, which labels actin
filaments, together with anti-CD20 to distinguish primary CLL from HS-5 cells (Figure 3A).
Second, we analyzed via imaging cytometry cell doublets containing one Mec-1 cell in
contact with one HS-5 cell and observed the localization of f-catenin at the contact surface
between the two cell types. This polarized localization of f-catenin was observed despite
the different levels of the protein in the two cell types (Figure 3B). These results were
replicated in doublets containing Hg-3 and HS-5 cells in co-culture in the same conditions
as for Mec-1 (Supplementary Figure S3A).
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Figure 2. The levels of fi-catenin expression and localization are different in adherent versus non-
adherent CLL B cells, (A) A Western blot analysis of f-catenin from CLL B cells (UPN 299) co~cultured
with the human stromal cell line HS-5 for different incubation times, Here, -tubulin is used as a
loading control. Images are representative of at least three independent experiments. (B) A Western
blot analysis of 3-catenin stabilization in Mec-1 and Hg-3 cells as described for primary cells. Only
the 120 min time point is shown for Hg-3 cells. (C) A Western blot analysis of p-catenin from
primary CLL cells (UPN 103) cultured in conditioned medium issued from a 24 h culture of HS-5,
(D) Gating strategy used to detect f-catenin in co-cultures of Mec-1 cells (CD19%) and stromal cells
(CD90"). Percentages of cells in each gate (rectangle) are indicated. The histogram on the right shows
the statistical analysis of fi-catenin-positive cells in adherent versus non-adherent cells performed
on 3 independent experiments, Note: * p < 0.05, Student’s f-test, (E) Image and flow cytometric
analyses of CLL cells in co-culture with HS-5 cells (Magnification 40x). After 2 h of co-culture,
the non-adherent cells were removed and labeled separately from the adherent fraction obtained
via trypsinization. The cells were labeled with CD19-PE to identify CLL cells. After fixation and
permeabilization, f-catenin was labeled with an APCconjugated antibody. The nuclei were labeled
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with DAPL CD19-pasitive cells were analyzed for the f-catenin signal and DAPL The table shows
the number of cells and the percentage of cells with overlapping P-catenin and DAPI signals for
adherent and non-adherent cells,

The protein kinase BTK, which is a downstream effector of BCR activation and of
several chemokines, affects cell adhesion, migration and membrane dynamics, inducing
the formation of membrane ruffles in various cell types through the activation of Rac and
Cdc42 [258]. p-Catenin is known to regulate cell adhesion by bridging cadherins to the
actin cytoskeleton but also localizes in the ruffles to regulate cell migration [20]. When
we analyzed BTK and f-catenin in Mec-1 cells after two hours of co-culture, we observed
that the adherent cells formed protrusions containing BTK and (-catenin, whereas the non-
adherent cells maintained a more rounded shape (Figure 3C, left panel). This morphological
phenotype was recapitulated by the shape factor that defines cell circularity, which was
significantly lower in adherent cells compared to non-adherent cells with a rounder shape
(Figure 3C, right panel).

To explore a possible link between BTK and [(-catenin in the regulation of the cell
morphology, we transfected a plasmid carrying the sequence of the human BTK gene in
HEK293T cells, which do not express BTK at detectable levels but do express endogenous
[-catenin, as observed via Western blotting (Figure 3D). BTK was activated in these cells,
as evidenced by the signal of the phosphorylated form at Y223 (Supplementary Figure
53B). Under basal conditions, BTK may not affect the stability of -catenin, as its level did
not change after BTK transfection in HEK293T cells (Figure 3D). To evaluate the impact of
BTK on the cell morphology, a plasmid containing human BTK associated with an [RES-
GFP cassette was used to select for transfected GFP-positive cells via immunofluorescence
(Figure 3E, left panel). The GFP distribution was used to trace the cell contour and calculate
the shape factor, which was significantly lower in BTK-transfected cells than in cells
transfected with a GFP’ control plasmid (Figure 3E, right panel).

Overall, these data suggest a collaboration between BTK and f-catenin in shaping
CLL cells in co-culture with stromal cells,

