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Résumé 

Cette thèse met en lumière les mécanismes par lesquels les cellules B de leucémie lymphoïde 

chronique (B-LLC) interagissent avec leur microenvironnement stromal et en modifient 

profondément les propriétés, à la fois sur les plans métabolique et mécanique. Dans un premier 

temps, il a été démontré que les cellules B-LLC induisent une reprogrammation métabolique 

active des cellules stromales, caractérisée par une augmentation de la glycolyse et de la 

production de lactate. Ce lactate est ensuite exploité par les cellules leucémiques pour alimenter 

leur métabolisme mitochondrial et soutenir leur signalisation de survie, illustrant un phénomène 

de type Reverse Warburg Effect. Dans un second axe, l’étude révèle la capacité des cellules B-

LLC à altérer les propriétés mécaniques du stroma via la modulation de la voie de signalisation 

Hippo, en particulier de son effecteur YAP. La régulation de YAP entraîne des réorganisations 

du cytosquelette, des structures d’adhésion et des marqueurs liés à la plasticité cellulaire. Ces 

changements, bien qu’ils n’affectent pas directement la survie leucémique à court terme, 

pourraient favoriser la mobilité et la dissémination des cellules, contribuant à l’établissement 

de niches permissives et mécaniquement relâchées. 

Abstract 

This thesis highlights the mechanisms by which chronic lymphocytic leukemia B cells (B-CLL) 

interact with their stromal microenvironment and profoundly reshape its properties, both 

metabolically and mechanically. First, it was demonstrated that B-CLL cells actively induce 

metabolic reprogramming in stromal cells, notably enhancing glycolysis and lactate production. 

This lactate is then exploited by the leukemic cells to fuel their mitochondrial metabolism and 

support survival signaling, illustrating a process akin to the Reverse Warburg Effect. Secondly, 

the study reveals the ability of B-CLL cells to alter the mechanical properties of the stroma by 

modulating the Hippo signaling pathway, particularly through its effector YAP. YAP regulation 

leads to cytoskeletal rearrangements, reorganization of adhesion structures, and modulation of 

markers involved in cellular plasticity. While these changes do not directly impact leukemic 

cell survival in the short term, they may promote cell motility and dissemination, contributing 

to the formation of permissive and mechanically relaxed niches. 
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Introduction 

I. Le microenvironnement tumoral : un acteur dynamique de la 

progression tumorale 

A. Définition et composition du microenvironnement tumoral (TME) 

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

», dotés d’une complexité comparable, voire supérieure, à celle des tissus sains. Pour mieux 

comprendre la biologie tumorale, les standards établis au début des années 2000 — notamment 

ceux compilés par Douglas Hanahan et Robert A. Weinberg — ont évolué. Leur publication 

fondatrice, Hallmarks of Cancer (2000), identifie six caractéristiques fondamentales des 

cellules cancéreuses, telles qu’elles étaient alors comprises : croissance illimitée, échappement 

à l’apoptose, autosuffisance vis-à-vis des facteurs de croissance, résistance aux signaux 

inhibiteurs, induction de l’angiogenèse et acquisition d’un phénotype invasif et métastatique1. 

Cependant, les progrès technologiques et l’accumulation de données scientifiques ont 

conduit à une vision plus nuancée du cancer, ne se limitant plus à la cellule tumorale elle-même. 

En 2011, Hanahan et Weinberg proposent une mise à jour de leur modèle, intégrant le rôle 

déterminant des cellules non tumorales présentes dans le microenvironnement tumoral1. Ce 

microenvironnement tumoral (ou tumor microenvironment, TME) désigne l’ensemble des 

composantes non cancéreuses — à la fois cellulaires (fibroblastes, cellules immunitaires, 

cellules endothéliales, etc.) et non cellulaires (matrice extracellulaire, cytokines, facteurs de 

croissance…) — qui interagissent de manière dynamique avec les cellules tumorales. 

Longtemps négligé au profit de l’étude des cellules malignes, le TME est aujourd’hui reconnu 

comme un acteur central de la progression tumorale. Il favorise la survie, la croissance, 

l’invasion et la dissémination des cellules cancéreuses2. Ces dernières sont capables de 

remodeler leur environnement afin de créer un contexte à la fois immunosuppresseur et pro-

inflammatoire, favorable à leur développement3,4. 

Les cancers peuvent être classés en deux grandes catégories : les tumeurs solides, 

qu’elles soient primaires ou métastatiques, et les tumeurs liquides. Les tumeurs solides se 

développent dans des organes ou des tissus spécifiques (par exemple le sein, le poumon ou le 

côlon), et forment des masses compactes de cellules cancéreuses5. En revanche, 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 lymphoïdes, sans formation de masse 

solide6. 

Cette distinction implique des différences 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, vasculaires et de matrice extracellulaire, qui interagissent physiquement et 

biochimiquement avec les cellules cancéreuses. Ce microenvironnement local est souvent 

caractérisé par une hypoxie, une acidification, une augmentation de la pression interstitielle et 

un remodelage de la matrice extracellulaire, qui favorisent l’invasion et la résistance aux 

traitements7. À l'inverse, dans les cancers liquides, les cellules tumorales évoluent dans des 

environnements circulants ou lymphoïdes, 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 niches spécifiques qui soutiennent la 

survie, la prolifération et l’échappement immunitaire des cellules tumorales circulantes8. Par 

conséquent, bien que le concept de microenvironnement tumoral soit pertinent dans les deux 

types de cancers, sa composition, son organisation et son rôle dans la progression tumorale 

peuvent varier en conséquence. Le TME peut être subdivisé en trois grandes composantes : 

stromale, immunitaire et non cellulaire9. Les différents constituants de ces composantes sont 

illustrés dans la figure 1 et seront détaillés dans les sections suivantes.  
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Figure 1 : Représentation schématique du Microenvironnement Tumoral (TME). Les cellules 

tumorales résident dans un environnement complexe que l’on peut subdiviser en trois compartiments : 

Stromale (en bleu), Immunitaire (en vert) et Non cellulaire (en noir). L'ensemble des acteurs du 

microenvironnement influence les interactions avec les cellules cancéreuses, grâce à des facteurs 

solubles ou à des contacts cellulaires directs. Figure réalisée avec BioRender.com. 

i. La composante stromale 

La composante stromale regroupe différents types cellulaires non tumoraux, parmi lesquels les 

cellules souches mésenchymateuses (MSCs), les fibroblastes associés au cancer (CAFs) et les 

cellules endothéliales. Ces cellules sont impliquées dans le remodelage tissulaire, la sécrétion 

de cytokines, la régulation de l’angiogenèse et la protection des cellules tumorales contre le 

stress environnemental ou les traitements10. 

Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs), sont des cellules multipotentes retrouvées 

dans plusieurs tissus (moelle osseuse, tissu adipeux, cordon ombilical) capables de se 

différencier en ostéoblastes, chondrocytes ou adipocytes11,12,13,14. Dans le contexte tumoral, 

elles sont attirées vers les sites de tumeur par des signaux chimiotactiques comme SDF-

1/CXCL12. Une fois recrutées, elles participent activement à l’architecture pro-tumorigène du 

TME. La sécrétion de cytokines telles que l’IL-6 et TGF-β, par le biais d’une activation de la 
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protéine STAT3 par exemple, va favoriser la prolifération, l’angiogenèse et faciliter la 

dissémination métastatique15,16. En parallèle, leur potentiel immunosuppresseur est souvent 

exploité par les cellules tumorales pour échapper à l’immunosurveillance. Par ailleurs, leur 

recrutement par chimiotaxie (SDF-1/CXCL12) et leur rôle dans la structuration du stroma sont 

très étudiés dans les tumeurs solides comme les carcinomes. Dans les cancers liquides (ex : 

leucémies), les MSCs de la moelle osseuse jouent un rôle clé dans les niches protectrices, mais 

elles ne forment pas un stroma organisé autour d’une masse – leur rôle est plus diffus, soluble 

et contextuel17. Elles sont identifiables par les marqueurs CD73, CD90, CD105 et l’absence de 

CD45 et CD34. 

Les Fibroblastes Associés au Cancer (CAFs) constituent une population hétérogène de 

fibroblastes, dérivants des MSCs et des fibroblastes résidents, activés par les cellules tumorales. 

Véritables architectes du stroma tumoral, ils remodèlent activement la matrice extracellulaire 

(MEC), favorisant l’invasion, la migration et la croissance tumorale via la sécrétion de facteurs 

pro-tumoraux (IL-6, TGF-β), pro-angiogéniques (VEGF, IL-8) et de métalloprotéinases 

(MMPs)18. De plus, Les CAFs participent également à l'immuno-évasion en recrutant des 

cellules immunosuppressives comme les Tregs et en inhibant les cellules T cytotoxiques. Les 

CAFs sont notamment caractérisées par l’expression de marqueurs tels que l’actine alpha du 

muscle lisse(α-SMA), la Fibroblast Activation Protein (FAP) et le récepteur bêta du facteur de 

croissance dérivé des plaquettes (PDGFR-β)19,20,21. 

Il est important de noter que les CAFs sont majoritairement décrits dans les cancers solides où 

plusieurs sous types ont été mis en évidence22,23. Bien que souvent relégués au second plan au 

profit des MSCs, certains travaux récents soulignent néanmoins la présence et le rôle 

potentiellement fonctionnel des CAFs dans certaines hémopathies malignes. Elles y présentent 

des propriétés analogues à celles décrites dans les tumeurs solides, notamment en matière de 

remodelage du microenvironnement tumoral et de soutien à la progression leucémique24. 

Les cellules endothéliales tapissent les vaisseaux sanguins et jouent un rôle fondamental dans 

l’angiogenèse tumorale. Sous l’effet de signaux pro-angiogéniques (ex. VEGF, FGF) émis par 

les cellules tumorales, les CAFs et les MSCs, elles prolifèrent et forment de nouveaux vaisseaux 

qui nourrissent la tumeur. Cette néoangiogenèse est souvent anarchique : absence de 

structuration hiérarchique, irrégularité morphologique des néovaisseaux, perméabilité 

excessive et fonctionnalité déficiente de ces derniers. Cela favorise l’hypoxie, la perméabilité 

vasculaire et la dissémination métastatique. De plus, les cellules endothéliales peuvent subir 

des modifications phénotypiques, adoptant un profil pro-inflammatoire qui favorise l’invasion 



Page 17 sur 273 
 

tumorale25. Pour autant, l’angiogenèse désorganisée est un phénomène caractéristique des 

tumeurs solides. Dans les cancers liquides, il n’y a généralement pas de processus de 

néoangiogenèse tumorale localisée, puisque les cellules circulent librement dans le sang ou la 

lymphe. Toutefois, certains lymphomes ou leucémies agressives peuvent moduler 

l’angiogenèse de la moelle osseuse, mais ce rôle reste secondaire et beaucoup moins structuré26. 

Ainsi, la composante stromale constitue une des pierres angulaires dans le développement 

tumoral et l’immuno-modulation de la composante immunitaire du TME. 

ii. La composante immunitaire 

La composante immunitaire regroupe, comme son nom l’indique, une multitude de types 

cellulaires en lien avec le système immunitaire. On y retrouve les macrophages associés aux 

tumeurs (TAMs), les lymphocytes T (cytotoxiques ou régulateurs) et B, les cellules dendritiques 

(DCs) et les cellules Natural Killer (NKs). 

Les macrophages sont des cellules immunitaires issues des monocytes circulants, jouant un rôle 

clé dans l'immunité innée, la phagocytose, la présentation d'antigènes et la régulation des 

réponses inflammatoires. Leur capacité à adopter différents états fonctionnels selon les signaux 

du microenvironnement est appelée polarisation. Cette capacité de polarisation est caractérisée 

par deux phénotypes : M1 (anti-tumoraux) et M2 (pro-tumoraux). Les Macrophages Associés 

aux Tumeurs (TAMs) sont des macrophages infiltrant le microenvironnement tumoral, souvent 

orientés vers un phénotype M2 pro-tumoral. Ils sont caractéristiques des tumeurs solides et 

proviennent majoritairement de la différenciation de monocytes recrutés par des chimiokines 

tumorales. Ils sécrètent des cytokines immunosuppressives (IL-10, TGF-β), stimulent 

l’angiogenèse (via VEGF) et favorisent l’évasion immunitaire27. Ils sont caractérisés par 

l’expressions des marqueurs CD68, CD163 et CD20628. Dans les cancers liquides, les 

macrophages de la moelle peuvent jouer un rôle de niche protectrice, mais ils ne forment pas 

un réseau TAMs structuré comme dans les carcinomes29,30. 

Les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) sont essentiels à l'immunité antitumorale. Ils 

reconnaissent des antigènes tumoraux via le CMH de classe I, induisant l'apoptose des cellules 

cancéreuses. Leur rôle cytotoxique provient notamment de la libération de granzyme et 

perforine31. Les lymphocytes T régulateurs (Treg, CD4+CD25+FoxP3+) maintiennent la 

tolérance immunitaire et limitent les réactions auto-immunes. Dans un contexte tumoral, ils 

répriment la prolifération et la cytotoxicité des cellules T CD8+ et des cellules NK, notamment 

par la sécrétion de cytokines immunosuppressives comme TGF-β et IL-1032,33. 
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Les lymphocytes B, bien que traditionnellement associés à la production d'anticorps, ont 

également un rôle ambivalent dans le cancer. D'une part, ils participent à la présentation 

d'antigènes aux cellules T et à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. D'autre part, 

certaines sous-populations comme les B régulateurs (Bregs) peuvent favoriser l’échappement 

tumoral via IL-10 et TGF-β, en favorisant la différenciation des Tregs et en supprimant les 

réponses effectrices34,35,36. 

Les cellules dendritiques (DCs), pourtant essentielles à la présentation antigénique et à 

l’activation des lymphocytes T, adoptent souvent un phénotype tolérant/immature dans le TME, 

exprimant faiblement les molécules CD80 et CD86, ce qui compromet leur efficacité37. Cela 

peut conduire à une expansion des Tregs et favoriser la tolérance tumorale. 

Les cellules Natural Killer (NKs), caractérisées par le CD56 et le CD16, assurent une réponse 

cytotoxique rapide contre les cellules tumorales indépendamment du CMH. Elles utilisent des 

récepteurs activateurs comme NKG2D pour détecter des cellules stressées ou transformées38,39. 

Néanmoins, leur activité est souvent inhibée dans les tumeurs par les Tregs, qui suppriment leur 

fonction par contact cellulaire direct et cytokines immunosuppressives. De plus, la présence de 

ligands inhibiteurs tels que HLA-E et PD-L1, présent dans le TME, contribuent à l’inhibition 

de leur activité cytotoxique40,41. 

Les cellules myéloïdes suppressives (MDSCs) représentent une population hétérogène de 

cellules dérivées de la lignée myéloïde, fréquemment enrichie dans le microenvironnement 

tumoral. Elles se distinguent par leur capacité à inhiber les réponses immunitaires adaptatives 

et innées, notamment via la suppression des lymphocytes T et NK. Deux sous-types principaux 

se distinguent : les M-MDSCs (monocytoïdes) et les PMN-MDSCs (polynucléaires), 

caractérisés respectivement par les marqueurs CD11b⁺CD14⁺HLA-DR^low/− et 

CD11b⁺CD15⁺CD14⁻. Les MDSCs exercent leurs fonctions immunosuppressives par la 

production d’arginase-1, d’oxyde nitrique (NO), et de ROS, ainsi que par l’expression de PD-

L142,43. Elles contribuent également à la tolérance tumorale, participant à la prolifération des 

cellules T régulatrices (Tregs) et en induisant l’angiogenèse, favorisant ainsi la croissance 

tumorale44,45,46. Leur accumulation est corrélée à un mauvais pronostic dans plusieurs types de 

cancers, soulignant leur rôle central dans l’évasion immunitaire et la promotion de 

l’angiogenèse. Pour autant, dans les hémopathies, leur rôle est moins bien caractérisé, mais 

certaines études récentes suggèrent leur implication dans la suppression immunitaire (ex. dans 

le myélome ou la LLC), bien que ce rôle soit encore émergent47. 
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Si certaines cellules immunitaires participent à la destruction des cellules cancéreuses (comme 

les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK), d’autres, sous l’influence des signaux 

tumoraux, peuvent acquérir des fonctions immunosuppressives qui favorisent l’échappement 

immunitaire et la progression tumorale (comme les TAMs et les cellules T régulatrices)48,49. 

Dans un TME, les cellules cancéreuses, stromales et immunitaires interagissent de manière 

dynamique au sein d’un microenvironnement en perpétuelle évolution, qu’il soit spatialement 

structuré — comme dans les tumeurs solides — ou plus diffus et circulant — comme dans les 

hémopathies malignes. L’existence d’un système aussi complexe que le TME, tant dans sa 

réalisation que sa compréhension, nécessite cependant la présence de d’éléments non cellulaire 

pour assurer les différents échanges entre les composantes stromales, immunitaire et les cellules 

cancéreuses. 

iii. La composante non cellulaire 

Dans les tumeurs solides, la matrice extracellulaire (MEC) constitue un réseau tridimensionnel 

structuré de macromolécules (collagènes, glycoprotéines, protéoglycanes) jouant un rôle à la 

fois mécanique et biochimique dans la progression tumorale. Dans ce contexte, elle joue un rôle 

fondamental non seulement comme échafaudage structural mais aussi comme acteur 

dynamique influençant la progression tumorale, l’angiogenèse, la migration cellulaire et 

l’immuno-modulation. Durant la tumorigenèse, la composition, la structure et la rigidité de la 

MEC sont profondément remaniées, favorisant un microenvironnement tumoral pro-

oncogénique. Des protéines comme les collagènes fibrillaires, la fibronectine ou la ténascine-C 

sont surexprimées et modifient les signaux biochimiques et mécaniques reçus par les cellules 

cancéreuses. Cette rigidification de la MEC accroît l'invasivité tumorale via l’activation de 

voies de signalisation telles que YAP/TAZ et FAK. La MEC influence aussi les interactions 

cellule-tumeur avec les cellules immunitaires et stromales. Elle participe à l’exclusion des 

lymphocytes T du centre tumoral et favorise un phénotype immunosuppressif, contribuant ainsi 

à l’échec des réponses immunitaires50,51,52,53. De plus, la MEC façonne les niches des cellules 

souches cancéreuses, soutenant leur plasticité, et leur capacité d'auto-renouvellement. Les 

cellules du microenvironnement tumoral sécrètent en continu des cytokines, chimiokines et 

facteurs de croissance. Ces molécules, souvent stockées ou régulées par des composants de la 

matrice extracellulaire (comme les protéoglycanes, association d’un GlycosAminoGlycane et 

d’une protéine), favorisent une inflammation chronique, une immunosuppression locale et la 

néoangiogenèse54,55. En parallèle, le remodelage dynamique de la MEC, par l’action d’enzymes 
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comme les métalloprotéinases (MMPs) ou la lysyl-oxydase (LOX), libère des signaux bioactifs 

et restructure l’architecture tissulaire, renforçant ainsi la permissivité tumorale56,57,58.  

Dans les hémopathies malignes, la composante non cellulaire du microenvironnement tumoral 

ne repose pas sur une matrice extracellulaire tridimensionnelle structurée comme dans les 

tumeurs solides. Elle repose davantage sur une signalisation paracrine orchestrée par des 

médiateurs solubles (cytokines, chimiokines, facteurs de croissance), produits par les cellules 

stromales, endothéliales, immunitaires et tumorales. Parmi ces éléments figurent les cytokines 

(IL-6, IL-10, TNF-α), les chimiokines (CXCL12/SDF-1, CCL2), les facteurs de croissance 

(VEGF, SCF, TGF-β) et les exosomes ou vésicules extracellulaires, qui participent activement 

à la protection des cellules tumorales, à leur prolifération, à leur quiescence, et à l’échappement 

immunitaire59. Dans la moelle osseuse, ces composants non cellulaires jouent un rôle central 

dans la formation des niches hématopoïétiques détournées par les cellules tumorales, leur 

conférant une résistance aux traitements et un avantage sélectif. Les interactions moléculaires, 

souvent médiées par les axes CXCL12–CXCR4 et VLA-4–VCAM-1, permettent l’ancrage des 

cellules malignes au sein du stroma médullaire et leur protection contre les signaux pro-

apoptotiques8. De plus, les vésicules extracellulaires libérées par les cellules leucémiques 

transportent des ARN non codants, des protéines et des lipides capables de remodeler à distance 

l’environnement local et systémique, favorisant la progression tumorale60. Ainsi, bien que 

moins architecturée que dans les cancers solides, la composante non cellulaire du TME dans les 

cancers liquides constitue un réseau d’interactions fonctionnelles essentiel, assurant la 

communication intercellulaire, le contrôle de l’immunité, et la maintenance des niches 

leucémiques. 

B. Mécanismes de communications cellulaires 

Le dialogue entre les cellules tumorales et leur microenvironnement repose sur une 

diversité de mécanismes de communication, incluant à la fois des signaux solubles (cytokines, 

chimiokines, facteurs de croissance) et, dans certaines conditions, des interactions physiques 

par contact direct61,62. Ces échanges dynamiques participent à la création d’un environnement 

permissif, favorisant l’évasion immunitaire, la résistance aux traitements et la progression 

tumorale63,64. Que ce soit dans les tumeurs solides, via le remodelage du stroma et 

l’angiogenèse, ou dans les cancers liquides, via la création des niches hématopoïétiques, les 

cellules malignes adaptent leur environnement à leurs besoins. Ces mécanismes font l’objet 

d’études approfondies, parfois en interaction, mais il intéressant de noter que la signalisation 

par facteurs soluble apparaît comme légèrement plus étudiée en termes de volume de 
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publications. Cela s’explique en partie grâce à sa simplicité expérimentale et son applicabilité 

à divers modèles biologiques65. 

i. Facteurs solubles 

Dans le TME, les cellules cancéreuses et les cellules des autres composantes dialoguent en 

grande partie via des facteurs solubles, contribuant à la progression tumorale, à 

l’immunosuppression et à la résistance aux traitements. Ce principe s'applique aussi bien aux 

tumeurs solides qu’aux cancers liquides comme les leucémies, les lymphomes et les myélomes, 

bien que leur microenvironnement réside principalement dans la moelle osseuse ou les organes 

lymphoïdes secondaires59. Les cytokines sont des médiateurs clés dans ce réseau de 

communication. Par exemple, l’IL-6, produite par les cellules tumorales de certains carcinomes 

et les CAFs, favorise la prolifération tumorale et l’échappement immunitaire via l’activation de 

la voie JAK/STAT366. Ce mécanisme est aussi observé dans le myélome multiple, où l’IL-6 

soutient la croissance et la survie des plasmocytes tumoraux67. L’IL-10, quant à elle, est une 

cytokine immunosuppressive sécrétée par les MDSCs, contribuant à l’inhibition des 

lymphocytes T effecteurs dans le TME de certains mélanome68. Ce mécanisme est également 

observé dans les hémopathies malignes, comme le myélome multiple, où l’IL-10 dérivée des 

MDSCs module la fonction des lymphocytes T pour favoriser l’évasion immunitaire69. 

Les chimiokines, telles que CXCL12 (SDF-1), jouent un rôle dans l’attraction des cellules 

immunitaires régulatrices et des cellules souches tumorales via son récepteur CXCR4, 

favorisant la formation de niches favorables à la tumeur70. Le couple CXCL12/CXCR4 est 

essentiel dans l’homing, la survie et la dissémination des cellules tumorales, ainsi que dans la 

structuration du microenvironnement tumoral dans de nombreux cancers solides (sein, poumon, 

glioblastome, etc). Ce couple est aussi crucial dans les leucémies, notamment pour l’ancrage 

des cellules leucémiques dans la niche médullaire, où elles échappent aux traitements8. La 

chimiokine CCL2, produite par les TAMs, recrute d’autres cellules immunosuppressives 

comme les monocytes et renforce l’inflammation chronique pro-tumorale. Ce mécanisme est 

également observé dans la moelle osseuse des patients atteints de myélome ou de leucémie 

aiguë myéloïde71. 

Les facteurs de croissance sont également omniprésents dans le TME. Le VEGF (vascular 

endothelial growth factor), sécrété par les cellules tumorales et stromales, induit l’angiogenèse 

tumorale en stimulant la prolifération et la migration des cellules endothéliales dans de 

nombreux cancers solide (sein, rein, poumons, etc)72. Dans les cancers liquides, le VEGF est 
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impliqué dans la néoangiogenèse médullaire et favorise un microenvironnement propice à la 

prolifération tumorale, notamment dans la LAM et le myélome multiple73. Le TGF-β est un 

facteur multifonctionnel qui promeut la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), la 

fibrose du stroma et la suppression des lymphocytes T cytotoxiques. De nombreuses études ont 

mis en lumière ce rôle dans des pathologies telles que les carcinomes épidermoïdes, le cancer 

colorectal ou encore du pancréas74. Ce facteur est également produit par les cellules de la LLC, 

participant à la protection des cellules tumorales contre le système immunitaire75. 

Enfin, les vésicules extracellulaires (exosomes et microvésicules) sont des vecteurs majeurs de 

la communication intercellulaire. Les exosomes dérivés des cellules tumorales contiennent des 

protéines, des ARN non codants (miRNA, lncRNA), et des lipides qui peuvent remodeler le 

TME. Par exemple, des exosomes enrichis en miR-21 sont capables d’induire une polarisation 

M2 des macrophages, favorisant ainsi un environnement immunosuppressif et pro-tumoral dans 

certains mélanomes et gliomes76. Dans les cancers liquides, les exosomes issus de cellules 

leucémiques ou myélomateuses modulent également leur environnement, en transférant des 

facteurs pro-survie, en favorisant la résistance aux médicaments et en reprogrammant les 

cellules stromales77,78. 

ii. Contacts cellulaires 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 

réorganisation du stroma. Ces interactions s’appuient sur plusieurs mécanismes structuraux et 

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 

cohésion cellulaire dans les tissus épithéliaux. L’expression aberrante de E-cadhérine ou son 

remplacement par N-cadhérine lors de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un 

marqueur d’agressivité tumorale et de capacité d’invasion accrue dans les tumeurs solides79. En 

revanche, ce mécanisme est peu impliqué dans les hémopathies malignes, où les cellules 

tumorales circulantes ne forment pas de structures épithéliales. 

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

régulent la perméabilité paracellulaire. Leur dysrégulation a été associée à la dissémination 
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tumorale dans plusieurs cancers solides, comme le sein ou le pancréas80, mais elles sont 

rarement pertinentes dans les hémopathies. 

Les synapses immunologiques sont des contacts structurés entre cellules immunitaires 

(comme les lymphocytes T) et cellules présentatrices d’antigènes. Dans le TME, leur altération, 

notamment par l’expression de molécules immunosuppressives telles que PD-L1 ou Galectine-

9, conduit à une anergie des cellules T81. Ce mécanisme est crucial également dans les leucémies 

et lymphomes, où les synapses sont directement perturbées dans les ganglions ou la moelle 

osseuse tumorale82. 

Les gap jonctions, formés par des connexines (par ex. Connexine 43), permettent le 

transfert direct de petites molécules entre cellules. Leur rôle est ambivalent : elles peuvent, 

selon le contexte, propager des signaux pro-tumoraux ou restaurer une homéostasie cellulaire83. 

Dans les cancers liquides, des connexines comme la Connexine 43 sont exprimées dans le 

microenvironnement médullaire, facilitant des échanges entre cellules leucémiques et 

stromales, influençant la progression tumorale et la chimiorésistance84. 

Enfin, les contacts par nanotubes membranaires (Tunneling Nanotubes, TNTs) ont été 

identifiés comme un moyen de transfert intercellulaire de mitochondries, de facteurs pro-survie 

ou même de matériel génétique. Ce mécanisme est présent dans les cancers solides (notamment 

glioblastome et pancréas), mais aussi dans les leucémies aiguës et chroniques, où les TNTs 

relient les cellules tumorales entre elles ou aux cellules du stroma médullaire, favorisant la 

survie et la résistance aux traitements85,86. 

 Comme nous venons de le voir, le microenvironnement tumoral ne constitue pas un 

simple cadre passif entourant les cellules cancéreuses. Constitué de pléthore d’acteurs 

cellulaires et non cellulaires, le TME représente une entité hautement dynamique qui évolue en 

étroite interdépendance avec la tumeur. De fait, il participe activement à toutes les étapes de la 

tumorigenèse, de l’initiation à la dissémination métastatique87. Cette dynamique repose sur des 

interactions bidirectionnelles entre les cellules tumorales et les divers composants du TME, qui 

sont progressivement remodelés au cours du développement tumoral. 



Page 24 sur 273 
 

C. La dynamique du TME en lien avec la progression tumorale 

Durant la progression tumorale, les cellules cancéreuses modifient et rééduquent le 

microenvironnement à leur profit par le biais de signaux biochimiques (cytokines, 

chimiokines, exosomes), favorisant ainsi l’expansion d’un TME pro-tumoral. Par exemple, 

les fibroblastes associés au cancer (CAF) acquièrent un phénotype activé qui soutient la 

croissance tumorale via la sécrétion de facteurs proangiogéniques (VEGF), de 

métalloprotéinases matricielles (MMPs) facilitant l’invasion, ou encore de cytokines 

immunosuppressives telles que TGF-β et IL-688,89. De même, les TAMs, initialement de 

type M1 anti-tumoraux, adoptent un phénotype M2 sous l’effet des signaux tumoraux, 

contribuant à l’échappement immunitaire et à la promotion de l’angiogenèse90. 

Ce remodelage progressif du TME reflète une plasticité fonctionnelle qui s’inscrit dans 

une co-évolution entre cellules cancéreuses et leur niche. En réponse aux stress 

environnementaux — tels que l’hypoxie, l’acidose ou les contraintes mécaniques — les 

cellules tumorales adaptent leur phénotype, ce qui se manifeste par des transitions épithélio-

mésenchymateuses (EMT), un renforcement de la capacité migratoire et invasive, ainsi 

qu’une augmentation de la tolérance aux agents thérapeutiques91. Ces adaptations sont 

souvent accompagnées de modifications concomitantes du TME, telles que l’activation de 

nouveaux CAF, le recrutement de cellules immunosuppressives ou l’altération de la 

composition de la MEC92. 

Un concept central de cette dynamique est celui de reprogrammation du TME par les 

cellules tumorales. Cette reprogrammation repose sur l’exploitation par les cellules 

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 à distance93. À titre d’exemple, 

certains exosomes tumoraux induisent une différenciation des monocytes en macrophages 

de type M2, ou favorisent la transformation de fibroblastes en CAF pro-invasifs94. Cette 

reprogrammation permet à la tumeur de créer un microenvironnement sur mesure, propice 

à sa survie et à son expansion. 

Le TME joue également un rôle 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 cellulaires 
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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 à la chimiothérapie par 

sécrétion d’IL-6 ou de facteurs anti-apoptotiques95, tandis que les TAM contribuent à la 

résistance à l’immunothérapie en exprimant des ligands inhibiteurs tels que PD-L196. 

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 hématopoïétiques (moelle osseuse, 

ganglions, rate). Il n’y a pas de CAF au sens histologique classique, l’EMT ne concerne pas 

les cellules hématopoïétiques et la MEC est moins bien structurée que dans les tumeurs 

solides. Dans les cancers liquides tels que les leucémies, les lymphomes ou le myélome 

multiple, le rôle du microenvironnement tumoral prend la forme particulière de la niche 

hématopoïétique médullaire, un espace spécialisé initialement destiné au maintien de 

l’hématopoïèse normale. Cette niche est progressivement détournée et remodelée par les 

cellules tumorales pour soutenir leur propre expansion. Des signaux solubles tels que l’IL-

6, le TGF-β et CXCL12, ainsi que des exosomes tumoraux enrichis en miARNs ou facteurs 

pro-survie, participent à la reprogrammation des cellules stromales, favorisant la survie, la 

prolifération et la résistance des cellules tumorales97,98. Dans un contexte de stress 

hypoxique chronique, les cellules tumorales adaptent leur métabolisme et intensifient la 

libération d’exosomes, renforçant les propriétés immunosuppressives et pro-angiogéniques 

du TME99. De plus, le recrutement de macrophages M2-like et la formation de niches 

protectrices contribuent à l’évasion immunitaire et à la résistance aux chimiothérapies, par 

exemple en réduisant l’accès des agents aux cellules tumorales ou en inhibant l’apoptose 

via des voies de survie spécifiques100. Pour résumé, les principes de reprogrammation et de 

communication via cytokines, exosomes, ou stress environnemental sont valables pour les 

cancers liquides, mais les acteurs (CAF, MEC, EMT) varient en nature et fonction dans le 

contexte hématopoïétique. 

Ainsi, dans les hémopathies malignes comme dans les tumeurs solides, la progression 

tumorale est indissociable d’un remodelage dynamique du microenvironnement, orchestré 

par des mécanismes d’adaptation et de communication cellulaire complexes. En effet, le 

microenvironnement tumoral s’impose comme un acteur dynamique, capable d’évoluer, de 

s’adapter et de soutenir activement la progression cancéreuse à travers des mécanismes 

complexes de communication, de reprogrammation cellulaire et de plasticité phénotypique. 
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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 TME — hypoxie, stress oxydatif, carence en nutriments — les cellules 

cancéreuses activent des voies métaboliques alternatives leur conférant un avantage sélectif. 

Ce remodelage métabolique ne touche pas uniquement les cellules tumorales : fibroblastes, 

macrophages, cellules endothéliales et lymphocytes infiltrants adoptent eux aussi des profils 

métaboliques spécifiques, façonnés par les signaux tumoraux. Il en résulte un paysage 

métabolique hétérogène mais cohérent, orienté vers le soutien de la croissance tumorale et 

l’échappement immunitaire. 

Comprendre cette synergie métabolique nécessite de revenir aux bases mêmes du 

métabolisme cellulaire. Le chapitre suivant proposera donc un rappel des grandes voies 

métaboliques — glycolyse, cycle de Krebs, phosphorylation oxydative — avant d’explorer 

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

II. Métabolisme cellulaire et adaptation tumorale 

A. Rappels des voies métaboliques dans une cellule humaine saine 

Au cours du XIXᵉ siècle, les travaux de Louis Pasteur sur la fermentation alcoolique ont 

mis en lumière les capacités métaboliques des microorganismes. Une trentaine d’années plus 

tard, les chimistes Eduard et Hans Buchner ont mis en évidence le rôle fondamental des 

enzymes—des biocatalyseurs accélérant les réactions biochimiques—dans ce processus. Ces 

découvertes, parmi d’autres, ont progressivement permis de construire la définition 

contemporaine du métabolisme.  

Le métabolisme désigne l’ensemble des réactions chimiques se déroulant au sein de 

l’organisme. Il comprend le métabolisme énergétique, qui regroupe les différentes voies et 

réactions permettant de produire l’énergie indispensable aux fonctionnements des cellules. On 

peut distinguer trois fonctions majeures du métabolisme : produire de l’énergie pour soutenir 

les processus cellulaires (prolifération, division, etc.), transformer les nutriments en éléments 

de base pour fabriquer des macromolécules essentielles (protéines, lipides, glucides et acides 

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

Les réactions métaboliques se répartissent en deux grandes catégories : l’anabolisme et 

le catabolisme. L’anabolisme désigne l’ensemble des réactions de biosynthèse, par lesquelles 
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des composés complexes (comme les protéines, les lipides ou les acides nucléiques) sont 

élaborés à partir de précurseurs simples, avec consommation d’énergie. À l’inverse, le 

catabolisme regroupe les réactions de dégradation de molécules complexes en composés plus 

simples, accompagnées d’une libération d’énergie. 

L’ensemble des réactions métaboliques a été organisé en réseaux appelés voies 

métaboliques, interconnectés entre elles. Au sein d’une voie métabolique, un substrat chimique 

A est transformé, via une succession d'étapes enzymatiques (et d’intermédiaires réactionnels), 

en un produit final B. L’étude du métabolisme a atteint son apogée jusqu’au milieu du XXᵉ 

siècle, période durant laquelle les principales voies métaboliques ont été élucidées : la 

Glycolyse (par G. Embden, O. Meyerhof et J.K. Parnas), le cycle de l’acide citrique (ou cycle 

de Krebs, par H.A. Krebs), la chaîne respiratoire mitochondriale (par H. Kalckar, F. Lipmann, 

A. Lehninger, P. Mitchell, entre autres), la Biosynthèse des Acides Gras ( par S. J. Wakil, F. 

Lynen, entre autres) et l’oxydation des acides gras (par F. Lynen). 

i. Glycolyse (Voie Embden-Meyerhof-Parnas) 

La glycolyse, ou voie Embden-Meyerhof-Parnas, constitue l’un des piliers du 

métabolisme énergétique cellulaire. Véritable cas d’école enseigné aux étudiants du supérieur, 

elle a par ailleurs grandement contribué à éveiller mon intérêt pour la biochimie dans son 

ensemble. Cette voie permet la conversion d’une molécule de glucose en deux molécules de 

pyruvate, générant un gain net de deux ATP et deux NADH. Ce processus se déroule en dix 

étapes enzymatiques, regroupées en deux phases : la phase d'investissement en énergie et la 

phase de gain énergétique (Figure 2)101. 

Lors de la première phase, le glucose est phosphorylé successivement par l’Hexokinase 

(HK) et la Phosphofructokinase-1 (PFK-1), réactions irréversibles et fortement régulées, 

produisant le Fructose-1,6-Bisphosphate. Ce dernier est clivé en deux Trioses Phosphates par 

l'Aldolase. Dans la seconde phase, ces Trioses sont convertis en Pyruvate, accompagnés par la 

production d’ATP via des réactions catalysées par la Phosphoglycérate Kinase (PGK) et la 

Pyruvate Kinase (PK)102. L’ensemble du processus peut s’opérer en l’absence d’oxygène, ce 

qui en fait une voie métabolique cruciale dans des conditions anaérobies, comme dans les tissus 

hypoxiques ou chez certains microorganismes103. 
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Figure 2 : Représentation schématique de la voie de la Glycolyse. La voie de la glycolyse est constituée 

d’une succession d’étape enzymatiques que l’on peut répartir selon deux phases : investissement et gain 

d’énergie. A partir d’une molécule de Glucose, cette voie assure la production de deux molécules de 

Pyruvate et génère un gain net de deux molécules d’ATP et deux molécules de NADH. Certaines des 

enzymes impliquées, telles que l’Hexokinase (HK), la Phosphofructokinase-1 (PFK-1) et la Pyruvate 

Kinase (PK), font l’objet de point régulation majeurs (positives en violet, négatives en rouge). Figure 

réalisée avec BioRender.com. 

Il est important de noter que trois enzymes catalysent des étapes hautement 

exergoniques – qui libèrent de l’énergie – et constituent des points de régulation majeurs : 

l’hexokinase, la phosphofructokinase-1 (PFK-1), et la pyruvate kinase. La régulation 

allostérique joue un rôle central dans le contrôle de la glycolyse. 
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L’hexokinase (HK) est soumise à une rétro-inhibition par son produit, le glucose-6-

phosphate (Glc-6-P). 

La PFK-1, souvent considérée comme l’étape limitante de la voie, est activée par 

l’Adénosine MonoPhosphate (AMP) et le fructose-2,6-bisphosphate, indicateurs d’un faible 

état énergétique. La PFK-1 est inhibée par l’Adénosine Tri Phosphate (ATP) et le citrate, 

témoignant d’une charge énergétique suffisante102. 

De manière assez élégante, la pyruvate kinase (PK) est activée par le fructose-1,6-

bisphosphate par un effet feedforward et inhibée par l’ATP et l’alanine102. L’effet feedforward, 

que l’on peut traduire par une activation anticipatrice, est un mécanisme de régulation 

métabolique préparant la cellule à un flux métabolique accru. Contrairement à la rétro-

inhibition (feedback), où le produit final inhibe une étape antérieure, ici c’est un intermédiaire 

précoce (fructose-1,6-bisphosphate) qui stimule une étape ultérieure (action de la PK). 

 Ces mécanismes de contrôles permettent une bonne synchronisation des différentes 

étapes de la voie pour éviter les accumulations d’intermédiaires. Ainsi, la régulation de la 

Glycolyse permet une adaptation fine aux besoins métaboliques de la cellule, en modulant 

l’entrée et le flux de glucose à travers la voie. Au-delà de son implication dans la production 

d’ATP, la glycolyse assure un rôle biosynthétique essentiel, fournissant des intermédiaires pour 

la synthèse des acides aminés, des nucléotides et des lipides via des voies dérivées comme la 

voie des pentoses phosphates104. 

ii. Cycle de Krebs 

Le cycle de Krebs (ou cycle de l’acide citrique), localisé dans la matrice mitochondriale, 

est une voie métabolique centrale dans le catabolisme énergétique aérobie. Le point de départ 

de cette succession de réaction est la molécule d’acétyl-CoA. L’acétyl-CoA (molécule à 3 

Carbones) peut être synthétiser à l’issu de la β-oxydation, une autre voie métabolique qui sera 

abordée ultérieurement. Il peut également être produit par la dégradation d’acides aminés ou à 

l’issu de la glycolyse via la molécule de Pyruvate (molécule à 4 Carbones) sous l’action de la 

Pyruvate Dehydrogenase (PyrDH). Le détail de cette voie est illustré dans la figure 3 et ses 

différentes étapes seront discuté dans les paragraphes suivant. 