2.4. p-Catemin Stabilization Is Dependent on BTK

We have previously observed that in MCL, another lymphoproliferative disorder
characterized by a strong dependence on the microenvironment, the stabilization of p-
catenin upon BCR stimulation is associated with BTK activity [17]. Accordingly, the
pretreatment of primary CLL B cells with ibrutinib, a potent inhibitor of BTK, prevented the
stabilization of -catenin, indicating that in the presence of stromal cells, BTK is involved
in B-catenin stabilization (Figure 4A). However, when we examined the phosphorylation
status of BTK (Y223) in CLL B cells at different incubation times with conditioned medium,
we observed a slight increase in the pBTK MFI for some patients, although it did not reach
significance for the entire cohort tested (Figure 4B and Supplementary Figure S4). The
analysis of pBTK-positive cells showed that in the majority of samples tested, the percentage
of pBTK-positive cells was already quite high and a further increase was not achievable
(Supplementary Figure 54), In addition, the immunoprecipitation of f-catenin from the
CLL cell extract after 1 h of co-culture with stromal cells showed that p-catenin and BTK
belong to the same molecular complex. Interestingly, no signal for BTK was detected in the
immune precipitate from CLL cells in the absence of stromal cells (Figure 4C). To further
investigate which soluble factor might be involved in B-catenin stabilization in CLL cells,
we incubated CLL cells with CXCL12, a cytokine secreted by stromal cells and known to
signal via BTK [24,29]. Through Western blotting, we observed that recombinant CXCL12
increased the B-catenin levels after one hour of treatment together with pERK, while no
significant increase in pBTK was observed at this time point (Figure 4D). Interestingly,
we observed that the CXCL12 transcript was significantly induced in HS-5 cells by the
co-culture with CLL cells (Figure 4E). However, when assayed using multiarray technology,
CXCL12 is greatly reduced in the co-culture supernatant, likely because it is consumed by
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CLL cells {Figure 4F). This result suggests that CLL cells educate stromal cells to produce
CXCL12, which contributes to f-catenin stabilization in CLL cells via BTK.
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Figure 3. j-Catenin and BTK cooperate to influence the CLL cell morphology in co-culture with
stromal cells. (A) Immunofluorescence of co-culture of stromal cells (HS-5) and CLL cells labeled
with an anti-CD20 antibody (green). Phalloidin Jabels the actin cytoskeleton (red). The white arrow
in the merged image points to the protrusions formed by CLL cells in contact with stromal cells. The
images are all issued from the same sample (UPN 439) but represent two different fields from the
same coverslip. CLL cells from three different patients were analyzed in this experiment. (B) Image
Stream analysis of doublets of Mec-1/HS-5 cells showing the localization of i-catenin (white arrow)
in the two cell types. (C) Immunofluorescence images showing BTK and f-catenin in Mec-1 cells that
adhere (top images) and do not adhere (bottom images) to stromal HS-5 cells. BTK and f~catenin are
labeled by antibodies and are shown in red and green, respectively. The panel on the right shows the
shape factor. An average of 200 cells were used to calculate and compare the shape factors between
primary CLL cells cultured alone (Mee-1 only) and in the non-adherent and adherent fractions,
(D) Immunaoblotting of protein extracts from HEK293T cells transfected with a plasmid carrying the
human BTK gene or with an empty plasmid, using anti-BTK and anti-f-catenin antibodies. -Tubulin
was used as a loading control. (E) Microscopy images of HEK293T cells transfected with human
BTK-IRES-GFI’ or a GFP-containing vector (mock) (Magnification 40x). A shape factor analysis
compares the cell morphelogies in these two conditions. Note: ns: not significant; *** p < (L001,
Student’s f-lest
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Figure 4. BTK is involved in p-catenin stabilization in CLL cells co-cultured with HS-5. (A) Primary
CLL cells (UPN 66) were pretreated or not with ibrutinib (100 nM) for 1 h prior to incubation with
conditioned medium issued from a 24 h culture of stromal cells. The p-catenin and {}-tubulin were
detected via Western blotting. (B) Histogram representing the analysis via phosphofiow of pBTK
(p¥223). (C) Co-immunoprecipitation of f-catenin and BTK from purified primary CLL B cells (UPN
319) co-cultured with or without HS-5 stromal cells for one hour, The input represents 10% of the
total lysate and was set aside prior to immunoprecipitation. Mouse IgG was used as a negative
control for the immunoprecipitation. (D) Representative immunoblot (UPN 212) and quantification
of -catenin levels after treatment with CXCL12 (100 ng/mL) for 1 h from purified primary CLL cells
(2 = 6), The pERK1/2 was used as a positive control for the stimulation, pY223 BTK as an activated
protein marker and f-tubulin as a loading control, (E) RT-qPCR to detect CXCLI12 transcript in HS-5
after 24-h co-culture with primary CLL cells (n = 10). GAPDH was used as a housekeeping gene in
this experiment. (F) Multiarray technology was used to quantify CXCL12 in the supernatants of 24-h
co-cultures of primary CLL cells and HS-5 cells (i = 6). Note: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
Student’s f-test.
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2.5. p-Catemin Stabilization Induces Tumor Cell Adhesion to Stromal Cells

In the canonical Wnt signaling pathway, B-catenin stabilization is associated with a
decrease in GSK-3p-dependent triple phosphorylation at the residues 533, S37 and T41.
Accordingly, in our co-culture model, the increased stability of B-catenin observed in
primary CLL cells in the presence of stromal cells corresponded to a decrease in the signal
for its triple phosphorylation, once again confirming the activity of the proteasome in
regulating f-catenin levels in CLL cells (Figure 5A). Furthermore, the overexpression of
wild-type (-catenin did not lead to an increase in the recombinant protein, likely because
it was subjected to the same post-translational regulation as the endogenous one and
was constantly degraded (Figure 5B). To bypass this regulation, we constructed a mutant
[-catenin (545A) that could not be phosphorylated by either CKI or GSK-3, and which
after evading proteasomal degradation accumulated in cells, as shown in Mec-1 transfected
with this mutant (Figure 5B,C). The involvement of CXCL12 in the stabilization of [-
catenin led us to ask whether a higher level of B-catenin leads to increased migration
towards this chemokine. The transfection of the stable form of g-catenin did not modify
the migratory capacity towards CXCL12 nor stromal cells (Figure 5D). In these migration
experiments, HS-5 cells were unable to induce cell migration, consistent with hMSCs
having an inhibitory effect on B cell migration [30]. Overall, stabilized p-catenin did not
confer a migratory phenotype to CLL cells. However, S45A-B-catenin-transfected Hg-3
cells adhere more strongly to the stromal cells, as we recovered a higher proportion of
S45A-f-catenin-transfected cells when we collected HS-5 via trypsinization after removing
the non-adherent cells (Figure SE).

Since f-catenin’s stability and cellular distribution are also regulated by other phos-
phorylation sites, we observed that the mutant S45A-3-catenin was phosphorylated at Y654,
which is known to weaken the interaction with cadherins and favor B-catenin’s nuclear
accumulation [31] (Figure 5F), Interestingly, the ibrutinib treatment decreased the signal for
phospho-Y654, indicating that BTK was responsible for this phosphorylation, as previously
suggested in other models [31].