Ce cycle commence par la condensation de l’acétyl-CoA avec l’oxaloacétate pour 

former le citrate via une enzyme nommée Citrate Synthase. Le citrate est ensuite isomérisé en 

isocitrate (via l’aconitase), puis décarboxylé en α-cétoglutarate, une étape régulée par 
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l’isocitrate déshydrogénase, libérant du CO₂ et réduisant du NAD⁺ en NADH. L’α-cétoglutarate 

est à son tour converti en succinyl-CoA par l’α-cétoglutarate déshydrogénase, avec production 

de CO₂ et de NADH. La transformation du succinyl-CoA en succinate libère un GTP (ou ATP), 

suivie d’une réoxydation progressive via le fumarate et le malate, ramenant enfin à 

l’oxaloacétate105,106. 

Le cycle de Krebs fournit des équivalents réduits (NADH, FADH₂) qui alimentent la 

chaîne respiratoire pour la production d’ATP, jouant ainsi un rôle essentiel dans le métabolisme 

énergétique des cellules eucaryotes. Il constitue aussi une plateforme pour la biosynthèse 

d’acides aminés, de bases azotées et de porphyrines. La régulation du cycle repose sur trois 

enzymes clés : la citrate synthase, l’isocitrate déshydrogénase, et l’α-cétoglutarate 

déshydrogénase, toutes soumises à une régulation allostérique par des indicateurs énergétiques. 

Le NADH et l’ATP agissent comme inhibiteurs, signalant un excès énergétique, tandis 

que l’ADP, le Ca²⁺ et le NAD⁺ activent ces enzymes, traduisant un besoin énergétique 

accru107,108. 

 Par ailleurs, il est intéressant de remarquer que ce cycle s’intègre dans un réseau 

métabolique global. De par la nature et la provenance diverse des molécules qu’il utilise pour 

fonctionner, le cycle de Krebs est souvent comparé à un carrefour bioénergétique et 

biosynthétique. Ainsi, cela souligne le caractère versatile des cellules pour adapter les voies 

métaboliques à leur disposition en fonction des conditions physiologiques comme l’hypoxie, la 

croissance cellulaire rapide et la disponibilité en nutriments. 

Ainsi, les produits réduits issus du cycle de Krebs, en particulier le NADH et le FADH₂, 

sont des acteurs essentiels pour la suite de ce carrefour bioénergétique. En effet, ces coenzymes 

transportent les électrons vers la chaîne respiratoire mitochondriale, où leur réoxydation permet 

la synthèse massive d’ATP par le biais du couplage chimiosmotique. Cette étape terminale, 

localisée dans la membrane interne mitochondriale, assure l’essentiel de la production 

énergétique cellulaire et matérialise le lien fonctionnel entre le catabolisme intermédiaire et la 

phosphorylation oxydative. 
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Figure 3 : Représentation schématique du cycle de Krebs. Cette voie métabolique permet à la cellule 

de générer de l’énergie sous forme d’ATP mais également des équivalents réduits (NADH et FADH₂) 

qui seront utilisés dans la chaîne respiratoire. De nombreux indicateurs énergétiques intracellulaire 

peuvent réguler cette voie de manière positive (ADP, NAD+) ou négative (ATP, NADH). Figure réalisée 

avec BioRender.com. 

iii. La Chaine respiratoire mitochondriale  

En présence d’oxygène, ou aérobie, les cellules tendent à oxyder complètement le 

glucose dans les mitochondries via un processus de Phosphorylation Oxydative pour maximiser 

le rendement énergétique. La chaîne respiratoire mitochondriale, ou chaîne de transport 

d’électrons, constitue la dernière étape du catabolisme énergétique aérobie. Localisée dans la 

membrane interne mitochondriale, elle est composée de cinq complexes protéiques numérotés 

I à V (Figure 4). Les électrons issus du NADH et du FADH₂, produits notamment par le cycle 

de Krebs, sont transférés séquentiellement à travers les complexes I (NADH déshydrogénase), 

II (succinate déshydrogénase), III (complexe cytochrome bc₁) et IV (cytochrome c oxydase), 
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avant de réduire l’oxygène moléculaire en eau. Ce transfert s’accompagne d’un pompage de 

protons vers l’espace intermembranaire, générant un gradient électrochimique — ou force 

proton-motrice — utilisé par le complexe V (ATP synthase) pour phosphoryler l’ADP en 

ATP109,110. 

Cette phosphorylation oxydative représente la principale source d’énergie chimique 

pour les cellules eucaryotes. La chaîne respiratoire mitochondriale est finement régulée pour 

assurer un équilibre entre production d’ATP, prévention du stress oxydatif et adaptation aux 

besoins métaboliques cellulaires. Cette régulation repose sur plusieurs niveaux de contrôle, 

allant de la disponibilité en substrats à des mécanismes allostériques, transcriptionnels et post-

traductionnels. 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique de la chaîne respiratoire mitochondriale. Cette voie 

métabolique permet à la cellule de convertir l’énergie chimique des coenzymes réduits (NADH et 

FADH2) en ATP, forme universelle de l’énergie cellulaire. Le transfert d’électrons assuré 

successivement par les complexes I à IV assurent la réduction de l’oxygène moléculaire en eau (H2O). 

Le complexe V utilise le gradient électrochimique (créer par le pompage de protons H+ depuis la 

matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire) pour produire de l’ATP à partir d’ADP et de 

phosphate inorganique (Pi). Ce processus est appelé Phosphorylation Oxydative. Figure réalisée avec 

BioRender.com. 

Le facteur limitant principal est la disponibilité en NADH, ADP, O₂ et phosphate 

inorganique (Pi). Le rapport ADP/ATP constitue un signal clé : une augmentation de l’ADP 

stimule l’activité de l’ATP synthase (complexe V), ce qui intensifie le flux de protons à travers 

la membrane interne et accélère la chaîne respiratoire en amont111. Certains complexes sont 
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soumis à des modulations allostériques. Par exemple, le complexe IV (cytochrome c oxydase) 

est inhibé par l’ATP lorsque la demande énergétique est faible, permettant d’éviter une 

production excessive d’espèces réactives de l’oxygène (ROS)112. Le complexe I peut également 

être modulé par le rapport NADH/NAD⁺, influençant le taux de transfert d’électrons. Des 

modifications post-traductionnelles, notamment des phosphorylations spécifiques de sous-

unités, modulent l’activité des complexes. Par exemple, la phosphorylation du cytochrome c 

peut diminuer le flux électronique et réguler l’entrée dans l’apoptose mitochondrie-dépendante, 

agissant comme un régulateur à la croisée du métabolisme et de la signalisation cellulaire113. À 

long terme, la régulation passe aussi par l’expression des gènes mitochondriaux et nucléaires 

codant pour les complexes respiratoires, en réponse à des signaux comme l’AMPK, le rapport 

NAD⁺/NADH ou le stress oxydatif. Ces signaux activent des facteurs tels que PGC-1α, qui 

stimulent la biogenèse mitochondriale et l’adaptation métabolique110. 

Par ailleurs, un déséquilibre dans la chaîne respiratoire peut mener à une surproduction de ROS, 

ce qui rend son activité dépendante de mécanismes antioxydants et de boucles de rétrocontrôle 

métabolique114. Bien que la chaîne respiratoire mitochondriale soit principalement dédiée à la 

production d’ATP via la phosphorylation oxydative, elle est aussi la principale source endogène 

de ROS dans la cellule. Au cours du transfert des électrons le long des complexes I à IV, une 

petite proportion (environ 0,1 à 2 %) d’électrons peut fuiter prématurément vers l’oxygène 

moléculaire, formant l’anion superoxyde (O₂•⁻). Cette génération est particulièrement marquée 

au niveau des complexes I et III, où l'instabilité des intermédiaires redox favorise le transfert 

univalent vers l’oxygène109,110. Le superoxyde est ensuite converti en peroxyde d’hydrogène 

(H₂O₂) par la superoxyde dismutase (SOD) mitochondriale. Bien que le H₂O₂ soit moins réactif, 

il peut, en présence de métaux de transition (Fe²⁺), engendrer des radicaux hydroxyles (•OH) 

extrêmement toxiques par la réaction de Fenton. Ces ROS peuvent endommager l’ADN 

mitochondrial, les lipides membranaires et les protéines enzymatiques, favorisant des processus 

pathologiques comme l’apoptose, la neurodégénérescence ou le vieillissement cellulaire113. 

Cependant, à faible dose, les ROS ne sont pas délétères : ils participent à une signalisation 

mitochondriale adaptative dite « mitohormétique », régulant l’expression de gènes 

antioxydants, la biogenèse mitochondriale et l’adaptation au stress114. La balance entre la 

production de ROS et leur élimination par des systèmes antioxydants (SOD, glutathion 

peroxydase, catalase) est donc essentielle au maintien de l’homéostasie cellulaire. 
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iv. Autres voies métaboliques 

Les précédentes voies métaboliques abordées ne constituent en réalité qu’une fraction 

de l’ensemble des voies métaboliques présente au sein de nos cellules. En effet, au travers des 

exemples déjà abordés, nous pouvons constater que l’intrication des différentes voies 

métabolique rend la compréhension du métabolisme cellulaire relativement délicat et complexe. 

Cependant, il existe de nombreuses autres voies métaboliques, qui sont fortement lié à celles 

que nous venons de voir. En conditions physiologiques, selon les besoins et types cellulaires, il 

existe des voies métaboliques capable d’alimenter ou puiser dans les voies déjà abordées. Parmi 

celles-ci, on peut retrouver le métabolisme des Acides Gras, du Glycogène ou encore la voie 

des pentoses phosphates. 

Le métabolisme des acides gras repose sur deux processus complémentaires : la 

biosynthèse, qui est anabolique, et la β-oxydation, qui est catabolique. Ensemble, ces voies 

permettent le stockage et la libération d’énergie, en fonction des besoins physiologiques de la 

cellule. La biosynthèse des acides gras consiste en la création de chaînes carbonées saturées à 

partir d’unités d’acétyl-CoA, forme activée de l’acide acétique possédant 2 atomes de Carbone. 

Cette biosynthèse se déroule principalement dans le cytosol, tandis que la β-oxydation dégrade 

ces acides gras dans les mitochondries pour produire de l’ATP. La biosynthèse débute par la 

carboxylation de l’acétyl-CoA en malonyl-CoA via l’acétyl-CoA carboxylase (ACC), une étape 

irréversible et limitante. Ce malonyl-CoA est ensuite utilisé par la Fatty Acid Synthase (FAS), 

un complexe enzymatique multifonctionnel, qui procède à une série de réactions répétitives—

condensation, réduction, déshydratation, puis réduction—prolongeant la chaîne acylée de deux 

carbones à chaque cycle jusqu’à formation de l’acide palmitique (16 Carbones)115. Le contrôle 

de cette voie est assuré par un réseau finement régulé de mécanismes transcriptionnels (SREBP-

1 régule FAS et ACC), post-traductionnelle (phosphorylation inhibitrice d’ACC par l’AMPK) 

, allostériques (Citrate active ACC) et hormonaux115. Ce système de régulation dynamique 

permet à la cellule d’adapter la biosynthèse des acides gras selon les états nutritionnels et 

énergétiques. Toutefois, lorsque les besoins énergétiques deviennent primordiaux, comme en 

période de jeûne ou d’effort prolongé, la cellule active la voie complémentaire du métabolisme 

lipidique : la β-oxydation mitochondriale116,117. 

L’oxydation des acides gras, ou β-oxydation (aussi appelée cycle de Lynen), est un 

processus mitochondrial clé dans lequel les acides gras à longue chaîne sont convertis en acétyl-

CoA, après leur activation en acyl-CoA dans le cytoplasme et leur transport vers la matrice 
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mitochondriale via la navette carnitine118,119. Contrairement à ceux-ci, les acides gras à chaîne 

courte peuvent traverser librement la membrane mitochondriale. Une fois dans la matrice, la β-

oxydation s’enclenche sous forme d’acyl-CoA et consiste en quatre réactions enzymatiques 

cycliques : déshydrogénation (acyl-CoA déshydrogénase), hydratation (énoyl-CoA hydratase), 

nouvelle déshydrogénation (3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase) et thiolyse (thiolase), 

générant à chaque cycle un acétyl-CoA et un acyl-CoA raccourci120,121. L’acétyl-CoA alimente 

ensuite le cycle de Krebs, et les coenzymes NADH et FADH₂ produits participent à la chaîne 

respiratoire pour la synthèse d’ATP. Ce mécanisme est particulièrement vital dans les organes 

à forte demande énergétique comme le foie, le cœur et les muscles, surtout en période de jeûne 

ou d’effort prolongé (quand le glucose est rare). 

Le glycogène est une forme de stockage du glucose, mobilisé par un processus nommée 

Glycogénolyse. Lors de ce processus, le glycogène est catalysé par la Glycogène phosphorylase 

pour alimenter rapidement la Glycolyse. Cela survient principalement dans le foie et le muscle. 

La synthèse du Glycogène, appelée Glycogenèse, est initiée par la Glycogène Synthase et est 

régulée par des signaux hormonaux (Insuline et Glucagon) et des phosphatases (PP1) en 

fonction des besoins énergétiques122,123. 

La voie des pentoses phosphates, dérivée du glucose-6-phosphate, se divise en deux 

branches : une branche oxydative, qui produit du NADPH essentiel à la synthèse des lipides et 

à la défense contre le stress oxydatif, et une branche non oxydative, fournissant des riboses-5-

phosphate pour la biosynthèse des nucléotides. Sa régulation repose sur l’activité de la glucose-

6-phosphate déshydrogénase (G6PD), enzyme limitante contrôlée par le rapport 

NADP⁺/NADPH et le statut oxydatif de la cellule124,125. 

Après avoir exploré certaines voies métaboliques des cellules saines, il apparaît que 

l’équilibre entre glycolyse, cycle de Krebs et phosphorylation oxydative constitue un système 

finement régulé, optimisé pour maximiser la production d’énergie. Toutefois, certaines cellules, 

notamment tumorales, s’affranchissent de ce modèle en adoptant une stratégie métabolique 

alternative connue sous le nom d’effet Warburg, révélant une reprogrammation profonde de leur 

physiologie énergétique. 
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B. Effet Warburg 

i. Découverte et définition 

L’effet Warburg doit son nom au biochimiste et prix Nobel Otto Warburg, qui, au début 

du XXe siècle, observa une anomalie surprenante dans le métabolisme des cellules tumorales. 

Alors que la majorité des cellules saines utilisent la phosphorylation oxydative mitochondriale 

pour produire de l’ATP en présence d’oxygène, Warburg démontra que les cellules cancéreuses, 

même en condition aérobie, privilégient une conversion incomplète du glucose en lactate par 

glycolyse. Ce phénomène, connu sous le nom de glycolyse aérobie, constitue le fondement de 

ce qu’on appelle aujourd’hui l’effet Warburg126. Suite à ces observations, Warburg en déduisit 

que cette reprogrammation métabolique pouvait être la cause du cancer lui-même. Cette 

hypothèse est aujourd’hui remise en question. Pour autant, ce que l’on nomme aujourd’hui effet 

Warburg demeure un marqueur robuste du phénotype tumoral. Loin d’être une simple 

défaillance mitochondriale, cette adaptation reflète une stratégie métabolique précise qui 

répond aux exigences énergétiques et biosynthétiques des cellules tumorales. 

ii. Facteurs responsables 

L’instauration de l’effet Warburg repose sur une reconfiguration orchestrée de la 

machinerie métabolique, gouvernée par des enzymes clés, des cascades de signalisation 

oncogénique et des facteurs de transcription spécifiques. Le glucose entre dans la cellule via les 

transporteurs GLUT, en particulier GLUT1, dont l’expression est augmentée dans de nombreux 

cancers. Ce glucose est ensuite métabolisé par des enzymes sur-régulées comme l’hexokinase 

2 (HK2), la phosphofructokinase (PFK), et la pyruvate kinase M2 (PKM2), cette dernière étant 

régulée de manière allostérique et transcriptionnelle pour favoriser l’accumulation 

d’intermédiaires glycolytiques127. Les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR, souvent 

activées par des mutations oncogéniques, stimulent simultanément l’absorption de glucose, la 

biosynthèse des lipides et la production d’ATP glycolytique128. Le facteur de transcription HIF-

1α (Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha), stabilisé en condition hypoxique ou par activation 

oncogénique, déclenche un programme glycolytique complet même en présence d’oxygène, 

favorisant la transcription de gènes tels que LDHA et PGK1129. Par ailleurs, MYC, un proto-

oncogène classique, agit en synergie avec HIF-1α pour amplifier cette reprogrammation 

métabolique en augmentant la transcription des enzymes glycolytiques et des transporteurs de 

glucose130. 
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iii. Conséquences métaboliques 

Les cellules tumorales tirent plusieurs bénéfices fonctionnels de cette stratégie 

métabolique aberrante. D’une part, bien que moins efficace en termes de rendement ATP par 

molécule de glucose, la glycolyse aérobie est extrêmement rapide et permet la production 

d’énergie à un rythme suffisant pour soutenir une prolifération cellulaire intense. D’autre part, 

elle libère des intermédiaires glycolytiques clés utilisés comme précurseurs pour la biosynthèse 

: le glucose-6-phosphate (G6P) alimente la voie des pentoses phosphates pour générer du 

NADPH et des riboses nécessaires à la synthèse des acides nucléiques ; le 3-phosphoglycérate 

(3PG) et le pyruvate servent à produire des acides aminés non essentiels comme la sérine, la 

glycine et l’alanine ; enfin, le dihydroxyacétone phosphate (DHAP) est converti en glycérol-3-

phosphate, un composant essentiel des lipides membranaires126,128,130. 

Un autre avantage stratégique de l’effet Warburg réside dans la production accrue de 

lactate, un métabolite qui doit être rapidement évacué pour éviter une acidose intracellulaire 

délétère. Chez les cellules non tumorales, la production de lactate en conditions aérobie 

représente de façon générale une fraction mineure du glucose consommé (<10-20%). En 

revanche, cela peut représenter jusqu’à 85 % de la consommation de glucose dans certains types 

tumoraux131,132,133. Une autre façon de se représenter ces différences serait de s’intéresser aux 

concentrations molaires du glucose et du lactate. En conditions normoxiques, les cellules saines 

privilégient la phosphorylation oxydative mitochondriale, utilisant efficacement le glucose pour 

produire de l’ATP tout en générant peu de lactate ; leur consommation de glucose se situe 

généralement entre 1 et 2 mM, avec une production de lactate inférieure à 1 mM, sauf en cas 

d’activité métabolique intense comme l’exercice musculaire134,135. A l’inverse, les cellules 

tumorales, soumises à l’effet Warburg, convertissent massivement le glucose en lactate. Dans 

ces conditions, elles peuvent consommer jusqu’à 10-13 mM de glucose et produire une quantité 

équivalente de lactate, illustrant une conversion quasi complète du glucose en lactate136,137. Bien 

évidemment, ces valeurs sont données ici à titre indicatif. La littérature sur le sujet décrit une 

variabilité importante dans les concentrations de glucose consommé et de lactate produit entre 

les différents types cellulaires, aussi bien normaux que tumoraux. 

Les flux de lactate par la cellule sont notamment assurés par les transporteurs 

monocarboxylates (MCTs), en particulier les isoformes MCT1 et MCT4, qui assurent 

respectivement l’import et l’export du lactate couplé au transport de protons. MCT4, régulé par 

HIF-1α et fortement exprimé dans les cellules tumorales hypoxiques, est spécialisé dans 



Page 38 sur 273 
 

l’export du lactate produit par la glycolyse, contribuant ainsi à l’acidification du 

microenvironnement extracellulaire138,139,140. Ce phénomène d’acidose favorise l’échappement 

à la surveillance immunitaire, la dégradation de la matrice extracellulaire et la migration 

cellulaire, éléments clés du potentiel invasif et métastatique des cellules cancéreuses. En 

parallèle, MCT1 permet l’import du lactate dans d’autres cellules du microenvironnement 

tumoral, comme les cellules stromales ou les cellules tumorales mieux oxygénées, où il peut 

être réutilisé comme source de carbone pour la respiration mitochondriale. Cette coopération 

métabolique, parfois appelée "symbiose métabolique", permet une exploitation optimale des 

ressources énergétiques au sein de la tumeur141,142. Ainsi, les MCTs ne sont pas de simples 

canaux d’échange, mais des acteurs essentiels de la plasticité métabolique tumorale. 

Les ajustements métaboliques conférés par l’effet Warburg ne représentent qu’une 

facette de la stratégie d’adaptation des cellules tumorales. En réalité, leur survie et leur 

expansion reposent sur une interaction constante avec un microenvironnement aux contraintes 

extrêmes, qui façonne à son tour de nouvelles vulnérabilités et réponses métaboliques. C’est 

dans ce contexte que s’inscrivent les transformations plus globales de l’écosystème tumoral que 

nous allons à présent explorer. 

C. Adaptation métabolique dans le microenvironnement tumoral (TME) 

i. Hypoxie 

Dans un tissu sain, l’oxygène est délivré de manière homogène par un réseau vasculaire 

fonctionnel et bien organisé. Cette situation, appelée normoxie, se caractérise par une pression 

partielle en oxygène (pO₂) avoisinant 40 mmHg (soit environ 5 à 6% d’oxygène en termes de 

concentration gazeuse) dans les tissus périphériques (contre 21% dans l’air ambiant à pression 

atmosphérique), permettant aux cellules de maintenir une respiration mitochondriale efficace, 

fondée sur la phosphorylation oxydative. Ce mode de production énergétique favorise un 

métabolisme équilibré, assure la production de radicaux libres contrôlés et soutient des 

fonctions physiologiques telles que la prolifération, la différenciation et la réponse 

immunitaire143,144. 

Cependant, dans le microenvironnement tumoral (TME), la croissance rapide des 

cellules cancéreuses, combinée à une vascularisation anarchique, altère la perfusion en 

oxygène. L’angiogenèse, bien qu’amplifiée par la sécrétion de VEGF et d'autres facteurs pro-

angiogéniques par les cellules tumorales et stromales, produit des vaisseaux immatures, fuyants 

et inefficaces. Ce déséquilibre entre demande en oxygène et apport vasculaire induit un état 
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d’hypoxie, défini comme une baisse critique de la pO₂ en dessous de 10 mmHg (soit environ 

1,3% d’oxygène en termes de concentration gazeuse), parfois même jusqu’à 0.1 mmHg (soit 

environ 0,01%) dans les zones centrales des tumeurs solides145. 

L’hypoxie déclenche une réponse transcriptionnelle adaptative pilotée principalement 

par les facteurs induits par l’hypoxie (HIFs), notamment HIF-1α. Stabilisé en l’absence 

d’oxygène, HIF-1α migre vers le noyau, où il active des gènes impliqués dans la glycolyse, 

l’angiogenèse (VEGF, ANGPTL4), la survie cellulaire (BNIP3), l’autophagie, ainsi que 

l’expression de points de contrôle immunitaires tels que PD-L1146,147. 

Les cellules tumorales peuvent favoriser la glycolyse pour produire rapidement de 

l’ATP, même en présence d’oxygène (effet Warburg). En cas de privation d’oxygène (hypoxie), 

elles accentuent également cette reprogrammation glycolytique pour maintenir leur survie. 

Cette glycolyse hypoxique s’accompagne d’une acidification du TME, en partie médié par 

l’accumulation de lactate, ce qui favorise l’invasion, la plasticité phénotypique, et la résistance 

aux traitements148,149. 

Les cellules stromales, notamment les CAFs et les cellules endothéliales, répondent 

également à l’hypoxie en remodelant la matrice extracellulaire et en favorisant une angiogenèse 

aberrante. Sous hypoxie, les CAFs expriment des facteurs tels que LOX (lysyl oxydase) et TGF-

β, contribuant à la rigidification du stroma, ce qui entrave encore plus la perfusion150,151. 

Les cellules immunitaires infiltrées sont profondément rééduquées par l’environnement 

hypoxique. Les macrophages tumoraux (TAMs) adoptent un phénotype M2 pro-tumoral 

(surexpression du marqueur CD206), sous l’influence de HIF-1α. Cela va par ailleurs 

augmenter leurs niveaux d’expression de cytokines anti-inflammatoire (IL-10) et d’enzymes 

inhibant les fonctions immunitaires antitumorales (Arg-1). Les lymphocytes T cytotoxiques 

voient leur fonction altérée par le manque de glucose et par l’expression accrue de PD-L1 sur 

les cellules tumorales et myéloïdes. De plus, les cellules T régulatrices (Tregs) sont favorisées 

par l’hypoxie, consolidant un état immunosuppressif dans le TME152,153. 

ii. Stress oxydatif et espèce réactives de l’oxygène  

L’hypoxie, en plus de remodeler le métabolisme et les fonctions immunitaires, génère 

un stress oxydatif intense dans le TME. Ce stress résulte d’un déséquilibre entre la production 

et l’élimination des espèces réactives de l’oxygène (ROS, Reactive Oxygen Species), telles que 

le superoxyde (O₂⁻), le peroxyde d’hydrogène (H₂O₂) et le radical hydroxyle (•OH). Ces 
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molécules sont générées majoritairement par la chaîne de transport mitochondrial lors de la 

respiration cellulaire, mais aussi via les enzymes telles que les NADPH oxydases (NOX), la 

xanthine oxydase, et la peroxydase myéloïde154,155. 

Dans un contexte hypoxique, la production de ROS est paradoxalement accrue, 

notamment lors des phases de réoxygénation intermittente, fréquentes dans les tumeurs mal 

vascularisées. Cette surproduction de ROS entraîne des dommages oxydatifs sur les lipides, les 

protéines et l’ADN, contribuant à l’instabilité génomique des cellules tumorales et à leur 

hétérogénéité clonale 156,157. Dans le même temps, les cellules cancéreuses adaptent leurs 

défenses antioxydantes en up-régulant les enzymes comme la superoxyde dismutase (SOD), la 

glutathion peroxydase (GPx) et les transporteurs liés au glutathion, leur permettant de survivre 

à des conditions pro-oxydantes délétères pour des cellules normales158. 

Les cellules stromales, en particulier les fibroblastes, et les cellules endothéliales 

contribuent aussi à cette dynamique oxydative. Sous hypoxie, les fibroblastes tumoraux 

augmentent leur production de ROS, favorisant la rigidification du stroma via l'activation de la 

lysyl oxidase et la production de collagène oxydé. Les ROS modulent également la perméabilité 

vasculaire et contribuent à la sénescence endothéliale, exacerbant la mauvaise perfusion du tissu 

tumoral159. 

En ce qui concerne les cellules immunitaires, le rôle des ROS est ambivalent. À faible 

dose, les ROS participent à la signalisation et à l’activation des cellules T et des macrophages. 

Toutefois, en excès, ils provoquent une immunosuppression : réduction de la prolifération des 

lymphocytes T, induction de l’expression de PD-1, inactivation de l’IL-2, et promotion du 

recrutement des cellules T régulatrices (Tregs). De plus, les cellules myéloïdes suppressives 

(MDSCs) utilisent les ROS comme arme de suppression immunitaire, inhibant l’activation des 

lymphocytes effecteurs157,159. 

Ainsi, le stress oxydatif, intimement lié à l’hypoxie, n’est pas seulement un sous-produit 

métabolique toxique : il s'agit d’un acteur central de la reprogrammation tumorale et de 

l’immunosuppression. 

iii. Compétition métabolique et disponibilité des 

nutriments 

Dans un tissu sain, les cellules disposent d’un accès relativement stable et régulé à des 

nutriments essentiels tels que le glucose, la glutamine, les acides gras ou les acides aminés. Ces 
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ressources énergétiques soutiennent des fonctions cellulaires essentielles, comme la 

prolifération contrôlée, la réponse immunitaire et la réparation tissulaire. Cependant, dans le 

microenvironnement tumoral, ces conditions sont profondément altérées par la combinaison de 

l’hypoxie, du stress oxydatif et d’une vascularisation inefficace. Il en résulte un milieu appauvri 

en nutriments, où la forte demande métabolique des cellules tumorales crée une compétition 

« féroce » avec les cellules immunitaires et stromales voisines160,161. 

Les cellules cancéreuses, en adoptant un métabolisme glycolytique même en présence 

d’oxygène (effet Warburg), consomment massivement le glucose disponible pour générer de 

l’ATP rapidement, au détriment des lymphocytes T et NK qui dépendent également du glucose 

pour maintenir leurs fonctions effectrices. Cette compétition métabolique entraîne une anergie 

- ou épuisement fonctionnel - de ces cellules immunitaires, réduisant leur capacité à exercer 

une surveillance antitumorale efficace149,153. 

De même, les cellules tumorales sont souvent dépendantes de la glutamine, un acide 

aminé clé utilisé à la fois comme substrat énergétique dans le cycle de Krebs et comme source 

d’azote pour la synthèse des nucléotides. Cette dépendance exacerbée prive les cellules 

immunitaires (macrophages, lymphocytes T activés, cellules dendritiques) d’un substrat 

critique pour leur activation et leur prolifération162. 

Enfin, les cellules stromales, en particulier les CAFs, contribuent également à cette 

compétition. Elles peuvent soit consommer activement certains nutriments via des voies 

glycolytiques ou lipolytiques, soit produire des métabolites secondaires comme le lactate, dans 

le cadre d’une symbiose métabolique au bénéfice des cellules tumorales163,164. 

Cette dynamique compétitive transforme le TME en un écosystème métabolique hostile 

aux cellules non tumorales, freinant la réponse immunitaire et favorisant la sélection de clones 

tumoraux capables de tolérer des conditions extrêmes de privation. Elle illustre à quel point la 

dérégulation des voies métaboliques constitue une signature majeure des cancers avancés, en 

contraste marqué avec les mécanismes métaboliques bien ordonnés des tissus sains. 

Comme nous venons de le voir, le microenvironnement tumoral est une structure très 

dynamique dans lequel les pressions environnementales et les contraintes énergétique 

influencent directement le comportement des acteurs en présence. De plus, la communication 

entre les cellules tumorales et leur microenvironnement est décrit comme l’un des éléments clés 

dans de nombreux cancers. A cet effet, il est important de souligner une évidence : les cellules 

n’évoluent pas de manière isolée. Elles s’organisent, se « sentent » et répondent aux signaux 
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environnants. L’adaptation métabolique des cellules tumorales, influencée par des phénomènes 

tels que l’effet Warburg, l’hypoxie et le stress oxydatif, ne peut être pleinement comprise sans 

tenir compte du microenvironnement physique dans lequel ces cellules évoluent. La rigidité de 

la matrice extracellulaire, les forces mécaniques exercées sur les cellules, ainsi que leurs 

interactions avec les cellules voisines, contribuent à façonner leur comportement métabolique 

et phénotypique165,166,167. Ces contraintes mécaniques peuvent activer des voies de mécano-

sensibilité, modifiant la morphologie cellulaire, l’organisation du cytosquelette, et la 

dynamique des points d’adhésion168. Il est donc essentiel, pour mieux comprendre la plasticité 

des cellules cancéreuses, d'explorer comment ces stimuli mécaniques influencent leur 

morphologie, leur motilité et leurs interactions. C’est ce que nous aborderons dans le chapitre 

suivant, en nous intéressant à l’architecture cellulaire, aux mécanismes de mécano-sensibilité 

et aux contacts intercellulaires. A cet effet, nous prendrons en exemple une voie de signalisation 

clé dans la mécano-sensibilité : la voie HIPPO (YAP/TAZ). 

III. Morphologie cellulaire et mécano-sensibilité 

La morphologie cellulaire, autrefois considérée comme le reflet passif des contraintes 

physiques extérieures ou de l’enveloppe membranaire, est aujourd’hui reconnue comme le 

produit actif de processus intracellulaires hautement régulés. Cette transformation conceptuelle 

trouve ses racines dans l’histoire des découvertes sur le cytosquelette, une structure 

intracellulaire dynamique dont le rôle dépasse le simple soutien structural pour inclure des 

fonctions mécano-sensorielles, signalétiques et morphogénétiques. 

A. Une architecture cellulaire dictée par le cytosquelette 

i. Découverte et définition 

Pendant plusieurs siècles, la forme cellulaire était principalement une catégorie 

descriptive. Ce n’est qu’à partir du milieu du XXe siècle que des liens fonctionnels entre la 

morphologie et les processus biologiques ont commencé à émerger, en particulier dans le cadre 

du développement embryonnaire, de la différenciation et de la migration cellulaire169. Des 

auteurs comme E. Frixione ont retracé cette « épopée » scientifique, en insistant sur le rôle des 

révolutions techniques (fluorescence, cryo-microscopie, immunohistochimie) qui ont permis de 

découvrir l’existence d’un réseau polymérique interne régulant activement la morphologie 

cellulaire170. L’histoire de la cytologie a également montré l’émergence progressive de concepts 

unificateurs tels que celui de polarité cellulaire, qui repose directement sur l’organisation du 
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cytosquelette171. Cette révision de paradigme s’est accompagnée d’une redéfinition de la forme 

cellulaire comme un indicateur, voire un moteur, de la fonction biologique. 

Le cytosquelette est aujourd’hui reconnu comme un ensemble de structures protéiques 

dynamiques et spécialisées — filaments d’actine, microtubules, filaments intermédiaires — 

organisées en réseaux adaptatifs permettant le maintien, la modification et la transmission des 

formes cellulaires. Il ne s'agit pas d'une charpente inerte, mais d’une interface modulable avec 

l’environnement intracellulaire et extracellulaire172. Des travaux récents ont montré que les 

différents éléments du cytosquelette, bien que distincts par leur composition, coopèrent à travers 

des points d’ancrage, des complexes de régulation (tels que les Rho GTPases), et des moteurs 

moléculaires comme la myosine ou la dynéine. Cela permet des réponses spatio-temporelles 

rapides à des signaux mécaniques ou chimiques173,174. Sur le plan évolutif, la découverte 

d’homologues de l’actine et de la tubuline chez les bactéries a confirmé l’antériorité du 

cytosquelette comme structure fonctionnelle, indiquant une émergence précoce de ces réseaux 

polymériques dans l’histoire de la vie cellulaire175,176. 

ii. Constituants du cytosquelette  

Le cytosquelette est une infrastructure cellulaire dynamique et hautement organisée, 

constituée d’un ensemble complémentaire de structures filamenteuses et de protéines associées 

(Figure 5). Il se divise classiquement en trois grandes familles de filaments : les microfilaments 

d’actine, les microtubules et les filaments intermédiaires, chacun doté de propriétés 

mécaniques, structurales et fonctionnelles distinctes. De plus, de nombreux composants 

régulateurs gravitent autour de ces éléments de base, rajoutant un niveau de complexité. Parmi 

ces éléments, on retrouve notamment : des moteurs moléculaires, des complexes de nucléation, 

des protéines de liaison et des régulateurs GTPasiques. Ainsi, c’est l’ensemble de ces éléments 

qui va constituer ce réseau complexe qu’est le cytosquelette. Chacun de ces acteurs possède des 

fonctions spécifiques, des architectures distinctes, et des mécanismes de régulation propres. 

Ensemble, ils assurent non seulement le maintien de la forme cellulaire, mais aussi la 

coordination du transport intracellulaire, la division cellulaire, la motilité, et la réponse aux 

signaux mécaniques et chimiques de l’environnement. 

Les microfilaments, aussi appelés filaments d’actine, sont les plus fins des trois réseaux 

cytosquelettiques avec un diamètre d’environ 7 nm. Composés de monomères d’actine 

globulaire (G-actine) qui s’assemblent en filaments hélicoïdaux (F-actine), ils sont 

omniprésents dans le cortex cellulaire, juste sous la membrane plasmique. La nucléation de 
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l’actine est le processus initial par lequel plusieurs monomères d’actine globulaire (G-actine) 

s’assemblent pour former un noyau stable, nécessaire à la polymérisation ultérieure du filament 

d’actine (F-actine). L’actine joue un rôle fondamental dans de nombreux processus cellulaires, 

notamment la migration, la contraction, l’endocytose et la division cellulaire. Elle forme des 

structures telles que les lamellipodes, filopodes, fibres de stress ou encore l’anneau contractile 

mitotique177. La régulation des microfilaments est complexe et finement contrôlée. Des 

protéines comme la profilin ou la thymosine-β4 régulent la disponibilité des monomères, tandis 

que les complexes Arp2/3 et formines contrôlent la nucléation et la structuration des réseaux 

ramifiés ou linéaires173. Les GTPases de la famille Rho (notamment RhoA, Rac1 et Cdc42) 

orchestrent spatialement l'organisation de l’actine, dictant les transitions entre protrusion, 

adhésion et rétraction178. 

Figure 5 : Représentation schématique des constituants du cytosquelette et de leur dynamique. Le 

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 moléculaires (Kinésines, Dynéines, Myosines) et les 

protéines de liaisons (Filamine, Plectine, etc.). Figure réalisée avec BioRender.com. 
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Les microtubules sont des cylindres rigides de 25 nm de diamètre formés de dimères α- 

et β-tubuline. Leur organisation radiale depuis le centrosome leur confère une polarité 

structurale avec une extrémité dynamique (+) et une extrémité ancrée (-). Ils sont essentiels à 

l’organisation intracellulaire, au transport de vésicules, à la séparation des chromosomes durant 

la mitose et à l’établissement de la polarité cellulaire179. La polarité cellulaire correspond à une 

organisation asymétrique des composants cellulaires, permettant la spécialisation de différentes 

régions de la cellule. Les microtubules contribuent notamment à l’établissement de la polarité 

apico-basale et de la polarité planaire (PCP) qui est perpendiculaire à la précédente180,181. La 

dynamique des microtubules repose sur des transitions entre croissance et dépolymérisation 

(instabilité dynamique). Elle est régulée par des protéines telles que les +TIPs (comme EB1) 

ou la stathmine. Les modifications post-traductionnelle comme la tyrosination ou l'acétylation 

influencent leur stabilité. Par exemple, la tyrosination (spécifique de la tubuline), consiste en 

un ajout d’un résidu de tyrosine à l’extrémité C-terminale de la tubuline α et contribue à rendre 

les microtubules plus dynamiques182. Ils interagissent aussi étroitement avec les réseaux 

d’actine via des ponts moléculaires qui facilitent le crosstalk entre les deux systèmes183. 

Moins étudiés historiquement, les filaments intermédiaires sont aujourd’hui reconnus 

pour leur rôle structural et mécanique. Ils mesurent environ 10 nm de diamètre, ne possèdent 

pas de polarité, et sont constitués de protéines spécifiques aux tissus : vimentine dans les 

cellules mésenchymateuses, desmine dans les muscles, kératines dans les épithéliums et 

lamines dans le noyau184. Ils ne participent pas directement à la motilité mais assurent la 

cohésion tissulaire, la résistance aux contraintes mécaniques et la protection nucléaire. Leur 

régulation passe par des phosphorylations (notamment pendant la mitose), et ils interagissent 

avec d’autres filaments via des protéines de liaison comme la plectine185. Leur rôle de 

plateforme d’intégration mécanique est particulièrement bien mis en lumière dans les 

épithéliums et les cellules soumises à des stress mécaniques importants (étirement tissulaire, 

compression et cisaillement, etc)186. 

Les moteurs moléculaires convertissent l’énergie de l’ATP en travail mécanique le long 

des filaments. Ils sont essentiels au transport intracellulaire et à la génération de forces. Trois 

familles principales sont associées au cytosquelette : les myosines (actine), les kinésines 

(microtubules vers l’extrémité +) et les dynéines (microtubules vers l’extrémité -). Les 

myosines, surtout la myosine II, participent à la contraction de l’actomyosine et à la migration 

cellulaire. Les kinésines transportent des vésicules, mitochondries ou ARN, tandis que les 

dynéines sont cruciales pour la mitose et le transport rétrograde dans les neurones. Leur 
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régulation dépend d’interactions avec des complexes adaptateurs, de modifications post-

traductionnelles et d’associations avec des cargos spécifiques187. 

Les protéines de liaison et d’ancrage comme la plectine, la filamine, la spectrine ou 

l'ezrine assurent l’interconnexion entre les réseaux de filaments, la membrane plasmique et les 

organites. La plectine relie les filaments intermédiaires aux microtubules et à l’actine, jouant 

un rôle dans l’intégrité tissulaire. La filamine croise les filaments d’actine, stabilisant les 

réseaux dans les zones de contrainte. Ces protéines facilitent aussi la transmission des forces 

mécaniques entre cytosquelette et adhésions focales ou jonctions intercellulaires, participant à 

la mécanosensibilité cellulaire188. 