The nuclear enrichment of f-catenin observed via imaging cytometry in non-adherent
CLL cells (Figure 2E), supported by the phosphorylation of Y654 detected on S45A-p-
catenin (Figure 5F), prompted us to verify the localization of the S45A-B-catenin mutant
and its transcriptional activity. Indeed, cell fractionation coupled with Western blotting
showed that S45A-f-catenin is present both in the cytoplasm and the nucleus of transfected
Mec-1 cells (Figure 5G). However, the transcription of Axin-2, a Wnt/ f-catenin-regulated
gene in most cell types, remained unchanged regardless of the presence of S45A-f-catenin-
transfected cells or the co-culture with HS-5 cells (Supplementary Figure S5A). The lack
of induction of Axin-2 was recapitulated in primary B cells, although the co-culture with
stromal cells tended to reduce the transcription of this gene (Supplementary Figure S5B),
We tested the transcriptional induction of other genes, such as cyclin DI and ¢-Mye, DIl 1
and Hes 1, known to be regulated by transcription factors that are partners of f-catenin,
such as TCF, Notch and NF-kB. Of all the genes tested, only cvclin D1 was induced by S45A-
f-catenin but only in the presence of stromal cells (Figure 5H, left panel; Supplementary
Figure S5C). This induction was also observed in primary cells in overnight co-cultures
with HS-5 (Figure 5H, right panel). This result implies that in non-adherent CLL cells,
fi-catenin might possess transcriptional activity to induce cell-cycle-regulatory genes and
that this activity is regulated by the microenvironment.
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Figure 5. Functional involvement of f-catenin in CLL cells. (A) A Western blot analysis of the
phosphorylation status of B-catenin after co-culture or not with HS-5 stromal cells for 1 h. Wholecell
Iysates of primary purified CLL cells (UPN 263) were probed with the antibodies directed against
the triple phosphorylation sites 533, S37 and T41 (3P-B-catenin); total B-catenin; or -tubulin, The
cell lysates were loaded onto two different membranes probed with anti-3P-f-catenin and total
f-catenin, respectively, The loading controls (f-tubulin) of the two membranes are shown, (B) A
Western blot analysis of the whole-cell lysates of Mec-1 cells transfected with an empty plasmid
(mock) or a plasmid carrying the wild-type human fi-caterun gene or the mutant form (S45A), (C) A
Western blot analysis of the whole-cell extracts of Mec-1 cells transfected with an empty plasmid
(mock) or a plasmid carrying the mutated form of p-catenin ($45A). The immunoblot was probed
with anti-p-catenin or 3P--catenin antibodies; Syk was used as a loading control. (D) Migration
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experiments performed in a transwell (8 pm diameter pores) with Hg-3 cells transfected with an
empty plasmid (mock) or the S45A-B-catenin. Transfected Hg-3 cells were seeded on the upper
chamber and allowed to migrate for 4 h towards the lower chamber containing RPMI, CXCL12 or HS-
5 cells. The graph shows the percentage of migrated cells over the total number of seeded cells from
3 independent experiments, (E) Graph of the flow cytometry data used to calculate the percentage of
S45A-f-catenin versus empty plasmid (mock) transfected Hg-3 cells adhering to HS-5 after 1 h of
co-culture. GFP was used to count transfected Hg-3 cells as described in the Section 4 (2 = 5), (F) An
analysis of the phosphorylation of B-catenin at Y654 in Mec-1 cells transfected with the 545A mutant
or an empty plasmid (mock), Where indicated, the cells were pretreated or not with ibrutinib (100 nM)
for 1 h. The Western blot is representative of 3 independent experiments. (G) A cell fractionation
protocol followed by immunoblotting was used to detect f-catenin with specific antibodies in the
cytosol and nucleus of Hg-3 cells transfected with the plasmid carrying S45A-f-catenin or an empty
plasmid (mock). f-Tubulin and hnRNP Al were used as loading controls for the eytosolic and nuclear
fractions, respectively. (H) RT-gPCR for cyclin D1 performed on Hg-3 (left panel) and primary CLL
cells (nght panel), Hg-3 cells were transfected with an empty plasmid (mock) or with S45A-f-catenin
and cultured in the presence or absence of HS-5 cells for 4 h. The graphs represent the average data
from 3 independent experiments, Primary CLL cells were cultured with HS-5 cells for 24 h before
the RNA extraction (i1 = 10). Delta Ct values are calculated as subtractions of cyclin D1 € and of the
housekeeping gene, §2 microglobulin. Note: ns: not significant, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
Student’s f-test.

3. Discussion

[3-Catenin 15 at the core of the canonical Wnt signaling pathway, where it translocates
into the nucleus to participate in the transcription of survival genes, including Axin2
and cyclin D1 [8]. In addition, B-catenin also has an important structural role in the
cell membrane to stabilize cell-cell contacts in cooperation with cadherins. There is no
consensus on the interplay between the two pools of cellular 3-catenin and the regulation
of the two functions [19]. In some cases, the membrane f-catenin appears to reduce the
amount of f-catenin available for the translocation into the nucleus, and in others the
two pools do not appear to compete [20,32]. In CLL cells, the Wnt signaling pathway has
received much attention because Wnt ligands are present in the microenvironment and are
also secreted by CLL cells [33]. Furthermore, mutations in Wnt signaling effectors increase
cell survival and resistance to apoptosis in CLL cells [6].