Enfin, les régulateurs GTPasiques présents au sein du cytosquelette ont un rôle 

fondamental dans l’organisation structurée du cytosquelette d’actine. Les GTPases de la famille 

Rho — principalement RhoA, Rac1 et Cdc42 — dirigent la formation de structures spécifiques 

adaptées aux besoins fonctionnels de la cellule. Ces petites protéines GTPasiques fonctionnent 

comme des commutateurs moléculaires, alternant entre un état actif (lié au GTP) et un état 

inactif (lié au GDP), et sont régulées par des GEFs (guanine nucleotide exchange factors), GAPs 

(GTPase activating proteins) et GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors) (Figure 

6A)178. La figure 6B illustre l’implication des GTPases de la famille Rho dans la formation de 

structure composées de filaments d’actine. RhoA, lorsqu’il est activé, stimule l’assemblage de 

fibres de stress — des faisceaux contractiles riches en actine et en myosine II — via l’activation 

des formines et de la kinase ROCK (Rho-associated kinase). Ces structures jouent un rôle 

essentiel dans la génération de force, l’ancrage aux points d’adhésion focale et la migration 

cellulaire sur des substrats rigides189,190. Rac1, en revanche, favorise la formation de 

lamellipodes, de larges protrusions membranaires à l’avant de la cellule. Cette action s’opère 

principalement par l’activation du complexe WAVE. WAVE, ou WASP-family verprolin-

homologous protein, est un ensemble de protéines régulatrices qui à son tour active le complexe 

Arp2/3, responsable de la nucléation et de la ramification de réseaux d’actine denses et 

dynamiques. Les lamellipodes sont essentiels pour la progression directionnelle lors de la 

migration cellulaire et pour la détection de gradients chimiques179,191. Cdc42, quant à lui, 

contrôle la formation des filopodes, de fines extensions cytoplasmiques composées de faisceaux 

parallèles d’actine. Ces structures sont impliquées dans l’exploration de l’environnement 

extracellulaire, l’établissement de contacts initiaux et la polarisation cellulaire. Cdc42 active 

les formines (notamment mDia2) et le complexe WASP. WASP, ou Wiskott-Aldrich Syndrome 

Protein, est un est ensemble de protéines régulatrices. Ils catalysent également l’activation 
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d’Arp2/3 dans une configuration spécifique favorisant l’alignement linéaire de l’actine192,193. 

Ces trois GTPases ne fonctionnent pas de manière isolée, mais interagissent dans un réseau 

finement régulé permettant une coordination spatio-temporelle des dynamiques 

cytosquelettiques nécessaires à la plasticité cellulaire, à la migration et à la signalisation. 

Figure 6 : Rôle des GTPases de la famille Rho dans l’organisation du réseau d’actine. (A) Schéma du 

mode d’activation des GTPases. L’état d’activation est caractérisé par la liaison au GDP (état inactif) 

ou GTP (état actif). Ces états sont régulés par des GEFs (guanine nucleotide exchange factors), GAPs 

(GTPase activating proteins) et GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors). (B) Les GTPases de 

la famille Rho sont impliquées dans l’organisation du cytosquelette d’actine. Selon les besoins de la 

cellule, RhoA, Rac1 et Cdc42 contribuent à la formation de structures telles que les fibres de stress 

(RhoA), les lamellipodes (Rac1) et les filopodes (Cdc42). Ces structures contribuent aux capacités 

d’ancrage et de migration des cellules. Figure réalisée avec BioRender.com. 

iii. Dérégulation dans les cancers 

Le cytosquelette agit comme une charpente dynamique assurant la forme, la polarité, la 

division et la migration cellulaire. Cette organisation repose sur une coordination rigoureuse 

entre les filaments d’actine, les microtubules, les filaments intermédiaires, et leurs régulateurs 

associés. Toutefois, dans un contexte tumoral, cette architecture cytosquelettique, 

habituellement maîtrisée, est profondément remaniée. De la même manière que l’adaptation 

métabolique dont font preuves les cellules tumorales, ces dernières exploitent et détournent le 
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cytosquelette pour s’adapter aux contraintes imposées par leur microenvironnement. Le 

cytosquelette devient alors un outil supplémentaire d’adaptation et de plasticité, permettant aux 

cellules tumorales d’acquérir des propriétés invasives, résistantes et motiles194,195,196,197. 

Sous l’effet de signaux mécaniques ou chimiques du microenvironnement tumoral, la 

cellule active des voies de signalisation — notamment via les GTPases Rho — qui induisent la 

formation de structures spécialisées. Par exemple, la suractivation de Rac1 favorise la mise en 

place de lamellipodes, des extensions larges et aplaties riches en actine ramifiée, qui facilitent 

la migration cellulaire à travers les barrières tissulaires. Ces structures sont stabilisées par 

l’activation du complexe WAVE-Arp2/3, conduisant à la polymérisation rapide d’un réseau 

d’actine cortical198,199. En parallèle, Cdc42 stimule la formation de filopodes, de fines 

protrusions à base d’actine linéaire impliquées dans l’exploration de la matrice extracellulaire 

et la reconnaissance de voies migratoires potentielles196. Ces filopodes jouent également un rôle 

clé dans l’établissement de contacts précoces avec les capillaires lors de la dissémination 

métastatique. Par ailleurs, RhoA, en activant les kinases ROCK, favorise la formation de fibres 

de stress contractiles contenant de la myosine II. Ces structures génèrent une force de traction 

sur les adhésions focales, augmentant la capacité des cellules à se contracter et à migrer sur des 

substrats rigides, comme c’est souvent le cas dans les tumeurs riches en matrice194,200. La 

plasticité du réseau d’actine permet ainsi à la cellule cancéreuse de moduler en continu sa forme 

et son mode de migration (mésenchymateux ou amiboïde), en réponse à des gradients 

mécaniques ou biochimiques. 

Les microtubules, dans une cellule cancéreuse, sont réorganisés pour soutenir les 

processus migratoires et mitotiques anormaux. Ils orientent la polarité cellulaire, facilitent le 

transport de protéines et d’organites vers les protrusions invasives, et participent au 

repositionnement du centrosome (le centre organisateur des microtubules). Les altérations de la 

dynamique de la tubuline — par sur-expression de certaines isoformes ou par des modifications 

post-traductionnelles (acétylation, détyrosination) — sont fréquemment observées dans les 

cancers, conférant une résistance accrue aux traitements dirigés contre les microtubules comme 

le taxol201,202. 

Les filaments intermédiaires, bien que moins dynamiques, subissent également des 

réorganisations majeures. La vimentine, marqueur de la transition épithélio-mésenchymateuse 

(EMT), est souvent surexprimée dans les tumeurs agressives. Elle confère une élasticité accrue, 

une meilleure résistance au stress mécanique et facilite la transmigration à travers la matrice ou 

les parois vasculaires203,204. Cette fonction est amplifiée par des protéines de liaison comme la 
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plectine, qui relient les filaments intermédiaires aux autres réseaux filamenteux et aux points 

d’ancrage cellulaires. 

Enfin, les moteurs moléculaires — en particulier les kinésines et les dynéines — sont 

détournés pour favoriser le transport rapide de vésicules contenant des métalloprotéases 

(MMPs), nécessaires à la dégradation de la matrice extracellulaire205,206,207. Cette logistique 

intracellulaire contribue à l'invasion locale et à la libération de signaux pro-tumoraux. 

Ainsi, le détournement des réseaux cytosquelettiques par les cellules tumorales ne se 

limite pas à une réorganisation passive de leurs structures internes : il traduit une véritable 

réécriture de leur interaction avec leur environnement. En s’appropriant les propriétés 

dynamiques de l’actine, des microtubules et des filaments intermédiaires, les cellules 

cancéreuses acquièrent la capacité de remodeler leur architecture, de migrer activement et de 

résister aux contraintes mécaniques extrinsèques. Or, cette aptitude adaptative repose sur une 

caractéristique centrale du cytosquelette : sa sensibilité mécanique. Dans une cellule saine, la 

mécano-sensibilité permet de percevoir, intégrer et transduire les signaux physiques du 

microenvironnement en réponses biologiques appropriées. Dans les cancers, ce mécanisme est 

profondément altéré, réorienté au service de la prolifération, de l’invasion et de la 

dissémination. Afin de mieux appréhender les implications de telles adaptations mécaniques de 

la part des cellules tumorales, nous allons revenir sur quelques notions essentielles de mécano-

sensibilité. 

B. Notions de mécano-sensibilité 

Nous avons pu nous rendre compte, au travers des différentes notions abordées, que les 

cellules, qu’elles soient saines ou cancéreuses, évoluent dans des environnements complexes et 

hautement régulé. Pour autant, le microenvironnement dans lequel les cellules évoluent n’est 

pas seulement chimique, mais aussi mécanique. Les cellules sont exposées en permanence à 

des forces telles que la tension, la compression, le cisaillement ou encore la rigidité de la matrice 

extracellulaire. La capacité des cellules à percevoir et à répondre à ces signaux mécaniques — 

appelée mécano-sensibilité — est un principe fondamental de la biologie cellulaire moderne. 

Ce processus repose sur une chaîne d’événements appelée mécano-transduction, qui permet la 

conversion d’une contrainte physique en réponses biochimiques adaptatives. Cette aptitude 

permet à la cellule de réguler des fonctions essentielles telles que la migration, la prolifération, 

la différenciation ou l’apoptose208,209. 
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i. La détection des signaux mécaniques  

L’idée que les cellules sont sensibles à leur environnement mécanique remonte aux 

années 1980, avec les travaux précurseurs de Donald Ingber et ses collaborateurs, qui ont 

formulé le concept de tensegrité cellulaire. La tensegrité est un concept physique comparable à 

une tente de camping montée avec des cordes tendues et des piquets souples. Les cordes 

(tension) tirent vers l’extérieur, les piquets (compression) poussent vers l’intérieur, et c’est 

l’équilibre entre les deux qui maintient la tente debout. Si une seule corde se relâche, toute la 

structure se déforme. Le modèle de tensegrité cellulaire formulé par Donald Ingber proposait 

que la cellule fonctionne comme une structure architecturale stable, où des éléments en tension 

(actine) et en compression (microtubules) assurent la stabilité mécanique tout en permettant la 

détection des forces externes210. Ces travaux ont par la suite été renforcés par des études 

montrant que l’application de forces mécaniques locales (microaiguilles flexibles) pouvait 

déclencher des réponses intracellulaires telles que la phosphorylation de la Focal Adhesion 

Kinase (FAK), la réorganisation de l’actine corticale ou la relocalisation de complexes 

d’adhésion211,212,213. 

Ces travaux, ayant posé les fondements d’une vision dynamique de la cellule, ont par 

ailleurs contribué à la classification des signaux mécaniques perceptible par une cellule selon 

leur nature physique (Figure 7) : 

• La tension correspond à des forces d'étirement, souvent générées par des interactions avec 

la matrice extracellulaire (MEC) ou d'autres cellules. Elle est particulièrement importante 

dans les tissus soumis à des mouvements (muscle, poumon, intestin) et dans un contexte de 

microenvironnement tumoral214. 

• La compression, à l'inverse, résulte d’un écrasement ou d’un empilement cellulaire, comme 

on peut l’observer dans les tumeurs solides ou les épithéliums en croissance215,216,217. 

• Le cisaillement (ou Shear Stress) est provoqué par des flux de liquide, comme dans 

l’endothélium vasculaire soumis au débit sanguin. Ce type de contrainte est essentiel à 

l’homéostasie vasculaire et à la fonction endothéliale218,219. 

• La rigidité de la matrice (ou Stiffness) est perçue à travers les forces de traction générées 

par la cellule elle-même sur son substrat. Plus la matrice est rigide, plus la cellule génère de 

tension via le cytosquelette pour explorer son environnement. Ce paramètre influence 

fortement la différenciation cellulaire168. 
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• Enfin, les topographies ou courbures de surface sont aussi des signaux mécaniques que 

la cellule peut détecter, en ajustant localement la distribution de ses adhésions et de son 

cytosquelette220. 

Ces signaux peuvent agir seuls ou de manière combinée, et leur interprétation cellulaire dépend 

à la fois de leur intensité, de leur fréquence, de leur direction et de la durée de l’exposition. 

 

Figure 7 : Signaux mécaniques perceptibles par une cellule. Représentation schématique des signaux 

mécaniques perceptibles par une cellule. Les forces exercées sur la cellule sont représentées par les 

flèches en noir. Ces forces sont générées par l’environnement de la cellule, impliquant d’autres cellules, 

la matrice extracellulaire et les mouvements de fluides. Figure réalisée avec BioRender.com. 

 

La détection de ces signaux repose sur un ensemble de capteurs et de structures, dont 

l’interaction assure une réponse rapide et coordonnée. On peut regrouper ces acteurs en trois 

grandes familles : les récepteurs transmembranaires (Intégrines et Cadhérines), les canaux 

ioniques mécano-activés et les structures mécaniques intracellulaires (Cytosquelette). 

Les intégrines sont les principaux récepteurs mécano-sensibles à la jonction cellule-

MEC. Une fois activées par des forces d’ancrage ou de traction, elles se lient à des protéines 

intracellulaires pour former les adhésions focales, complexes multiprotéiques qui transmettent 

les contraintes à l’actine221,222. Les cadhérines, quant à elles, assurent les contacts mécaniques 

intercellulaires, et participent à la détection des tensions au sein des jonctions d’adhérence223. 
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Des canaux ioniques comme Piezo1, TRPV4, ou TREK-1 répondent directement à des 

déformations de la membrane plasmique. Leur activation provoque un afflux d’ions 

(notamment Ca²⁺) qui sert de signal secondaire pour moduler la réorganisation du cytosquelette, 

la signalisation Rho GTPase, ou l’activation de facteurs transcriptionnels comme NF-κB ou 

YAP/TAZ224,225. 

 Enfin, le cytosquelette, transmet les signaux mécaniques vers l’intérieur de la cellule, 

jusqu’au noyau. Il est interconnecté aux complexes d’adhésion via des protéines adaptatrices 

comme la taline, la vinculine, la plectine ou la filamine, qui modulent localement la rigidité et 

la sensibilité à la traction226,227. 

ii. La transduction mécanique 

Une fois perçues par les récepteurs mécano-sensibles — principalement les intégrines 

dans les adhésions focales — les forces mécaniques sont transmises à des structures 

cytoplasmiques spécialisées. Ces forces déclenchent le recrutement de protéines adaptatrices 

comme taline, vinculine, paxilline, qui lient les intégrines à l’actine. Ce couplage force-protéine 

est mécano-dépendant : sous tension, la taline change de conformation et révèle des sites de 

liaison supplémentaires, stabilisant ainsi le complexe d’adhésion et déclenchant une cascade de 

signalisation intracellulaire228. En parallèle, les cadhérines des jonctions intercellulaires 

(jonctions d’adhérence) transmettent les tensions entre cellules via l’alpha-caténine, qui s’ouvre 

sous tension pour recruter la vinculine, renforçant l’ancrage à l’actine et permettant la 

propagation de la force à travers des tissus entiers223. 

 La tension mécanique stabilise les adhésions focales et active localement des GTPases 

de la famille Rho, notamment RhoA, Rac1 et Cdc42. Ces protéines orchestrent la réorganisation 

dynamique du cytosquelette d’actine, modifiant la polarité, la contractilité ou la migration 

cellulaire. RhoA, via la kinase ROCK, stimule la formation de fibres de stress et augmente la 

contractilité actomyosine, tandis que Rac1 et Cdc42 favorisent respectivement la formation de 

lamellipodes et de filopodes229. Conformément au principe de tensegrité cellulaire développé 

précédemment, ces mécanismes participent à la propagation mécanique interne, où le 

cytosquelette fonctionne comme un réseau de transmission de la tension, depuis la membrane 

jusqu’au noyau. 

 Enfin, les signaux mécaniques sont transmis au noyau via le cytosquelette et les 

complexes LINC (Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton), qui relient les filaments 

d’actine à la lamina nucléaire. Cette transmission mécanique peut modifier la forme du noyau, 
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influencer l’organisation de la chromatine, et réguler l’expression génique. En résumé, la 

transduction mécanique repose sur un enchaînement coordonné d’événements : (1) déformation 

perçue à la membrane, (2) activation des complexes d’adhésion et des GTPases, (3) 

réorganisation cytosquelettique, (4) transmission mécanique au noyau et (5) régulation 

transcriptionnelle. La régulation transcriptionnelle survenant à la fin de cette chaine de 

transmission fait notamment intervenir le duo protéique YAP/TAZ qui seront abordé plus en 

détail dans un chapitre spécifiquement dédié. 

iii. Le rôle du cytosquelette 

Le cytosquelette – au travers de ses différents constituant – occupe une position centrale 

dans le processus de mécano-sensibilité cellulaire. Il fonctionne à la fois comme capteur, 

transducteur et effecteur des signaux mécaniques. Son organisation en réseaux dynamiques — 

actine, microtubules et filaments intermédiaires — lui confère une capacité unique à propager, 

intégrer et interpréter les contraintes physiques auxquelles la cellule est soumise. Ces réseaux 

ne sont pas indépendants : ils interagissent étroitement pour assurer une réponse mécanique 

coordonnée à l’échelle de la cellule entière. 

Le réseau d’actine, et plus précisément l’actine corticale associée à la membrane 

plasmique, est le principal vecteur de propagation des forces mécaniques vers les structures 

internes. Lorsqu’une force est appliquée sur la cellule — par exemple une traction via les 

intégrines —, cette tension est immédiatement transmise le long des filaments d’actine 

organisés en faisceaux, notamment dans les fibres de stress et les câbles périnucléaires. Ces 

structures, enrichies en myosine II, génèrent une contractilité active, modulée par les voies 

Rho/ROCK, essentielle pour ajuster la rigidité cellulaire et maintenir l’homéostasie 

mécanique230. 

Les microtubules, bien que souvent considérés comme des voies de transport, 

participent activement à la mécano-transduction. Ils stabilisent la polarité directionnelle lors de 

la migration induite par des gradients mécaniques (durotaxie) et contribuent à la distribution 

des forces de traction en régulant les positions des organites, du centrosome et du noyau. Leur 

capacité à fléchir sous contrainte mécanique et à s'auto-réorganiser en réponse à des tensions 

les rend particulièrement importants pour l’adaptation à des substrats rigides ou en tension231. 

Les filaments intermédiaires, tels que la vimentine ou les lamines nucléaires, assurent 

la résilience mécanique de la cellule. Moins dynamiques que l’actine ou les microtubules, ils 

forment un maillage élastique qui absorbe et redistribue les contraintes mécaniques internes et 
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externes. La vimentine, en particulier, est surexprimée dans des contextes de forte tension 

tissulaire, comme lors de la migration ou de la transition épithélio-mésenchymateuse, ce qui 

suggère un rôle clé dans la plasticité mécanique cellulaire232. La transmission des forces 

mécaniques vers le noyau implique les complexes LINC, qui connectent les filaments d’actine 

et les filaments intermédiaires à la lamina nucléaire. Ces complexes, composés principalement 

de protéines SUN et nesprine, transmettent les tensions mécaniques à l’enveloppe nucléaire, 

modulant la forme du noyau et influençant l’organisation de la chromatine et l’expression 

génique. En réponse à une déformation, le noyau s’aplatit ou se rigidifie, ce qui active des 

régulateurs transcriptionnels mécano-sensibles comme YAP/TAZ ou modifie l’accessibilité de 

certains loci génomiques233,234. 

Enfin, des protéines adaptatrices, telles que α-actinine, gelsoline, filamine ou plectine, 

orchestrent l’interconnexion entre les différents réseaux du cytosquelette et avec les complexes 

d’adhésion. Ces molécules jouent un rôle critique dans la régulation locale de la rigidité et dans 

la stabilisation des liaisons mécaniques, notamment dans les zones de forte contrainte comme 

les adhésions focales ou les invadopodes235,236,237,238. 

Il parait ici plus clair que la mécano-sensibilité, orchestré par le cytosquelette, représente 

un système efficace de détection, transmission et réponse aux signaux physiques 

environnementaux. L’efficacité d’un tel système est notamment rendue possible par 

l’interconnexion permanente entre la membrane plasmique, les complexes d’adhésion, le 

cytosquelette et le noyau. Ces interactions assurent à la cellule une capacité d’adaptation 

permanente aux contraintes de son environnement, tant dans des contextes physiologiques que 

pathologiques comme le cancer ou la fibrose. Néanmoins, il est primordial que ces signaux 

mécaniques soit transmis à travers des interfaces spécialisées pour assurer un effet fonctionnel. 

Ces interfaces peuvent être catégorisées selon des contacts cellule-cellule (jonction 

d’adhérence) ou cellule-matrice (adhésions focales). Par définition, ces interfaces sont médiées 

par des molécules d’adhésion, qui agissent à la fois comme ancres mécaniques et comme 

plateforme de signalisation. 
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C. Molécules d’adhésion et leurs fonctions mécaniques 

Les molécules d’adhésion cellulaire (CAMs) constituent un groupe hétérogène de 

glycoprotéines membranaires essentielles à l’architecture tissulaire, au guidage cellulaire, à 

l’homéostasie mécanique et à la signalisation intercellulaire. Les CAMs agissent comme points 

d’ancrage mécaniques, assurant la transmission des forces de la membrane vers le cytosquelette, 

ou entre cellules et MEC. En plus de leur rôle structurel, les CAMs agissent comme des 

plateformes de signalisation biochimique intégrées, activant une variété de voies 

intracellulaires. Elles sont réparties en quatre grandes familles : intégrines, cadhérines, 

sélectines, et CAMs de type immunoglobuline (Ig-CAMs) (Figure 8).  

Figure 8 : Principales molécules d’adhésion et leurs rôles mécanique et signalétique. Les 4 grandes 

familles de molécules d’adhésion (indiquées en rouge) contribuent à la détection et la transmission des 

forces mécaniques au sein de la cellule à partir de signaux extracellulaire (provenant de la matrice ou 

de cellules adjacentes). Ces molécules peuvent également agir comme plateformes de signalisation 

biochimique par le biais de protéines spécifiques (indiquées en jaune et rose). Figure réalisée avec 

BioRender.com. 

i. Les intégrines 

Les intégrines sont des récepteurs hétérodimériques formés d’une sous-unité α et d’une 

sous-unité β. Leur activation par des ligands extracellulaires — tels que le collagène, la 

fibronectine ou la vitronectine — permet l’établissement d’adhésions focales, où elles sont 

connectées à l’actine via des protéines adaptatrices comme taline, vinculine ou paxilline230. Ces 

structures sont sensibles aux signaux mécaniques : l’étirement de la taline, par exemple, révèle 

des sites de liaison pour la vinculine, renforçant l’ancrage et initiant une cascade de mécano-
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transduction intracellulaire. L’expansion des adhésions focales reflète ainsi l’intensité des 

forces perçues, modulant la migration, la polarité et la survie cellulaire239. Par ailleurs, les 

intégrines, via les adhésions focales, permettent une traction cellulaire dirigée, essentielle à la 

migration, et ajustent la rigidité cellulaire selon les propriétés mécaniques du substrat216,230. De 

plus, elles initient des cascades comme FAK/Src, PI3K/Akt, et MAPK, qui régulent la 

prolifération, la survie et la différenciation cellulaire. Elles sont également impliquées dans la 

régulation de la mécano-sensibilité via des effecteurs comme YAP/TAZ239. 

ii. Les cadhérines 

Les cadhérines, telles que E-cadhérine ou N-cadhérine, sont des glycoprotéines 

transmembranaires calcium-dépendantes assurant l’adhésion homophile entre cellules via les 

jonctions d’adhérence. Leur domaine cytoplasmique interagit avec les caténines (α, β, p120), 

qui relient les complexes cadhérine-caténine au cytosquelette d’actine. Sous contrainte 

mécanique, l’α-caténine s’ouvre, recrutant la vinculine et renforçant l’ancrage au cytosquelette, 

ce qui permet aux jonctions d’adhérence de se comporter comme des capteurs de force entre 

cellules voisines240,241. Par ailleurs, en reliant les cytosquelettes de cellules adjacentes, les 

cadhérines assurent la cohésion mécanique des tissus. Dans les tissus épithéliaux, cette capacité 

permet d’absorber les contraintes de cisaillement ou d’étirement et d’y répondre 

collectivement241. De plus, elles participent à la régulation de la voie Wnt/β-caténine : en cas 

de perte d’adhésion, la β-caténine est libérée du complexe jonctionnel et migre dans le noyau, 

influençant la transcription de gènes cibles liés à la croissance cellulaire242. 

iii. Les sélectines 

Les sélectines (E, P, L) reconnaissent des motifs glycaniques spécifiques (comme le 

sialyl Lewis X) et sont particulièrement actives dans l’adhésion transitoire des leucocytes à 

l’endothélium lors de l’inflammation. Bien qu’elles ne soient pas directement reliées au 

cytosquelette, leurs domaines cytoplasmiques peuvent déclencher des signaux intracellulaires 

favorisant la transmigration cellulaire ou l’activation immune243,244. 

iv. Les CAMs de la superfamille des Immunoglobulines  

Les CAMs de la superfamille des immunoglobulines (comme ICAM-1, VCAM-1 ou 

NCAM) sont exprimées dans de nombreux tissus et régulent les interactions cellule-cellule 

de manière moins rigide que les cadhérines. Elles jouent un rôle central dans la réponse 

immunitaire, le développement neuronal, et la migration, notamment via l’activation de 
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voies calcium-dépendantes et de MAPK/ERK245. Les CAMs de cette famille sont également 

représentatives d’une dualité fonctionnelle en agissant comme point d’ancrage mécaniques 

et comme plateformes de signalisation biochimique. Parmi ses membres, on pourra citer par 

exemple ICAM-1 et VCAM-1, qui sont parmi les plus étudiés en raison de leur implication 

dans la signalisation oncogénique, la migration, la survie cellulaire, et la métastase246,247,248. 

ICAM-1 est exprimée à faible niveau dans de nombreux types cellulaires, et fortement 

induite lors de stimulations inflammatoires (par exemple par TNF-α ou IL-1β). Son rôle 

principal est de stabiliser les interactions entre leucocytes et cellules endothéliales, facilitant 

ainsi leur transmigration vers les tissus inflammés. Elle agit comme ligand pour l’intégrine 

LFA-1 (CD11a/CD18) sur les lymphocytes T, les cellules NK et les monocytes, permettant 

leur arrêt sur l’endothélium et leur passage par diapedèse. Ce rôle est crucial dans les 

réponses immunitaires locales, notamment dans les tissus infectés ou tumoraux249. Sur le 

plan signalétique, ICAM-1 n’est pas une simple molécule d’ancrage : son regroupement 

(clustering) active des cascades intracellulaires impliquant le recrutement de kinases 

comme Src, la phosphorylation de protéines cytosquelettiques et l’organisation de réseaux 

d’actine. Ce processus modifie la perméabilité vasculaire et peut favoriser la formation de 

"gaps" entre cellules endothéliales lors de l’inflammation250. 

VCAM quant à lui, est exprimé par les cellules endothéliales activées, notamment dans 

des sites d’inflammation chronique (articulations, vaisseaux, tissus tumoraux). Elle interagit 

avec l’intégrine VLA-4 (α4β1) sur les cellules T, B et les cellules souches hématopoïétiques. 

Sa fonction première est de faciliter le recrutement sélectif de lymphocytes activés dans les 

tissus cibles, ce qui est particulièrement important dans les pathologies auto-immunes ou 

l’oncogenèse. Elle intervient aussi dans le trafic cellulaire dans la moelle osseuse et 

l'invasion métastatique de certains cancers251,252. Du point de vue de la signalisation, 

l’engagement de VCAM-1 peut activer la production de ROS (espèces réactives de 

l’oxygène), moduler l’activité de NF-κB, et induire des changements cytosquelettiques 

favorisant l’ouverture de jonctions intercellulaires et la migration trans-endothéliale253. Ces 

deux molécules sont ainsi des éléments clés de l’immuno-surveillance, mais aussi des 

amplificateurs mécano-sensibles de la réponse inflammatoire, capables de moduler les 

propriétés barrières de l’endothélium et d'activer des cascades intracellulaires. 

Les molécules d’adhésion jouent aussi un rôle essentiel dans la façon dont les cellules 

perçoivent et interprètent les contraintes mécaniques qui les entourent. En agissant comme des 

relais entre l’environnement physique et les circuits de signalisation intracellulaire, elles 
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influencent directement le comportement cellulaire. Parmi les voies activées en réponse à ces 

signaux mécaniques, la voie HIPPO se distingue particulièrement. D’abord connue pour son 

implication dans la régulation de la croissance tissulaire, elle est aujourd’hui reconnue comme 

un intégrateur majeur des signaux mécaniques, agissant en aval des forces exercées sur les 

complexes d’adhésion et le cytosquelette. Son effecteur final, le duo transcriptionnel YAP/TAZ, 

traduit mécaniquement l’état physique de la cellule en réponses géniques déterminant son 

destin. Le chapitre suivant se consacrera à l’analyse détaillée de cette voie et des mécanismes 

par lesquels elle relie mécano-perception, organisation tissulaire et plasticité cellulaire. 

IV. La voie de signalisation Hippo (YAP/TAZ) 

A. De la Drosophile aux mammifères 

Au début des années 2000, la voie de signalisation Hippo a été initialement décrite chez 

Drosophila melanogaster dans le cadre de criblages génétiques visant à identifier les régulateurs 

de la croissance tissulaire et des tumeurs. L’observation de phénotypes de surcroissance 

anormale dans des clones mutants a conduit à l’identification de gènes suppresseurs de tumeurs 

dont l’inactivation provoquait une prolifération cellulaire excessive et empêchait 

l’apoptose254,255. Tirant son nom de la protéine kinase Hippo (Hpo), il a été mis en évidence que 

les mutations de cette protéine conduisent à une prolifération tissulaire anormale associé à un 

phénotype de type « hippopotame ». Par ailleurs, on observe chez ces mutants une croissance 

anormale au niveau des disques imaginaux, structures à partir desquelles les différentes parties 

de l’insecte adulte seront formées. Ces premiers travaux ont permis d'établir la base de la voie 

Hippo, un mécanisme de signalisation intracellulaire hautement conservé256,257. 

Chez la drosophile, la voie Hippo repose sur une cascade de kinases hautement régulées, 

telle que la kinase Hippo (Hpo), une sérine/thréonine kinase, qui active en aval la kinase Warts 

(Wts) via la protéine adaptatrice Salvador (Sav). L’activation de Warts conduit à la 

phosphorylation et à l’inactivation du coactivateur transcriptionnel Yorkie (Yki). A l’état 

phosphorylé, Yki est retenu dans le cytoplasme, ce qui empêche son interaction avec les facteurs 

de transcription nucléaires comme Scalloped (Sd). Lorsque la voie est inactivée, Yki migre dans 

le noyau, induisant l’expression de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire et 

l’inhibition de l’apoptose258,259,260. La régulation en amont de cette cascade implique des 

protéines membranaires et des senseurs de polarité cellulaire, tels que Fat, Dachsous, Merlin 

(Mer), Expanded (Ex) et Kibra, qui influencent l’activation de Hippo en réponse à la densité 

cellulaire, à la tension mécanique ou aux signaux extracellulaires259,261. 
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La voie Hippo joue un rôle critique dans le contrôle de la taille des organes en régulant 

à la fois la prolifération cellulaire et l’apoptose260,262,263,264. Elle empêche la croissance 

excessive des tissus, garantissant que les organes atteignent une taille appropriée durant le 

développement. En l’absence de signal Hippo, l’activation de Yorkie conduit à une 

augmentation de l’expression de gènes tels que diap1 (inhibiteur de l’apoptose) et cyclin E, 

favorisant ainsi la croissance tissulaire261. 

La caractérisation de la voie Hippo chez Drosophila melanogaster a constitué une 

avancée majeure dans la compréhension des mécanismes de régulation de la croissance et de la 

taille des organes. Cette découverte a non seulement permis d’identifier les bases moléculaires 

d’un système de freinage du développement tissulaire, mais elle a aussi révélé une voie de 

signalisation conservée chez les organismes supérieurs. Chez les mammifères, la voie Hippo a 

émergé comme un acteur central de l’intégration des signaux mécaniques (mécano-sensibilité) 

et de la perception du microenvironnement cellulaire. Elle répond aux changements de la 

rigidité de la matrice extracellulaire, à la tension cellulaire et au contact cellule-cellule, jouant 

ainsi un rôle essentiel dans la traduction des contraintes mécaniques en réponses 

transcriptionnelles265,266,267,268. À travers ces mécanismes, la voie Hippo participe activement à 

l’orchestration de la prolifération, de l’apoptose, de la différenciation, ainsi qu’à l’organisation 

tissulaire269,270,271. 

Tout comme Yorkie chez la drosophile, les effecteurs transcriptionnels YAP (Yes-

associated protein) et TAZ (Transcriptional co-activator with PDZ-binding motif) constituent 

les relais fonctionnels majeurs de la voie chez les mammifères272. À l’instar de Yorkie, YAP et 

TAZ sont inhibés par phosphorylation en aval de la cascade Hippo, ce qui empêche leur 

translocation nucléaire et limite l’activation transcriptionnelle de gènes contrôlant la 

prolifération et la survie cellulaire258. Ces deux coactivateurs sont sensibles à l’état mécanique 

de la cellule et traduisent des signaux physiques – tels que la tension membranaire, la rigidité 

de la matrice extracellulaire ou encore la forme cellulaire – en programmes transcriptionnels 

adaptatifs265,267. De plus, il est important de garder à l’esprit que c’est la phosphorylation 

inhibitrice de ses effecteurs finaux (YAP/TAZ) qui traduit une activation de la voie. Lorsqu’ils 

sont déphosphorylés, YAP/TAZ s’accumulent dans le noyau et activent la transcription de gènes 

impliqués dans la croissance, la survie et la différenciation. Ce mode de fonctionnement, dit 

ON/OFF, est schématisé dans la figure 9. Les différents acteurs de la voie seront discutés dans 

les sections suivantes. 
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i. Les kinases et adaptateurs de la voie  

La voie Hippo chez les mammifères repose sur une cascade de phosphorylation 

conservée, composée de protéines homologues à celles identifiées initialement chez Drosophila 

melanogaster. 

Les protéines MST1 et MST2 (orthologues de Hippo chez la drosophile) sont des 

kinases sérine/thréonine et sont les kinases initiatrices de la voie Hippo. Elles possèdent un 

domaine catalytique N-terminal et un domaine SARAH (Sav-RASSF-Hpo) C-terminal, qui leur 

permet d’interagir avec d’autres régulateurs comme SAV1 ou RASSF. L’activation de MST1/2 

repose sur une autophosphorylation de la thréonine 183 (MST1) ou 180 (MST2), événement 

indispensable pour initier la cascade de signalisation. Ces kinases phosphorylent ensuite les 

protéines LATS1/2, activant ainsi les étapes suivantes de la voie Hippo271,273. Pour cela, la 

présence de la protéine SAV1 est indispensable. SAV1 (Salvador homolog 1) agit comme une 

plateforme adaptatrice. Homologue de Salvador chez la drosophile, elle sert de cofacteur à 

l’activation de MST1/2. Grâce à son propre domaine SARAH (situé en C-terminal), elle peut 

former des complexes homo- ou hétérodimériques via des interactions coiled-coil spécifiques 

avec d'autres protéines, contenant elles aussi un domaine SARAH, comme MST1/2 et les 

protéines RASSF (Ras association domain family). En formant un complexe stable avec 

MST1/2, SAV1 favorise leur activation par autophosphorylation et leur localisation aux 

jonctions cellulaires274. Ce positionnement spatial, à la membrane plasmique est crucial pour 

stabiliser et potentialiser l’activité de MST1/2 et assurer une transmission efficace du signal 

vers LATS1/2273,275. 

Les kinases LATS1 et LATS2 (Large Tumor Suppressor kinases), orthologues de Warts 

chez la drosophile, représentent le cœur de la branche effectrice de la cascade. Leur activation 

requiert la phosphorylation de résidus spécifiques, notamment le motif hydrophobe Thr1079 

sur LATS1 et leur association avec la protéine MOB1 (Mps One Binder kinase activator-like 

1), homologue de Mats chez la drosophile, qui est également essentielle à leur pleine activité. 

Une fois activées, LATS1/2 phosphorylent YAP et TAZ sur des résidus critiques, notamment 

S127 (YAP) et S89 (TAZ), déclenchant ainsi leur séquestration cytoplasmique par 14-3-3 et 

l'inhibition de leur activité transcriptionnelle273,276,277. 
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Figure 9 : Représentation schématique de la voie de signalisation HIPPO chez les mammifères. 

Lorsque la voie hippo n’est pas activée (Hippo OFF), les effecteurs finaux YAP/TAZ ne sont pas 

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

TEAD 1-4, permettant la transcription de gènes cibles (CTGF, CYR61, etc). D’autres partenaires 

nucléaires de YAP/TAZ existent et ne sont pas figuré ici (AP-1, SMADs, RUNX1/2, etc). A l’inverse, 

l’activation de la voie (Hippo ON) entraine l’activation successives de différentes kinases (MST1/2 et 

LATS1/2) qui aboutissent à la phosphorylation de YAP sur la Sérine S127 (Sérine 89 pour TAZ, non 

représenter sur le schéma) et sa dégradation par le protéasome. Figure réalisée avec BioRender.com. 

La protéine MOB1 agit comme un coactivateur de LATS1/2. Phosphorylée par MST1/2 

sur plusieurs résidus sérine et thréonine (notamment Thr12 et Thr35), MOB1 subit un 

changement conformationnel qui augmente son affinité pour LATS1/2271,273. MOB1 se lie alors 

aux domaines N-terminal de LATS1/2 et augmente leur activité kinase. Elle favorise ainsi leur 

interaction avec MST1/2, créant un complexe fonctionnel (MST1/2–MOB1–LATS1/2) 

nécessaire à la transmission du signal. En d'autres termes, MOB1 agit comme un adaptateur 

phosphorylé, rapprochant spatialement la kinase activatrice (MST) et son substrat (LATS), tout 

en augmentant la vitesse et l’efficacité de la transmission du signal276. Cette interaction 

constitue une étape clé dans l'amplification et la robustesse de la signalisation Hippo273,278,279.  
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Non spécifique de cette voie de signalisation, la protéine 14-3-3 est un régulateur central 

de la localisation subcellulaire des effecteurs finaux YAP/TAZ. En se liant aux sites 

phosphorylés (notamment S127 de YAP), 14-3-3 masque les séquences de localisation nucléaire 

(NLS) et empêche leur entrée dans le noyau. Elle agit comme un "verrou" cytoplasmique : tant 

que la phosphorylation est maintenue, YAP/TAZ restent inactifs dans le cytoplasme. Cette 

interaction est réversible, permettant une régulation dynamique en réponse à des stimuli 

mécaniques ou biochimiques276,278. 

ii. Les effecteurs finaux  de la voie : YAP/TAZ  

En aval de la voie Hippo/MST1/2, s'opère la régulation des effecteurs finaux YAP et 

TAZ, deux coactivateurs transcriptionnels présentant une forte homologie fonctionnelle. Tous 

deux possèdent un domaine de liaison aux facteurs de transcription TEAD, un ou deux 

domaines WW impliqués dans les interactions protéines-protéines, un domaine d’activation 

transcriptionnelle, ainsi qu’un motif PDZ à l’extrémité C-terminale. YAP se distingue de TAZ 

par la présence de deux domaines WW, ce qui lui confère une capacité d’interaction plus 

étendue. La phosphorylation de YAP/TAZ par LATS1/2 constitue le principal mode de 

régulation. La phosphorylation sur la sérine 127 (YAP) ou 89 (TAZ) induit leur liaison à la 

protéine 14-3-3. Cette interaction masque la séquence NLS, entraîne leur rétention dans le 

cytoplasme, et inhibe leur activité transcriptionnelle273,279. La phosphorylation supplémentaire 

de YAP sur la S381 (ou de TAZ sur la S311) par LATS, suivie d’une phosphorylation secondaire 

par CK1, entraîne la formation d’un motif de dégradation phospho-dépendant. Ce motif, appelé 

motif DSGXXS, est reconnu par le complexe SCF/β-TRCP, qui est une ubiquitine ligase E3. 

Cela conduit à l’ubiquitination puis à la dégradation protéasomale de YAP/TAZ271. D’autres 

résidus, comme S61, S109 et S164, sont également ciblés par LATS1/2 ou CK1. Leur 

phosphorylation contribue à maintenir YAP à l’état inactif, empêchant sa localisation nucléaire 

et sa fonction transcriptionnelle273,279. 

L’activité transcriptionnelle de YAP/TAZ module l’expression de nombreux gènes 

cibles impliqués dans la prolifération, la survie, la migration, et l’interaction cellule-

microenvironnement. La majorité de ces effets sont médiés par leur interaction avec les facteurs 

de transcription TEAD1–4. D’autres partenaires (comme AP-1, RUNX1/2, SMADs ou p73) 

peuvent être recrutés dans des contextes cellulaires et pathologiques spécifiques280,281. CTGF 

(Connective Tissue Growth Factor, ou CCN2) et CYR61 (ou CCN1) sont deux des gènes cibles 

classiques les plus sensibles à l’activation de YAP/TAZ–TEAD. Ils participent à la prolifération 
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cellulaire, à l’adhésion et au remodelage de la matrice extracellulaire282. Les gènes ANKRD1, 

AMOTL2, et AREG (amphiregulin) sont également régulés par le complexe YAP/TAZ–TEAD. 

Ils interviennent dans la mécano-transduction, la migration cellulaire et la communication 

paracrine, notamment via l’activation secondaire de récepteurs comme EGFR283. Dans certains 

contextes physiologiques, YAP et TAZ apparaissent également comme coactivateurs 

transcriptionnels jouant un rôle non négligeable dans la régulation de certaines voies 

métaboliques. Bien que leur implication dans le contrôle direct de la glycolyse ou du 

métabolisme mitochondrial ne soit pas universelle à tous les types cellulaires, plusieurs études 

ont montré qu’ils peuvent moduler l’expression de gènes impliqués dans la prise de nutriments 

et la biosynthèse. Par exemple, YAP peut favoriser l’expression de transporteurs de glucose 

(GLUT1) ou de glutamine (SLC1A5), et celle d’enzymes comme PGAM1 dans certains 

modèles, notamment hépatiques ou cancéreux284,285. Des travaux ont également mis en évidence 

une capacité de YAP/TAZ à influencer la biogenèse mitochondriale via l’activation de PGC1α 

dans des cellules musculaires ou cardiaques, bien que ce lien demeure dépendant du contexte 

tissulaire et du statut différenciatif286. 

Indépendamment des phosphorylations successives sur les résidus sérine (par LATS et 

CK1), YAP peut également être phosphorylé sur sa tyrosine 357 (Y357), un site dont la 

phosphorylation confère des propriétés fonctionnelles distinctes. Cette modification est 

catalysée par la kinase c-Abl en réponse à un stress génotoxique, mais peut également être 

induite par des membres de la famille des kinases Src. Contrairement aux phosphorylations 

médiées par LATS1/2, la phosphorylation de YAP sur la Y357 favorise son accumulation 

nucléaire en bloquant l’interaction avec la protéine 14-3-3. Dans le noyau, YAP phosphorylé 

sur cette tyrosine forme un complexe avec le facteur de transcription p73, conduisant à 

l’activation de gènes pro-apoptotiques tels que BAX et PUMA287. 

Taz présente des similarités avec ces systèmes de régulations. Par exemple, le résidu 

S89 joue le même rôle que le résidu S127 de YAP. Sa phosphorylation par LATS1/2 permet la 

liaison à 14-3-3 et retient TAZ dans le cytoplasme288. Le résidu S311 est équivalent à S381 chez 

YAP. Il est aussi phosphorylé par CK1, ce qui conduit à sa dégradation via le complexe SCF/β-

TRCP. D’autres sites comme S66, S117, S314 sont également phosphorylés. Ensemble, ces 

résidus contrôlent la stabilité et l’inactivation de TAZ289. Dans plusieurs modèles cellulaires, 

YAP et TAZ ont des rôles redondants et peuvent partiellement compenser l’absence de l’autre. 

Par exemple, dans les cellules souches embryonnaires, la double inactivation de YAP et TAZ 

entraîne une perte massive de viabilité et d’adhésion, tandis que la délétion de l’un seul peut 
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être compensée par une surexpression adaptative de l’autre290. Inversement, des surexpressions 

expérimentales de YAP peuvent partiellement restaurer la fonction ostéogénique dans des 

cellules TAZ⁻/⁻, bien que l'efficacité transcriptionnelle sur certains gènes spécifiques (comme 

Runx2 ou PPARγ) reste inférieure à celle de TAZ natif267. 

Malgré ces similarités, des différences notables existent entre les deux protéines. YAP 

et TAZ sont exprimés de manière ubiquitaire mais avec des niveaux variables selon les tissus. 

Des analyses transcriptomiques ont par ailleurs montré que YAP est fortement exprimé dans les 

tissus embryonnaires, le foie, l’intestin, le cœur et l’épiderme. TAZ est quant à lui 

particulièrement actif dans les tissus mésenchymateux, notamment le muscle squelettique, le 

tissu conjonctif, et les cellules souches mésenchymateuses où il joue un rôle essentiel dans la 

différenciation ostéoblastique et adipocytaire272. De plus, des études de délétion génique 

(knockout) chez la souris ont permis de mieux distinguer leurs rôles fonctionnels. La délétion 

de YAP est létale au stade embryonnaire (entre 8 et 10 jours après la fécondation), provoquant 

des défauts majeurs de gastrulation, de vascularisation et de développement cardiaque, ce qui 

souligne son rôle central dans le développement précoce291. En revanche, les souris TAZ⁻/⁻ sont 

viables mais présentent des anomalies du squelette, une ostéopénie et une déficience dans la 

formation du tissu conjonctif, confirmant le rôle plus tardif et spécialisé de TAZ dans la 

différenciation des lignées mésenchymateuses292. De plus, les différences dans les domaines 

WW entre YAP et TAZ influencent leur spectre d’interactions protéiques293,294. En interagissant 

avec un plus grand nombre de partenaires (TEAD étant celui principalement étudié), YAP 

possède une plus grande polyvalence dans les programmes transcriptionnels. TAZ interagit de 

manière plus stable avec certains régulateurs de la différenciation, en particulier dans les 

contextes de réponse mécanique et de contrôle de la polarité cellulaire273,295,296,297. 

Parallèlement aux études faites selon des modèles d’inhibitions, l’introduction de 

modèles d’étude « activateurs » ont permis d’explorer en détail ces différents mécanismes 

fonctionnels298,299,300. Par exemple, le modèle YAP 5SA est utilisé pour simuler l’activation 

constitutive de YAP. Ce modèle est généré par la substitution en alanine de 5 sites de 

phosphorylations (S61, S109, S127, S164 et S381) impliqués dans la phosphorylation par 

LATS1/2, permettant à YAP de s’affranchir de la séquestration cytoplasmique par 14-3-3 et 

d’être constitutivement actif dans le noyau301. Ce mutant est utilisé comme outil expérimental 

pour étudier les différents effets de YAP et sa relation avec TAZ, indépendamment de la cascade 

Hippo. Ainsi, ce mutant permet de s’affranchir de la diversité et de la complexité des signaux 

en amont de la voie que nous allons maintenant aborder. 
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iii. Signaux régulateurs en amont de la voie Hippo  

Bien que les grands principes de la voie soient conservés entre les espèces, les 

mécanismes régulateurs en amont diffèrent sensiblement entre la drosophile et les mammifères. 

Chez Drosophila melanogaster, les protéines Expanded, Merlin et Fat constituent des 

régulateurs majeurs du complexe Hippo, jouant un rôle central dans le contrôle de la croissance 

et de l’organisation tissulaire. En revanche, aucun homologue fonctionnel direct d’Expanded 

n’a été identifié chez les mammifères, et les multiples paralogues de Fat (Fat1 à Fat4) n’exercent 

pas un rôle clairement défini dans la régulation de YAP/TAZ. Les travaux d’Helen McNeill ont 

particulièrement mis en évidence cette divergence évolutive : si Fat4, l’homologue le plus 

apparent de la protocadhérine Fat, est impliqué dans la régulation de la polarité planaire et de 

la morphogenèse, son lien avec l’activité canonique de la voie Hippo est contextuel et souvent 

indépendant du module MST1/2–LATS1/2302,303. Par exemple, dans le rein ou l’épiderme, Fat4 

joue un rôle crucial dans le positionnement cellulaire et la polarité, mais sans forcément passer 

par une modulation directe de YAP/TAZ304,305. Un autre aspect fondamental qui distingue les 

deux modèles concerne la mécano-transduction. Tandis que les effets de la tension mécanique, 

de la rigidité de la matrice extracellulaire ou du cisaillement sur l’activité de YAP/TAZ sont 

largement étudiés chez les mammifères, notamment dans des modèles de culture cellulaire ou 

d’ingénierie tissulaire, ces dimensions biophysiques ont été peu explorées chez la drosophile. 

Ainsi, l’importance des signaux mécaniques dans l’activation de YAP/TAZ semble être une 

caractéristique émergente et amplifiée chez les vertébrés, illustrant une spécialisation évolutive 

dans l’intégration des signaux de densité et de contrainte mécanique au sein des tissus 

complexes306,307. La figure 10 illustre les différents signaux en amont de la voie Hippo et ayant 

un impact sur l’activité de YAP/TAZ. Ces derniers seront discutés plus en détails dans les 

paragraphes et sections suivantes. 
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Figure 10 : Représentation schématique des signaux modulant l’activité de YAP/TAZ. Les signaux 

modulant l’activité de YAP/TAZ de manière dépendante de la signalisation Hippo/LATS sont indiqués 

par les flèches rouges. Les flèches bleues indiquent les signaux le faisant de manière indépendante de 

cette signalisation. Figure réalisée avec BioRender.com. 

La densité cellulaire est un régulateur majeur de la voie Hippo. Lorsqu’une cellule est 

isolée ou faiblement connectée à ses voisines, les jonctions adhérentes sont peu développées, la 

tension intracellulaire est élevée, et la voie Hippo est inactive308,309,310. Dans ce contexte, 

YAP/TAZ ne sont pas phosphorylés et s’accumulent dans le noyau, stimulant la prolifération 

cellulaire. À l’inverse, lorsque la densité cellulaire augmente, les cellules établissent de 

nombreuses jonctions de type E-cadhérine/β-caténine, ce qui conduit à une redistribution du 

cytosquelette d'actine, à une diminution de la tension et à l’activation de la cascade Hippo. Les 

kinases LATS1/2 phosphorylent alors YAP/TAZ, provoquant leur exclusion nucléaire et leur 

inactivation fonctionnelle265,311. 

La forme cellulaire influence également cette régulation. Des expériences de 

confinement spatial ont démontré que les cellules étalées ou allongées conservent YAP/TAZ 

actifs, tandis que les cellules confinées sur de petites surfaces (favorisant une forme arrondie) 

présentent une inactivation de YAP/TAZ267,312,313,314. Ces différences morphologiques modulent 



Page 67 sur 273 
 

les forces de traction internes via le cytosquelette d’actomyosine. Des travaux menés par Zhao 

et al. en 2012 ont par ailleurs mis en évidence la capacité de la GTPase RhoA, sous sa forme 

activée (RhoA-GTP), à stimuler la formation de fibres de stress d’actine (F-actine) et augmenter 

la tension intracellulaire. Cette tension inhibe les kinases LATS1/2 et permet à YAP de migrer 

dans le noyau et augmenter l’expression de gènes cibles telles que CTGF ou CYR61315. Le 

complexe apical Crumbs et la protéine AMOT (Angiomotin) sont également impliqués dans 

cette régulation, en agissant comme capteurs topologiques et en recrutant les kinases initiatrices 

(MST1/2) et effectrices (LATS1/2) de la voie Hippo316,317,318. 

La rigidité de la matrice extracellulaire (MEC) constitue une autre dimension critique 

de la régulation de la voie Hippo. Les cellules interagissent avec l’ECM via des intégrines et 

des complexes d’adhésion focale, qui transmettent des signaux mécaniques à travers les 

protéines taline, paxilline, vinculine, et FAK (Focal Adhesion Kinase). Lorsque les cellules sont 

en contact avec une matrice rigide (comme dans les tissus osseux ou les tumeurs fibrotiques), 

elles génèrent de fortes forces de traction via l’activation de RhoA et ROCK, ce qui inhibe la 

cascade Hippo et permet la translocation nucléaire de YAP/TAZ. À l’opposé, sur des substrats 

souples (comme les tissus adipeux ou cérébraux), l’absence de tension mécanique conduit à 

l’activation des kinases LATS1/2 et à l’inactivation de YAP/TAZ319. Ce couplage 

mécanochimique permet aux cellules de répondre ou s’adapter à la nature de leur 

environnement, en régulant la migration cellulaire, l’angiogenèse, la différenciation des cellules 

souches mésenchymateuses, ou encore la progression tumorale265,295. Par ailleurs, les intégrines 

— récepteurs transmembranaires majeurs d’adhésion cellule-matrice — régulent l’activité de 

YAP/TAZ par plusieurs mécanismes. Les intégrines activent des voies qui convergent vers 

LATS1/2 en modulant notamment le cytosquelette d’actine315. L’activation de FAK (Focal 

Adhesion Protein) par diverses intégrines peut réprimer l’activité de LATS1/2 en modulant leurs 

interactions avec AMOT ou NF2 (merlin), conduisant à une déphosphorylation de YAP/TAZ et 

donc à leur activation320. D’autre part, la perte d’adhérence à la MEC, observable par exemple 

dans des cellules épithéliales normales, déclenche une forme spécifique d’apoptose appelé 

anoïkis. Ce processus est contrôlé par la voie Hippo : les signaux provenant des intégrines, en 

lien avec la réoganisation du cytosquelette d’actine, provoque la rétention cytoplasmique de 

YAP/TAZ via une activation des kinases MST1/2 et LATS1/2315,320. Cependant, dans les 

cellules tumorales, cette régulation est souvent perturbée : l’inhibition de la voie Hippo ou la 

surexpression de YAP/TAZ permet aux cellules de résister à l’anoïkis, favorisant ainsi leur 

survie en conditions d’ancrage perdues, comme lors de la dissémination métastatique315,320. 
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Outre les signaux de contact et les propriétés matricielles, nous avons précédemment 

discuté d’autres propriétés mécaniques dynamique telles que le cisaillement ou la compression. 

Ces forces influencent également la signalisation Hippo et la localisation subcellulaire de 

YAP/TAZ. Dans les cellules endothéliales, par exemple, un flux laminaire stable active les 

kinases LATS1/2, inhibant YAP/TAZ et favorisant un phénotype anti-prolifératif et anti-

inflammatoire321,322. À l’inverse, un flux oscillant ou turbulent désactive la voie Hippo et 

favorise la translocation nucléaire de YAP, contribuant à des réponses pathogènes telles que 

l'athérosclérose321. Des études ont aussi montré que les cellules soumises à un étirement 

cyclique, tel qu'observé dans les muscles ou les poumons, présentent une activation soutenue 

de YAP/TAZ, qui joue un rôle dans la croissance musculaire, la réparation tissulaire et la 

réponse inflammatoire323. La compression, en revanche, tend à activer la voie Hippo et donc à 

inhiber YAP/TAZ, bien que les mécanismes exacts restent moins caractérisés324. 

L’activité de YAP/TAZ résulte d’une intégration complexe de plusieurs types de signaux 

intracellulaires, incluant non seulement les forces mécaniques transmises via le cytosquelette, 

mais aussi des signaux solubles tels que les facteurs de croissance, les cytokines, ainsi que des 

conditions de stress cellulaire comme l’hypoxie, le stress oxydatif ou les perturbations 

métaboliques. Ces stimuli activent des réseaux moléculaires complexes, composés de cascades 

de phosphorylation, d’interactions protéiques spécifiques et de modifications post-

traductionnelles. Ensemble, ces mécanismes contrôlent avec précision la localisation, la 

stabilité et l’activité transcriptionnelle de YAP et TAZ. 

iv. Régulation de YAP/TAZ indépendant de Hippo/LATS  

a. MECANO-TRANSDUCTION 

La mécano-transduction peut aussi influencer la localisation et l’activité de YAP/TAZ 

de manière non canonique, indépendamment de LATS (Figure 10). Les intégrines, notamment 

β1, transmettent des forces mécaniques à l’intérieur de la cellule via les adhésions focales, 

stimulant des cascades kinases qui contournent la voie Hippo. La signalisation intégrine β1–

FAK–Src–PI3K–PDK1 active RhoA et renforce la contractilité de l’actomyosine, induisant une 

entrée nucléaire de YAP/TAZ267,325. Lorsqu’elle est activée, RhoA interagit avec plusieurs 

effecteurs en aval, en particulier la kinase ROCK (Rho-associated coiled-coil kinase). Cette 

voie RhoA/ROCK, activée par les intégrines, augmente la tension cytosquelettique, favorisant 

l’ouverture mécanique des pores nucléaires via le complexe LINC, ce qui permet une 

translocation de YAP/TAZ indépendamment de LATS298. L’importance de RhoA est soulignée 
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par les expériences de perte de fonction : l’inhibition pharmacologique de RhoA (avec C3 

transferase) ou de ROCK (avec Y-27632 ou fasudil) empêche l’entrée nucléaire de YAP/TAZ 

et réduit leur activité transcriptionnelle TEAD-dépendante, même en présence d’une matrice 

rigide. Ces effets sont mimés par la dépolymérisation des filaments d’actine F (via 

cytochalasine D, latrunculine B) ou l’inactivation des protéines de jonction comme l’α-

caténine267,268,325. 

De manière complémentaire, la phosphorylation de MLC2 (Myosin Light Chain 2), sur 

la thréonine 18 et la sérine 19, par les kinases ROCK ou MLCK favorise l’activation de la 

myosine II, moteur principal de la contraction des fibres d’actomyosine326. Cette activation est 

essentielle à la rétractation et de la génération de tension dans les fibres d’actomyosine. En 

parallèle, ROCK active la LIM kinase (LIMK), qui phosphoryle et inhibe cofiline, une protéine 

de dépolymérisation de l’actine, menant à la stabilisation des filaments d’actine F327. MYPT1 

(Myosin Phosphatase Target Subunit 1), composante de la phosphatase MLCP, est également 

inhibée par ROCK, ce qui empêche la déphosphorylation de MLC2 et maintient la contractilité 

actomyosine328. Cette contractilité actomyosine génère une tension mécanique intracellulaire 

transmise au noyau et à la membrane basale via un réseau de filaments d’actine reliés aux 

adhésions focales. Ces dernières assurent, via des protéines mécano-sensibles (paxiline, FAK, 

etc.), une transmission verticale des forces entre la cellule et la matrice extracellulaire329,330. 

Autrement dit, cette tension mécanique intracellulaire, en particulier dans les cellules étalées 

sur une matrice rigide, est transmise via les adhésions focales (composées de FAK, taline, 

vinculine, paxilline) au noyau, en créant un état de tension cytosquelettique favorable à 

l’activation de YAP. 

Plus important encore, cette tension est transférée jusqu’au noyau par le complexe 

LINC, composé de protéines SUN et nesprine, qui connectent les filaments d’actine au lamina 

nucléaire. Cette transmission mécanique entraîne une déformation de l’enveloppe nucléaire, 

modifiant la conformation des pores nucléaires et facilitant le transport actif de YAP/TAZ vers 

le noyau, même en l’absence d’inhibition de LATS295,298. La déformation du noyau, induite par 

des forces mécaniques, facilite l’importation nucléaire de YAP/TAZ en rendant leurs séquences 

NLS plus accessibles aux complexes importine-α/β. Ce processus repose sur un transport actif 

dépendant de Ran-GTP et est favorisé par une perméabilité accrue des pores nucléaires sous 

contrainte, ce qui accélère l’entrée nucléaire de YAP/TAZ295,298,331. 

Ce mécanisme est crucial dans divers contextes physiologiques et pathologiques. Par 

exemple, dans les cellules souches mésenchymateuses, la rigidité du substrat module la 
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différenciation ostéogénique ou adipocytaire via l’activation de YAP/TAZ par RhoA-ROCK. 

De même, dans les fibroblastes tumoraux (CAFs) ou les cellules endothéliales, ce mécanisme 

renforce l’invasion, la migration ou l’angiogenèse tumorale267,325. 

b. FACTEURS SOLUBLES 

YAP/TAZ sont aussi sensibles à de nombreux signaux extracellulaires, notamment des 

ligands de récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) et des facteurs de croissance (Figure 

10). Les ligands comme LPA, S1P, angiotensine II, ou adrénaline activent des GPCRs qui, selon 

leur sous-type (Gα12/13, Gαq, Gαs), déclenchent des cascades opposées. Les GPCRs couplés 

à Gα12/13 ou Gαq activent RhoA, renforçant la tension cytosquelettique et favorisant l’entrée 

nucléaire de YAP/TAZ. En revanche, les GPCRs couplés à Gαs activent PKA, ce qui inhibe 

l’activité de RhoA et réprime YAP/TAZ332,333. 

Les facteurs de croissance tels que l’Epithelial Growth Factor (EGF) et Transforming 

Growth Factor-β (TGF-β) peuvent aussi activer YAP/TAZ. Lorsqu’EGF se lie à EGFR, cela 

induit sa dimérisation et sa phosphorylation, déclenchant deux cascades de signalisation 

majeures : la voie PI3K-AKT-mTOR et la voie RAS-RAF-MEK-ERK. L’activation de la voie 

PI3K/AKT augmente l’activité métabolique et la survie cellulaire334. Plus spécifiquement, AKT 

phosphoryle des cibles qui modulent le cytosquelette, comme la girdin ou la cofiline, stabilisant 

les filaments d’actine334. AKT peut aussi phosphoryler des inhibiteurs de YAP, comme AMPK 

ou GSK3β, limitant leur activité et favorisant ainsi l’accumulation de YAP dans le noyau335. La 

voie MAPK/ERK, quant à elle, contribue à augmenter la transcription de YAP et d’autres 

coactivateurs transcriptionnels (comme FOS, MYC). Elle active également des protéines 

cytosquelettiques (myosine, filamine A) qui renforcent la rigidité interne et la mécano-

transduction336. Enfin, cette voie réduit l’activité de LATS1/2 via des modifications de 

l’Angiomotin (AMOT), un inhibiteur de YAP, réduisant ainsi son ancrage au cytosquelette 

cortical337. Ces mécanismes permettent à YAP/TAZ de rester actifs dans le noyau, même en 

conditions de haute densité cellulaire, où normalement la voie canonique Hippo les inhiberait. 

Le TGF-β est un facteur de croissance pléiotrope jouant un rôle essentiel dans la 

différenciation cellulaire, la fibrose, et la Transition Epithélio-Mésenchymateuse (EMT). 

Contrairement à l’EGF, qui agit via des kinases cytoplasmiques, le TGF-β signale via des 

récepteurs sérine/thréonine kinases (TGF-βRI/II), activant les facteurs SMAD338. Lorsque le 

TGF-β est actif, les SMAD2/3 sont phosphorylés et forment un complexe avec SMAD4, puis 

migrent dans le noyau. YAP/TAZ peuvent interagir directement avec les SMADs, formant un 
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super-complexe transcriptionnel sur les promoteurs de gènes cibles comme CTGF, SERPINE1, 

COL1A1 (collagène type 1), FN1 (Fibronectine), impliqués dans la fibrose et la migration 

cellulaire339,340. Cette interaction est fonctionnelle même si LATS1/2 sont actifs. De fait, 

YAP/TAZ peuvent coopérer avec les SMADs pour amplifier la réponse transcriptionnelle au 

TGF-β. Ces observations contribuent à expliquer pourquoi la voie du TGF-β est fortement 

fibrogénique et peut initier des programmes pathologiques comme l’EMT, en synergie avec 

YAP/TAZ. Enfin, des études ont montré que l’activation prolongée de YAP/TAZ par le TGF-β 

favorisait l’EMT, stimulait la production de MEC (exacerbant la rigidité tissulaire) et renforçait 

l’activation de RhoA/ROCK. Cela aboutit à la création d’un cercle auto-amplificateur de 

mécano-activation341,342. 

c. LE STRESS CELLULAIRE 

Les cellules adaptent aussi l’activité de YAP/TAZ face à des conditions de stress 

métabolique ou environnemental (Figure 10). Ces régulations sont essentielles pour la survie, 

la prolifération contrôlée ou l’activation de la mort cellulaire. 

L’AMP-activated protein kinase (AMPK) est une kinase sérine/thréonine qui joue le rôle 

de régulateur métabolique intracellulaire. Elle est activée en réponse à une baisse du ratio 

ATP/AMP, typiquement dans des conditions de privation de nutriments, hypoglycémie ou 

exercice métabolique intense. Une fois activée, AMPK initie un vaste programme de 

conservation d’énergie et de suppression des processus consommateurs comme la synthèse 

protéique ou la prolifération343,344,345. Dans ce contexte, AMPK inhibe directement YAP par 

phosphorylation sur la sérine 94 (S94), un résidu situé dans le domaine de liaison à TEAD, 

partenaire transcriptionnel essentiel de YAP346. Cette phosphorylation empêche l’interaction 

YAP–TEAD, bloquant ainsi l’expression de gènes prolifératifs comme CYR61 ou CTGF, même 

si YAP reste présent dans le noyau. De plus, AMPK peut aussi inhiber les voies RhoA–ROCK 

en affectant le cytosquelette d’actine, ce qui réduit la tension mécanique et favorise l’export 

cytoplasmique de YAP/TAZ. Ainsi, AMPK agit à deux niveaux complémentaires : par 

modification post-traductionnelle directe de YAP, et par modulation mécanique indirecte via le 

cytosquelette. Cette double action garantit une inactivation rapide et adaptative de YAP/TAZ 

en conditions de stress énergétique — un mécanisme vital pour empêcher une prolifération mal 

contrôlée dans les tissus sous stress métabolique347. Parallèlement, la voie mTORC1, activée 

par des niveaux élevés d'acides aminés ou de glucose, peut favoriser indirectement l’activation 

transcriptionnelle de YAP/TAZ, notamment via le remodelage du cytosquelette et 

l'augmentation de la rigidité cellulaire. Le métabolisme des isoprénoïdes via la voie du 
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mévalonate est également déterminant pour l’activité de Rho-GTPases, qui sont elles-mêmes 

essentielles à la localisation nucléaire de YAP/TAZ en modulant la contractilité 

actomyosine348,349. Néanmoins, ces effets dépendent fortement du type cellulaire, du contexte 

mécanique, et ne reflètent pas toujours une régulation directe par les métabolites eux-mêmes, 

mais plutôt une signalisation intégrée complexe. 

Le stress oxydatif, caractérisé par l’accumulation de ROS (Reactive Oxygen Species), 

ainsi que l’hypoxie (manque d’oxygène), sont fréquents dans des environnements tissulaires 

altérés comme les tumeurs, les tissus ischémiques ou en inflammation chronique. Ces 

conditions peuvent moduler YAP/TAZ de façons opposées selon le contexte cellulaire350,351,352. 

Dans certaines cellules, une forte concentration de ROS entraîne une déstabilisation du 

cytosquelette d’actine, ce qui désactive mécaniquement YAP/TAZ en réduisant la tension 

intracellulaire353,354,355. Les ROS peuvent également perturber les protéines d’ancrage comme 

AMOT ou favoriser l’activation de LATS, ce qui accentue la rétention cytoplasmique de 

YAP353. À l’inverse, dans un contexte tumoral ou fibrotique, une hypoxie modérée peut 

favoriser la coopération entre YAP/TAZ et le facteur HIF-1α, principal activateur 

transcriptionnel des gènes d’adaptation hypoxique. Cette coopération active des cibles pro-

survie et pro-angiogéniques comme VEGFA, GLUT1 ou ANGPTL4, facilitant la survie des 

cellules tumorales dans des environnements pauvres en oxygène356. Dans ce scénario, YAP 

n’agit pas comme coactivateur de TEAD, mais comme cofacteur transcriptionnel alternatif de 

HIF. Ce type de reprogrammation transcriptionnelle constitue une stratégie adaptative qui 

contourne la régulation canonique et favorise l’agressivité cellulaire357,358,359. 

Lorsqu’une cellule subit un stress génotoxique, comme l’irradiation, une chimiothérapie 

ou une cassure double brin de l’ADN, elle active une série de voies de réponse au stress. L’une 

d’elles repose sur la kinase c-Abl, une tyrosine kinase nucléaire activée par les complexes de 

détection de l’ADN endommagé (ATM/ATR). La kinase c-Abl phosphoryle YAP sur la tyrosine 

357 (Y357), un résidu situé dans sa région centrale. Cette phosphorylation modifie la 

conformation de YAP, réduisant son affinité pour TEAD et favorisant son interaction avec le 

facteur p73, un membre de la famille p53. Le complexe YAP–p73 migre alors dans le noyau et 

active un programme pro-apoptotique via la transcription de gènes tels que PUMA, BAX, 

NOXA et CDKN1A360,361,362. Ce mécanisme est indépendant de LATS1/2 et ne fait intervenir 

aucun des mécanismes classiques de la voie Hippo363,364. Il représente un exemple clair de la 

plasticité fonctionnelle de YAP, capable de changer de partenaire selon le contexte. Dans ce cas, 
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YAP n’est plus pro-prolifératif mais pro-apoptotique, ce qui montre qu’il joue un rôle bimodal 

selon les signaux environnementaux. 

De surcroît, La tyrosine 357 (Y357) de YAP peut être phosphorylée par des kinases de 

la famille Src – et Src elle-même – dans des contextes oncogéniques tels que le cancer du sein 

(kinases YES1 et SRC), le glioblastome (kinases LCK et SRC) ou les cholangiocarcinomes 

(kinases LCK et SRC)365,366,367. Cette phosphorylation par la famille Src favorise l’activation 

transcriptionnelle de YAP/TEAD, stabilise YAP dans le noyau et favorise l’expression de gènes 

pro-survie et pro-migration (CTGF, CYR61, AXL), contribuant ainsi à la progression 

tumorale368,369. De manière assez évidente, une voie aussi centrale et crucial que la voie Hippo 

se retrouve très souvent dérégulée dans de nombreuses pathologies. 

B. Hippo et Cancers 

i. Implication dans la tumorigenèse et la résistance aux 

traitements 

La dérégulation de la voie Hippo — en particulier l’activation aberrante de ses effecteurs 

YAP et TAZ — est une caractéristique fréquente dans divers cancers. Cette activation permet 

aux cellules tumorales d’échapper à la croissance contrôlée, de résister à l’apoptose, de 

promouvoir l’angiogenèse, et d’acquérir des propriétés migratoires et invasives. Dans le 

carcinome hépatocellulaire (CHC), une activation nucléaire de YAP/TAZ est souvent observée 

en l’absence de mutations dans les gènes codant MST1/2 ou LATS1/2. YAP y joue un rôle 

critique dans l’induction de la prolifération hépatocytaire, la suppression de l’apoptose et la 

régénération aberrante du tissu hépatique, agissant en coopération avec d'autres voies comme 

Notch, Wnt/β-caténine ou TGF-β370,371,372. 

Dans le cancer du pancréas, particulièrement le carcinome canalaire pancréatique 

(PDAC), YAP est requis pour l’oncogenèse induite par KRAS. Son activation favorise la 

dédifférenciation cellulaire, la reprogrammation métabolique, et la formation de métastases. De 

plus, YAP permet de contourner l’inhibition de KRAS, conférant une plasticité redoutable aux 

cellules tumorales371,373. 

Dans le cancer du sein triple négatif, l’activité de TAZ est fortement associée à l’EMT, 

à l’agressivité tumorale et à la régénération clonogénique des cellules souches tumorales. TAZ 

est en particulier actif dans les cellules capables de reformer des tumeurs après chimiothérapie, 

ce qui en fait un facteur clé de récidive374. 



Page 74 sur 273 
 

Dans le cancer du pancréas, YAP contribue à la résistance à la gemcitabine en renforçant 

les signaux de survie et en modulant la communication avec le stroma pancréatique. Dans les 

glioblastomes, YAP et TAZ sont responsables de l’échec de la thérapie anti-angiogénique en 

maintenant une vascularisation alternative via l’induction de VEGFA et ANGPTL4371. 

Dans les cellules tumorales, l’axe YAP/TAZ est fréquemment hyperactivé, ce qui 

contribue à la reprogrammation métabolique favorisant la prolifération, la survie cellulaire et la 

résistance aux traitements. YAP/TAZ peuvent renforcer l’activité de programmes métaboliques 

pro-tumoraux, notamment la glycolyse aérobie (effet Warburg), la biosynthèse des acides gras 

et l’absorption accrue de glutamine, comme observé dans des cancers du foie, du sein ou du 

poumon284,375. Cette activation métabolique s’accompagne souvent d’une transcription accrue 

de gènes tels que GLUT1, HK2, ou SLC1A5, qui soutiennent les besoins énergétiques et 

biosynthétiques des cellules cancéreuses. En parallèle, YAP/TAZ ont été associés à l’induction 

de gènes de résistance aux traitements, comme ABCG2, ou de facteurs anti-apoptotiques 

(BCL2, BIRC5, MCL1, etc.), ce qui suggère leur rôle dans l’acquisition de phénotypes 

thérapeutiquement réfractaires284,376. Toutefois, ces effets ne sont pas systématiques et varient 

selon le type tumoral, son stade de progression et le contexte génétique ou épigénétique associé. 

ii. Rôles dans le microenvironnement tumoral  

Au-delà de leur fonction intrinsèque dans les cellules tumorales, YAP et TAZ jouent un 

rôle fondamental dans la structuration, la signalisation et la plasticité du microenvironnement 

tumoral (TME). Leur activation dans différentes populations non cancéreuses du TME 

contribue à façonner un environnement favorable à la progression tumorale, à l’angiogenèse, à 

la fibrose et à l’immunosuppression377,378,379,380. 

De précédents études ont mis en évidence l’activation de YAP/TAZ en réponse à la 

rigidité de la matrice extracellulaire dans les fibroblastes associés aux cancers (CAFs)381. Ils y 

induisent la transcription de gènes codant pour des composants matriciels tels que le collagène 

de type I, la fibronectine, la tenascine-C ou encore des facteurs pro-fibrotiques comme le TGF-

β1377,382. Cela forme une boucle de rétroactivation mécanique où YAP/TAZ renforcent le dépôt 

matriciel, augmentant encore la rigidité et perpétuant leur propre activation. 

YAP/TAZ sont également impliqués dans la modulation des réponses immunitaires 

innées et adaptatives. Dans des macrophages associés aux tumeurs (TAMs), YAP favorise une 

polarisation de type M2, pro-tumorale, et régule l’expression de cytokines immunosuppressives 

telles que l’IL-10, le TGF-β ou CSF1, qui inhibent la phagocytose et recrutent d’autres cellules 
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suppressives383,384. YAP/TAZ dans les cellules tumorales peuvent également stimuler la 

sécrétion de chimiokines telles que CXCL5, qui recrutent des cellules myéloïdes suppressives 

(MDSC), contribuant à l’échec des immunothérapies anti-PD1/PDL1385,386. 

Cette capacité de YAP/TAZ à moduler les réponses immunitaires ne se limite pas aux 

cellules myéloïdes ou tumorales, mais s'étend également aux cellules stromales et lymphoïdes, 

illustrant leur rôle profondément contextuel dans l’immunomodulation. Dans les cellules 

réticulaires fibroblastiques (FRCs) des ganglions lymphatiques, YAP/TAZ sont essentiels à 

l’engagement des progéniteurs mésenchymateux dans la lignée FRC, comme l’ont démontré 

Choi et al. dans leurs travaux. Leur activation transitoire favorise l’expression de chimiokines 

nécessaires à la structuration des zones B/T et au recrutement lymphocytaire. Toutefois, une 

activation prolongée ou excessive de YAP/TAZ empêche la maturation fonctionnelle des FRCs, 

induit un phénotype myofibroblastique pathologique, perturbe l’architecture ganglionnaire et 

altère la réponse immunitaire adaptative387. À l’inverse, dans les lymphocytes T CD4+ et CD8+, 

les travaux de Stampouloglou et al. ont mis en évidence une fonction opposée de YAP, cette 

fois comme frein à l’activation et à la différenciation effectrice. La délétion spécifique de YAP 

dans les cellules T augmente leur activation, favorise leur différenciation en sous-populations 

Th1, Th2, Th17 et Treg, et améliore leur infiltration et leur fonction antitumorale dans des 

modèles murins de cancer388. Ces observations soulignent que YAP/TAZ peuvent tour à tour 

soutenir ou freiner la réponse immunitaire, selon le type cellulaire et le contexte 

microenvironnemental, et appellent à une approche prudente dans leur ciblage thérapeutique. 

L’activité de YAP/TAZ est également cruciale dans les cellules endothéliales, où elle 

contrôle l’angiogenèse tumorale. En réponse à la rigidité de la matrice extracellulaire, au stress 

de cisaillement ou à des facteurs de croissance (comme VEGF et FGF), des études ont mis en 

évidence le rôle de YAP/TAZ dans l’angiogenèse tumorale. Ils induisent l’expression de 

VEGFA, de MMPs et de ANGPTL4, qui favorisent la formation de néovaisseaux instables mais 

fonctionnels dans la tumeur389,390. Ce rôle de YAP dans l’angiogenèse est renforcé par sa 

coopération avec HIF-1α en hypoxie, un contexte fréquent dans les tumeurs solides, renforçant 

ainsi la perméabilité vasculaire et l’oxygénation tumorale — éléments clefs de la croissance et 

de la dissémination métastatique. 

Dans de nombreux cancers solides, il est désormais bien établi que les cellules tumorales 

exploitent la voie Hippo en modulant l’expression ou l’activité de ses effecteurs YAP et TAZ, 

contribuant ainsi de manière décisive à la tumorigenèse, à la progression de la maladie et à la 

résistance aux traitements. Cette dérégulation ne se limite toutefois pas aux cellules cancéreuses 
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elles-mêmes : des travaux récents montrent que YAP/TAZ sont également activés dans diverses 

cellules du microenvironnement tumoral, notamment les CAFs, TAMs et les cellules 

endothéliales, où ils orchestrent des fonctions pro-tumorales telles que l’angiogenèse, la fibrose 

et l’immunosuppression. De manière intuitive, l’étude de la voie Hippo semble particulièrement 

adaptée aux tumeurs solides, dont l’architecture histologique dense, les contraintes mécaniques 

et les hétérogénéités tissulaires permettent d’explorer les multiples dimensions de la mécano-

transduction et des interactions cellule-matrice. Cependant, cette complexité, en particulier la 

dimension biophysique du signal, rend parfois l’analyse fonctionnelle de la voie difficile à 

dissocier des autres facteurs contextuels. Cette observation invite à élargir notre regard vers 

d’autres entités pathologiques où le remodelage du microenvironnement joue également un rôle 

central, sans pour autant s’inscrire dans une organisation tissulaire rigide. 

Lorsque l’on regarde dans la littérature récente, plusieurs études ont également mis en 

évidence le rôle de la voie Hippo (et de YAP/TAZ) dans des pathologies cancéreuses liquide. 

Dans le myélome multiple, une maladie caractérisée par l’infiltration de plasmocytes tumoraux 

dans la moelle osseuse, l’implication de TAZ dans les cellules stromales médullaires a été 

décrite. Ces cellules répondent aux signaux tumoraux en activant TAZ, ce qui favorise 

l’expression de gènes pro-survie et de remodelage matriciel (notamment MMP9, IL-6, TGF-β), 

créant une niche protectrice pour les cellules myélomateuses391. Dans la leucémie aiguë 

lymphoblastique T (T-ALL), une activation aberrante de YAP/TAZ, dans les cellules tumorales, 

a été détectée dans près de 50 % des cas, où elle soutient la prolifération des cellules 

leucémiques et interfère avec l’induction de l’apoptose392. Dans la Leucémie Lymphoïde 

Chronique (LLC), bien que les cellules B leucémiques présentent une faible expression de YAP, 

la voie Hippo semble active dans les cellules du TME telles que les macrophages et les cellules 

stromales. Ces cellules, activées par les signaux issus des cellules tumorales, expriment des 

cibles transcriptionnelles de YAP comme CTGF, CXCL5, et IL-6, qui créent un 

microenvironnement protecteur et immunosuppressif. YAP/TAZ peuvent ainsi moduler la 

production de cytokines et de chimiokines dans ces cellules non tumorales, favorisant la survie 

et la prolifération leucémique393. 

Enfin, sur le plan métabolique, l’activation de YAP/TAZ dans les cellules du 

microenvironnement tumoral participe à la structuration d’un écosystème bioénergétique 

favorable à la progression néoplasique. Dans les fibroblastes associés aux cancers (CAFs), par 

exemple, YAP/TAZ favorisent une reprogrammation glycolytique via l’induction de 

transporteurs de glucose (GLUT1), d’enzymes comme PFKFB3 ou PKM2, et de voies 



Page 77 sur 273 
 

biosynthétiques telles que le cycle des pentoses phosphates, soutenant ainsi les besoins 

énergétiques et anaboliques de ces cellules394,395. Ces CAFs hautement métaboliques relarguent 

également du lactate et des acides gras libres, qui peuvent être captés et métabolisés par les 

cellules tumorales environnantes dans une dynamique de couplage métabolique intercellulaire. 