In this study, we focused our attention on the role of B-catenin in regulating adhesion
and the relationship that may occur between adhesion and survival. When co-cultured
with bone marrow stromal cells (HS-5) to mimic the microenvironment, CLL cells divide
into two fractions: one pool of cells adheres to the stromal component and one pool
remains in suspension. These two pools are dynamic, as the cells in suspension retain
their ability to adhere when transferred to a new feeder layer of stromal cells, In turn,
the adhesion is not permanent and adherent cells detach from the stromal cells. In non-
adherent cells, B-catenin is rapidly stabilized by soluble factors and translocates to the
nucleus to induce the transcription of cyclin D1, a target gene of the Wnt, NF-kB or STAT3
signaling pathways [34]. This increase in cyclin D1 via co-culture and p-catenin stabilization
contributes to the enhanced survival of CLL cells in the presence of stromal cells. The
amount of total B-catenin in the adherent CLL cells is low, suggesting that in adherent
CLL cells, p-catenin is degraded in the destruction complex, as it occurs in the absence
of Wnt or other stabilizing stimuli. In adherent CLL cells to the stromal cells, B-catenin
rather contributes to stromal cell adhesion, as the overexpression of f-catenin increases
the proportion of CLL cells that are recovered with the stromal component. In addition,
[3-catenin localizes in the cell membrane with polarization towards the contact zone with
stromal cells. In addition, these CLL cells show ruffles as a sign of the reorganization
of adhesion structures. Various observations implicate B cell signaling pathways in the
functional distribution of f-catenin. First, f-catenin interacts with BTK in CLL cells in
the presence of stromal cells. Second, our group has previously published the interaction
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between Vavl, a GTPase exchange factor (GEF) for the Rho family of GTPases expressed in
hematopoietic cells, and f-catenin to affect its phosphorylation status, cellular distribution
and cell morphology in a manner similar to that reported for BTK in this work [35]. Third,
[3-catenin interacts with Syk, which is responsible for its phosphorylation at Y142 and Y654,
as we also observed for BTK in our model [36]. All of these elements come together into a
model in which the B cell signaling complexes, regulated either by chemokines or stromal
factors, affect the i-catenin dynamics, which ultimately tunes the balance between adhesion
and transcriptional activities in these cells. The presence of a soluble factor such as CXCL12,
which binds to its cognate receptor CXCR4 and activates BTK, leads to an increase in
[3-catenin, inducing its transcriptional activity but also its localization in the cell membrane.
Interestingly, CXCLI12 transcription is induced in stromal cells via a co-culture with tumor
cells as part of the dialogue that exists between the two cell types. The influence on stromal
cells by tumor cells allows the secretion of molecules such as CXCL12, which in turn signals
to the tumor cells to increase their migration and adhesion through j-catenin and other
adhesion molecules such as integrin, as previously described [24]. Membrane fi-catenin
favors the interaction of CLL cells with stromal cells, most likely through the interaction
with cadherins, which have been reported to be enhanced via co-culture with stromal
cells [22]. Using flow cytometry, we were unable to distinguish two distinct populations
based on their f-catenin contents. Rather, the distribution of f-catenin labeling seems to
indicate variable amounts in CLL cells. Thus, it is tempting to suggest that the adhesion of
CLL cells to the stroma is a transient behavior linked to the fluctuations of B-catenin and
other proteins and dictated by the stimuli that the cells receive from the microenvironment.
The increase in f-catenin is important for cell adhesion to the stromal component, as
ibrutinib treatment, which is opposed to p-catenin stabilization, is known to disrupt CLL
cell adhesion to the cells of the microenvironment [37]. It is interesting to underline that
ibrutinib does not affect the membrane expression of the integrin VLA-4 involved in CLL
cell adhesion and regulated by BCR signaling [35]. Once the CLL cells adhere to the stromal
component, the destruction complex could be reactivated by a negative feedback driven
by mechanotransduction, leading to a decrease in cytosolic f-catenin but leaving intact
the membrane pool. Other changes must occur to trigger the release of the CLL cells from
the stromal cells. The phosphorylation of B-catenin in tyrosine 654 decreases its affinity
for cadherins, thereby enhancing its transcriptional activity but potentially reducing its
adhesion capacity by removing B-catenin from the membrane. BTK is responsible for Y654
phosphorylation in our model, thereby making this kinase an element that might tune the
amount, localization and functions of f-catenin,

This work defines a new axis comprising BTK and f-catenin, which partakes in the
cross-talk between tumor cells and the microenvironment and that can be targeted by
ibrutinib. In addition, f-catenin is an important effector with functions in cell adhesion
and transcription that intervenes in the balance between adhesion and signal transduction
in response to soluble factors and mechanical cues. It 1s important to enrich the model of
communication of CLL cells with their microenvironment because although therapeutic
strategies targeting this communication are successful, resistance to treatment can develop.
Therefore, finding a target to bypass this resistance will allow the effective control of a
disease that is still incurable.

4. Materials and Methods
4.1. Cell Cultures

The primary CLL B cells were collected from patients after receiving informed consent
during routine workup at the Avicenne Hospital (APHF, Bobigny, France). All patients
gave written consent, validated by the Ethics Committee of the Avicenne Hospital in
accordance with the Declaration of Helsinki. The information on the patient samples
used in this manuscript is summarized in Supplementary Table S1. The primary CLL B
cells were isolated from fresh blood samples using the Pan B Cell Isolation Kit (Miltenyi
Biotech, Teterow, Germany) according to the manufacturer’s instructions. The isolated B
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cells were maintained in RPMI medium supplemented with 10% fetal calf serum (FCS),
penicillin/streptomycin and glutamine and, cultured at 37 °C with 5% CO; or stored frozen
in liquid nitrogen in a medium consisting of 10% DMSO in FCS.

The Mec-1 and Hg-3 cells were purchased from DSMZ (Berlin, Germany), and these
cell lines were cultured as described for the primary tumor B cells. The HEK293T cells were
cultured in DMEM supplemented with 10% FCS, penicillin/streptomycin and glutamine
and maintained at 37 °C with 5% CO,.

For the co-culture experiments, the ratio of HS-5 to B cells was 1:5 unless otherwise
indicated, The stromal cells were plated 24 h prior to the co-culture. The ibrutinib (Selleck
Chem, Cologne, Germany) was used at 100 nM. The primary CLL cells were pretreated
with ibrutinib for one hour prior to the co-culture or resuspension in conditioned medium.
The conditioned medium was obtained from a confluent plate of HS-5 cells that were plated
24 h before the experiment.