De manière parallèle, l’activation de YAP/TAZ dans les cellules endothéliales stimule la 

glycolyse au détriment de la phosphorylation oxydative, un profil métabolique classiquement 

associé à l’angiogenèse pathologique et à la formation de néovaisseaux immatures mais 

perfusant389. Dans les cellules immunitaires infiltrant le TME, comme les macrophages ou les 

cellules myéloïdes suppressives, YAP/TAZ semblent promouvoir une orientation métabolique 

basée sur l’oxydation des acides gras et la tolérance au stress métabolique, contribuant à 

l’acquisition d’un phénotype immunosuppresseur284,396. Ensemble, ces observations suggèrent 

que YAP/TAZ agissent comme des intégrateurs de signaux mécaniques et métaboliques dans le 

TME, en adaptant les programmes bioénergétiques des cellules stromales et immunitaires afin 

de renforcer les conditions permissives à la croissance tumorale et à l’évasion immunitaire. 

Après avoir exploré les fondements du microenvironnement tumoral et des dynamiques 

métaboliques et mécaniques associées, nous allons à présent illustrer la convergence de ces 

processus au sein d’un modèle pathologique concret. Le chapitre suivant s’intéressera à une 

pathologie fortement dépendante de son microenvironnement, et brièvement évoquée 

précédemment, la Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC). 

V. La Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC) 

A. Présentation générale 

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est une hémopathie maligne caractérisée par 

l’accumulation clonale de lymphocytes B matures, morphologiquement petits, dans le sang 

périphérique, la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques et la rate. Elle se développe à partir 

de cellules B ayant traversé partiellement ou totalement le centre germinatif. Le centre 

germinatif est le site au sein d'un ganglion lymphatique où les lymphocytes B, exposés aux 

antigènes, subissent une maturation d'affinité, développant ainsi leur capacité à produire des 

anticorps de haute affinité. Dans la LLC, la traversée du centre germinatif se fait avec ou sans 

mutations somatiques des gènes des immunoglobulines (IGHV), influençant fortement le 

pronostic397,398. L’importance du statut « Muté » ou « Non Muté » des IGHV sera discuté par la 

suite. 
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Sur le plan immunophénotypique, les cellules B leucémiques de la LLC expriment de 

manière caractéristique les antigènes CD5, CD19, CD23, ainsi qu’une faible densité de CD20 

et d’immunoglobulines de surface (IgM/IgD). Le CD5, habituellement exprimé par les 

lymphocytes T, est présent de façon aberrante sur les cellules B de LLC, constituant un 

marqueur diagnostique fondamental399. Le CD23, un récepteur de faible affinité pour les IgE, 

est utile pour distinguer la LLC d'autres néoplasies lymphoïdes B, comme le lymphome du 

manteau400. Le CD19, exprimé tout au long du développement des cellules B jusqu’au stade 

plasmatique, joue un rôle essentiel dans la co-stimulation du récepteur B (BCR) et sert de 

marqueur pan-B indispensable à la détection des lymphocytes B circulants. Quant au CD20, 

molécule transmembranaire impliquée dans la régulation de l’activation, de la prolifération et 

du signal calcique intracellulaire, il constitue également une cible thérapeutique majeure dans 

les traitements à base d’anticorps monoclonaux (e.g. rituximab), bien que son expression soit 

souvent faible ou hétérogène dans la LLC401,402. 

Sur le plan épidémiologique, la LLC est la forme de leucémie la plus fréquente chez 

l’adulte dans les pays occidentaux, avec une incidence estimée entre 4 et 5 cas pour 100 000 

personnes par an. Elle affecte principalement les sujets âgés, avec une médiane d’âge au 

diagnostic autour de 70 ans, et présente une nette prédominance masculine (ratio H/F ≈ 2:1)403. 

Toutefois, cette incidence varie significativement selon les origines ethniques : la LLC est 

nettement moins fréquente dans les populations d’Asie de l’Est (notamment Chine et Japon) et 

chez les populations afro-caribéennes, suggérant une composante génétique ou 

environnementale protectrice encore mal comprise398. Dans la majorité des cas, la LLC est 

précédée par une phase infraclinique appelée lymphocytose B monoclonale (MBL). Cette 

condition, détectée chez 3 à 12 % des adultes de plus de 40 ans, est définie par la présence de 

cellules B clonales CD5+ dans le sang périphérique sans signe d’atteinte des organes 

lymphoïdes. Bien que bénigne dans la majorité des cas, environ 1 à 2 % des MBL évoluent vers 

une LLC manifeste chaque année, ce qui en fait un précurseur établi de la maladie404,405. Dans 

un nombre limité de cas, la leucémie lymphoïde chronique peut évoluer vers une forme plus 

agressive de lymphome, le plus souvent un lymphome diffus à grandes cellules B, dans un 

processus appelé syndrome de Richter406. Cette transformation concerne environ 2 à 10 % des 

patients au cours de leur parcours, et elle reflète une évolution biologique particulière de la 

maladie, souvent associée à des altérations moléculaires comme des mutations de TP53 ou 

l’activation de la voie NOTCH1407,408. 



Page 79 sur 273 
 

Par ailleurs, la LLC est une pathologie remarquablement hétérogène, tant sur le plan 

clinique que biologique. On distingue deux formes évolutives, caractérisées par le statut 

mutationnel des gènes IGHV, CD38 et ZAP-70. Le gène IGHV (Immunoglobulin Heavy-Chain 

Variable Region) encode la région variable des chaînes lourdes des immunoglobulines, qui joue 

un rôle clé dans la reconnaissance des antigènes par les cellules B. Dans des conditions 

physiologiques, la sélection des gènes IGHV reflète le processus de maturation des cellules B 

au sein des centres germinatifs, où les réarrangements génétiques aboutissent à une grande 

diversité de BCR, optimisés pour reconnaître des antigènes spécifiques. Dans la LLC, le statut 

mutationnel du gène IGHV permet d’évaluer le degré de maturation des cellules B au moment 

de leur transformation leucémique. Fait notable, la sélection des gènes IGHV dans la LLC ne 

semble ne pas être aléatoire : certaines séquences, telles que IGHV1-69 ou IGHV3-21, sont 

fréquemment utilisées, suggérant une pression antigénique partagée entre différents patients. 

Ce phénomène est particulièrement bien illustré par l’existence de BCR dits « stéréotypés », 

c’est-à-dire des BCR présentant des séquences quasi identiques chez des individus non 

apparentés. Cela témoigne d’une reconnaissance antigénique convergente, probablement liée à 

des antigènes communs ayant contribué à la sélection clonale initiale409,410. Le CD38 est une 

protéine de surface intervenant dans le métabolisme du NAD+ et la signalisation calcique, 

favorisant la prolifération et la survie cellulaire. La tyrosine kinase ZAP-70 (Zeta-associated 

protein 70), dont l’expression est aberrante dans les cellules B de LLC, amplifie la signalisation 

du BCR, simulant une forte stimulation antigénique. 

Les formes indolentes, souvent diagnostiquées fortuitement, évoluent lentement, parfois sur 

plusieurs décennies, sans nécessiter de traitement immédiat. Ces formes sont souvent associées 

à des gènes IGHV mutés, une faible expression de CD38 et ZAP-70, et une absence d’anomalies 

cytogénétiques défavorables. Les patients présentent peu de symptômes et une faible 

prolifération des cellules B, qui semblent accumuler principalement via une résistance à 

l’apoptose plutôt qu’une activité mitotique intense411,412. 

Les formes progressives se caractérisent quant à elle par une lymphocytose croissante, 

adénopathies, hépatosplénomégalie, anémie ou thrombopénie, et parfois des complications 

auto-immunes. Ces formes sont souvent associées à des IGHV non mutés, une expression 

élevée de ZAP-70 qui reflète ici une plus grande réactivité antigénique des cellules B413. Le 

CD38, dont l’expression est élevée dans les formes progressives, est également associé à une 

prolifération accrue et à une survie plus courte414. 
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Enfin, les progrès dans la compréhension de la biologie de la LLC ont permis de définir 

des sous-groupes de patients selon leur sensibilité aux traitements. Plusieurs travaux issus de 

notre laboratoire ont abouti à une nouvelle méthode de classification des patients, dits 

“répondeurs” (responders) versus “non-répondeurs” (non-responders), sur la base de leur 

sensibilité ex vivo à des stimuli antigéniques ou à des traitements ciblant la signalisation 

BCR415,416. Cette approche a permis de corréler la réponse fonctionnelle à l'activité clonale et à 

la capacité de remodelage du microenvironnement tumoral, suggérant des mécanismes de 

résistance intrinsèques. 

B. Caractéristiques des cellules B de LLC 

Les cellules B de LLC sont le siège de profondes altérations de signalisation 

intracellulaire, conférant à ces cellules un avantage sélectif en termes de survie, de résistance à 

l’apoptose et d’adaptation à leur microenvironnement. Ces anomalies impliquent un large 

éventail d’effecteurs moléculaires, faisant de l’étude des voies de signalisation dérégulées un 

champ de recherche particulièrement riche et complexe. Pour pallier la disponibilité limitée et 

l'hétérogénéité marquée des cellules primaires issues de patients atteints de LLC, plusieurs 

lignées cellulaires ont été développées et sont largement utilisées dans les études in vitro. Ces 

modèles cellulaires, comme la lignée MEC-1 ou HG-3, permettent de reproduire certaines 

caractéristiques phénotypiques et moléculaires de la LLC tout en offrant une reproductibilité et 

une standardisation essentielles pour l’analyse mécanistique des voies de signalisation 

dérégulées417,418. 

Si l'interaction avec le microenvironnement non tumoral représente un aspect central et 

particulièrement fascinant de la physiopathologie de la LLC, il apparaît néanmoins essentiel de 

contextualiser la dérégulation des voies de signalisation au sein des cellules B elles-mêmes. 

Parmi celles-ci, les voies BCR, PI3K/AKT/mTOR et Wnt/β-caténine ainsi que les facteurs de 

transcription NF-κB et NFAT occupent une place prépondérante dans la dérégulation biologique 

caractéristique de cette hémopathie. 

i. La voie du récepteur des cellules B (BCR)  

Le récepteur des cellules B (BCR) est un complexe multimoléculaire présent à la surface 

des lymphocytes B et constitue un pivot de la physiopathologie de la LLC. Il est composé d'une 

immunoglobuline de surface qui reconnaît l'antigène, associée à deux chaînes transductrices, 

CD79A et CD79B. Son activation joue un rôle fondamental dans le maintien de la survie et la 

prolifération des cellules B dans la LLC. Un co-récepteur essentiel dans cette signalisation est 
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le CD19, une glycoprotéine transmembranaire qui forme un complexe avec le CD21 et le 

CD81419,420. CD19 agit comme amplificateur du signal du BCR, en facilitant le recrutement de 

la PI3K via des résidus tyrosines phosphorylés dans son domaine intracellulaire. Cette 

interaction accroît la production de PIP3, renforçant ainsi l'activation d'AKT et d'autres 

effecteurs en aval. En plus de potentialiser la voie PI3K/AKT, CD19 permet une activation plus 

efficace de BTK et PLCγ2, augmentant la sensibilité des cellules B à l’antigène421,422. 

Lorsqu'un antigène (ou une stimulation mimétique) engage le BCR, cela active LYN, 

une tyrosine kinase de la famille Src, qui initie la cascade de signalisation. Cette activation 

conduit à la phosphorylation de SYK (Spleen Tyrosine Kinase), qui amplifie le signal 

intracellulaire. SYK active ensuite plusieurs voies : 

• BTK (Bruton’s Tyrosine Kinase), essentielle à la transmission du signal BCR, 

• PLCγ2 (phospholipase C gamma 2), qui génère des seconds messagers (DAG et IP3) 

activant la voie calcique et NFAT, 

• Ainsi que les voies MAPK (ERK1/2) et PI3K/AKT, qui régulent respectivement la 

prolifération et la survie cellulaire. 

Au cours du développement normal des lymphocytes B, chaque cellule génère un BCR 

unique par recombinaison somatique des segments génétiques V(D)J des chaînes lourdes des 

immunoglobulines (IGHV). Après cette étape, certains lymphocytes B rencontrent leur antigène 

dans un centre germinatif, où ils subissent des mutations somatiques ciblées dans le gène IGHV 

afin d’améliorer l’affinité de leur BCR — un processus appelé hypermutation somatique423,424. 

Ainsi dans la LLC, on distingue les Patients M-CLL (IGHV muté) et U-CLL (IGHV non muté). 

Les patients M-CLL (IGHV muté), présentent des cellules leucémiques dérivant de 

lymphocytes B ayant rencontré un antigène et subi une maturation dans le centre germinatif. 

Les patients U-CLL (IGHV non muté), présentent quant à eux des cellules qui n'ont pas subi ce 

processus, reflétant une activation antigène-indépendante ou extra-germinative. Les cellules 

dites U-CLL (non mutées) présentent une activation plus soutenue du BCR, même en l'absence 

d’antigène. Cette signalisation "tonique" entraîne une stimulation continue des voies de survie 

cellulaire comme celles impliquant BTK ou PI3Kδ, ce qui favorise la prolifération et la 

persistance des cellules leucémiques. C’est en grande partie ce qui explique leur phénotype plus 

agressif comparé aux cellules M-CLL (mutées), qui ont généralement traversé un centre 

germinatif et montrent une signalisation BCR plus régulée423,425,426. Cette différence a des 

implications thérapeutiques directes : les cellules U-CLL, fortement dépendantes de la 
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signalisation BCR, sont souvent plus sensibles aux inhibiteurs ciblant BTK (comme l’ibrutinib) 

ou PI3Kδ (comme l’idelalisib), qui perturbent ces signaux de survie. En revanche, les M-CLL, 

moins activées via le BCR, peuvent présenter une réponse plus modérée à ces 

inhibiteurs427,428,428. 

ii. La voie PI3K-Akt-mTOR 

La voie PI3K/AKT/mTOR est activée en aval du BCR, mais aussi par d’autres 

récepteurs comme CD40, BAFF-R ou les intégrines. La PI3K (phosphoinositide 3-kinase), en 

particulier son isoforme PI3Kδ, convertit le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en 

PIP3, un second messager lipidique. PIP3 recrute PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-

1) et AKT (aussi appelée PKB pour Protéine Kinase B) à la membrane plasmique. Une fois 

phosphorylé, AKT devient actif et inhibe plusieurs effecteurs pro-apoptotiques comme BAD 

(Bcl-2-associated death promoter), FOXO1 (Facteur de transcription pro-apoptotique) et 

GSK3β (une kinase qui régule la transcription, le cycle cellulaire, le métabolisme ou encore la 

voie Wnt). AKT active également mTORC1, un complexe kinase central dans la régulation de 

la croissance, de la biosynthèse protéique (via S6K1 et 4EBP1) et de l’autophagie430,431,432. Dans 

les cellules B de LLC, cette voie est systématiquement suractivée, contribuant à leur survie 

prolongée426,433. 

iii. Les facteurs de transcription NF-kB et NFAT 

Le facteur de transcription NF-κB est un régulateur essentiel des gènes impliqués dans 

l’inflammation, la survie et la prolifération. Dans sa forme inactive, NF-κB est retenu dans le 

cytoplasme par l’inhibiteur IκBα. L’activation de la voie canonique (via IKKβ/NEMO) conduit 

à la phosphorylation et à la dégradation d’IκBα, libérant NF-κB (souvent le dimère p50/RelA) 

qui migre dans le noyau pour activer la transcription de gènes cibles. Dans les lymphocytes B 

de LLC, cette voie est activée de manière constitutive par la signalisation BCR, le CD40L 

(exprimé par les cellules T), le Toll-Like Receptor 9 (TLR9) et les interactions avec le 

microenvironnement (intégrines VLA-4, chemokines, etc.)434,435. De plus, l’activation 

chronique de NF-κB régule l’expression de gènes tels que BCL2, MCL1, IL6 et TNFA, 

renforçant la survie et l’inflammation locale436. 

En parallèle de NF-κB, le facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of Activated 

T-cells) constitue un autre pivot transcriptionnel activé en aval de la signalisation BCR dans les 

cellules B de la LLC. Plus spécifiquement, la voie calcium–calcineurine déclenche la 
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déphosphorylation de NFAT2, facilitant sa translocation nucléaire. Dans les cellules B-LLC, 

NFAT2 est surexprimé de manière constitutive et localisé partiellement dans le noyau, même 

sans stimulation antigénique, suggérant un état pré-activé de la voie437. Cependant, seule la 

stimulation par l’IgM induit une augmentation marquée de l’activité transcriptionnelle de 

NFAT2 dans les cellules dites “répondeuses”, en lien avec une survie cellulaire accrue et un 

pronostic clinique défavorable. L’inhibition pharmacologique sélective de NFAT via le peptide 

VIVIT bloque cette activation, supprime la transcription de cibles telles que CD23, et annule 

l’avantage de survie induit par le BCR, simulant ainsi un phénotype “non-répondeur”437. Ces 

résultats démontrent l’implication fonctionnelle de NFAT2 dans la persistance des cellules B-

LLC et désignent l’axe BCR–NFAT comme une cible thérapeutique prometteuse. 

iv. La voie Wnt/β-caténine 

La voie Wnt constitue un réseau signalétique clé impliqué dans la régulation de la 

prolifération, la survie, la migration et l'adhésion cellulaire. Dans la LLC, cette voie est activée 

par des ligands Wnt présents dans le microenvironnement, mais aussi produits de manière 

autocrine par les cellules B leucémiques elles-mêmes438,439,440. 

Il existe deux grandes modalités de transduction du signal Wnt : la voie canonique, 

dépendante de la β-caténine, et la voie non-canonique, indépendante de celle-ci. Dans la voie 

canonique, des ligands tels que Wnt3A se lient aux récepteurs Frizzled et aux co-récepteurs 

LRP5/6, ce qui inhibe le complexe de dégradation (formé par GSK3β, CK1, Axin et APC) 

responsable de la phosphorylation et de la dégradation de β-caténine441,442. L’inhibition du 

complexe de dégradation permet l’accumulation de β-caténine dans le cytoplasme, sa 

translocation vers le noyau, puis l’activation transcriptionnelle de gènes cibles via des 

partenaires tels que TCF/LEF, NF-κB, FOXO ou SOX. La β-caténine transloquée dans le noyau 

régule des gènes impliqués dans la migration (CXCR4), la prolifération (MYC) et la résistance 

au stress. Ce type de signalisation est particulièrement actif dans la niche ganglionnaire ou 

médullaire438,439. 

Cependant, les travaux sur la LLC ont mis l’accent sur la signalisation non canonique 

de Wnt, qui semble jouer un rôle plus central que la voie canonique dans la régulation des 

propriétés invasives et migratoires des cellules leucémiques. En particulier, les travaux de Yu 

et al. (2016) ont mis en évidence un mécanisme crucial dans lequel le ligand Wnt5a induit 

l’oligomérisation des récepteurs orphelins ROR1 et ROR2, formant un complexe ROR1/ROR2. 

Ce complexe recrute des facteurs d’échange de guanine (GEFs), activant les GTPases RhoA et 
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Rac1, qui orchestrent la migration directionnelle et la prolifération des cellules leucémiques. 

Ce processus peut être bloqué par UC-961 (cirmtuzumab), un anticorps anti-ROR1, démontrant 

l’importance fonctionnelle de cette voie dans la pathogénie de la LLC443. De plus, les travaux 

de Kaucka et al. (2013) ont révélé que la signalisation PCP (Planar Cell Polarity), une branche 

non canonique du réseau Wnt, est également activée dans la LLC. Ils ont montré une 

surexpression des composants clés de cette voie tels que Vangl2, Prickle1, FZD3, FZD7, Celsr1 

et les protéines Disheveled (Dvl2/3) dans les cellules B leucémiques. Leur activation favorise 

la migration directionnelle, l’invasion transendothéliale et la colonisation des niches 

ganglionnaires. Les inhibiteurs de cette voie, notamment contre CK1ε ou Rho/ROCK, altèrent 

significativement ces capacités migratoires. Ces observations soutiennent un rôle fonctionnel 

du programme PCP dans l’interaction pathogène entre les cellules de LLC et leur 

microenvironnement444. 

Très importante pour la voie Wnt canonique, la β-caténine est une protéine 

multifonctionnelle dont le rôle est central dans deux processus cellulaires majeurs : l’adhésion 

cellulaire et la régulation transcriptionnelle. Dans le cadre de l’adhésion, la β-caténine joue un 

rôle structural essentiel en s’associant au domaine cytoplasmique des cadhérines, des molécules 

d’adhésion calcium-dépendantes présentes à la surface des cellules. En se liant aux cadhérines, 

la β-caténine permet l’ancrage de ces dernières au cytosquelette d’actine via la α-caténine, 

stabilisant ainsi les jonctions adhérentes et maintenant l’intégrité des tissus. Cette fonction 

adhésive contraste avec son rôle dans la signalisation Wnt, où, en l'absence de dégradation, la 

β-caténine cytosolique s’accumule et transloque dans le noyau pour activer la transcription de 

gènes cibles. De manière intéressante, de récents travaux issus de notre laboratoire ont mis en 

évidence un rôle bifonctionnel de la β-caténine selon sa localisation cellulaire dans les cellules 

de LLC. En présence du complexe de dégradation, la β-caténine est rapidement 

polyubiquitinylée, après phosphorylation sur ses résidus S33, S37, T41 et S45, et dégradée par 

le protéasome. A l’aide du mutant S45A de la β-caténine (non phosphorylable et s’accumulant 

dans le cytoplasme), les travaux de Mihoub et al. ont permis de mettre en évidence un 

différentiel de localisation de la β-caténine dans les cellules B en fonction de leur adhésion à 

des cellules du microenvironnement. Ces travaux mettent également en lumière l’implication 

de signaux solubles tels que CXCL12 dans l’activation de gène de survie (cyclin D1) et 

l’implication de jonctions cellulaires via les intégrines essentiels pour l’adhésion cellulaire445. 

La figure 11 schématise le rôle de la β-caténine dans la survie des cellules B-LLC et met en 
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lumière au travers de cet exemple de signalisation le caractère dynamique du dialogue entre 

microenvironnement et cellules leucémiques dans la LLC446. 

Figure 11 : Représentation schématique du rôle de la β-caténine dans la survie des cellules 

B-LLC. L’inhibition de la protéine GSK-3β dans les cellules B-LLC par divers stimuli du 

microenvironnement empêche la phosphorylation et la dégradation de la β-caténine et conduit à son 

accumulation (flèches vertes). La β-caténine est recrutée à la membrane et stabilise des structures 

d’adhésions dépendantes des cadhérines. En parallèle, BTK peut phosphoryler la β-caténine sur la 

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

gènes cibles impliqués dans la prolifération et la survie des cellules B-LLC. L’activation du BCR et la 

liaison CXCL12/CXCR4 participent à la stabilisation de la β-caténine. Par ailleurs, le facteur C1q 

produit à la suite de la signalisation stromales Notch2 contribue également à la stabilisation de la β-

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

Ainsi, au travers de ces différentes voies de signalisation, il apparaît de plus en plus 

clairement que la pathophysiologie de la LLC repose sur des altérations intrinsèques des 

cellules B leucémiques, mais aussi sur un dialogue étroit et dynamique avec son 

microenvironnement.  



Page 86 sur 273 
 

C. Le microenvironnement tumoral de la LLC 

À l’interface entre support et signalisation, le microenvironnement constitue un réseau 

complexe d’interactions et il offre non seulement un refuge protecteur aux cellules malignes, 

mais influence également leur comportement biologique. La figure 12 représente une vue 

d’ensemble des différents acteurs du microenvironnement LLC et leurs impacts sur les cellules 

leucémiques. Dans les sections suivantes, nous allons explorer en détail la composition de ce 

microenvironnement, ses compartiments anatomiques distincts, ainsi que les mécanismes 

moléculaires impliqués dans ce dialogue tumoral-stromal essentiel à la physiopathologie de la 

LLC. 

Figure 12 : Vue d’ensemble du microenvironnement LLC et rôle des acteurs cellulaires sur 

les cellules B leucémiques. La composante cellulaire du microenvironnement LLC comprend différents 

types cellulaires : Lymphocytes T (Tfh, TCD8+, Treg), Natural Killer (NK), Monocytes, Nurse Like Cells 

(NLC), Cellules Myéloïdes Suppressives (MDSC), Cellules dendritiques (DC), Cellules Stromales 

Mésenchymateuses (MSC) et Follicular Reticular Cell (FRC). Par le biais de facteurs solubles et de 

contacts directs, l’ensemble de ces cellules communiquent avec les cellules B de LLC (représenté en 

bleu au centre de l’image). Ces interactions contribuent à la suppression immunitaire et au recrutement 
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de cellules participant à la survie et la prolifération des cellules leucémiques. Figure réalisée avec 

BioRender.com. 

i. Composition du TME 

a. LES CELLULES IMMUNITAIRES 

Les cellules T CD4⁺, notamment les T helper folliculaires (Tfh), sont des régulateurs 

essentiels de la réponse immunitaire adaptative. Dans la LLC, ces cellules sont détournées de 

leur rôle normal pour favoriser la survie des cellules B leucémiques, faisant d’elles des 

modulateurs coopératifs de la niche tumorale. Par le biais de l’expression de CD40L, elles 

interagissent avec le CD40 exprimé à la surface des cellules B, déclenchant l’activation des 

voies NF-κB et MAPK qui favorisent la prolifération et l’évasion apoptotique des cellules 

tumorales. Par ailleurs, les Tfh produisent de l’IL-4, de l’IL-21, et parfois de l’IFN-γ, qui 

renforcent l’expression de gènes de survie et de prolifération dans les B-LLC447. 

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) - exprimant le CD4, le CD25 et FOXP3 – sont 

significativement enrichis dans le sang et les ganglions des patients atteints de LLC448,449,450. 

Leur expansion est stimulée par l’environnement tumoral, notamment via l’IL-10 et le TGF-β 

produits par les cellules stromales, les cellules B de LLC et les exosomes tumoraux. Véritables 

gardiens de l’immunosuppression, les Tregs inhibent l’activation des cellules T cytotoxiques et 

des cellules NK, empêchant ainsi toute attaque immunitaire efficace contre les cellules 

leucémiques. Leur accumulation est corrélée à une progression plus rapide de la maladie451. 

Bien que présents dans la circulation, les lymphocytes T CD8⁺ dans la LLC sont 

fonctionnellement épuisés et affichent des marqueurs d’anergie tels que PD-1, LAG-3, et TIM-

3. « Soldats » épuisés de la surveillance immunitaire, leur perte de fonction cytotoxique est en 

partie orchestrée par les exosomes tumoraux, qui altèrent l’activation des T effecteurs, et par 

les signaux suppressifs des MDSC et des Tregs452. 

Les cellules Natural Killer (NK), normalement capables d’éliminer des cellules 

tumorales sans présentation antigénique, sont présentes dans la LLC mais affichent une activité 

cytotoxique réduite. L'expression aberrante de HLA-G et de ligands de récepteurs inhibiteurs 

(ex. NKG2A) sur les B-LLC contribue à leur paralysie fonctionnelle. Les exosomes sécrétés 

par les cellules B leucémiques modulent également l’expression des récepteurs activateurs sur 

les NK453. 
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Les cellules dendritiques (DC), sentinelles du système immunitaire, sont dans la LLC 

souvent immatures et adoptent un phénotype tolérant. Elles expriment faiblement les molécules 

de co-stimulation (CD80/CD86), produisent peu d’IL-12, et orientent préférentiellement les 

réponses immunitaires vers l’induction de Tregs. Ainsi, elles ne jouent pas leur rôle de pont 

entre immunité innée et adaptative, mais plutôt de modulateurs passifs de la tolérance locale451. 

Enfin, les MDSC (Myeloid-Derived Suppressor Cells), cellules myéloïdes immatures, 

sont accrues dans la LLC. Elles suppriment la prolifération des T effecteurs via la production 

d’arginase-1, NO, IL-10, ROS, et TGF-β. Elles participent à l’immunosuppression systémique, 

soutiennent les Tregs et favorisent l’angiogenèse et la progression tumorale454. 

b. LES CELLULES STROMALES 

Le microenvironnement tumoral de la LLC repose en grande partie sur une architecture 

stromale spécialisée qui façonne une niche protectrice et trophique pour les cellules B 

leucémiques. Parmi ces cellules, les Nurse-Like Cells (NLC), les Fibroblastic Reticular Cells 

(FRC) et les Mesenchymal Stromal Cells (MSC) occupent des rôles complémentaires mais 

convergents dans la modulation de la survie, de la migration et de la chimiorésistance des 

cellules malignes. 

i. Les Nurse-Like Cells (NLC) 

Les Nurse-Like Cells (NLC) sont, par origine et nature, des cellules immunitaires, plus 

précisément des macrophages dérivés de monocytes CD14⁺ 455,456. Elles sont principalement 

décrites dans des contextes pathologiques, en particulier la LLC, où elles remplissent un rôle 

similaire à celui des TAMs dans les cancers solides ; certains travaux suggèrent également que 

des cellules présentant des caractéristiques proches des NLC pourraient émerger dans des états 

inflammatoires chroniques, comme en témoigne leur description dans la polyarthrite 

rhumatoïde457. Dans le contexte de la LLC, les NLC acquièrent des fonctions typiquement 

associées aux cellules stromales. Cette identité fonctionnelle hybride les rend parfois ambiguës 

et en font d’elles des cellules de soutient essentielles aux cellules B de LLC456,458. Les Nurse-

Like Cells (NLC) dérivent de monocytes CD14⁺ du sang périphérique qui, au contact des 

cellules B leucémiques, subissent une différenciation spontanée en macrophages à polarisation 

M2-like459. Ce processus, observé aussi bien in vitro qu’in vivo, reflète l’influence directe de la 

niche tumorale sur la plasticité du compartiment myéloïde458,460. 



Page 89 sur 273 
 

Phénotypiquement, les NLC expriment des marqueurs caractéristiques des macrophages 

alternatifs, tels que CD68, CD163, et CD206, ainsi que des molécules d’activation comme 

CD14 et HLA-DR. Ces marqueurs soulignent à la fois leur origine monocytaire et leur capacité 

à interagir avec les cellules B-LLC via des mécanismes de présentation d’antigènes ou de 

signalisation directe461. 

Sur le plan fonctionnel, les NLC sont de puissants fournisseurs de signaux de survie 

pour les cellules B leucémiques. Elles sécrètent en grande quantité des facteurs trophiques tels 

que BAFF (B-cell Activating Factor) et APRIL (A Proliferation-Inducing Ligand), qui agissent 

via les récepteurs BAFF-R et TACI exprimés sur les B-LLC. Cette signalisation active les voies 

NF-κB et PI3K/AKT, entraînant une surexpression de gènes anti-apoptotiques comme BCL2 et 

MCL1, et conférant aux cellules tumorales une résistance accrue à l’apoptose456. 

Les NLC produisent également des chimiokines et cytokines immunomodulatrices, 

notamment CXCL12, qui interagit avec CXCR4 sur les cellules B-LLC pour renforcer leur 

ancrage dans la niche et activer des cascades de survie intracellulaire. D’autres molécules 

comme IL-10, CCL3, et CCL4 participent à la modulation du microenvironnement immunitaire 

local, favorisant la polarisation des lymphocytes T vers un profil régulateur et l’inhibition des 

effecteurs cytotoxiques459,460. 

Au-delà de leur rôle sécrétoire, les NLC participent activement à la résistance 

thérapeutique. En co-culture, elles protègent les cellules B-LLC de l’action de nombreux agents 

cytotoxiques, notamment la fludarabine, le venetoclax (inhibiteur de BCL2), ou encore 

l’ibrutinib (inhibiteur de BTK). Cette protection repose à la fois sur la stabilisation des protéines 

anti-apoptotiques (comme MCL1) et sur l’activation de voies de contournement métabolique, 

telles que l’autophagie ou le métabolisme mitochondrial oxydatif 462. 

Enfin, les NLC participent à la désorganisation du tissu lymphoïde normal. Dans les 

ganglions infiltrés par les B-LLC, elles forment des réseaux cellulaires diffus, qui perturbent la 

topographie classique des zones B et T, limitent la circulation des lymphocytes naïfs, et 

facilitent l’installation de niches aberrantes favorables à l’expansion clonale tumorale459. 

ii. Les Fibroblastic Reticular Cells (FRC) 

Si les NLC, dérivées du compartiment myéloïde, incarnent une forme de plasticité 

immunitaire réorientée au service du soutien tumoral, d'autres cellules d'origine 

mésenchymateuse contribuent également à façonner la niche leucémique. C’est notamment le 
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cas des Fibroblastic Reticular Cells (FRC), dont le réseau dense et spécialisé structure 

l’environnement ganglionnaire et en régule finement les flux cellulaires et moléculaires463,464. 

Localisées principalement dans la zone T des ganglions lymphatiques, ces cellules 

mésenchymateuses non hématopoïétiques forment un réseau tridimensionnel réticulé, essentiel 

à l’organisation spatiale des cellules immunitaires et à la coordination des signaux de migration 

et de survie463. 

Phénotypiquement, les FRC se distinguent par l’expression de gp38 (podoplanine) et 

d’antigènes matriciels tels que ER-TR7, tout en étant négatives pour les marqueurs 

hématopoïétiques (CD45) et endothéliaux (CD31)463,465. Leur matrice extracellulaire, riche en 

collagène et en glycoprotéines, sert de support mécanique mais aussi de canalisation pour les 

flux de cytokines et d’antigènes, facilitant la signalisation à distance dans le ganglion. 

Dans un contexte normal, les FRC produisent des chimiokines telles que CCL19, 

CCL21 et CXCL12, qui assurent le positionnement correct des lymphocytes T et B au sein des 

compartiments ganglionnaires. Elles contribuent aussi à la circulation et à la rétention des 

lymphocytes, en modulant la barrière des cellules endothéliales à haute perméabilité (HEV) et 

en créant des gradients chimiotactiques adaptés à chaque sous-population immunitaire466. 

Cependant, dans la LLC, cette organisation est profondément altérée. L’infiltration massive de 

cellules B leucémiques provoque un remodelage pathologique du réseau FRC, avec perte de 

polarisation, dérégulation transcriptionnelle et hyperproduction de CCL21. Ce dérèglement 

entraîne une séquestration aberrante des cellules B tumorales dans des niches désorganisées, 

favorisant leur persistance et perturbant la circulation normale des lymphocytes au sein du 

ganglion459. 

Les FRC contribuent également de manière directe à la survie des cellules B-LLC. Par 

la sécrétion de CXCL12, elles activent CXCR4 sur les cellules tumorales, déclenchant des 

cascades intracellulaires de type AKT et ERK, connues pour leur rôle anti-apoptotique467). Par 

ailleurs, sous l’influence de signaux inflammatoires locaux, les FRC peuvent subir une 

reprogrammation métabolique (ex. glycolyse accrue, activité mitochondriale modifiée) qui 

altère leur profil de sécrétion et renforce leur rôle trophique vis-à-vis des cellules tumorales468. 

En réponse à la présence prolongée de cellules B-LLC, les FRC expriment également des 

récepteurs sensibles à la lymphotoxine (LTα/β) et au TNF-α, sécrétés par les cellules tumorales. 

Cette activation stimule leur expansion et leur différenciation, amplifiant le maillage stromal et 

favorisant ainsi la création de niches de survie auto-renforcées466. 
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iii. Les Mesenchymal Stromal Cells (MSC) 

Tandis que les FRC jouent un rôle fondamental dans la structuration des niches 

ganglionnaires, le compartiment médullaire repose sur une autre population stromale aux 

fonctions tout aussi déterminantes : les Mesenchymal Stromal Cells (MSC). Dérivées de 

cellules mésenchymateuses multipotentes, les MSC forment un réseau de soutien tissulaire 

capable de moduler à la fois la biologie cellulaire, le métabolisme, et l’immunité 

locale469,470,471,472. Loin de se limiter à une fonction architecturale, ces cellules constituent un 

élément actif de la niche tumorale, contribuant à la survie, à la migration et à la résistance 

thérapeutique des cellules B leucémiques. 

Phénotypiquement, les MSC sont définies par la co-expression de CD73, CD90 et 

CD105, tout en étant négatives pour les marqueurs hématopoïétiques CD45, endothéliaux 

CD31, et progéniteurs CD34. Ces cellules sont capables de se différencier en ostéoblastes, 

chondrocytes et adipocytes, mais dans le contexte leucémique, leur fonction principale est 

d’orchestrer l’environnement médullaire tumoral473. 

Les MSC sécrètent une gamme étendue de facteurs solubles jouant un rôle crucial dans 

le soutien des B-LLC. Parmi eux, la chimiokine CXCL12 (SDF-1) est particulièrement 

importante : en interagissant avec CXCR4 sur les cellules B leucémiques, elle dirige leur 

migration vers les niches protectrices de la moelle osseuse. Cette interaction déclenche 

l’activation des voies PI3K/AKT et MAPK, qui favorisent la survie et la prolifération tumorale, 

tout en limitant la sensibilité aux agents cytotoxiques468. D’autres cytokines telles que l’IL-6, 

l’IL-8, le VEGF, et le TGF-β participent à la constitution d’un environnement 

immunomodulateur et anti-apoptotique. En particulier, l’IL-6 stimule la voie JAK/STAT3, 

contribuant à l’expansion clonale des cellules B et à leur protection contre l’apoptose, y compris 

lors de traitements par venetoclax ou ibrutinib471,474. 

Outre leur rôle sécrétoire, les MSC interagissent directement avec les cellules B-LLC 

via des molécules d’adhésion telles que VCAM-1, ICAM-1, et fibronectine, établissant des 

contacts prolongés qui amplifient la signalisation pro-survie. Ces interactions physiques 

renforcent la résistance à l’apoptose, via l’activation de voies comme FAK, ERK, ou encore 

NF-κB, et miment des signaux issus de la stimulation antigénique du BCR475. 

Un aspect particulièrement remarquable du soutien MSC est leur capacité à 

reprogrammer le métabolisme des cellules B-LLC. Plusieurs études ont démontré que les MSC 

peuvent transférer des mitochondries fonctionnelles aux cellules leucémiques, via des tunneling 
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nanotubes ou des vésicules extracellulaires, améliorant leur respiration mitochondriale et leur 

résistance au stress oxydatif. Cette plasticité métabolique permet aux B-LLC de survivre en 

conditions hostiles, notamment lors de l’exposition aux agents thérapeutiques ou en milieu 

hypoxique476,477. 

Enfin, les MSC jouent un rôle central dans la régulation du compartiment immunitaire 

local, en orchestrant un environnement tolérant favorable à la persistance tumorale. Une de 

leurs fonctions majeures est l’inhibition de l’activation des lymphocytes T effecteurs, 

notamment par la sécrétion de TGF-β, IL-10, et de prostaglandines, ainsi que par l’expression 

de molécules immunosuppressives telles que PD-L1. Ces signaux inhibent la prolifération des 

lymphocytes T CD8⁺ et limitent leur capacité cytotoxique, ce qui contribue à l’évasion 

immunitaire des cellules B-LLC478,479. Parallèlement, les MSC favorisent l’expansion des 

lymphocytes T régulateurs. Cette induction s’opère via des voies de signalisation dépendantes 

de TGF-β/Smad et de l’IL-2, et peut être amplifiée par des interactions via CD39/CD73, des 

ectoenzymes qui produisent de l’adénosine, un puissant immunomodulateur480. 

ii. Niche médullaire et ganglionnaire 

Les niches tumorales, principalement localisées dans les ganglions lymphatiques et la 

moelle osseuse, offrent aux cellules B leucémiques un cadre spatial et moléculaire protecteur. 

Elles conditionnent fortement leur comportement biologique — qu’il s’agisse de prolifération, 

de quiescence ou de résistance aux traitements. Loin d’être de simples sites d’accumulation 

cellulaire, ces niches sont dynamiques et participent activement à l’évolution clonale et à la 

persistance de la maladie456,481. 

Dans les ganglions lymphatiques, les cellules B-LLC se regroupent dans des zones 

spécifiques appelées centres de prolifération (ou pseudo-centres germinatifs), où elles 

interagissent avec un réseau dense de cellules immunitaires et stromales482,483,484. Parmi les 

acteurs clés de cette niche ganglionnaire figurent les cellules T auxiliaires folliculaires (Tfh), 

les cellules dendritiques et les NLCs. Ces cellules du microenvironnement libèrent une 

multitude de signaux solubles — comme CD40L, IL-4, BAFF, APRIL et CCL21 — qui 

soutiennent la survie et stimulent la prolifération des cellules B-LLC via l’activation des voies 

BCR, NF-κB, PI3K-AKT-mTOR et NOTCH1456,481,484. De plus, ce dialogue moléculaire 

constant induit une reprogrammation transcriptionnelle et métabolique, favorisant notamment 

l'utilisation accrue du glucose et de la glutamine dans un environnement local hypoxique, tel 

que démontré dans des modèles ex-vivo mimant les niches ganglionnaires485. Ce remodelage 
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métabolique participe à la plasticité des cellules B-LLC et à leur capacité à contourner les 

pressions thérapeutiques et immunitaires, favorisant l’émergence de clones plus agressifs. Ce 

contexte niche-dépendant induit une plasticité transcriptionnelle et épigénétique des cellules B-

LLC, leur conférant une résistance accrue aux agents thérapeutiques et une capacité d’évasion 

immunitaire. Par ailleurs, la niche ganglionnaire est le site de la sélection clonale sous pression 

immunitaire et thérapeutique, et l’observation histologique de centre de prolifération dans les 

ganglions est associée à une évolution plus agressive de la maladie486. 

En parallèle, la moelle osseuse constitue une autre niche stratégique, où les cellules B-

LLC adoptent un comportement bien différent. Ici, elles entrent dans un état de quiescence, 

caractérisé par une faible activité proliférative mais une forte résistance à l’apoptose. Cette 

niche médullaire repose en grande partie sur les cellules stromales mésenchymateuses (MSC), 

qui orchestrent un environnement riche en CXCL12, IL-6, TGF-β et VEGF487. Ces cellules 

stromales assurent l’ancrage des cellules B-LLC via l’axe CXCL12/CXCR4 et les intégrines 

VLA-4/VCAM-1, tout en modulant leur environnement redox par transfert mitochondrial, 

réduisant ainsi le stress oxydatif et favorisant leur survie à long terme488,489,490. Par ailleurs, Le 

transfert mitochondrial décrit par plusieurs équipes suggère un soutien énergétique direct de 

l’environnement aux cellules tumorales491. Cette niche agit donc comme un refuge protecteur, 

où les cellules peuvent persister sous une forme résiduelle, souvent indétectable, malgré un 

traitement efficace. Elle joue un rôle central dans la constitution d’un réservoir leucémique 

capable de relancer la maladie après une phase de rémission, contribuant ainsi aux rechutes 

tardives492. 

Ainsi, dans la LLC, le microenvironnement tumoral est le siège d’interactions 

bidirectionnelles complexes entre les cellules B leucémiques et les cellules non malignes qui 

les entourent. De nombreuses données expérimentales indiquent que les cellules tumorales ne 

subissent pas passivement leur environnement, mais qu’elles contribuent activement à le 

façonner en modulant le phénotype et la fonction des cellules stromales et immunitaires. Cette 

plasticité environnementale peut être étudié plus finement au travers des différents types 

cellulaires décrit précédemment. Cependant, l’analyse fonctionnelle de ces interactions reste 

toutefois limitée par la difficulté d’obtenir et de maintenir en culture certaines de ces cellules 

du microenvironnement issues de patients atteints de LLC. C’est pour cela que de nombreux 

modèles cellulaires ont été généré pour pallier au manque des échantillons biologique. 



Page 94 sur 273 
 

D. Un modèle d’étude de la reprogrammation stromale 

i. Des lignées pour mimer le stroma LLC  

Dans le cadre des études in vitro portant sur la LLC, de nombreuses lignées cellulaires 

stromales ont été développées afin de reproduire les caractéristiques fonctionnelles du 

compartiment stromal observé in vivo. Ces lignées permettent de modéliser les interactions 

dynamiques entre les cellules B leucémiques et leur microenvironnement, et de mieux 

comprendre les mécanismes de soutien, de protection et de signalisation qui contribuent à la 

survie et à la progression tumorale. Elles constituent une alternative précieuse aux cultures 

primaires, souvent limitées par la disponibilité restreinte du matériel patient, la variabilité 

interindividuelle et la difficulté à maintenir un phénotype stable sur le long terme. Les modèles 

stromaux disponibles se répartissent principalement en deux catégories : les lignées d’origine 

murine et les lignées d’origine humaine. 

Les lignées murines, comme MS-5 ou M2-10B4, ont été largement utilisées pour leur 

robustesse en culture et leur capacité à soutenir la viabilité des cellules leucémiques humaines 

dans des systèmes de coculture, y compris dans des configurations tridimensionnelles ou des 

modèles de xénogreffe493,494. Bien qu’elles offrent une bonne stabilité expérimentale, leur 

origine murine impose certaines limites, notamment en ce qui concerne la fidélité des 

interactions moléculaires intercellulaires, en raison de divergences d’espèce dans les récepteurs, 

les ligands ou les facteurs solubles493,495. 

A l’inverse, les lignées humaines, telles que les lignées HS-5 et HS-27a 496, représentent 

des outils efficaces pour modéliser le microenvironnement stromal humain dans la LLC. Les 

travaux de l’équipe de Mauro Krampera, publié en 2020, ont mis en évidence la capacité de ces 

lignées à imiter les fonctions des MSC primaires précédemment décrites. Ils ont notamment 

démontré la capacité de ces cellules à exprimer certaines cytokines, facteurs de croissance et 

molécules d’adhésions essentiels pour les cellules leucémiques497. Dérivées de la moelle 

osseuse humaine, l’utilisation des HS-5 et des HS-27a comme modèle fibroblastes stromaux de 

la moelle osseuse est à ce jour bien établit dans l’étude de la LLC. Par ailleurs, des études 

récentes, synthétisé par K. Miari et M. Williams en 2023, ont renforcé l’intérêt de ces lignées 

en démontrant leur capacité à favoriser la progression tumorale et la chimiorésistance dans 

d’autres hémopathies telles que la Leucémie Aigüe Myéloïde (AML)498. 

Au travers des différentes lignées disponible pour étudier finement le compartiment 

stromal mésenchymateux dans un contexte de LLC, il apparaît clairement que la lignée 
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cellulaire HS-5 constitue un modèle expérimental pertinent pour étudier la niche médullaire 

dans la LLC. Bien qu’elle ne possède pas l’ensemble du potentiel différenciatif des cellules 

stromales mésenchymateuses (MSC) primaires—en particulier son incapacité à initier une 

différenciation adipocytaire ou chondrogénique— la lignée HS-5 conserve une plasticité 

fonctionnelle et exprime plusieurs marqueurs typiques des MSC humains tels que CD73, CD90, 

et CD105 497. Dans le contexte de la LLC, où les cellules tumorales dépendent étroitement de 

leur microenvironnement pour maintenir un phénotype résistant aux traitements et éviter 

l’apoptose, la lignée HS-5 permet de mimer les interactions paracrines et immunomodulatrices 

spécifiques au stroma médullaire499. 

ii. Un dialogue entre HS-5 et B-LLC 

L’intérêt pour la lignée HS-5 s’est accru à la lumière de nombreuses études décrivant 

son influence directe sur le comportement des cellules B-LLC. Des travaux récents ont mis en 

évidence la richesse du dialogue bidirectionnel entre les cellules stromales HS-5 et les cellules 

leucémiques, reposant à la fois sur des contacts intercellulaires directs, la sécrétion de cytokines 

et de facteurs solubles, ainsi que la libération de vésicules extracellulaires492,500. Ce réseau 

complexe d’interactions permet aux HS-5 de remodeler profondément le phénotype des cellules 

B-LLC et de leur conférer des propriétés de survie accrues face à des stress environnementaux 

ou thérapeutiques. 

L’une des conséquences les plus étudiées de cette interaction est la réduction marquée 

de l’apoptose des cellules B-LLC lorsqu’elles sont cultivées en présence de HS-5 445. Cette 

protection repose sur l’activation de voies de signalisation pro-survie, notamment NF-κB, 

PI3K/AKT et MAPK, activées via des médiateurs comme BAFF et IL-6 492,501. 

En parallèle, les HS-5 favorisent une reprogrammation métabolique des cellules B-LLC, 

en stimulant la phosphorylation oxydative mitochondriale, un mécanisme qui permet aux 

cellules leucémiques de maintenir leur métabolisme énergétique même en condition de stress, 

et qui participe à leur persistance502. 

D’un point de vue immunologique, la coculture avec des HS-5 induit une modulation 

de l’expression de marqueurs d’échappement immunitaire, comme PD-L1, sur les cellules B-

LLC, réduisant leur reconnaissance par les lymphocytes T cytotoxiques503. De plus, 

l’expression par HS-5 de la protéine chaperonne BAG3 a été identifiée comme un régulateur 

essentiel du soutien stromal, sa suppression augmentant significativement l’apoptose des 

cellules leucémiques504. Enfin, plusieurs études ont démontré que la présence de HS-5 altère la 
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réponse thérapeutique des cellules B-LLC, en réduisant leur sensibilité à l’induction de 

l’apoptose par divers agents cytotoxiques ou inhibiteurs de voie492,505,506. 

iii. Education des cellules stromales  

Dans une pathologie comme la LLC, le microenvironnement est le produit direct d’une 

reprogrammation active orchestrée par les cellules tumorales. Les cellules B-LLC exercent une 

reprogrammation dirigée sur leur entourage cellulaire, transformant les cellules stromales 

médullaires en vecteurs de soutien tumorogénique. Cette capacité d’éducation repose sur un 

dialogue bidirectionnel, dans lequel les signaux échangés modulent réciproquement le 

phénotype et la fonction des deux types cellulaires. Ce phénomène a conduit à de nombreuses 

études, résumé en 2020 dans la revue de M. Mangolini et I. Ringhausen explorant les 

modifications transcriptionnelles, métaboliques et fonctionnelles des cellules B-LLC 

lorsqu'elles sont cultivées en présence de MSC507. L’activation de voies de signalisation telles 

que NF-κB, PI3K/AKT ou STAT3, l’augmentation de la résistance à l’apoptose, ou encore 

l’induction d’un métabolisme oxydatif mitochondrial ont été largement documentées dans les 

cellules B-LLC en présence de HS-5492,502,508. 

Néanmoins, il est essentiel de souligner que ces effets ne sont pas unilatéraux. Les 

changements dans les cellules B-LLC sont eux-mêmes souvent la conséquence de 

modifications préalables survenues dans les cellules stromales, elles-mêmes induites par 

l’exposition prolongée aux signaux leucémiques. Autrement dit, les cellules tumorales 

modèlent leur environnement pour que celui-ci produise ensuite les facteurs qui leur seront 

nécessaires. Les cellules B-LLC peuvent ainsi, par des signaux paracrines ou via des vésicules 

extracellulaires, imposer aux cellules stromales un programme transcriptionnel favorable à leur 

propre survie, comme en témoignent les augmentations de CXCL12, BAFF, ou encore de 

molécules immunosuppressives comme PD-L1491,509. 

Cette dynamique peut être comparée à celle d’un chef d’orchestre formant lui-même ses 

musiciens : les cellules B-LLC enseignent aux cellules du stroma comment produire les notes 

— cytokines, facteurs de croissance, signaux métaboliques — nécessaires à leur propre 

harmonie tumorale. Le stroma ainsi remodelé devient non seulement protecteur, mais aussi 

producteur actif des éléments clés de la persistance leucémique. 

De manière assez évidente, ces notions de reprogrammation et d’éducation du 

microenvironnement sont au cœur de nombreux travaux, et cela indépendamment de la 

pathologie. A cet effet, il me semble tout à fait juste de revenir sur deux exemples bien précis 
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de la littérature qui ont inspiré une partie de ce travail de thèse. Le premier exemple est celui 

des travaux de Kumagai et al. (2022), qui ont étudié le rôle de l’acide lactique dans le cancer 

du poumon non à petites cellules (NSCLC). Ils ont démontré que ce métabolite, produit par les 

cellules tumorales glycolytiques, module la réponse immunitaire en favorisant l’expression de 

PD-1 sur les cellules T régulatrices, contribuant ainsi à une niche immunosuppressive510. Le 

second exemple est celui des travaux de Geeraerts et al. (2021), qui s’inscrit dans un modèle de 

mélanome murin. Les auteurs y ont montré que le métabolisme des macrophages tumoraux 

conditionne leur fonction pro- ou anti-tumorale, notamment via leur réponse au lactate511. Ils 

démontrent qu’un métabolisme oxydatif favorise la formation de vaisseaux anormaux et la 

dissémination métastatique. Ces deux études, bien qu’ancrées dans des contextes pathologiques 

distincts, partagent cependant un point commun fondamental : le métabolisme cellulaire est un 

levier puissant de reprogrammation fonctionnelle dans le microenvironnement tumoral. 

Transposé à la LLC, cela nous a conduit à formuler des hypothèses concernant la capacité des 

cellules B-LLC à induire une reprogrammation des cellules stromales, notamment sur le plan 

métabolique. 
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Objectifs 

La Leucémie Lymphoïde Chronique (LLC) est une hémopathie maligne caractérisée par 

l’accumulation de lymphocytes B CD5⁺ dont la survie et la prolifération dépendent étroitement 

du microenvironnement tumoral. Les cellules B-LLC interagissent activement avec les cellules 

stromales environnantes qu’elles modifient à leur avantage pour favoriser leur propre 

développement. Cette capacité d’éducation du microenvironnement constitue une dimension 

clé de la physiopathologie de la LLC. 

Ce travail de thèse vise à explorer les mécanismes moléculaires par lesquels les cellules B-LLC 

reprogramment les cellules stromales. Pour cela, nous avons utilisé un modèle de coculture 

entre cellules leucémiques (lignées MEC-1, HG-3 ou cellules de patients) et la lignée de cellules 

stromales médullaires humaines HS-5. Cette étude s’articule autour de deux axes développés 

conjointement. 

Le premier axe s’intéresse à l’impact de cette interaction sur le métabolisme des cellules HS-5. 

Des analyses protéomiques précédemment réalisées au laboratoire ont révélé une modulation 

du taux de protéines mitochondriales et redox dans les cellules HS-5 cocultivées avec des 

cellules B-LLC. À partir de ces observations, nous avons cherché à identifier les voies 

métaboliques altérées par des signaux solubles émis par les cellules B-LLC et à évaluer les 

bénéfices que les cellules leucémiques pourraient tirer de cette reprogrammation, notamment 

en termes de soutien énergétique ou de survie. 

Le second axe explore les conséquences morphologiques et mécano-sensibles des contacts 

cellulaires. Nos travaux précédents ont mis en évidence une adhérence dynamique des cellules 

B-LLC aux cellules stromales, suggérant un dialogue mécanique actif. Dans ce contexte, la voie 

Hippo, connue pour sa sensibilité aux contraintes mécaniques, a été étudiée avec un focus 

particulier sur son effecteur final, le co-activateur transcriptionnel YAP. En modulant son 

expression (mutant actif YAP 5SA ou inhibition par shRNA), nous avons analysé son rôle dans 

l’organisation morphologique des cellules stromales, leur interaction avec les cellules B-LLC, 

ainsi que sur l’expression de molécules d’adhérence et de composants matriciels. 

En étudiant ces deux dimensions — métabolique et mécanique — cette thèse apporte un 

éclairage nouveau sur les stratégies mises en œuvre par les cellules B-LLC pour remodeler leur 

niche tumorale et assurer leur propre survie. 
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Matériels et Méthodes 

L’ensemble de la section matériels et méthodes décrite ci-après concerne exclusivement la 

partie II (Etude de la voie de signalisation Hippo) de ce travail de thèse. Les sections matériels 

et méthodes spécifiques de la partie I (Reprogrammation métabolique des cellules stromales) 

seront directement explicités dans l’article associé. 

Culture cellulaire 

Les cellules B primaires de LLC ont été recueillies auprès de patients après obtention de leur 

consentement éclairé lors de bilans effectués en routine à l’hôpital Avicenne (AP-HP, Bobigny, 

France). Tous les patients ont donné leur consentement écrit, validé par le comité d’éthique de 

l’hôpital Avicenne conformément à la Déclaration d’Helsinki. Les informations concernant les 

échantillons de patients utilisés dans le cadre de l’axe sont résumées dans le Tableau 1. 

Les cellules B primaires de LLC ont été isolées à partir d’échantillons sanguins frais en utilisant 

le kit d’isolement Pan B Cell (Miltenyi Biotech, Teterow, Allemagne) selon les instructions du 

fabricant. Les cellules B isolées ont été maintenues dans un milieu RPMI 1640 (Gibco) 

supplémenté avec 10 % de Sérum de Veau Fœtal (SVF, Gibco) et 1 % de 

pénicilline/streptomycine (Gibco), cultivées à 37 °C avec 5 % de CO₂ ou conservées congelées 

dans l’azote liquide dans un milieu composé de 10 % de DMSO dans du SVF. 

Les lignées des cellules de LLC MEC-1 et HG-3 ont été achetées auprès de la DSMZ (Berlin, 

Allemagne) et ont été cultivées de la même manière que les cellules B tumorales primaires. La 

lignée de cellules HS-5 a été achetée auprès de l’ATCC (Manassas, VA, États-Unis) et a 

également été cultivée comme les cellules B tumorales primaires. 

Lors des expériences de cocultures, les cellules stromales HS-5 et les cellules B-LLC ont été 

cultivées en contacts directs. Les cellules HS-5 ont été ensemencées 24 heures avant la 

coculture pour leur permettre d’adhérer. Les cellules B-LLC sont ensuite rajoutées à un ratio 

cellules HS-5/B-LLC de 1 :10 (sauf indication contraire) pour des durées variables selon les 

expériences. A l’issu des cocultures, les cellules de la fraction non-adhérente (cellules B-LLC) 

sont collectées directement. Les cellules de la fraction adhérente (mélange de cellules HS-5 et 

B-LLC) sont détachées des puits de culture à l’aide de Trypsine. Les cellules sont ensuite 

directement utilisées dans divers protocoles expérimentaux. Selon les besoins expérimentaux, 

le mélange de cellules stromale-BLLC retrouvé dans la fraction non-adhérente des cocultures 

est soumis à un tri magnétique pour séparer les cellules HS-5 des cellules B-LLC. 
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Un comptage cellulaire à l’aide du test d’exclusion au Bleu de Trypan a été utilisé pour établir 

les différentes cultures de manière standardisée. Après les cocultures, les cellules HS-5 et B-

LLC ont été récoltées et remises en suspension dans du milieu de culture. Un volume égal d’une 

solution de Bleu de Trypan (0,4%), préparée dans notre laboratoire en conditions stériles, a été 

mélangé à la suspension cellulaire (dilution 1:1). Les cellules viables (non colorées) et non 

viables (colorées en bleu) ont été comptées manuellement à l’aide d’une cellule de comptage 

de Malassez, sous microscope optique. Dans certains cas, le comptage a été réalisé de manière 

automatique par l’analyseur de viabilité cellulaire Vi-Cell® XR (Beckman Coulter), selon les 

recommandations du fabricant. 

 

UPN Genre Age (au 

diagnostic) 

Lymphocytose (109/L) Statut mutationnel IGHV 

438 H 44 94,24 UM 

095 H 58 39,01 M 

421 H 74 164,88 UM 

334 H 53 81,59 M 

198 H 60 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 48 104,3 UM 

053 H 46 115,55 UM 

388 F 61 116,16 M 

412 H 67 83,00 M 

446 H 61 151,93 M 

181 H 70 121,92 UM 

Table 1 : Caractéristiques des patients LLC. H : Homme ; F : Femme ; M : Muté ; UM : Non Muté. 
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Lignée HS-5 stables (pLKO, shYAP, YAP 5SA) 

Pour la génération de lignées cellulaires stables, nous avons utilisé des vecteurs lentiviraux et 

rétroviraux. Les productions virales ont été faites dans les 293-LTV par une triple transfection 

au PEI (Polyethylenimine) d’un des plasmides de transfert (pLKO.1 ou pQCXIH), d’un des 

plasmides d'emballage (Pax2 (Addgene #35002) ou pUMVC (Addgene #8449)) et du plasmide 

d’enveloppe pCMV-VSV-G (Addgene #8454). Après filtration (0.45µm) et ultracentrifugation 

(82700g) les HS5 ont été infecté à 1 MOI (Multiplicity of infection) en présence de polybrene 

(6 µg/mL). Ensuite les cellules ont été sélectionnées à l’aide de puromycine (1 µg/mL pour les 

plasmides pLKO.1) ou d’hygromycine B (200 µg/mL pour le plasmide pQCXIH), jusqu’à 

obtention de lignées stables. Par la suite, les lignées transgéniques ont toutes été maintenues 

dans des conditions de culture identiques aux cellules HS-5 précédemment décrites. 

Néanmoins, l’ajout d’antibiotique est effectué une fois par semaine pour maintenir les clones 

transgéniques en culture. 72h avant chaque expérience, les cellules sont remises en culture sans 

antibiotiques afin que cela n’altère pas les différentes conditions expérimentales. 

Le plasmide pQCXIH-Myc-YAP-5SA (Addgene #30093), permettant l’expression de la forme 

constitutivement active de YAP (mutant YAP-5SA), a été utilisé avec les plasmides pUMVC et 

pCMV-VSV-G pour générer la lignée HS-5 YAP 5SA. 

Le vecteur pLKO.1 Puro (Addgene #8453) a été utilisé d’une part avec les plasmides Pax2 et 

pCMV-VSV-G pour générer la lignée de contrôle vide HS-5 PLKO et d’autre part pour la 

construction de pLKO.1-shYAP. Ce dernier a été obtenu par sous-clonage d’une séquence 

codant un shRNA dirigé spécifiquement contre YAP. Les expériences de sous-clonage, la 

digestion enzymatique, la ligation, ainsi que la validation par séquençage, ont été réalisées et 

vérifiées au sein de notre laboratoire. 

Tri magnétique 

Afin d’étudier spécifiquement les cellules HS-5 après cocultures en contacts directs et d’éviter 

une contamination des signaux par les cellules B-LLC, un protocole de tri magnétique a été mis 

au point. La suspension cellulaire contenant la fraction adhérente des cocultures, contenant des 

cellules stromales HS-5 et des cellules B-LLC, est triée à l’aide de billes magnétiques CD19 

MicroBeads (Miltenyi Biotec, #130-050-301). Les cellules sont centrifugées pendant 10 

minutes à 300g puis resuspendues dans le tampon de tri magnétique (PBS, 0,25M EDTA, 2mM 

BSA) contenant les billes couplées à un anti-CD19. L’ensemble du processus de tri est réalisé 
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sur colonne MACS MS/LS (Miltenyi Biotec) placée sur un support aimanté, selon le protocole 

du fabricant et à 4°C pour un meilleur rendement. Ce tri magnétique permet une sélection 

négative des cellules HS-5 dans une fraction dite « non-retenue » tandis que les cellules B-LLC 

sont récupérées en retirant le support aimanté dans une fraction dite « retenue » à l’aide d’un 

piston. Après chaque tri, les cellules sont comptées pour estimer l’enrichissement en cellules 

HS-5. Les cellules triées sont ensuite utilisées dans différentes approches expérimentales ou 

stockées sous forme de culot sec à -80°C pour une utilisation ultérieure. 

Détection de la forme active de RhoA par Pull-Down 

L’activité de la GTPase RhoA a été évaluée à l’aide du kit Active Rho Pull-Down and Detection 

Kit (Thermo Scientific, #16116), basé sur la capture sélective de la forme active (liée au GTP) 

de Rho via son interaction spécifique avec le domaine RBD (Ras-Binding domain) de la 

protéine Rhotekin fusionné à la GST. Le protocole a été suivi conformément aux 

recommandations du fabricant. 

Les cellules ont été lavées à l’aide de PBS froid, puis lysées sur glace dans le tampon de lyse 

fourni dans le kit, complété avec un cocktail d’inhibiteurs de protéases (décrit dans la section 

« western blot »). Après une incubation de 15 minutes sur glace, les lysats ont été clarifiés par 

centrifugation à 16 000 × g pendant 15 minutes à 4°C. La concentration protéique a été 

déterminée par le test BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific). 

Pour chaque condition expérimentale, une quantité de 500 µg de protéines totales a été incubée 

avec 40 µL de résine Glutathion-Agarose couplée au GST-Rhotekin-RBD, préalablement lavée, 

dans une colonne (fournie). L’incubation a été réalisée à 4°C pendant 1 heure sous agitation 

douce. Après incubation, les colonnes ont été lavées trois fois à l’aide du tampon de lavage 

fourni, afin d’éliminer les protéines non spécifiquement liées. 

Les complexes liés à la résine ont été élués à l’aide du tampon d’élution fourni dans le kit puis 

chauffés à 95°C pendant 5minutes. Les échantillons ont par la suite été séparés par 

électrophorèse sur gel SDS-PAGE 4-15% puis transférés sur membrane de nitrocellulose. La 

détection de Rho actif a été réalisée par Western blot en utilisant l’anticorps pan-Rho primaire 

(fourni dans le kit, dilution 1 :1000), suivi d’un anticorps secondaire conjugué à la peroxydase 

(HRP) également fourni (dilution 1 :10000). La révélation a été effectuée par 

chimiluminescence, en utilisant un substrat ECL (Clarity™ Western ECL Substrate, Bio-Rad, 

#1705061, non inclus dans le kit). 
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Un contrôle expérimental a été réalisés en traitant certains lysats avec du GTPγS (maintenant 

la forme active de RhoA), conformément aux recommandations du fabricant, pour valider la 

spécificité de la détection de Rho-GTP. Ce contrôle est inclus dans le kit. 

Fractionnement cytoplasmique et nucléaire 

L’extraction des fractions cytoplasmique et nucléaire a été réalisée à l’aide du kit NE-PER™ 

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific, #78835), selon les 

instructions du fabricant. 

Les cellules (~2 x 106 par condition) ont été récoltées par centrifugation à 500 x g pendant 5 

minutes à 4°C, lavées une fois avec du PBS froid, puis resuspendues dans le réactif CER I 

(Cytoplasmic Extraction Reagent I). Après une incubation de 10 minutes sur glace, le réactif 

CER II a été ajouté, suivi d’une courte agitation au vortex (5 secondes) et d’une incubation 

supplémentaire de 1 minute sur glace. Le lysat a ensuite été centrifugé à 16 000 x g pendant 5 

minutes à 4°C pour séparer la fraction cytoplasmique (surnageant), collectée immédiatement et 

stockée à -80°C. 

Le culot, contenant les noyaux intacts, a été lavé au PBS (pour limiter les contaminations 

croisées cytoplasme/noyau) et resuspendu dans le réactif NER (Nuclear Extraction Reagent). 

Après agitation vigoureuse au vortex pendant 15 secondes toutes les 10 minutes pendant un 

total de 40 minutes sur glace, le mélange a été centrifugé à 16 000 x g pendant 10 minutes à 

4°C. Le surnageant, représentant la fraction nucléaire soluble, a été soigneusement collecté et 

stocké à -80°C jusqu’à utilisation. 

La concentration protéique des différentes fractions a été déterminée par le test BCA (Pierce™ 

BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific). Les différents lysats ont été préparés avec du 

laemmli 4X et dénaturés 5 minutes à 95°C. Les échantillons ont ensuite été utiliser selon le 

protocole complet de Western blot décrit dans la section appropriée. La pureté des fractions 

cytoplasmique et nucléaire a été contrôlée par Western blot à l’aide de marqueurs spécifiques : 

Tubuline (cytoplasmique) et Histone H3 (nucléaire). 

Western Blot et analyse densitométrique 

Les cellules ont été collectées et lysées, selon le type d’expérience, soit avec un tampon NP-40 

(1% NP-40 dans Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) soit avec un tampon RIPA (10 mM 

Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% désoxycholate de sodium, 0,1% SDS, 10% 

glycérol). Tous les tampons de lyse étaient supplémentés avec un mélange d'inhibiteurs de 
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protéases et de phosphatases : orthovanadate de sodium (10 mM), NaF (10 µM), aprotinine (10 

µg/mL), leupeptine (5 µg/mL), pepstatine A (1 µg/mL) et PMSF (100 mM). La lyse a été 

effectuée à 4°C pendant 30 minutes sous agitation intermittente, suivie d’une sonication sur 

glace pendant 5 minutes. Les lysats ont été clarifiés par centrifugation à 10 000 × g pendant 10 

minutes à 4°C. Les lysats protéiques ont été récupérés et dosés à l’aide du test BCA (Pierce™ 

BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific), conformément au protocole du fabricant. 

Pour chaque condition, 30 µg de protéines totales ont été mélangées avec du tampon Laemmli 

4×, chauffées à 95°C pendant 5 minutes, puis déposées sur gel SDS-PAGE. Selon les besoins 

expérimentaux, les protéines ont été séparées sur des gels polyacrylamide à 10% (coulés en 

laboratoire) ou sur des gels pré-coulés à gradient 4–15% Criterion™ TGX™ (Bio-Rad, 

#5671084). Le transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose a été réalisé par transfert 

électrophorétique en conditions humides, à l’aide d’un système de transfert classique à cuve 

immergée. La qualité du transfert a été systématiquement vérifiée par coloration au Rouge 

Ponceau S. 

Les membranes ont été bloquées pendant 1 heure à température ambiante dans une solution de 

5% de lait écrémé ou de BSA, selon l’anticorps cible, diluée dans TBST (Tris-buffered saline, 

0,1% Tween-20). L’incubation avec les anticorps primaires a été effectuée à 4°C pendant la 

nuit. Après trois lavages dans TBST, les membranes ont été incubées pendant 1 heure à 

température ambiante avec des anticorps secondaires conjugués à la peroxydase (HRP), dirigés 

contre les IgG de souris (GAM-HRP) ou de lapin (GAR-HRP), selon la spécificité de 

l’anticorps primaire. Tous les anticorps ont été utilisés conformément aux recommandations des 

fabricants et sont détaillés dans le Tableau 2. 

La détection a été réalisée par chimiluminescence en utilisant les substrats Clarity™ Western 

ECL ou Clarity Max™ Western ECL (Bio-Rad), selon les exigences de sensibilité. Les signaux 

ont été visualisés à l’aide du système ChemiDoc MP (Bio-Rad). 

La quantification des signaux issus des Western blots a été réalisée par analyse densitométrique 

à l’aide du logiciel Bio-Rad Image Lab (version 6.1). Pour chaque membrane, l’intensité des 

bandes correspondant aux protéines d’intérêt a été mesurée après soustraction du bruit de fond 

local. Les valeurs obtenues ont été systématiquement normalisées à l’intensité du contrôle de 

charge correspondant. Les résultats ont été exprimés soit en niveaux absolus normalisés 

(rapport cible/contrôle de charge), soit en niveaux relatifs par rapport à une condition de 

référence (condition HS-5 seules). Les courbes et graphiques ont été construits à partir de ces 
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valeurs normalisées. La majorité des analyses ont été réalisées sur au moins trois expériences 

biologiques indépendantes. 

 

Cible Clone Source Fabricant Référence 

Alpha-catenin G-11 Souris Santa Cruz 

Biotechnology 

SC-9988 

Bêta-catenin 12F7 Souris Santa Cruz 

Biotechnology 

SC-59737 

FAK - Lapin Cell Signaling 

Technology 

3285 

pFAK (Y397) - Lapin Cell Signaling 

Technology 

3283 

PAX D9G12 Lapin Cell Signaling 

Technology 

12065 

pPAX (Y118) E9U9F Lapin Cell Signaling 

Technology 

69363 

Fibronectine E5H6X Lapin Cell Signaling 

Technology 

26836 

YAP - Lapin Cell Signaling 

Technology 

4912 

pYAP (S127) D9W21 Lapin Cell Signaling 

Technology 

13008 

CD19 - Rabbit Cell Signaling 

Technology 

3574 

HSP90 - Lapin Cell Signaling 

Technology 

4874 

Tubuline Tub 2.1 Souris Sigma - Aldrich T5201 

Actine AC-15 Souris Sigma - Aldrich A5441 

IgG de souris - Chèvre Bio-Rad 170-5047 

IgG de Lapin - Chèvre Bio-Rad 170-5046 

Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés en western blot. 
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qRT-PCR 

Les cellules stromales HS-5 ont été cocultivées pendant 24h avec la lignée B-LLC MEC dans 

les conditions standard (37°C, 5% CO2). À l'issue de la co-culture, un tri magnétique a été 

réalisé afin de séparer les deux populations cellulaires. Les cellules HS-5 isolées ont ensuite été 

collectées pour l'extraction de l’ARN total. 

L’ARN total a été extrait à l’aide du kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, #74104/6), selon les 

instructions du fabricant. La qualité et la concentration de l’ARN ont été évaluées à l’aide d’un 

Nanophotomètre N60-Touch (Implen), en mesurant les rapports d’absorbance A260/A280 et 

A260/A230. 

La rétrotranscription a été réalisée à partir de 900 ng d’ARN total, en utilisant le kit iScript 

cDNA Synthesis (Bio-Rad, #170-8891), conformément au protocole du fabricant. La réaction 

a été effectuée dans un thermocycleur selon le programme suivant : 

• Priming : 5 minutes à 25°C 

• Reverse transcription : 20 minutes à 46°C 

• Inactivation : 1 minute à 95°C 

L’ADNc obtenu a ensuite été dilué au 1/20ᵉ avant d’être utilisé pour la PCR quantitative. 

Les réactions de qRT-PCR ont été réalisées sur un thermocycleur StepOnePlus (Applied 

Biosystems), en utilisant le PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, 

#A25741). Les réactions ont été effectuées dans un volume final de 12,5 µL, contenant 5 µL 

d’ADNc dilué, 6,25 µL de Master Mix, et des amorces à une concentration finale de 1,25 µM 

chacune. 

Les amorces ont été conçues à l’aide des logiciels Perl Primer, Ensembl et NCBI BLAST, 

selon les critères suivants : 

(i) présence de 3 à 5 bases GC en 3’, 

(ii) température de fusion comprise entre 58 et 60°C, 

(iii) contenu GC compris entre 20 % et 80 %, 

(iv) longueur des amorces entre 17 et 25 nucléotides. 

Les séquences des amorces utilisées sont présentées dans le Tableau 3. Toutes les expériences 

ont inclus un contrôle négatif sans ADNc (NTC) pour vérifier l’absence de contamination. 
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Les niveaux d’expression génique ont été analysés selon la méthode comparative du Ct (ΔΔCt). 

L’expression relative des gènes cibles a été normalisée à celle d’un gène de référence (Beta-2-

Microglobuline) puis aux cellules HS-5 seules comme échantillon de référence. Chaque 

condition expérimentale a été analysée en réplicats techniques et biologiques, et les valeurs de 

Ct ont été moyennées. 

Cibles Amorce sens (F) Amorce anti-sens (R) 

FN1 (Fibronectine) 5’-GCAACTCTGTCAACGAAGG-3’ 5’-GCATAATGGGAAACTGTGTAGG-3’ 

CCN1 (CYR61) 5’-AGTGTACAGCAGCCTGAAA-3’ 5’-CGTAAGTAAACCTGACTGGTTC-3’ 

 

CCN2 (CTGF) 5’-CTGGAAGAGAACATTAAGAAGGG-3’ 

 

5’-CTCAAACTTGATAGGCTTGGAG-3’ 

B-2-M (Beta-2-

Microglobuline) 

5’-CTCCGTGGCCTTAGCTGTG-3’ 5’-TTTGGAGTACGCTGGATAGCCT-3’ 

Tableau 3 : Liste des amorces utilisées pour la qPCR. 

Immunofluorescence 

Les cellules stromales HS-5 ont été ensemencées sur des lamelles de verre stériles (coverslips) 

et incubées à 37 °C, 5 % de CO₂ pendant 24 à 48 heures, selon le protocole expérimental, afin 

de permettre leur adhésion. Pour certaines conditions, une coculture avec des cellules B-LLC a 

été réalisée à un rapport de 1:10 (HS-5 : B-LLC) durant 24 heures, avant fixation. 

À l’issue de l’incubation ou de la coculture, les cellules ont été lavées à l’aide de PBS 

(Phosphate-Buffered Saline), puis fixées avec une solution de paraformaldéhyde à 4 % et de 

sucrose à 4 % pendant 20 minutes à température ambiante. La réaction de fixation a été 

neutralisée par une incubation avec du chlorure d’ammonium (NH₄Cl) pendant 10 minutes. 

Les cellules ont ensuite été perméabilisées à l’aide d’une solution de Triton X-100 à 0,02 % 

pendant 15 minutes, puis les sites non spécifiques ont été bloqués avec une solution de gélatine 

de peau de poisson à 1 % pendant 60 minutes à température ambiante. 

Le marquage du cytosquelette d’actine a été effectué à l’aide d’un conjugué Phalloïdine-Alexa 

Fluor 546 (Invitrogen, #22283), incubé pendant 60 minutes à température ambiante. Une 

contre-coloration nucléaire a été réalisée avec du DAPI (4′,6-diamidino-2-phénylindole) 

pendant 15 minutes. 
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Après les étapes de marquage, les lamelles ont été montées sur lames à l’aide du milieu de 

montage anti-atténuation ProLong™ Glass (Invitrogen, #P36980), puis conservées à 4 °C à 

l’abri de la lumière jusqu’à l’observation. 

L’imagerie a été effectuée à l’aide d’un microscope inversé à fluorescence Axio Observer D.1 

(Zeiss). Les signaux ont été capturés dans les canaux DAPI (excitation 350/50 nm et émission 

460/50 nm) et Texas Red (Phalloïdine) (excitation 545/25 nm et émission 605/70 nm). Pour les 

besoins de certaines expériences, des images en lumière blanche (Bright Field) ont été 

également acquises à l’aide du même microscope. 

Cytométrie en flux 

Les analyses par cytométrie en flux ont été réalisées afin de caractériser les populations 

cellulaires, d’évaluer l’expression de marqueurs spécifiques de surface ou d’évaluer 

spécifiquement la viabilité cellulaire. Après les conditions expérimentales définies, les cellules 

ont été récoltées, lavées deux fois avec du tampon phosphate-buffered saline (PBS, Gibco) 

contenant 2% de SVF (Gibco). Les cellules ont été resuspendues à une concentration de 1 × 10⁶ 

cellules/mL. L’ensemble des anticorps utilisés en cytométrie en flux sont indiqué dans le 

Tableau 4. 

Pour l’identification des sous-populations cellulaires, un marquage en surface a été réalisé en 

incubant les cellules pendant 20 minutes à 4°C à l’abri de la lumière avec des anticorps 

conjugués anti-CD90 (cellules HS-5) et anti-CD19 (cellules B-LLC). L’ensemble du processus 

de marquage a été réalisé dans du tampon de marquage (PBS + 2% SVF). Après incubations, 

les cellules ont été lavées deux fois avec ce tampon. 

Pour l’étude de l’expression membranaire de protéines d’adhésion, les cellules ont été incubées 

pendant 20 minutes à 4°C dans l’obscurité avec les anticorps conjugués aux fluorochromes 

appropriés (concentrations définis par le fabricant), dilués dans du tampon de marquage (PBS 

+ 2% SVF). Après incubation, les cellules ont été lavées deux fois à l’aide du même tampon et 

resuspendues dans 300µL de PBS 2% SVF pour l’acquisition. L’exclusion des cellules mortes 

a été effectuée à l’aide du colorant de viabilité BD Horizon™ Fixable Viability Stain 440UV 

(BD Biosciences, #566332), selon les recommandations du fabricant. 

Pour les expériences de viabilité cellulaire, le marquage des sous-populations cellulaire a été 

suivi d’un marquage Annexin V / 7-AAD. Les cellules ont été incubées pendant 15 minutes à 

température ambiante, à l’obscurité, dans un tampon de liaison composé de 0,1 M d’Hepes (pH 
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7,4), 1,4 M de NaCl et 25 mM de CaCl₂. Après marquage, les cellules ont été lavées une fois 

dans le même tampon de liaison, puis resuspendues dans ce tampon pour l’acquisition. 

L’Annexin V a été utilisée pour marquer spécifiquement les cellules en apoptose précoce et le 

7-AAD les cellules en apoptose tardive (ou nécrotiques). Les cellules doublement négatives 

pour ces deux marqueurs ont été considérées comme viables. 

L’acquisition des données a été effectuée à l’aide d’un cytomètre BD FACS Symphony A3™ 

(BD Biosciences). Un minimum de 10 000 évènements a été enregistré par échantillon. 

L’exclusion des débris et des doublons cellulaires a été réalisée en utilisant les paramètres 

FSC/SSC et l’analyse de la largeur et de l’aire du FSC. 

Les données ont été analysées avec le logiciel FlowJo v10 (BD Biosciences). Les populations 

d’intérêt ont été définies par des stratégies de gating basées sur des témoins non marqués, des 

isotypes, et des contrôles FMO (Fluorescence Minus One). 

Cible Fluorochrome Isotype Fabricant Référence 

7-AAD PerCP-Cy5.5 - BD biosciences 559925 

Annexin V APC - BD biosciences 550475 

CD5 BUV737 Mouse BALB/c 

IgG1, κ 

BD biosciences 612842 

CD19 APC-Cy7 Mouse BALB/c 

IgG1, κ 

BD biosciences 557791 

CD19 BV786 Mouse BALB/c 

IgG1, κ 

BD biosciences 563325 

CD29 BB515 Mouse BALB/c 

IgG1, κ 

BD biosciences 564565 

CD49d BV421 Mouse IgG1, κ BD biosciences 565277 

CD54 APC Mouse BALB/c 

IgG1, κ 

BD biosciences 559771 

CD90 BUV395 Mouse BALB/c 

IgG1, κ 

BD biosciences 563804 

CD90 PE-Cy5 Mouse BALB/c 

IgG1, κ 

BD biosciences 555597 

Isotype APC Mouse IgG1, κ BD biosciences 555751 
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Isotype BB515 Mouse BALB/c 

IgG1, κ 

BD biosciences 564416 

Isotype BV421 Mouse BALB/c 

IgG1, κ 

BD biosciences 562438 

Tableau 4 : Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux. 