4.2. Western Blotting, Cell Fractionation and Immunoprecipitation

For the Western blots, the cells were lysed in a lysis buffer containing 50 mM Tris-HCl
pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 5 mM EDTA and 10% glycerol, supplemented with
protease and phosphatase inhibitors (leupeptin, pepstatin, aprotinin, PMSF, NaF, sodium
orthovanadate). The cell lysates were sonicated with 5 cycles of 30 sec on and off with high-
amplitude pulses. After clarification by centrifugation, the protein extracts were assayed
using the Bicinchoninic Acid Assay (BCA) (Pierce, Waltham, WA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Here, 30 ug of total proteins was added of Laemmli buffer
and boiled before loading onto SDS-PAGE gels. After the protein transfer, the membranes
were blocked with 5% skimmed milk or BSA in TBS 0.1% Tween-20 prior to overnight
incubation with primary antibodies in 2.5% skimmed milk or BSA in TBST at 4 °C. The
following antibodies were used in all experiments: mouse monoclonal anti f-catenin
(BD Biosciences, Le Pont de Claix, France)) (Clone 14/ Beta-catenin, cat# 610153), dilution
1/2000; mouse monoclonal anti-B-tubulin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Clone
DMIA; cat#F2168), dilution 1/4000; rabbit anti-pS33, S37 and T41 p-catenin (Cell Signaling
Technology, Saint Cyr 1'Ecole, France; cat#9561), dilution 1/1000; rabbit anti-pY654 f3-
catenin (ECM Biosciences, Aurora, CO, USA), cat#4021), dilution 1/500; anti-BTK (Cell
Signaling Technology; clone D3H5, cat#8547), dilution 1/1000; and anti-(pY223)phospho-
BTK (Cell Signaling Technology, cat #5082), dilution 1/500. Incubation with the secondary
antibodies, HRP-conjugated goat anti-mouse or anti-rabbit immunoglobulins (Bio-Rad,
Mames La Coquette, France); cat#0300-0108 and STAR124P), was performed at room
temperature for 45 min in 2.5% skimmed milk or BSA in TBST. The chemiluminescence
signal was detected using the Clarity ECL Western blot substrate (Bio-Rad) and images of
the membrane were captured using a Gel-Doc EZ imaging system and ChemiDoc (Bio-Rad).
The images were analyzed with the software ImageLab v.6.1 (Bio-Rad).

The cell fractionation was performed using the Subcellular Cell Fractionation Kit
(Pierce) according to the manufacturer’s instructions, starting from 10 x 10° of primary
purified CLL B cells or 2.5 < 10° Mec-1 cells. The total proteins of each fraction (cytoplasmic
and nuclear) were extracted and the protein concentration was determined using the BCA
protein assay kit (Pierce).

Twenty million cells were used for each immunoprecipitation (IP) experiment. For
each IP, 1 mg of total protein extract was used. Here, 2 ug of the antibody was preincubated
with magnetic beads, namely Dynabeads protein A (Life Technologies, Saint-Aubin, France),
for 4 h in a wash buffer containing 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NadCl, 0.1% NP-40,
5 mM EDTA, 10% glycerol and 5% BSA. The lysates were incubated with the beads and
an antibody overnight at 4 “C on a rotating wheel. After five washes, the beads were
resuspended in Laemmli buffer prior to migration on 8% acrylamide gel for SDS-PAGE.
The antibody against BTK used for immunoprecipitation was the same as that used for the
Western blotting and the negative control was rabbit isotype IgG (2 ug; Diagenode, Liege,
Belgium),
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4.3. Confocal and Fluorescence Micrescopy

Cells grown on glass coverslips precoated with poly-D-lysine (Sigma, St. Quentin
Fallavier, France) were fixed with 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA) and 4% sucrose (Sigma) for 20 min followed by 10 min of quenching
with 50 mM NH,Cl (Sigma) and 5 min of permeabilization with 0.2% Triton X-100 (Sigma)
at RT. Non-specific binding sites were blocked with 1% gelatin (Sigma) for 1 h. The cells
were incubated for 1 h in a humidified chamber with primary antibodies diluted in the
permeabilization buffer as follows: mouse anti-fi-catenin (BD Transduction Laboratories,
Le Pont de Claix, France; 1:50 dilution); rabbit anti-BTK (Cell Signaling Technology; 1:100
dilution). After performing gelatin rinses, the following secondary antibodies were applied
for 45 min: anti-rabbit or anti-mouse Alexa Fluor 488; anti-rabbit or anti-mouse Alexa
Fluor 647 (all from Life technologies, Thermo Fisher Scientific, Villebon sur Yvette, France;
dilution 1:300). The cell nuclei and actin filaments were stained with DAPI and Alexa
Fluor 546 phalloidin (Invitrogen, Thermo Fisher, Villebon sur Yvette, France) 0.3 uM and
45 min, respectively. To prevent any antibody leakage, an additional post-fixation step was
performed with 2% paraformaldehyde and 2% sucrose for 10 min followed by a quenching
step with 50 mM NH,Cl for 5 min. The coverslips were mounted using Prolong™ glass
antifade mountant (Molecular probes—Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA, USA).

The 3D imaging was performed using a Zeiss LSM 780 confocal microscope system
equipped with a Plan-Apochromat 63 x /1.40 Oil DIC M27 objective (Zeiss, Rueil Malmai-
son, France). Fluorescence images were also acquired using a Zeiss Axio Observer D1
inverted-phase contrast fluorescence microscope using an EC Plan-Neofluar 100> /1.3 oil
DIC objective (all from Zeiss). The shape factor was calculated using the plug-in available
for Image] software v1.53. Over 2(X) cells were analyzed to perform the statistical analysis.

4.4. Flow Cytometry and ImageStream

For the analysis of the cell viability, a combination of anti-CD19 BV786 (clone §J25C1,
BD Biosciences) and anti-CD90 BUV496 (clone 5E10, BD Biosciences) was resuspended
in Brilliant Blue staining buffer and added to the 50,000 cells. After 20 min of incubation
at4 °Cin the dark, a washing step was performed using a binding buffer solution. The
pellet was resuspended in the binding buffer solution and Annexin-V APC and 7-AAD
(BD Biosciences) were added according to manufacturer’s instruchons. After 15 min of
incubation at room temperature in the dark, a washing step was performed using the
binding buffer solution. The cells were analyzed with BDFACS Symphony A3,

For the flow cytometry experiments, the CLL B cells were labeled with anti-CD19-PE
(clone HIB19, BD Biosciences) and HS-5 with anti-CDY90-PE-Cy5 (clone 5E10, BD Bio-
sciences). For the intracellular labeling of B-catenin, the Cytofix/Cytoperm Kit was used
according to the manufacturer’s instructions (BD Biosciences). After fixation for 20 min, the
cells were washed with the permeabilization solution and incubated with anti-B-catenin
conjugated to Alexa488 or anti-B-catenin APC conjugated (clone 14, cat#562505, BD Bio-
sciences) for 1 h before acquisition on a Canto II cytometer (BD Biosciences). A control with
extracellular labeling only was used as the FMO (fluorescence minus one) to determine the
positivity of the intracellular staining, For the labeling of pBTK, Alexa488 anti-pBTK (Y223)
(BD Biosciences, cat#t564846) was used after fixation in paraformaldehyde 2% in PBS at RT
for 20 min, followed by permeabilization with a buffer containing 0.5% saponin (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 1%: bovine serum albumin in PBS 1 x for 30 min at RT.
The cells were incubated with pBTK for 1hat4 °C.

For the analysis on the ImageStream system (MKII-Luminex, Merck, Darmstadt,
Germany), the protocol was the same as for the intracellular staining, except that the
DAPI (dilution 1/10,000) was added 5 min before acquisition. A statistical analysis was
performed using the predefined nuclear translocation template from IDEAS software v.6.0
after the establishment of a compensation matrix.
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4.5. Cell Transfection and Cell Adhesion Assay

HEK293T cells were plated the day before transfection to reach 70% confluence on
the day of transfechion. Trans-IT (Euromedex, Souffelweyersheim, France) was used to
transfect the HEK293T cells with 2.5 pg of DNA with the plasmid SFVL containing the
coding region of human BTK, which was a gift from Prof. S. Stilgenbauer (University of
Ulm, Ulm, Germany).

The plasmid pcDNA3.1 containing the wild-type 3-catenin coding region was a gift
from Dr. E. Fearon (Addgene, Watertown, MA, USA; cat#16828). The S45A mutant was
generated via site-directed mutagenesis. A total of 7.5 x 10° Hg-3 cells were co-transfected
with either 10 pg of pcDNA-S45A -catenin or the control plasmid and 1 pg of pmax GFP
supplied with the Amaxa kit using the Amaxa B cell line Nucleofector Kit V according to
the manufacturer’s instructions with the U-14 program (Amaxa Lonza, Cologne, Germany).
Twenty-four hours after nucleofection, 5 x 10° Hg-3 cells were co-cultured for 2 h with
1 x 10° of HS-5 cells, which were preseeded 24 h prior to the co-culture in 6-well plates.
The non-adherent Hg-3 cells were removed and the adherent Hg-3 and HS-5 cells were
carefully washed four times with DPBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA, USA).
The HS-5 and adherent Hg-3 cells were trypsinized and analyzed via flow cytometry. The
HS-5 cells were labeled with anti-CD90-PE antibody, whereas the Hg-3 cells were labeled
with anti-CD19-PE-Cy7 antibody. The proportions of transfected and adherent Hg-3 to
HS-5 cells were determined by selecting CD19* GFP* cells.

For the adhesion-detachment experiments, 7.5 x 10° HS-5 cells were plated in a 6-well
plate 24 h before the adhesion experiment. Hg-3 cells were labeled with Deep Red Dye
solution (Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA, USA) and added to the H5-5 feeder
layer at a HS-5/Hg-3 ratio of 1:5. The cells were allowed to adhere for 2 h prior to the
removal of the non-adherent cells. The same number of unlabeled Hg-3 cells were added
to the same feeder layer and allowed to adhere for a further 2 h before counting the labeled
and unlabeled Hg-3 cells in the adherent and non-adherent fractions via flow cytometry.
Anti-CD90 PE and anti-CD19 APC-Cy7 antibodies were used to label the HS-5 cells and
Hg-3, respectively.

4.6. Cell Migration Assay

Cell migration experiments were performed using 12-well plates supplied with 8 um
inserts (Corning, Boulogne-Billancourt, France). Hg-3 cells were transfected with an empty
plasmid or a plasmid containing S45A-B-catenin, as described above, 24 h before the
experiment and then seeded in the upper compartment. The cells were allowed to migrate
to the lower compartment for 4 h under the following conditions: RPMI supplemented
with 10% FCS, CXCL12 100 ng/ L in complete medium or HS-5 cells seeded 24 h before
the experiment. The ratio between the Hg-3 and HS-5 cells was 5:1. The same number of
transfected Hg-3 cells were seeded in a well without a transwell and used to count the total
number of cells to be used as the denominator in the ratio to calculate the percentage of
migrated cells.

4.7. Quantification of Cylokine Secrelion

CXCL12 was quantified in the supernatants of HS-5 cells when cultured alone or
co-cultured with CLL B cells for 24 h using U-Plex assays (MSD, Rockville, MD, USA)
according to the manufacturer’s protocol.