Système rapporteur Hippo (HIP/HOP) 

Les cellules stromales HS-5 ont été ensemencées 24h avant transfection puis transfectées à 

l’aide du réactif JetPrime (Polyplus-Sartorius, #POL101000046), conformément aux 

recommandations du fabricant. Un système rapporteur basé sur la luciférase a été utilisé pour 

évaluer l’activité transcriptionnelle dépendante de YAP/TEAD. Deux plasmides contenant des 

éléments de réponse TEAD ont été utilisés : HOP-flash (Addgene, #83467) et HIP-flash 

(Addgene, #83466) codant pour la luciférase Firefly, en association avec un plasmide de 

contrôle REN codant pour la luciférase Renilla (Addgene, #27163) afin de normaliser 

l’efficacité de transfection. 

Les cellules ont été doublement transfectées avec les plasmides rapporteurs (HOP-flash ou HIP-

flash) et le plasmide RNE. Quatre heures après la transfection, le milieu de transfection a été 

remplacé afin d’éliminer le transfectant et les plasmides excédentaires. Suite au changement de 

milieu, des cocultures avec des lignées B-LLC ont été initiées pour une durée de 24 heures. Les 

ratios HS-5 : B-LLC utilisés dans ces cocultures sont de 1:5 (cocultures MEC) et 1 :10 

(cocultures B-LLC primaires). 

A l’issu des cocultures (24h post transfection), les cellules ont été lysées et l’activité luciférase 

a été quantifiée en deux étapes successives à l’aide du kit Dual-Glo Luciferase Assay (Promega, 

#E2920), selon les instructions du fabricant. La luminescence de la luciférase Firefly a d’abord 

été mesurée, suivie de celle de la luciférase Renilla, permettant une normalisation interne. 

Les mesures ont été réalisées à l’aide d’un lecteur de microplaque multimode Tristar 2 

(Berthold). L’activité relative de transcription induite par YAP a été exprimée comme le rapport 

Firefly/Renilla, puis comparée à la condition contrôle (HS-5 seules). 
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Analyses statistiques 

L’ensemble des analyses statistiques ainsi que la représentation graphique des données 

analysées ont été réalisés à l’aide du logiciel GraphPad Prism (v8 ou supérieure). Les résultats 

sont présentés sous forme de moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). 

Les tests statistiques ont été choisis en fonction du type de données et du design expérimental. 

Le test de Student (t-test) a été utilisé pour comparer deux groupes, en version appariée lorsque 

les mesures étaient répétées sur les mêmes échantillons, et non appariée pour les comparaisons 

entre groupes indépendants. Le test de Mann-Whitney a été appliqué lorsque les données ne 

suivaient pas une distribution normale ou en cas de petits effectifs. Le test de Wilcoxon a été 

utilisé pour les comparaisons appariées non paramétriques. La normalité des distributions a été 

vérifiée lorsque nécessaire à l’aide des tests intégrés dans GraphPad Prism. Une valeur de p < 

0,05 a été considérée comme statistiquement significative pour toutes les analyses. 

Les comparaison multiples ou analyses de variance (ANOVA) ont été évitées dans ce contexte, 

ou remplacées par des tests appropriés pour des comparaisons simples entre deux conditions. 
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Résultats 

I. Reprogrammation métabolique (Reverse Warburg Effect) des 

cellules stromales par les cellules B-LLC 

L’environnement tumoral joue un rôle central dans la progression de la leucémie lymphoïde 

chronique (LLC). Il est désormais bien établi que les cellules tumorales isolées de LLC entrent 

rapidement en apoptose en l'absence d’un support stromal ou de signaux dérivés d’autres 

cellules du microenvironnement512,513. Ce dialogue cellulaire, reposant sur des contacts directs 

et des signaux solubles, permet non seulement de soutenir la survie des cellules tumorales mais 

favorise également leur rétention dans les organes lymphoïdes et leur expansion clonale. 

Les stratégies thérapeutiques modernes, telles que les inhibiteurs de la tyrosine kinase de Bruton 

(BTK) – par exemple l’ibrutinib, l’acalabrutinib ou le zanubrutinib – visent précisément à 

interrompre cette communication délétère et à entraîner la redistribution des cellules tumorales 

depuis les organes lymphoïdes (ganglions principalement) vers le sang périphérique514,515. 

Toutefois, au-delà de ce soutien, des travaux récents ont mis en évidence que les cellules de 

LLC sont également capables de reprogrammer activement leur microenvironnement en leur 

faveur, notamment en altérant la composition et l’organisation du stroma lymphoïde484,508. 

Dans l’étude présentée ci-après, nous avons cherché à caractériser cette 

reprogrammation/éducation stromale par les cellules de LLC sous un angle métabolique, en 

particulier à travers l’induction d’un métabolisme glycolytique accru dans les cellules 

stromales. Contrairement à d'autres types de cellules tumorales qui exploitent la glycolyse 

aérobique pour leur propre métabolisme (effet Warburg), les cellules de LLC dépendent 

principalement de la glutaminolyse et de l’oxydation des acides gras516. Toutefois, nous avons 

émis l’hypothèse que ces cellules tumorales pourraient induire la glycolyse dans les cellules 

stromales afin d’utiliser les métabolites générés, notamment le lactate. 

A l’aide d’un modèle de coculture sans contact (chambre de Boyden) constitué de la lignée de 

cellules stromales humaines HS-5 et des cellules de LLC de patients ou issues de la lignée 

MEC-1, nous avons précédemment identifié par des approches multiomiques une 

reprogrammation transcriptionnelle (RNA-seq) et protéique (spectrométrie de masse) dans les 

cellules HS-5 en présence de cellules de LLC. Les résultats mettent en évidence une 

surexpression de gènes et de protéines liés à la glycolyse, comme ENO2, HK2, PGM1 ou 

GFPT2, ainsi qu’une activation des voies de signalisation inflammatoire médiées par NF-κB et 
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mTORC1 – voies connues pour leur rôle dans la réponse stromale induite en présence de 

cellules tumorales60,508. 

Les données fonctionnelles obtenues au cours de ce travail de thèse ont permis de confirmer 

que cette reprogrammation ne s'accompagne pas d’une augmentation de la prolifération 

stromale. Elle se traduit en revanche par un accroissement de l'activité métabolique, caractérisé 

par une augmentation de la consommation de glucose, de la production de ROS et de 

l'acidification du milieu. L'utilisation de l’analyse métabolique Seahorse a révélé une 

augmentation significative du taux de glycolyse (ECAR) ainsi que de la respiration 

mitochondriale (OCR) dans les cellules HS-5 en contact avec le milieu conditionné par les 

cellules de LLC. 

Nous avons ensuite démontré que le lactate produit par les cellules HS-5 peut être capté 

activement par les cellules de LLC, comme en témoigne la diminution du lactate marqué au ¹³C 

dans le milieu après incubation avec des cellules de LLC. L’expression du transporteur MCT4 

(export lactate) dans les cellules HS-5 ainsi que la capacité des cellules de LLC à internaliser 

le lactate suggèrent la mise en place d’un mécanisme métabolique de type « Reverse Warburg 

effect » au profit des cellules tumorales517,518. 

Les effets fonctionnels du lactate sur les cellules de LLC ont été étudiés. Les résultats montrent 

une amélioration de la survie cellulaire (test MTT), ainsi qu’une augmentation de la 

phosphorylation des kinases BTK et ERK, accompagnée d’une induction de c-Myc, témoignant 

d’une activation accrue de la signalisation du BCR en réponse au lactate. 

Enfin, dans un modèle de xénogreffe CAM (chorioallantoic membrane), nous avons mis en 

évidence une augmentation significative de la proportion de cellules tumorales humaines 

CD19⁺ en réponse à la présence de lactate, confirmant le rôle favorable de ce métabolite dans 

l’expansion tumorale in vivo. 

En résumé, ce travail montre que les cellules de LLC induisent une reprogrammation du 

métabolisme des cellules stromales qui se traduit par une augmentation de la production/export 

de lactate. Ce dernier peut ensuite être utilisé par les cellules tumorales comme source 

métabolique pour renforcer leur propre survie. Ces résultats mettent en lumière un nouveau 

mécanisme d’adaptation métabolique au sein du microenvironnement tumoral de la LLC et 

suggère que la voie métabolique du lactate pourrait constituer une potentielle cible dans le cadre 

de nouvelles stratégies thérapeutiques combinées. L’ensemble de ces données sont présentées 

dans la section suivante sous la forme d’un manuscrit en cours de finalisation pour prochaine 
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soumission à Nature Communications (titre de l’article : CLL cells educate stromal cells to 

enhance glycolysis and produce lactate to fuel their metabolism).  
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Abstract  

Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is characterized by the accumulation of mature B cells 

in the blood and secondary lymphoid organs, such as lymph nodes and bone marrow. The bi-

directional communication of CLL cells with the microenvironment, constituted of immune and 

stromal cells, is crucial for tumor development and maintenance. Also, tumor cells shape the 

microenvironment to their advantage leading to an altered trafficking and enhanced CLL cells 

retention within lymph nodes and bone marrow. As part of the education induced by CLL cells 

to stromal cells, we describe a metabolic reprogramming that increases stromal glycolysis to 

produce lactate that can be metabolized by CLL cells, known for their scarce use of glucose as 

C source to produce cellular energy. Lactate increases survival of CLL cells and the BCR 

signalling response. In addition, we show that lactate favours CLL B cells expansion in cultures 

over chick embryo chorioallantoic membrane (CAM), suggesting that this metabolite generates 

a microenvironment proficient to tumour development. Interference with lactate metabolism by 

inhibition of its transporter increases CLL cell apoptosis and opposes to the BCR-dependent 
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apoptosis inhibition. These findings demonstrated that lactate could represent an interesting 

metabolic vulnerability in CLL that can be targeted as an alternative therapeutic strategy.   

 

Introduction  

 

The cross-talk of tumor cells with their microenvironment has become a major area of research 

as it is central to the tumor bulk expansion and maintenance. In chronic lymphocytic leukaemia 

(CLL), the isolation of tumor B-cells lead to their rapid apoptosis in vitro in absence of a 

supportive feeder layer of stromal or other immune cells 1. The communication between CLL 

cells and the surrounding cells passes through direct contact and soluble factors that regulate 

signalling pathways to increase the survival and activity of tumor cells2. Ibrutinib and latest 

derivatives, such as Acalabrutinib and Zanubrutinib, represent one of the main current strategies 

of treating CLL, whereby the dialogue CLL-microenvironment is interrupted causing the 

release of tumor cells into the blood 3,4. In addition to the support that the microenvironment 

offers to CLL cells, tumor cells modify the microenvironment to their advantage 5,1. Sign of 

this education is a structural disorganisation of the lymph nodes, one of the major sites of CLL 

cells accumulation, together with the bone marrow, and preferred location of proliferation 6,7. 

Lymph nodes, invaded by CLL cells, lose the definition of the germinal centres (GC) where B 

and T cells encounter to organize the immune response. Also, the stroma, composed of 

fibroblastic reticular cells (FRC) and Follicular Dendritic cells (FDC) is reorganised as FDC 

are not detected and FRC lose their characteristic morphology that offers a support to the 

immune cells nodal trafficking 8,9. Monocytes derived Nurse-like cells (NLC) contribute to the 

retention and support to the tumor bulk by acquiring the capacity of secreting chemokines such 

as CCL21 and displaying markers of M2 macrophages, known to be pro-tumoral8. 

Modifications of the stroma are evidenced even in simple co-cultures model systems, used to 

mimic the microenvironment 10. Although, co-cultures with bone marrow derived stromal cells 

(BMSC), are closer to the medullar microenvironment, the BMSC high degree of plasticity can 

be employed to model the reprogramming of the stromal component of the microenvironment. 

Such models showed that BMSC acquire cancer associated fibroblasts (CAFs) properties when 

in co-culture with CLL cells 11,12. The regulation of signalling pathways such as NF-kB generate 

an inflammatory microenvironment known to support CLL cells survival 5. In addition, the 

remodelling of the extracellular matrix (ECM), a typical feature of CAFs contribute to explain 
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the structural nodal disorganisation and likely the altered trafficking of CLL cells between the 

blood and the LN or BM 9,12.    

In this manuscript, we focused on the metabolic reprogramming of stromal cells under the 

influence of CLL cells. We found that glycolysis is increased in stromal cells when co-cultured 

with CLL cells to produce metabolites to fuel the survival of tumor cells. The metabolic features 

of CLL cells have been explored in several works showing that these cells do not rely on 

glycolysis as major source of cellular energy 13. Glutamine and fatty acids are very important 

C sources that feed the TCA and OxPhos for energy production  14. In this work we show that 

CLL cells enhance stromal glycolysis to produce lactate that can be utilized by tumor cells to 

fuel their own metabolism. Lactate contributes to CLL cell expansion in the chick embryo 

chorioallantoic membrane patient-derived xenograft (CAM-PDX) model revealing to be an 

important metabolite in the cross-talk with the microenvironment. In addition, interference with 

lactate metabolism by inhibition of its transporter resulted in CLL cell apoptosis in presence or 

absence of BCR stimulation.  

 

Results  

 

1. Transcriptional reprogramming of stromal cells by CLL cells  

 

The bidirectional communication between tumor cells and the stroma affects both elements : 

the tumour gains a survival advantage, while the stromal component undergoes a molecular 

reprogramming that, in turns, supports the development of the tumor 1,5.  Establishing co-

cultures of CLL cells with stromal cells provides a straightforward model to reproduce the 

molecular cross-talk between tumor cells and the microenvironment 10.  

To assess the transcriptional impact of CLL cells on stromal cells, we performed RNA 

sequencing (RNA-seq) using a co-culture model comprising primary CLL cells or the cell line 

Mec-1 with the bone marrow stromal cell lines (HS-5). The two cell types were separated by a 

transwell membrane to avoid the mixing of the transcriptomes. Figure 1A shows a heatmap 

comparing the normalized expression of transcripts significantly dysregulated in HS-5 mono-

culture versus co-cultures with CLL cells purified from 6 different patients’ samples. The results 

of co-cultures with the CLL cell line Mec-1 cells are shown in Supplementary Figure 1A and 
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1B. Despite variability due to the heterogeneity, distinct transcriptional profiles can be 

distinguished between co-cultures and HS-5 mono-cultures.  

Setting a cutoff of 1.5-fold change, the volcano plot in Figure 1B highlights 107 transcripts 

down-regulated and 80 upregulated in stromal cells following co-culture with primary CLL 

cells. Among the most up-regulated genes, GPAM encodes a glycerol-3phorsphate acyl 

transferase involved in the synthesis of glycero-phospholipids15. CYP1B1 encodes  a 

monooxygenase involved in the lipids and cholesterol biosynthesis16. BTG1 is an anti-

proliferative factor that regulates cell proliferation and differentiation17.  

Gene set enrichment analysis (GSEA) further clustered the dysregulated transcripts (Figure 1C 

and D), showing signalling pathways most affected by co-cultures. Inflammatory response 

pathways, such as those linked to TNF- /NF- B or IL-6 signalling are highly enriched in the 

stromal component by the co-culture as previously reported. Interestingly, metabolism related 

pathways such as glycolysis are also enriched together with mTORC1 signalling pathways, a 

major metabolic signal transducer (Figure 1D). Interestingly, similar GSEA results were 

obtained from HS-5 cells co-cultured with Mec-1 cells (Supplementary Figure 1C, D). To 

validate these findings, we performed RT-qPCR on human mesenchymal stromal cells (MSCs) 

from healthy donors (n=4) cultured alone or with Mec-1 cell line to confirm upregulation of 

several genes identified in the RNA-seq. Those targets are relevant in the cross-talk of stromal 

with CLL cells, such as CXCL8 and CXCL3 secreted by several elements of the tumor 

microenvironment, they favour the tumoral immune escape 18, 19. ICAM1, PIM1, TNFRSF1B 

and NFKB2, all related to NF- B signalling pathway, are known to be modulated by CLL cells 

in the stromal compartment and play a crucial in tumor cells survival  5, 20, 21. ENO2, encoding 

a glycolytic enzyme, reflects the increase glycolytic flux that we further characterized later in 

this work.  

Overall, co-culture with CLL cells induces a reprogramming of the stromal compartment, to 

generate an inflammatory supportive environment accompanied by a metabolic reshaping that 

was further explored in the next sessions.  
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2. Proteomics analysis confirms metabolic reshaping of stromal cells upon co-culture  

 

In parallel with the transcriptomic analysis, we conducted a proteomic screening to identify 

proteins regulated in HS-5 cells following co-culture with CLL cells line Mec-1. Overall, 

applying a fold change >2 and adjusted p-value < 0.05, we identified 738 upregulated and 270 

downregulated proteins (Figure 2A and Supplementary Figure 2A). As observed in the RNA-

seq data, GSEA analysis revealed that metabolic pathways such as fatty acid metabolism and 

glycolysis are highly represented even in the differential proteome. (Figure 2B). Similarly, key 

metabolic regulators, such as mTORC1 signaling, clustered several upregulated hits, 

underscoring the metabolic reprogramming of stromal cells in response to co-culture.  

We then integrated transcriptomic and proteomic datasets obtained from HS-5 cells cultured 

alone or with Mec-1 cell line. As shown in the heatmap (Figure 2C), this integration enables 

visualization of concordant and divergent expression profiles at both the transcript and protein 

levels. Each column corresponds to a sample, annotated by condition (HS-5 or HS5-Mec) and 

omics type (RNA or protein), while each row represents a gene or protein differentially 

expressed in at least one of the 2 datasets.  Altogether, we found the two sets of data overlapped 

to a large extent with 18 hits upregulated both at the transcript and protein levels and 46 were 

downregulated (Figure 2D and 2E). Among the upregulated hits, four belonged to metabolic 

pathways, i.e. IDH2, HK2, GFPT2 and PGM1. At the exception of IDH2, which participates to 

the TCA, the other three enzymes are involved in the metabolism of sugars, either directly in 

glycolysis (HK2) or in pathways that indirectly affecting  glycolytic flux (PGM1 and GFPT2) 

22,23. Altogether, the network enrichment of the 18 upregulated genes and proteins highlights 

their pivotal roles in metabolic pathways (Figure 2E).  

Moreover, three out of these hits are implicated in  ECM remodeling, i.e. PLOD1 and P4HA2, 

enzymes involved in collagen metabolism and LGAL3(Galectin 3), a protein mediating  cell 

adhesion and cell interaction with the ECM 24.  As mentioned earlier, ECM remodeling  and 

altered stromal interactions are a common feature in the reprogramming of the 

microenvironment by tumor cells, especially in the differentiation of stromal cells into CAFs9.   

Overall, the integrated transcriptomic and proteomic data sets convey at indicating a metabolic 

reprogramming of stromal cells upon co-culture, hinting to a higher glycolytic flux.  
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3. Analysis of metabolic parameters in HS-5 cells in presence of CLL cells  

 

To further explore the metabolic reprogramming of the stromal component, we measured the 

metabolic activity by the MTS assay, which measures the reduction of the tetrazolium salt to 

formazan, reflecting mainly the mitochondrial activity. As shown in Figure 3A, upon a 24 hours 

culture in the presence of conditioned medium issued from Mec-1 cells culture, or direct contact 

with either Mec-1 cells or CLL primary cells, the relative MTS signal in HS-5 cells alone 

significantly increased compared to HS-5 monoculture (Figure 3A). However, in the same time 

period, the number of HS-5 cells decreased in the co-culture condition, suggesting that the 

increased metabolic in response to CLL cells does not enhance the proliferation of stromal cells 

(Figure 3B). To further investigate the metabolic response of HS-5 to CLL cells, we used the 

Seahorse technology to measure the glycolytic flux, inferred from the extracellular acidification 

rate of the medium and (ECAR) and the O2 consumption rate (OCR) as an indicator of oxidative 

phosphorylation (OxPhos) (Supplementary Figure 2A). To ascertain that the acidification and 

O2 consumption reflected only stromal cells metabolic performance, the experiments were 

conducted with HS-5 cells exposed for 24 hours to CLL conditioned medium.  

The analysis showed that CLL cells increased the glycolytic rate of HS-5 cells (Figure 3C and 

3E) and, simultaneously, enhanced maximal respiration and spare respiratory capacity (SPR). 

The latter parameter is a measure of the cellular response to metabolic stress, which corresponds 

to the cellular adaptation to a higher metabolic requirement 25. Similar results were obtained by 

incubation of primary MSC cells 24 hours with conditioned medium from Mec-1 cells.  (Figure 

3D and 3F). 

As the ATP yield, determined by subtracting the OCR after inhibition of the complex V (ATP 

synthase) via oligomycin injection from the basal OCR remained unchanged, we analyzed the 

production of reactive oxygen species (ROS),  which are mainly produced in the process of 

respiratory chain as byproducts of an incomplete O2 reduction 26. In the presence of both CLL 

or Mec-1 cells, HS-5 produced a higher amount of ROS indicating increased stromal oxidative 

stress caused by the presence of tumor cells  27, 28 (Figure 3G). In addition, using Mitotracker 

to label active mitochondria, we also found an increased signal confirming the higher 

mitochondrial activity of HS-5 cells in presence of CLL cells (Figure 3H).   

Overall, these results demonstrate that CLL cells enhance stromal cell metabolism without 

increasing their proliferation rate. The higher metabolic rate likely favors the production of 

metabolites that support CLL cells survival or metabolic performance.    
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4. Lactate produced by stromal cells can be consumed by CLL cells  

 

The catabolic pathway glycolysis consumes glucose to produce pyruvate, which integrates the 

tricarboxylic acid (TCA) cycle upon oxidative decarboxylation to Acetyl-CoA. Alternatively, 

for a rapid ATP production or in limiting condition of O2, pyruvate is reduced to lactate that can 

be secreted in the cellular medium. To assess metabolic changes associated with enhanced 

glycolysis in HS5 cells co-cultured with CLL cells, we measured the levels of glucose and 

lactate by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) in 24 hours co-cultures of primary CLL cells 

and stromal cells. Figure 4A and 4B shows the concentrations of glucose and lactate in the 

media (RPMI+10% FBS) without cells, in HS-5 cell monoculture, CLL cell monoculture or in 

co-culture. As previously reported, CLL cells alone did not consume glucose in contrast to HS-

5, whose medium showed a decrease in the amount of glucose14. In the co-culture conditions, 

the consumption of glucose was significantly increased by HS-5 cells, as evidenced by a greater 

decrease in glucose levels compared to HS5- monocultures (Figure 4A). The lower glycolytic 

flux of CLL cells alone was further confirmed by the lower lactate production (Figure 4B). 

However, in the co-culture conditions, despite higher glycolysis in HS-5 cells, the lactate level 

remained unchanged, suggesting that lactate could be consumed by the cell. As CLL cells 

showed weak propensity to use glucose, they may instead take up lactate to bypass glycolysis 

and fuel the TCA and OxPhos.  

Thus, we evaluated whether CLL cells are able to uptake lactate from the culture medium. We 

incubated CLL cells with 10 mM 13C-lactate and observed a significant decrease in labeled 

lactate upon 24- and 48-hours cultures (Figure 4C). Next, we investigated the capacity of HS-

5 cells to feed CLL cells with lactate. As shown in the workflow in Figure 4D, HS-5 cells were 

incubated with 13C-glucose for 48 hours, allowing the production of labeled lactate, which 

accumulated in the conditioned medium.  This medium was then used to culture primary CLL 

cells from 6 patients. Upon 24 hours, the 13C-lactate was measured in the culture medium 

(Figure 4E). The decrease of 13C-lactate in the CLL cultures as compared to the HS-5 

conditioned medium indicated the capacity of tumor B-cells to take up stromal-derived lactate. 

Furthermore, the capacity of stromal cells to export lactate was verified by the protein 

expression of monocarboxylate transporter 4 (MCT4), which preferentially facilitates the 

export of lactate over its import 27. HS-5 cells express MCT4, and its level appeared increased 

in presence of some primary CLL cells, although this observation was less pronounced in 

presence of HG-3 CLL cell line (Figure 4F).  
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Overall, these findings demonstrate that stromal cells express transporters enabling lactate 

secretion in the medium, and CLL cells are capable of import this metabolite, likely used to 

support their metabolic and functional purposes.   

 

5. Functional role of lactate in CLL cells  

 

Given that CLL cells are capable of consuming lactate, we next explored their ability to utilize 

it as a metabolic fuel. Lactate is metabolized to pyruvate by lactate dehydrogenase (LDH) and 

imported into the mitochondria where, upon oxidative decarboxylation to Acetyl-CoA, enters 

the TCA followed by OxPhos to produce energy as ATP.  Accordingly, we incubated primary 

CLL cells (n=6) with increasing concentrations of lactate for 24 hours and observed a 

significant increase in the MTS signals, supporting the role of lactate in enhancing the 

metabolism and survival of these cells (Figure 5A).  

To explore further this increase of cell survival, we analyzed the transcription of several genes 

known to be involved in CLL cells survival, such as IL-6, IL-8, IL-10, IL1- and c-myc. None 

of these genes resulted to be significantly enhanced by lactate treatment, except for c-myc which 

is known as a major metabolism regulator and also target of the BCR signaling 29.  (Figure 5B). 

Indeed, among the signals from the microenvironment, the BCR dependent response is 

recognized as one of the most prominent regulator of cell survival in CLL 7,30. The antigenic 

response activates a series of kinases and culminates with the transcription of pro-survival 

genes.  As shown in Figure 5C, BCR stimulation with anti-IgM antibodies for 15 and 30 

minutes induced higher levels of phosphorylated BTK and ERK in HG-3 cells treated with 

lactate compared to untreated controls.  These kinases serve as markers of early and late 

effectors in the BCR signaling cascade, respectively. This result indicates that lactate can 

potentiate BCR signaling. The pro-survival role of lactate was also confirmed by the increase 

of apoptosis when CLL cells are treated with an antibody against SLC5A12, a lactate 

transporter. As expected, BCR stimulation decreases apoptosis, and this effect was enhanced in 

presence of lactate (Figure 5D). In addition, treatment anti-SCL512A increases apoptosis in all 

conditions tested, i.e. presence or absence of lactate and upon BCR stimulation. Moreover, pre-

treatment of the cells with anti-SLC5A12 reduced the phosphorylation induced by BCR 

stimulation, demonstrating the specific role of lactate import in potentiating BCR signaling 

(Figure 5E). 
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Finally, to further investigate  the functional role of lactate on the CLL cells survival, we 

employed a  xenograft model using the chick embryo chorioallantoic membrane (CAM)31. 

Primary CLL cells from a patient were engrafted directly onto the CAM of 9-day-old chicken 

embryos, and tumor formation from patient derived xenograft (PDX) were collected, weighted 

and analyzed by flow cytometry at day 16.  In parallel, 10 mM lactate was applied every 2 days 

to the engrafted cells (Figure 5F and 5G). 

Although the overall tumor weight was unchanged by lactate treatment, the abundance of CD19 

positive cells was significantly higher in the lactate-treated tumors, indicating enhanced 

survival of tumor cells in presence of this metabolite and confirming its supportive role in CLL 

cell survival (Supplementary Figure 3 and Figure 5H).  

Overall, these data indicate that lactate contributes to generate a microenvironment proficient 

for CLL cell survival by enhancing BCR signaling response and, strengthening the exchanges 

with the surrounding cells.  

 

Discussion  

 

The cross-talk of CLL cells with the microenvironment is crucial for the development and 

maintenance of the tumor bulk as it regulates tumor cell proliferation, survival and retention 32. 

CLL cells proliferate mainly in the lymph node but consistent accumulation of tumor cells can 

also be observed in the bone marrow. In the microenvironment, CLL cells entail contact with 

other immune cells and the stromal component that provide soluble factors for tumor cell 

survival by activating pro-survival signaling such as the BCR, CD40L, Notch, among others. 

All these transduction pathways regulate the transcription of pro-survival genes such as anti-

apoptotic agents, e.g.  Bcl-2, pro-survival cytokines, e.g. IL-6 and enhance the metabolic 

response 13. CLL cells do not rely on glucose consumption and glycolysis as much as they feed 

on fatty acids and glutamine metabolism used as C source to fuel energy production but also 

the anabolism 14. Signals received from the microenvironment, mimicked by BCR and CD40 

stimulation, causes a metabolic reprogramming of CLL cells that increase further consumption 

of glutamine and mitochondrial activity 14,33. In this manuscript, we show that CLL cells cause 

an increase of metabolism in the stromal compartment, reproduced by the co-culture of primary 

cells with a stromal cell line, HS-5. As a results of CLL co-culture, stromal cells induce the 

transcription of genes and the translation of proteins involved in glycolysis and fatty acids 

metabolism. The acidification of the culture medium of HS-5 cells exposed for 24h to CLL cell 

conditioned medium, along with the increased OCR, further demonstrates the increase of the 
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metabolic rate, involving both glycolysis and mitochondrial activity in these cells. Surprisingly, 

the increase in metabolism does not coincide with enhanced proliferation of HS-5; instead, it is 

associated with a decrease. This suggests that the higher metabolic rate could be used to produce 

metabolites at the advantage of CLL energy intake.  It is known that CLL cells are fond of 

glutamine, although we show in this work that they can also use lactate. Increase of lactate in 

the tumor microenvironment is well documented as the result of the Warburg effect, which is 

the increase of aerobic glycolysis typical of cancer cells 34. Lactate increase is responsible for 

the generation of a tolerogenic environment by suppressing the immune response against cancer 

cells, thus promoting tumor expansion 35. This is partly due to the capacity of Tregs and the pro-

tumoral M2 macrophages to metabolize lactate and expand in a lactate-rich microenvironment 

36,37. However, the capacity of tumor cells to increase glycolysis of the stromal component has 

been  defined as the “Reverse Warburg effect” and it has been associated with the differentiation 

of stromal cells into CAFs 38.  This process associates with a metabolic switch in the stromal 

compartment characterized by increased glycolysis and ROS generation and it is promoted by 

TGF-b signaling 39,40. The involvement of TGF-b signaling in our model is supported by the 

transcriptomic data analysis, whereby TGF-b signaling ranked high in the clustering of 

upregulated genes. Furthermore, CLL cells are known to secrete high level of TGF-b that can 

contribute to reshape the tumor microenvironment and favor CAFs differentiation 41.  

The capacity of CLL cells to use lactate is demonstrated by the MTS assay and the enhancement 

BCR signaling. The latter is shown by the increase of phosphorylation of BTK and ERK and 

the induction of c-myc, one of the major targets of this signaling pathway that regulates survival 

and metabolic response. In addition, inhibition of lactate import affects cell survival both in 

presence or absence of BCR stimulation. These results support the exploration of interfering 

with lactate metabolism to control CLL cells expansion.  

Further proof of the benefit exerted by lactate on CLL development is demonstrated by the 

higher CD19+ cells retrieved in the CAM system upon 7 days of culture. This technology has 

been used for decades as a valid method to generate PDX on chick embryo chorioallantoic 

membrane that is vascularized and benefit from the chick’s lymphatic system during the 

embryonic development 31. It represents an elaborated alternative to simple co-cultures systems 

as more cell types are at play to recreate the dialogue of tumor cells with the 

microenvironment42. In this context, lactate-dependent expansion of CLL cells could be the 

result of an increased vascularization or expansion of other chick’s cells that in turn support 

CLL cell survival.  
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Therapeutically, our findings suggest that lactate metabolism represents a targetable 

vulnerability in CLL. While current treatments predominantly focus on BCR signaling 

inhibition (BTK inhibitors such as ibrutinib, acalabrutinib, or zanubrutinib) or the 

mitochondrial apoptotic pathway (BCL-2 inhibition by venetoclax), the lactate enhancement of 

BCR signaling might be targeted in combinatorial approaches against signaling pathways and 

metabolic processes. Similar approaches are already being explored in other B-cell 

malignancies, notably with AZD3965, an MCT1 inhibitor currently undergoing phase I clinical 

trials in diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) 43. This strategy aims to induce metabolic 

stress by blocking lactate transport, thereby limiting the ability of tumor cells to sustain 

energetic homeostasis. Other potential targets, such as LDHA, could also be investigated to 

further restrict intracellular lactate utilization. By disrupting the permissive metabolic 

microenvironment of CLL, inhibition of lactate transport or metabolism may enhance the 

efficacy of targeted therapies, mitigate resistance, and promote tumor cell apoptosis. 

 

Materials and Methods  

Cell Cultures 

The primary CLL B cells were collected from patients after receiving informed consent during 

routine workup at the Avicenne Hospital (APHP, 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 1. 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 cells were maintained in RPMI 1640 medium 

(Gibco) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, Gibco) and 1% penicillin/streptomycin 

(Gibco), cultured at 37°C with 5% CO2 or stored frozen in liquid nitrogen in a medium 

containing of 10% DMSO in FCS. 

Mec-1 and HG-3 cells were purchased from DSMZ (Berlin, Germany) and cultured as 

described for the primary tumor B cells. HS-5 cells were purchased from ATCC (Manassas, VA, 

USA) and cultured as described for the primary tumor B cells. 

Human mesenchymal stromal cells (h-MSC) were derived from BM samples and separated 

from other hematopoietic cells through their plastic adherence after 2-3 weeks of in vitro 

culture. Bone marrow (BM) samples were obtained from patients, free of hematological disease 
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and coming to the Orthopedic and Trauma surgery Department of Lariboisiere Hospital (Paris, 

France) for a total hip replacement surgery. All the patients provided written informed consent, 

in accordance with the Helsinki Declaration. Approval from the Institutional Review Board 

Paris-Nord was obtained before the use of the clinical materials for research purposes. 

Mononuclear cells were purified from the BM or blood samples with a Ficoll gradient (Pancoll 

Human, PAN-BIOTECH). H-MSC were then expanded in αMEM (Gibco) supplemented with 

10% fetal bovine serum (FBS, Sigma), 2 mM glutamine, 100 U/mL penicillin and 100 µg/mL 

streptomycin (Gibco). When the h-MSC reached 80-90% confluence, the cells were detached 

with Trypsin (Gibco) and cryopreserved before use. Four different h-MSCs were used in this 

study.  

In co-culture experiments, HS5 stromal cells and B-CLL cells were cultured in a Transwell 

system (0.4 µm pore size, Corning). HS5 cells were seeded in the lower chamber 24 hours prior 

to co-culture to allow adherence. B cells were added to the upper chamber at a stromal:B cell 

ratio of 1:10, unless otherwise specified. When conditioned media was used HS5 cells were 

incubated with media previously issued from a 24 hours CLL cells culture. Sodium DL-lactate 

(Sigma-Aldrich, Cat. No. L4263) was diluted in complete medium and used at a final 

concentration of 10 mM for variable durations. To activate B cell receptor (BCR) signaling, 

anti-IgM antibodies (Jackson ImmunoResearch) were applied either in soluble form (10 µg/ml) 

or as plate-bound stimuli (20 µg/ml), depending on the specific experimental design. Anti-

SLC5A12 antibody was used at a 1:500 dilution to inhibit the lactate transporter (#PA5-110389, 

Invitrogen). 

RNA sequencing Library preparation and sequencing 

RNA-seq libraries were prepared using the Ion Ampliseq Transcriptome Human Gene 

expression kit (Thermo Fisher Scientific), following the manufacturer’s instructions. All library 

preparation steps were performed automatically using the Ion Chef System. Briefly, for each 

sample, 10 ng of total RNA was reverse-transcribed into complementary DNA (cDNA), 

followed by target amplification and barcoding using two primer pools designed to detect 

20,802 transcripts, covering more than 95% of the human RefSeq transcriptome. Each pair 

targets q specific region of the transcript, generating a simple amplicon per gene corresponding 

to the exon shared by multiple isoforms. The resulting amplicon are all 150 base pairs in length.  

After amplification, the barcoded libraries were diluted to 100 pM, pooled, and subjected to 

emulsion PCR, before being loaded onto an Ion 540 chip and sequenced using the Ion S5 XL 

Semiconductor Sequencer (Thermo Fisher Scientific). In total, approximately 80 million reads 
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were generated per chip, corresponding to about 10 million reads per samples for an 8-sample 

run. 

Proteomic Analysis by Label-Free LC-MS/MS 

The cells were collected and washed three times in PBS. Then 200μL of the solubilization 

solution (urea 7 M, thiourea 2 M, CHAPS 4% w/v, NP-40 0.5% w/v and the protease inhibitor 

Mix from GE Healthcare) were added. After incubation for 1 h and sonication for 30 min, both 

on ice, the lysate was centrifuged at 150,000×g for 30 min at 10°C, and the supernatant (protein 

sample) was collected. Protein concentrations were determined using the 2D Quant kit (GE 

Healthcare). For enzymatic digestion, 25 μg of proteins were recovered in 25 mM ammonium 

bicarbonate buffer. Proteins were then reduced with 20 mM DTT for 45 min, alkylated for 30 

min with 55 mM iodoacetamide, precipitated in ice-cold acetone/methanol (8:1), and finally 

digested by trypsin overnight at 37°C. After digestion, peptide samples were diluted to a 

concentration of 1 μg/μL. The digests (5 μg) were desalted by StageTips prepared manually (3 

layers of C18 phase stacked in a P10 cone). The peptide samples were analyzed quantitatively 

by “Label Free” mass spectrometry on a timsTOF Pro type instrument (Bruker) equipped with 

PASEF technology, upstream of which is coupled liquid nano-chromatography (nanoElute, 

Bruker) using a nano column C18 (IonOpticks, 75 µm ID, 25 cm, 1.6 µm). This column made 

it possible to separate the peptides from the complex sample according to their hydrophobicity 

on an increasing gradient of acetonitrile (3-32%) of 100 min. Each sample was analyzed three 

times in a row in the same way. The mass spectrometry data of the “Control” and “Treated” 

samples were then analyzed using the MaxQuant software (1.6.5.0 version) At the end of the 

analysis, a table was generated with the name of the identified proteins and their normalized 

intensities in each sample. This table was then analyzed by the ProStar package (1.16 version) 

to compare the mean intensities of each protein between the 2 “Control” and “Treated” groups. 

Partially missing data in a group were imputed by the Structured Least Squares Algorithm 

(SLSA) method, totally missing data in a group were imputed by a minimum value calculated 

by the DetQuantile method. A Limma statistical test was used to compare the mean protein 

intensities between the 2 groups. A post-hoc correction (Adaptive Benjamini Hochkberg) was 

applied to estimate the p-value threshold for which the false positive rate (FDR) does not exceed 

1%. Only the proteins having a p-value < 0.01 and presenting a ratio> 1.5 were retained. 

Bioinformatics analysis 

The process of transcriptomic data and creation gene quantification matrices from FASTQ and 

BAM files was done by Galaxy (v22.05). DESeq2 and limma were used to perform differential 
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expression analysis in R (v4.3.1), with thresholds of |log2FC| > 0.5 and adjusted p-value < 0.05. 

After being processed with MaxQuant and acquired by label-free mass spectrometry (timsTOF 

Pro), proteomic data was treated with Student's t-test with thresholds of |log2FC| > 1 and 

adjusted p-value < 0.05. Venn diagrams, heatmaps, volcano plots, and PCA were all used in the 

visualization. Overlapping differentially expressed genes were found by cross-omics 

integration, and these were then examined using functional enrichment (clusterProfiler, 

ReactomePA, GSEA) to reveal common dysregulated pathways at the transcriptome and 

proteomic levels. 

Cell Survival and Apoptosis Analysis  

The MTS assay (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay; Promega, Cat. 

No. G3581) relies primarily on the activity of the mitochondrial enzyme succinate 

dehydrogenase, which reduces the MTS tetrazolium compound to a formazan product. Cells 

were seeded in 96-well plates at appropriate densities depending on the experimental 

conditions. After treatment, 20 µL of MTS reagent was added directly to each well containing 

100 µL of culture medium, and cells were incubated at 37 °C in 5% CO₂ for 1–4 hours, 

depending on the cell type and treatment. Absorbance was measured at 490 nm using a 

microplate reader (Thermo Scientific Multiskan™ FC). All conditions were tested in triplicate, 

and background absorbance from media-only wells was subtracted. Results were expressed as 

either an MTS reduction signal normalized by control or as a percentage of control. 

Cell proliferation was assessed using the Trypan Blue exclusion assay. After cocultures, stromal 

cells were harvested and resuspended in phosphate-buffered saline (PBS). An equal volume of 

0.4% Trypan Blue solution, freshly prepared in-house using sterile conditions, was mixed with 

the cell suspension (1:1 dilution). Viable (unstained) and non-viable (blue-stained) cells were 

counted manually using a Malassez counting chamber under a light microscope. Cell counts 

were performed in duplicate for each condition, and total viable cell numbers were calculated. 

Results were expressed as absolute viable cell counts. 