4.8. RT-gPCR

The total RNA was purified using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Les Ulis, France) and
at least 500 ng of total RNA was retro-transcribed using iSCRIPT (Bio-Rad) according to
the manufacturer’s instructions. The amplicons were amplified and quantified using SYBR
Green with the following primer sets: B-catenin forward 5'-CGTGCACATCAGGATACCCA-
3" and reverse 5-ATTTCTTCCATGCGGACCCC-3'; c-myc forward 5'-CTCCGTCCTCGG
ATTCTCTG-3" and reverse 5'-CTTGTTCCTCCTCAGAGTCGC-3"; DIl forward 5'-AGAAG
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GATGAGTGCGTCAT-3' and reverse 5'-TTTAAGAGAAACGGGAGTCTTG-3'; -Hes| for-
ward 5-GAAGAAAGATAGCTCGCGG-3' and reverse 5-TTCCGGAGGTGCTTCAC-3; cy-
clin D1 forward 5-ACCTGGATGCTGGAGGTCT-3' and reverse 5-GCTCTTTTTCACGGG
CTCCA-3'; B-2microglubulin used as housekeeping gene forward 5'-CTCCGTGGCCTTA
GCTGTG-3 and reverse 5-TTTCGAGTACGCTGGATAGCCT-3'; Axin-2 forward 5'-GGAC
AGGAATCATTCGGCCA-3' and Axin-2 reverse 3-ACCTGCCAGTTTCTTTGGCT-3".

The gPCR was performed on a SiepOnePhxs“‘ system (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, WA, USA) and the data were analyzed using StepOne software v.2.3 and Graph-
Pad 6.0c¢ for the statistics.

The expression of CXCL12 and cyclin D1 was analyzed using TagMan Gene Ex-
pression Assay probes (Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA, USA) (CXCI12 probe
Hs03676656_mH; cyclin D1 probe Hs00765553_m1) on a 7500 Real-Time PCR system (Life
Technologies, Saint-Aubin, France). The target gene expression was normalized to the
mean Ct values of the housekeeping gene GAPDH (Hs02756624_g1). The normalized ratio
is expressed as 275C", Al tests were performed in duplicate.

Supplementary Materials: The supporting information can be downloaded at: hitps:/ /wwwndpi,
com /article /103390 /ijms242417623 /51,
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Cell adhesion is warranted by proteins that are crucial for the maintenance of
tissue integrity and homeostasis. Most of these proteins behave as receptors
to link adhesion to the control of cell survival and their expression or regula-
tion are often altered in cancers. B-cell malignancies do not evade this princi-
ple as they are sustained in relapsed niches by interacting with the
{Received 23 July 2024, revised 11 microenvironment that includes cells and their secreted factors. Focusing on
November 2024, accepted 18 November chronic lvmphocytic leukemia and mantle cell lymphoma, this Review delves
2024} with the molecules involved in the dialog between the adhesion platforms and
signaling pathways known to regulate both cell adhesion and survival. Current
therapeutic strategies disrupt adhesive structures and compromise the micro-
environment support to tumor cells, rendering them sensitive to immune rec-
ognition. The development of organ-on-chip and 3D culture systems, such as
spheroids, have revealed the importance of mechanical cues in regulating sig-
naling pathways to organize cell adhesion and survival. All these elements
contribute to the elaboration of the crosstalk of lymphoma cells with the
microenvironment and the education processes that allow the establishment of
the supportive niche.
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In most of elderly B-cell malignancies. such as chronic
lymphocytic leukemia {CLL) and mantle cell lymphoma
(MCL), the survival of tumor cells is guaranteed by
interactions with cells of the microenvironment. CLL
and MCL are two lymphoproliferative disorders char-
acterized by the accumulation in the peripheral circula-
tion of mature monoclonal B cells expressing the
phenotypic mirkers CDI19 and CDS5, CLL is a hetero-
geneous disease that mamfests in two main forms: indo-
lent and progressive. The most severe forms of CLL

Abbreviations

require therapeutic intervention to alleviate symptoms,
though this does not constitute a cure. These cells carry
potentially chromosomal aberrations or recurrent
mutations and develop in protective niches, primarily in
the lymph nodes and bone marrow [1.2]. I vive., besides
the blood, CLL and MCL cells accumulate in these
preferential microenvironments and in the spleen, but
extra-nodal involvement has been described in both dis-
eases and associated with poor prognosis [3]. As part of
the microenvironment, the antigenic or B-cell receptor

BCR, B-cell receptor, BTK, Bruton's tyrosine kinase, CAF, cancer-associted fibroblasts, CLL, chronic lymphocytic leukemia; DLBCL, diffuse
large B-cell lymphoma; ECM, extracellular matrix; FOC, fotbcular dendritic cells; FRC, follicular reticudar cells; ICAM, intercellular ceft adhesion
molecule; MCL, mantle cell ymphorma; MSC, masenchymal stromal celts; PCP, planar call polarity; Svk, Spleen tyrasine kinase, TME, tumaor

micreenvironment. VCAM, vascular adheson mokcule
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(BCR) signaling pathway is highly relevant in both dis-
eases as shown by the success of the therapeutic strat-
egy in targeting this pathway, for example. by Ibrutinib
and its derivatives [4,5]. In addition, CLL and MCL are
divided into two subtypes. that is, unmutated (UM)
and mutated (M) based on the recombination or not of
immunoglobulin heavy chains genes that occur upon
antigen encounter, UM cases arc generally associated
with worse prognosis than M cases, in both diseases. In
CLL, tri(12). del(13q). and del(11q) are among the most
frequent genomic alterations. Genetically, a number of
predisposing mutations have been described in CLL.
Over 60 genes. mutations are considered drivers of the
disease including genes implicated in the DNA damage
response, such as POTI, ATM, or signaling effectors as
NOTCH or splicing regulators as SF381 [6,7]. In con-
trast, the genetic landscape in MCL is rather homoge-
nous. The translocation t(11;14) of the immunoglobulin
promoter upstream of the cyclin DI gene causes its
overexpression and o deregulation of the cell cycle.
MCL cells that do not present t(11:14) have mutation
in SOX11, an oncogenic transcription factor that regu-
lates cell differentiation and proliferation and whose
mutation favors leukemogenesis, In both neoplasms,
aberrations in TP53 gene aggravate the course of the
disease [8.9].

The isolation of leukemic cells results in relatively
rapid cell death, however CLL and MCL cells in
coculture with stromal cell lines gain a survival advan-
tage [10-13], Morcover, in such conditions, the pro-
portion of living cells is higher among the tumor cells
recovered with the stroma as compared to those that
do not adhere [10.14-16]. This suggests a link between
adhesion and survival of tumor cells within the micro-
environment. The integrity of tissues and organs is
maintained by the interactions among cells that are
mainly dependent on tight, adherens and gap junc-
tions, desmosomes and hemidesmosomes. It is less
intuitive to evaluate the importance of cell-to-cell con-
tact when studying cells that, by nature, are not adher-
ent and whose role is to patrol the environment
looking for antigens and triggering the immune
response. However, cell-cell interaction molecules, that
is. integrins and cadherins, share transduction effectors
with cell survival signaling pathways, which supports
the notion that, even in immune cells, survival and
adhesion are linked, Furthermore, therapeutic strate-
gies in CLL and MCL target the crosstalk of tumor
cells with the tumor microenvironment (TME) result-
ing in the egress of leukemic cells from the lymph node
into the blood. This makes them more sensitive to cell
death by immune recognition [4,17,18]. In a physiolog-
ical context, B cells move in and out of the lymph
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node to fulfill their immunological function of survey-
ing the presence of antigen displayed on antigen-
presenting cells, such as macrophages and dendritic
cells, or soluble antigens [19,20]. While the encounter
with an antigen initiates a BCR signaling response and
B-cell survival, its absence induces the egress of the B
cell from the lymph node, enabling it to continue its
patrolling activity in other parts of the body. The
entry into the lvmph node is facilitated by the action
of chemokines, such as CXCLI12 or CXCLI3, which
bind to their cognate receptors on B cells, namely
CXCR4 and CXCRS, respectively, In contrast, the
egress from the lymph node is regulated by the SIPR]
receptor [21]. BCR engagement exacerbates the adhe-
sion of lymphocytes to the microenvironment. notably
by triggering the conformational change necessary to
the activation of integrin ayf; (VLA-4) 10 adhere to
VCAM-1 and fibronectin within the microenvironment
[22] (Fig. 1). In vitro treatment of CLL cells with Ibru-
timib, an inhibitor of the BCR effectors Bruton's tyro-
sine kinase (BTK). counteracts integrin activation and
causes the detachment of cells from fibronectin or
VCAM-I [I8]. Interestingly, the kinase BTK 1s also a
downstream effector of CXCLI2 stimulation upon
interaction with its receptor CXCR4 enhancing the
interaction with the microenvironment and VLA-4
activation [18.23). In vivo, Ibrutinib and its alternative
treatments cause the release of tumor cells into the
blood elevating the lymphocytosis and decreasing the
nodal accumulation in the first months of treatment
[24-26]. However, BCR triggering in Thrutinib-treated
cells still confers the possibility of activating VLA-4 to
merease adhesion to the microenvironment, indicating
that an alternative  BTK-independent  and  likely
PI3K-dependent mechanism of integrin  activation
exists in these cells [24-26]. Morcover, although in
vitro treatment with Ibrutinib is effective in targeting
both CLL adhesion and migration elicited by
CXCLI2, VLA-4 acuvation persists when patients
CLL cells are concomitantly stimulated by CXCLI2
and treated with BTK inhibitors [26]. This confirms
the involvement of multiple players in the regulation
of VLA-4 conformational change and CLL cell's adhe-
SIVe propertics.

B-cell malignancies are charucterized by an altered
trafficking of tumor B cells within the lvmph node or
bone marrow, which results in an exacerbated accumu-
fation of tumor cells in these microenvironments.
Altered membrane expression or dynamics of CXCR4,
CXCRS, and CD62L are responsible for the retention
of CLL cells within the nodal microenvironment
[27-29]. While leukemia progression i§ notably driven
by the accumulation of genetic mutations that alter
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Fig. 1. Overview of the survival grip m a CLL microenvironment. B-CLL celts express receptors such a5 CXCR4 and the B-cell receptor
(BCR) to respond to different signais from the microenvironment. CXCL12/CXCR4 axis and BCR stimulation increase adhesion to the
microenvironment by activating the conformational change of integrins such as VLAY that interacts with VCAM-1 expressed on the cells
vathin the microenvircnment. Integnn-dependent adhesicn transiates into prolifération and survival respanse, In vitio stuthes suggest that
nhibition of the BCR efector, BTK va Ibrutinib opposes to VLA4 conformational change csusing the release of CLL cells trom the
micreenvironment. However, in the presence of BCR actvation or CXCL12 stimufation, VLA-4 conformational change is stlll chserved even
in the presence of lbrutinib, indicating the existence of BTK-independent integrins activation processes. A BTK bypass exsts for VLA-4

activation in the presonce of BCR stimulation and it mvolves PI3K,

cell-intrinsic signaling pathways, it needs also the sup-
port of the microenvironment, which provides
pro-survival lactors and assures the immunological
evasion that are crucial for tumor maintenance [4,30].

Focusing mainly on chronic CLL and MCL, this
Review will offer u picture of the molecular protago-
nists of cell adhesion in B-cell malignancies and the
signaling pathways that regulate cell survival upon cell
interaction.  Furthermore, the adhesion molecules
expressed by the TME will be described, along with
the modifications that are triggered by tumor cells as
part of the reshaping process necessary for tumor
development,

FEBS Letters 2024) © 2024 Fadecaton of Ewopean Biochamcal Soceties

Stromal cells in the lymph node and
the bone marrow

An efficient immune response 15 based on a series of
cell-to-cell interactions established between the various
immune cell types comprising B cells within the micro-
environment of the lymph node. Immune cells interact
with the stromal component, which provides the motor-
way that supports T- and B-cell trafficking in search of
antigens [31-33]. In addition, the lymph node represents
a privileged microenvironment for the accumulation
and expansion of numerous B-cell malignancies, includ-
ing CLL and MCL [2]. Nevertheless. tumor cells can
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