Cell apoptosis was assessed using flow cytometry (FACSCantoTM II Becton Dickinson) on 

purified primary CLL cells using Annexin V-FITC and propidium iodide staining (BD 

Biosciences, Le Pont de Claix, France). Percentage of apoptosis corresponded to % of annexin 

V-positive cells, including PI-negative and PI-positive cells. All measurements were done in 

duplicate. 
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Seahorse Metabolic Flux Analysis 

Extracellular oxygen consumption rate (OCR) and extracellular acidification rate (ECAR) were 

measured using a Seahorse XFp Analyzer according to the manufacturer's instructions. All 

reagents and compounds were obtained from Agilent Technologies.  

One day prior the experiment, 2 × 105 HS-5 cells or primary human MSCs were seeded into 

each well of an 8-well Seahorse Microplate. Cells were incubated overnight with conditioned 

media prepared from 5 x 106 primary CLL cells or 2 x 106, cultured for 24h in RPMI 

supplemented with 10% FBS. On the day of the assay, the culture medium was replaced by a 

complete Seahorse media (XF DMEM supplemented with 2 mM glutamine, and 1 mM 

pyruvate). OCR and ECAR were assessed using the Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit 

(Agilent Technologies). Oxygen consumption was recorded under basal conditions and after 

sequential injections of oligomycin at 1 mM (an ATP synthase (complex V) inhibitor), FCCP at 

1.5 mM rotenone at 100 nM + antimycin A at 1 mM. Basal respiration was calculated as the 

difference between basal OCR and the OCR after the addition of rotenone and antimycin A. 

Maximal respiration was defined as the difference between the OCR after FCCP injection the 

OCR after rotenone and antimycin A. Spare respiratory capacity was calculated as the 

difference maximal and basal OCR. ATP‐linked respiration was determined by subtracting the 

OCR after oligomycin injection from the basal OCR. Glycolysis function was evaluated in the 

same experiment. Glycolysis was calculated as the increase in ECAR following glucose 

injection relative to basal ECAR. Glycolysis capacity was determined by the difference between 

ECAR after oligomycin injection and basal ECAR. 

ROS and Mitochondrial Mass Analysis (Flow Cytometry) 

Intracellular total ROS levels were measured using the Total Reactive Oxygen Species 

(ROS) Assay Kit 520 nm (Invitrogen, Cat. No. 88-5930), following the manufacturer's 

instructions. After coculture, cells were collected, washed, and incubated with the ROS 

detection reagent provided in the kit at 37 °C for 60 minutes in the dark. Following ROS 

staining, cells were washed and subsequently labelled with antibodies against CD90 (anti-CD90 

BUV395, BD Biosciences, Cat. No. 563804) and CD19 (Anti-CD19 BV786, BD Biosciences, 

Cat. No. 563325) to distinguish stromal (CD90⁺) and CLL (CD19⁺) populations, respectively. 

Staining was performed at 4 °C for 20 minutes in the dark, followed by washing and 

resuspension in PBS for acquisition. Cells were analyzed using a BD FACS Symphony A3™ 

flow cytometer, and the mean fluorescence intensity (MFI) of the ROS signal (FITC channel, 

excitation/emission: ~488/520 nm) was quantified in the CD90⁺ gated populations. Data were 
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processed using FlowJo software (v10 or later). At least 10,000 events were collected per 

sample. Mitochondrial content was assessed using MitoTracker™ Green FM (Invitrogen, Cat. 

No. M7515), which accumulates in mitochondria independently of membrane potential. After 

transwell cocultures, stromal cells were incubated with 50 nM MitoTracker Green FM in 

complete growth medium at 37 °C for 30 minutes, protected from light. Following staining, 

cells were washed, resuspended in PBS, and immediately analyzed by flow cytometry. 

Mitochondrial mass was quantified based on FITC channel MFI (excitation/emission: 

~490/516 nm). Cells were analyzed using a BD FACS Symphony A3™ flow cytometer, and 

data were analyzed with FlowJo software (v10 or later). At least 10,000 events were collected 

per sample, and dead cells and debris were excluded based on forward/side scatter properties. 

mRNA Quantification by qRT-PCR 

Total RNA was extracted with Trizol and purified with RNeasy Mini kit (Qiagen) by a 

Qiacub extractor (Qiagen, Les Ulis, France). At least 500 ng of total RNA were retro-transcribed 

with iSCRIPT (Bio-Rad) according to the manufacturer’s instructions. The expression of c-myc 

using TaqMan Gene Expression Assays probes (ThermoFischer Scientific, Courtaboeuf, 

France) (MYC Hs00153408_m1) on a 7500 Real-time PCR system (Life Technologies Saint-

Aubin, France). Target gene expression was normalized to the mean Ct values of the 

housekeeping gene GAPDH (Hs02786624_g1), then normalized to unstimulated control cells 

to determine the fold change. Relative fold change expression was calculated by the ΔΔCt 

method and the values are expressed as 2-ΔΔCt. All points were performed in duplicate. 

To check the expression of upregulated genes identified in the RNA-seq, a custom PCR 

array of 32 genes was design to assess the expression of the selected transcripts in MSC cells.  

The PCR array was design and analyze using the RT2 profiler PCR system kit (ID 330231, 

QIAGEN). The targeted transcripts included: CSF2, NAMPT, ICAM1, IRF2BP2, IL1A, ENO2, 

DUSP5, TGFB1, IL6, GAPDH, PIM1, NF2, TNFAIP3, CCN2, CXCL5, PPC, CXCL8, FYN, 

EGR1, CXCL3, IL1B, SOD2, HPRT1, JUNB; NFKBIZ, ITGA2, NFKB2, TNFRSF1B, CSF3, 

HGDC, DUSP1, RTC. Target gene expression was normalized to the mean Ct values of the 

housekeeping gene GAPDH, then normalized to unstimulated control cells to determine the 

fold change. Relative fold change expression was calculated by the ΔΔCt method and the values 

are expressed as 2-ΔΔCt. All points were performed in duplicate. 
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Western Blot Analysis 

Total protein extracts were prepared from CLL cells (primary or Mec-1) and HS5 

stromal cells following stimulation (5 to 30min for both Lactate and anti-IgM) or co-culture 

(24h). Cells were lysed using a non-denaturing lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM 

NaCl, 1% NP-40, 1% glycerol) supplemented with a protease and phosphatase inhibitor cocktail 

(10 mM Orthovanadate, 10 µM NaF, 10 µg/mL Aprotinin, 5 µg/mL Leupeptin, 1 µg/mL 

Pepstatin, 0,1M PMSF). Protein concentration was determined using the Pierce™ BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific), and absorbance was measured using a microplate reader 

(Thermo Scientific Multiskan™ FC). 

Equal amounts of protein (30µg) were resolved on pre-cast 10% or 4-15% SDS-PAGE 

gels (Bio-Rad), transferred to nitrocellulose membranes, and processed for immunoblotting 

using standard procedures. Membranes were blocked in 5% BSA in TBS-Tween and incubated 

with specific primary antibodies (Table Antibodies) overnight at 4 °C, followed by HRP-

conjugated secondary antibodies. Immunoreactive bands were visualized using the Clarity™ 

Western ECL Substrate and ECL Max (Bio-Rad), and chemiluminescent signals were acquired 

using the ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad). Antibody dilutions and incubation 

conditions were optimized according to the manufacturers’ recommendations. Densitometric 

analysis was conducted using Image Lab software (Bio-Rad). Phospho-ERK and total ERK 

(Cell signaling technology) band intensities were normalized to tubulin. The antibodies that 

were used in this work were: anti-ERK (Cell signaling technology #9102, 1/1000 dilution) anti-

phosphoERK (Cell signaling technology #4370, 1/1000 dilution), anti-BTK (Cell signaling 

technology, 1/1000 dilution) anti-phosphoBTK (Cell signaling technology, 1/1000 dilution), 

anti-tubulin (Sigma, #T4026, 1/10000 dilution), anti-Vinculin (Cell signaling technology 

#13901, 1/1000 dilution). 

NMR Metabolomics Analysis 

HS5 cells and primary B-CLL were cultured in six well plate in RPMI supplemented with 10% 

FBS.  In certain experiments, the medium was further supplemented with either [U-¹³C] glucose 

(Cambridge Isotope Laboratories, #CLM-1396-PK) or [U-¹³C] lactate (Cambridge Isotope 

Laboratories, #CLM-1579-PK) to enable stable isotope tracing. Culture supernatants were 

collected after either 24 or 48 hours of incubation, depending on the experimental condition. 

All supernatants were centrifuged at 13,000 rpm to remove cellular debris and stored at –20°C 

until NMR analysis. 
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Supernatants from the culture were prepared as follows: 60 μL of a 10 mM trimethyl-silyl 

propionate (TMSP) with D2O solution was added to 540 μL supernatant samples. Solutions 

were mixed thoroughly, and 550 μL of the mixture was then transferred to 5 mm NMR tubes. 

NMR experiments were carried out using a Bruker 500 MHz NMR spectrometer equipped with 

a 5 mm PAQXI probe and a cooled SampleCase (RS232) autosampler, enabling high-

throughput data acquisition for large collections of samples. The temperature was controlled at 

298K throughout the experiments. Standard 1H 1D NMR pulse sequence nuclear Overhauser 

effect spectroscopy (NOESY) with z-gradient (Bruker pulse program noesygppr1d) was applied 

on each sample to obtain the corresponding metabolic profiles. A total of 64 transient free 

induction decays (FID) were collected for each experiment with a spectral width of 14 ppm. 

The relaxation delay was set to 4 s. The 90° pulse length was automatically calibrated for each 

sample at around 10 μs. The NOESY mixing time was set to 10 ms. The total acquisition time 

for each sample was 19 min 11 s. 

All FIDs were multiplied by an exponential function corresponding to a 0.3 Hz line broadening 

factor prior to Fourier transformation. 1H NMR spectra were manually phased, baselined, and 

referenced to the TMSP signal (δ = 0 ppm) using Topspin software version 4.0.5 (Bruker GmbH, 

Rheinstetten, Germany). Signals at 5.25 ppm (α-glucose), 4.66 ppm (β-glucose), 1.33 ppm (12C 

signal of lactate carbon 3 and 13C of lactate carbon 3) and 1.05 ppm (valine) were integrated in 

order to calculate the metabolite concentrations. Concentrations of glucose and lactate were 

directly determined by calculation considering the known valine concentration in RPMI 

medium at 171 µM. 

Chick embryo chorioallantoic membrane (CAM) model 

Fertilized white Leghorn chicken eggs were purchased from Granja Santa Isabel, S. L. 

(Córdoba, Spain), and incubated for 9 days at 37°C at 55% humidity. At day 9 of their 

embryonic development, a window of an ∼2 cm-diameter was drilled on top of the air chamber 

of the eggshell. Then, 1 million of primary CLL cells were suspended in 25 μL RPMI medium 

containing 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and streptomycin, and 25 μL Matrigel. 

The mix was incubated for 15 minutes at 37°C and subsequently implanted into the CAM of 

each egg. 10 mM of lactate (day 12 and 14) were administered topically on the tumor-bearing 

CAMs. Seven days after implantation (day 16), chick embryos were killed by decapitation. 

Tumors were excised and carefully weighed to determine their mass or analyzed by flow 

cytometry using a CD45+CD19+ staining to determine the proportion of CLL cells within the 

tumor derived xenograft. 
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Statistical Analysis 

For non-omics experiments, statistical analyses were performed using GraphPad Prism (version 

8 or higher). Depending on the experimental design, comparisons between groups were 

conducted using either the paired t-test or the Mann–Whitney U test (for unpaired data). For all 

tests, a p-value < 0.05 was considered statistically significant. Data are presented as mean ± 

standard error of the mean (SEM), unless otherwise specified. All experiments were performed 

in at least three biological replicates unless stated otherwise. 
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FIGURE LEGENDS  

 

Figure 1. CLL cells alter the transcriptome of HS-5 bone marrow stromal cells in co-

culture 

A) Heatmap showing normalized expression of significantly deregulated genes in HS-5 cells 

cultured alone or in co-culture with primary CLL cells (n = 5 per group). B) Volcano plot 

displaying the Log₂ fold change (Log₂FC) versus –log₁₀ p-value of differentially expressed 

genes. FC: fold change. The cut-off was set to 0.5 to visualize the differentially expressed genes. 

C) Gene set enrichment analysis (GSEA) of the top upregulated pathway in HS5 cells cultured 

alone versus in co-culture with primary CLL cells. D) GSEA showing enrichment of glycolysis, 

hypoxia, mTORC1 signaling, and MYC target pathways in HS-5 cells cultured alone versus in 

co-culture with primary CLL cells. E) Gene expression analysis by qPCR in human 

mesenchymal stromal cells (MSC) from healthy donors (n = 4) cultured alone or in co-culture 

with the Mec-1 CLL cell line. Results are normalized to GAPDH expression and expressed as 

fold change. Statistical analyses were performed with Mann-Whitney test. *P < .05, **P < .01, 

***P < .001, ****P < .0001 

 

Figure 2.  CLL cells increase the expression of proteins involved in metabolic processes. 

A) Volcano plot displaying fold change (Log₂FC) versus –log₁₀ p-value of differentially 

expressed proteins. FC: fold change. The cutoff used to represent the data was set at 0.5. B) 

GSEA of the proteome of HS-5 cells upon 24 hours co-culture with Mec-1 cells. C) Heatmap 

showing all the omic data (RNA-seq and proteome) of the HS-5 alone or in co-culture with 

Mec-1 cells. D) Venn diagram of the crossed analysis of the RNA-seq and proteome data set 

from HS-5 cells alone versus co-culture with Mec-1 cells. E) List of the 18 hits that were found 

upregulated both at the transcript and protein level in HS-5 cells alone versus co-culture with 

Mec-1 cells. Log2FC is represented for the protein (light blue) and rose (transcripts). F) 

Clustering of the 18 hits of panel E to show the main biological processes that are upregulated 

in HS-5 by the co-culture with Mec-1 cells.  

 

Figure 3. CLL cells enhance glycolysis in bone marrow stromal cells 

A) MTS assay in HS5 cells cultured for 24h with conditioned media from Mec-1 cell line, Mec-

1 cells, or primary CLL cells. Statistical analysis was performed using the paired t-test. 

B) HS-5 cell counts in standard media, after starvation, or in co-culture with primary CLL cells 
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for 24h. C) Extracellular acidification rate (ECAR) measured using a Seahorse XF analyzer in 

HS-5 cells cultured for 24 h in conditioned media from primary CLL cells or in standard media. 

Glycolysis and glycolytic capacity were calculated from six independent experiments. D) 

ECAR measured in mesenchymal stromal cells (MSC) cultured for 24 h in conditioned media 

from Mec-1 CLL cells or in standard media. Glycolysis and glycolytic capacity were calculated 

from six independent experiments. E) Representative oxygen consumption rate (OCR) profiles 

from HS5 cells cultured for 24 h in conditioned media from primary CLL cells or in standard 

media. Maximal OCR and spare respiratory capacity were calculated from six independent 

experiments. F) Representative OCR profiles from MSCs from healthy donors cultured for 24 

h in conditioned media from Mec-1 cells or in standard media. Maximal OCR and spare 

respiratory capacity were calculated from six independent experiments. G) Reactive oxygen 

species (ROS) production measured by flow cytometry in HS-5 cells cultured alone or in co-

culture with Mec-1 or primary CLL cells for 24h. MFI: mean fluorescence intensity.  

H) Mitochondrial mass measured by flow cytometry in HS-5 cells cultured alone or in co-

culture with Mec-1 or primary CLL cells for 24h. MFI: mean fluorescence intensity. 

For all panels, data are presented as mean ± standard error of the mean (SEM) of the indicated 

individual values. For panels (B-H), statistical analysis was performed using the Mann-Whitney 

U test. 

 

Figure 4. CLL are able to consume the lactate produced by stromal cells. A) NMR assay of 

Glucose in the culture medium HS-5, primary CLL cells cultured and 24 hours co-culture. The 

data are presented as ratio of the Glucose content in the RPMI medium. B) NMR assay of 

Lactate in the culture medium as in panel A. C) NMR assay of 13C-lactate (U-13C3) measured 

in the medium of 3 CLL patients’ cells upon 24- and 48-hours culture. The data are presented 

as ratio to the 13C-lactate at time 0 which corresponded to 10 mM 13C-lactate. D) workflow 

of the experiment used to analyse whether CLL cells are capable to uptake the 13C-lactate 

produced upon incubation of HS-5 cells with 13C-glucose. Details are given in the main text. 

E) NMR assay to measure the 13C-lactate concentration in the medium of HS-5 cells and co-

culture of HS-5 cells with 6 different CLL patients’ cells. The 13C-lactate (U-13C3) 

concentration measure in the HS-5 condition correspond to the lactate produced upon 

incubation of stromal cells with 11,1mM of 13C-Glucose (U-13C6). F) Western blot of whole 

cell lysates of HS-5 cell culture alone or after co-culture with either HG-3 cells or primary CLL 

cells. The image is representative of 2 independent experiments. For panels A, B and E, data 
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are presented as mean ± standard error of the mean (SEM) of the indicated individual values. 

Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney test. **P<.005   

 

Figure 5. Lactate increases CLL cells survival and enhances BCR signaling pathway. A) 

MTS assay of CLL primary cells purified from 5 patients’ blood samples and treated for 24 

hours with the indicated doses of Lactate. The % MTS was calculated as described in the M&M 

section. B) Analysis of c-myc transcription by RT-qPCR of CLL cells treated with 10mM 

Lactate for 24 hours. Primary CLL cells from 5 patients’ blood samples were used. Data are 

presented as mean ± standard error of the mean (SEM). The Mann-Whitney statistical test was 

used. C) Western blot of whole cell lysates of Hg-3 cells stimulated for 15 and 30 min with XX 

anti-IgM. Specific antibodies against pBTK and pERK along with the total proteins were used 

to assess BCR signaling activation. Tubulin was used as loading control. D) Apoptosis analysis 

by Annexin V/7AAD and flow cytometry of primary CLL cells treated with 10mM lactate, 

stimulated or not with anti-IgM and treated or not with anti-SLC5A12. Mann-Whitney was 

used to assess statistical significance. 3) Western blot analysis of whole cell lysate of primary 

CLL cells treated or not with anti-SLC5A12 in presence of absence of BCR stimulation by anti-

IgM. pERK was used to assess BCR activation. Tubulin is used as loading control. F) Workflow 

for CAM system. Details are given in the M&M section and the main text. G) Representative 

pictures of engrafted tumors in CAM at day 16 with or without addition of 10 mM Lactate 

during tumor growth H) Histogram representing the % of CD19 positive cells in the patient’s 

derived CLL xenograft on the CAM after 16 days culture. 6 replicates from one patient were 

used in this experiment. Statistical significance was calculated with the Mann-Whitney **P< 

.005. 
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Supplementary materials  

 

Supplementary Table 1: Biological and Molecular Characteristics of Study patients. NA: 

not available. 1 IGHV homology was calculated as the percentage of homology to the closest 

germ line VH gene. Unmutated (UM): IGHV homology ≥ 98%; Mutated (M): IGVH homology 

< 98%.  2 NGS sequencing a panel of 12 lymphoid genes associated with CLL including: TP53, 

ATM, NOTCH1, SF3B1, FBXW7, XPO1, POT1, BIRC3, IKZF3, RPS15, BTK, PLCG2.  3 

FISH analysis includes: del(17p), del(11q), del(13q) and trisomy 12. 

Supplementary Figure 1: Transcriptomic analysis by RNA-seq of HS-5 cells in co-culture 

with Mec-1 cells. A) Heat map of the differentially expressed genes in HS-5 cells upon 24 

hours co-culture with Mec-1 cells. B) Volcano plot of the RNA-seq data set representing the 

Log2FC versus Log10Pvalue. The cut-off was set to 0.5 to visualize the differentially expressed 

genes. C) GSEA analysis of the RNA-seq data set to show the mostly regulated signalling 

pathways or biological processes. The colour code is based on the FDR and the dot size is based 

on the P-value. D) Enrichment plots of the most regulated pathways based on the GSEA 

analysis.  

Supplementary Figure 2: Proteome of HS-5 upon co-culture with Mec-1 cells. A) Heatmap 

of the protein hits identified by mass spectrometry in HS-5 cells upon 24 hours co-cultures with 

Mec-1 cells. B) Enrichment plots of the mostly regulated biological processes based on the 

GSEA analysis of the proteome data set.  

Supplementary Figure 3 Seahorse assay and CLL cells analysis within the CAM system. 

A) Representation of the metabolic inhibitors used to evaluate the OCR (oxygen consumption 

rate) and ECAR (extracellular acidification rate) parameters during the Seahorse assay. B) 

cytometry plots and gating strategy to analyse the human CD45/CD19 positive cell population 

(CLL cells) cultured on the CAM. The CAM without human cells (bottom panels) has been 

used as negative control to place the gate for the positivity (top panels). C) Histogram 

representing the weight variation of the patients derived CLL xenograft on the in presence and 

absence of lactate treatment. One patient was analysed in 6 replicates D) Representative 

cytometry plots and gating strategy of CD19 positive CLL cells within the CAM system in 

presence and absence of lactate after 16 days culture.  
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II. Etude de la voie de signalisation Hippo dans les cellules 

stromales en coculture avec les B-LLC 

A. Modifications morphologiques des HS5 en coculture 

Les cellules B-LLC dépendent étroitement de leur microenvironnement pour assurer leur 

survie et leur prolifération. Afin de mimer ce dialogue tumoral inter-cellulaire en laboratoire, 

un modèle de coculture a été développé, dans lequel des cellules B-LLC primaires sont 

déposées directement sur une monocouche de cellules stromales de type HS-5, établissant ainsi 

des contacts directs intercellulaires497. De précédentes expériences réalisées au sein de notre 

laboratoire ont mis en évidence la capacité des cellules B-LLC à adhérer à cette monocouche 

stromale. Ces observations suggèrent également que l’adhérence des cellules B-LLC aux 

cellules stromales est un phénomène dynamique et qu’il implique l’établissement de contacts 

cellulaires directs et transitoires entre cellules leucémiques et stromales445. 

 Ces contacts physiques entre cellules représentent un stress mécanique sur les cellules 

stromales, notamment via des forces de traction exercées au point d’adhésion. Ce stress 

mécanique provoque des remaniements morphologiques importants, modifiant la tension du 

cytosquelette, la forme cellulaire, la polarité et l’organisation des jonctions intercellulaires et 

des adhérences focales265,519. 

La lignée HS-5 utilisée dans nos modèles de coculture est une lignée de cellules adhérentes 

à l’aspect fibroblastique. Nous avons pu constater que l’établissement des cocultures entrainait 

de manière systématique une modification de la forme des cellules HS-5 par microscopie 

optique. Plus précisément, les cellules HS-5 semblent moins allongées et présentent une forme 

plus arrondie (Figure 13A). Afin de caractériser plus finement ce changement de morphologie, 

nous avons utilisé l’immunofluorescence afin de marquer le cytosquelette d’actine des cellules 

HS-5 et leucémiques dans les cocultures (Figure 13B). Le marquage spécifique du cytosquelette 

d’actine nous permet de déterminer certains paramètres géométriques des cellules tels que leur 

périmètre et leur surface à l’aide du logiciel ImageJ. Ces éléments sont utilisés pour calculer le 

Shape Factor, un paramètre géométrique sans dimension permettant de comparer la forme réelle 

d’un objet à une forme de référence idéale. Ainsi, une cellule parfaitement circulaire aura une 

valeur de Shape Factor proche de 1 et plus la valeur tendra vers 0, plus la cellule sera allongée. 

Comme montré dans la figure 13C, la coculture pendant 24 heures des cellules stromales HS-5 

avec des cellules B-LLC entraîne une augmentation du Shape Factor des cellules HS-5, ce qui 

suggère une transition vers une forme cellulaire plus sphérique. Ces modifications 
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morphologiques suggèrent un possible remodelage du cytosquelette des cellules HS-5 

lorsqu’elles sont en contact avec des cellules B-LLC.  

Figure 13. Changement de forme des cellules stromales HS5 en présence de B-LLC. (A) Observation 

des cellules HS-5 au microscope optique après 24h de culture en présence ou non de cellules B-LLC 

(MEC). Les flèches rouges mettent en évidence le changement morphologique en présence de B-LLC. 

Les flèches vertes indiquent les cellules B-LLC. Photographies prises numériquement à partir d’un 

grossissement x10. (B) Marquage du cytosquelette d’actine par phalloïdine dans les cellules stromales 

HS-5 à l’issu de 24h de culture en présence ou non de cellules B-LLC primaire. Le cytosquelette d’actine 

est marqué en rouge à l’aide de Phalloidine et les noyaux cellulaires en bleu à l’aide du DAPI. Chaque 

image correspond à un champ représentatif de la forme des cellules observées. (C) Calcul du Shape 

Factor (ImageJ) des cellules HS-5 à partir des images obtenues en immunofluorescence. La condition 

HS-5 seule représente le Shape Factor moyen pour 32 cellules différentes et 16 cellules différentes pour 

la condition HS-5 + cellules B primaires (n = 1). Test statistique Mann-Whitney. Les barres d'erreurs 

indiquent la moyenne ± SEM. P-value ** < 0.01. 

Le cytosquelette d’actine étant un acteur central de la morphologie et de la dynamique 

cellulaire, sa régulation fait intervenir plusieurs voies de signalisation intracellulaires, dont celle 

des petites GTPases de la famille Rho. Ces GTPases sont connues pour moduler la 

polymérisation et l’organisation des filaments d’actine178. Parmi celles-ci, RhoA joue un rôle 

bien établi dans la formation de fibres de stress, la contractilité cellulaire et la régulation de la 

forme cellulaire229. 
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Afin d’évaluer l’état d’activation de RhoA dans les cellules HS-5 en contact avec les cellules 

B-LLC, nous avons mis au point un protocole de tri négatif pour isoler les cellules HS-5 des 

cellules B-LLC à la suite de leur coculture. Ce système est basé sur l’utilisation de billes 

magnétiques couplées à un anticorps anti-CD19 qui retient les cellules B et permet d’isoler les 

cellules HS-5 (Figure 14A). 

L’efficacité du tri magnétique a tout d’abord été évalué par cytométrie en flux en 

déterminant la proportion de cellules HS-5 et de cellules B-LLC présentes dans les différentes 

fractions des cocultures (Figure 14B). Au regard des différentes cocultures avec les lignées de 

B-LLC (MEC) et les B-LLC primaires, l’enrichissement des cellules HS-5 récupérées est 

estimé à environ 90%. 

Les très faibles quantités de cellules B CD19pos détectées dans les échantillons triés de 

coculture (fraction adhérente) est confirmé par western blot. Le niveau du signal du CD19 est 

en dessous de la limite de détection dans les échantillons protéiques issus de cellules HS-5 triées 

(Figure 14C). Ainsi, ce système de tri magnétique négatif nous permet de récolter 

spécifiquement les cellules stromales HS-5 après qu’elles aient établi en cocultures des contacts 

directs avec les cellules B-LLC. 

L’état d’activation de RhoA, c’est-à-dire sa forme liée au GTP, a ensuite été mesuré à l’aide 

d’un test biochimique de type Pull Down qui permet de précipiter spécifiquement la fraction 

active de RhoA (RhoA-GTP) via sa capacité à se lier au domaine RBD de la Rhotekin. Cette 

approche a permis de mettre en évidence une diminution de la forme active de RhoA (RhoA-

GTP) dans les cellules HS-5 triées après 24h de coculture avec les MEC-1 (Figure 15). Ainsi, 

la diminution de l’activité de RhoA induite par les cellules B-LLC pourrait contribuer à une 

dynamique cytosquelettique favorisant une morphologie cellulaire moins étalée et plus 

sphérique des cellules HS-5. 
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Figure 14. Système de tri magnétique des cocultures. (A) Schéma explicatif du fonctionnement du tri 

magnétique. La fraction adhérente des cocultures est collectée et mélangée avec des billes magnétiques 

couplées à un anticorps anti-CD19. Les cellules B-LLC (en bleue), exprimant le CD19, vont être retenu 

dans la colonne une fois cette dernière placée sur un support aimanté. Les cellules HS-5 (en rose) ne 

seront pas retenues par la colonne et seront collecté dans un tube. Suite à cela, le retrait du support 

aimanté permet de récolter les cellules B-LLC qui étaient retenues dans la colonne. Schéma réalisé sur 

Biorender.com. (B) Analyse par cytométrie en flux des proportions de cellules HS-5 (CD90+) et de 

cellules B-LLC (CD19+) dans les différentes fractions à l’issu d’un tri magnétique. Ces résultats sont 

représentatifs de 2 expériences indépendantes (n = 2). (C) Analyse de l’expression de CD19 par Western 
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Blot dans différentes conditions de coculture (24h) avec ou sans tri magnétique. L’expression de CD19 

a été détectée, et les niveaux de protéines ont été normalisés par rapport à HSP90, utilisé comme 

contrôle de charge. La figure de droite montre l’analyse densitométrique des bandes de CD19, exprimée 

en niveaux relatifs après normalisation sur HSP90. Expérience réalisée une fois (n = 1). 

 

Figure 15. Analyse par pull-down de l’activité de RhoA (RhoA-GTP) dans les cellules HS-5 seules 

(HS5 only) ou en co-culture avec les cellules MEC-1 (coculture). Un contrôle positif avec le GTP-γS 

a été réalisé (CTRL+). Résultats représentatifs de 3 expériences indépendantes (n = 3). 

B. Activation de la voie HIPPO dans les cellules stromales en coculture 

À la lumière des modifications morphologiques observées et de la diminution de l'activité 

de RhoA-GTP, nous nous sommes intéressés à la voie de signalisation Hippo qui est connue 

pour être un intégrateur clé des signaux mécaniques intracellulaires. Cette voie joue un rôle 

essentiel dans la régulation de l’activité des coactivateurs transcriptionnels YAP et TAZ en 

réponse à des stimuli tels que la forme cellulaire, la densité, ou encore la tension du complexe 

actomyosine265,295. 

En condition de faible tension cytosquelettique ou de forme cellulaire restreinte, la voie 

Hippo est activée, entraînant la phosphorylation de YAP/TAZ par la kinase LATS et leur 

rétention dans le cytoplasme puis leur dégradation par le protéasome. La rétention 

cytoplasmique de YAP entraine une diminution de l’expression de ses gènes cibles les plus 

connus, CYR61 et CTGF272. A l’inverse, des cellules étalées qui présente une forte contractilité 

— souvent dépendante de l’activité de RhoA–ROCK — favorisent la translocation nucléaire 

de YAP/TAZ et l’activation des gènes cibles265,267,295. 

Après 24h de coculture suivi de l’isolement des cellules HS-5 par tri magnétique, le niveau 

de phosphorylation de YAP sur la sérine 127 a été analysé dans ces cellules par Western blot 

(Figure 16A). L’augmentation de la phosphorylation S127 de YAP dans les cellules HS-5 

indique une activation de la voie Hippo. L’activation de cette voie a été confirmée en observant 
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une diminution de l’activité transcriptionnelle de YAP (Figure 16B). Cette activité a été évaluée 

à l’aide d’un système rapporteur spécifique, dans lequel le gène de la luciférase est sous contrôle 

d’un promoteur spécifique liant TEAD, l’un des principaux facteurs de transcription activés en 

aval de la voie Hippo520. Par ailleurs, l’étude par qRT-PCR de l’expression de certains gènes 

cibles de la voie Hippo (CYR61 et CTGF) dans des conditions similaires de cocultures sont 

également diminués (Figure 16C). 

Ainsi, l’ensemble de ces résultats mettent en évidence une activation de la voie Hippo dans 

les cellules HS-5 au contact des cellules B-LLC. L’activation de la voie Hippo dans notre 

modèle se traduit notamment par une augmentation de la phosphorylation S127 de YAP 

(phosphorylation inhibitrice) et une diminution de son activité transcriptionnelle. 

Figure 16. Activation de la voie Hippo dans les cellules stromales en coculture avec des B-LLC (A) 

Mesure des niveaux de phosphorylation de YAP sur la Sérine 127 dans les HS-5 à l’issu de coculture 

de 24h (triée) par Western Blot. La Tubuline est utilisée comme contrôle de charge. L’histogramme 

représente l’analyse densitométrique des bandes observées, exprimée en niveaux relatifs après 

normalisation sur la tubuline. Les données sont présentées sous forme de moyennes ± SEM. Un western 

blot représentatif de 3 expériences indépendantes est montré. (n = 3, *p < 0.05) (B) Système rapporteur 

HIP/HOP dans les cellules HS-5 en présence de MEC (gauche) ou de B-LLC primaire (droite). Ce ratio 
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est le reflet de l’activité transcriptionnel de YAP dans les cellules stromales HS-5. Chaque ratio a été 

normalisé par le signal des monocultures HS-5. Les données sont présentées sous forme de moyennes 

± SEM. Le test statistique utilisé est le t-test de Student apparié (n = 6, **p < 0.003). (C) Expression 

relative des gènes CYR61 (CCN1) et CTGF (CCN2) dans les cellules HS-5 en présence ou non de 

cellules B-LLC (MEC) à l’issu d’un tri magnétique. L’expression des gènes cibles a été mesurée par 

RT-qPCR et normalisée par rapport au gène de référence B2M (Beta-2 microglobulin) puis aux cellules 

HS-5 seules comme échantillon de référence (méthode ΔΔCt). Les données sont présentées sous forme 

de moyennes ± SEM (n = 2). 

C. Modulation de l’expression de YAP dans des lignées stables HS5 

Les résultats précédents indiquent que les cellules B-LLC entraine une activation de la voie 

Hippo dans les cellules HS-5 lorsqu’elles sont cultivées ensemble. Afin de mieux comprendre 

et caractériser le rôle de YAP dans les cellules HS-5, nous avons généré une lignée de cellules 

HS-5 stables caractérisée par la surexpression d’une forme mutée de YAP constitutivement 

active et dénommée YAP 5SA 301. Le mutant YAP 5SA présente une substitution d’une sérine 

en alanine sur les positions 61, 109, 127, 164 et 381. Grace à ces modifications, YAP 5SA ne 

peut plus être phosphorylé par LATS (phosphorylation S127) et échappe ainsi à la séquestration 

cytoplasmique par la protéine 14-3-3. De ce fait, ce mutant est constitutivement stabilisé, activé 

et pourra se transloquer dans le noyau pour y jouer son rôle de coactivateur transcriptionnel. A 

l’inverse, des stratégies d’inhibitions à base de siRNA ou de shRNA ont été développé par 

différentes sociétés pour cibler spécifiquement l’ARNm de YAP afin d’invalider son 

expression. Afin d’évaluer l’activité transcriptionnelle du mutant YAP 5SA, une transfection 

transitoire a d’abord été réalisée dans les cellules HS-5 en utilisant le système rapporteur 

HIP/HOP et les résultats ont confirmé l’augmentation de son activité transcriptionnelle (Figure 

17A). Sur la base de ces résultats positifs, nous avons entrepris par le biais de transduction 

virale, la génération de lignées HS-5 stables exprimant soit YAP 5SA soit le shYAP. Les cellules 

HS-5 transduites avec le vecteur viral pLKO vide ont été utilisées comme lignée contrôle. 

Afin de vérifier les niveaux d’expressions de YAP dans les lignées stables YAP 5SA et 

shYAP, un western blot a été réalisé (Figure 17B). L’augmentation du signal (~5fois) observée 

par densitométrie confirme l’expression du mutant YAP 5SA dans les cellules. A l’inverse, une 

diminution du signal (~4fois) est observée dans la lignée exprimant shYAP démontrant 

l’efficacité de l’invalidation de la protéine. 

Afin d’analyser la localisation cellulaire de YAP dans les lignées générées, nous avons 

également réalisé un fractionnement cytoplasme/noyau (Figure 17C). Comme attendu, YAP 
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5SA est fortement enrichi dans le noyau mais il est également augmenté dans le cytoplasme par 

rapport aux cellules contrôles PLKO. A l’inverse, le niveau de YAP dans les cellules shYAP est 

faible dans le cytoplasme et non détecté dans le noyau. Une exposition prolongée de la 

membrane a néanmoins permis de visualiser YAP dans les fractions nucléaire des cellules 

PLKO et shYAP. De manière notable, l’intensité de ce signal nucléaire résiduel apparaît 

similaire entre les deux conditions. Ce résultat suggère que, malgré une diminution globale de 

l’abondance de YAP dans les cellules shYAP, la quantité relative détectée dans le noyau n’est 

pas significativement altérée, ce qui pourrait refléter une stabilité du transport nucléaire dans 

ce contexte. Ainsi, l’ensemble de ces résultats valident l’établissement de lignées stables HS-5 

présentant une modulation de la stabilité (et de la localisation) de YAP et potentiellement de 

son activité transcriptionnelle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Modulation de YAP dans les lignées stables HS-5. (A) Système rapporteur HIP/HOP dans 

les cellules stromales HS-5 exprimant le mutant YAP 5SA. Le signal mesuré est le reflet de l’activité 

transcriptionnel de YAP dans les cellules HS-5. Le signal des HS-5 exprimant le mutant YAP 5SA 

(transitoire) a été normalisé par le signal des cellules HS-5 non transfecté. Expérience réalisée une fois 
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(n=1).  (B) Mesure des niveaux de la protéine YAP dans des lysats totaux de cellules HS5 transduites 

avec différents vecteurs viraux. L’actine est utilisée comme contrôle de charge. La figure de droite 

montre l’analyse densitométrique des bandes observées, exprimée en niveaux relatifs après 

normalisation sur l’actine. (C) Etude de la localisation de YAP dans les lignées stables HS-5 PLKO, 

shYAP et YAP 5SA. Les niveaux de YAP ont été évalué par western blot à la suite d’un fractionnement 

cytoplasme/noyau. Les échantillons nucléaires ont été développés avec un réactif plus sensible (ECL 

MAX) pour améliorer la détection du signal faible de YAP. La membrane est identique à celle utilisée 

pour la détection cytoplasmique (ECL), exposée différemment. La tubuline a été utilisée comme contrôle 

cytoplasmique. L’image est représentative de trois expériences indépendantes (n=3). 

D. Rôle de YAP sur la morphologie des cellules stromales HS-5 

Après avoir mis en évidence dans les cocultures le changement de forme des cellules HS-5 

et l’activation de la voie Hippo dans ces dernières, nous avons exploré le lien entre le niveau 

d’expression de YAP et le remodelage morphologique. Bien que les observations en 

microscopie optique n’aient pas révélé de différences morphologiques particulière entre les HS-

5 PLKO et shYAP, les cellules HS-5 YAP 5SA présentent une morphologie plus aplatie et 

étendue que les cellules contrôles (Figure 18A). La réduction d’intensité lumineuse observée 

dans la condition YAP 5SA, en dépit de conditions d’acquisition identiques, suggère une 

modification des propriétés optiques locales du microenvironnement cellulaire. Ce phénomène 

pourrait résulter de changements dans la composition ou l’organisation de la matrice 

extracellulaire (MEC), connus pour influencer l’indice de réfraction et la diffusion de la lumière 

au sein des tissus. En effet, des études antérieures ont établi que des variations dans la densité 

fibrillaire, la teneur en collagène ou la réticulation de la MEC peuvent altérer la transmission 

optique et générer des contrastes en microscopie à lumière transmise521,522. 

Afin d’apprécier plus finement les modifications morphologique et cytosquelettique, une 

approche par immunofluorescence a été effectuée et les paramètres de Shape Factor et Surface 

ont été évalués (Figure 18B).  
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Figure 18. Rôle de YAP dans la morphologie des cellules stromales. (A) Images en microscopie optique 

des cellules HS-5 PLKO, shYAP et YAP 5SA après 24h de monoculture. Photographies prises 

numériquement à partir d’un grossissement x10. (B) Coloration par phalloïdine des filaments d’actine 

(F-actine) dans les cellules HS-5 exprimant un vecteur contrôle (PLKO), un shRNA anti-YAP (shYAP) 

ou YAP 5SA. Les images montrent des variations morphologiques et organisationnelles du cytosquelette 

d’actine selon le niveau d’activité de YAP. Chaque image correspond à un champ représentatif de la 

forme des cellules observé lors d’une seule expérience (n = 1). (C) Calcul du Shape Factor, de la Surface 

(Area) et du nombre de cellules par champs (4 champs par conditions) des cellules HS-5 à partir des 
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images obtenues en immunofluorescence (B). Le calcul des différents paramètres a été réalisés 

automatiquement à l’aide du logiciel ImageJ. Test statistique Mann-Whitney. Les barres d'erreurs 

indiquent la moyenne ± SEM. P-value **** < 0.0001. 

Les cellules YAP 5SA présentent une morphologie plus étalée, récapitulée par un Shape 

Factor diminué et une surface (Area) augmenté de façon significative par rapport aux cellules 

contrôle (Figure 18C). Ainsi, ces observations confirment que la quantité et la distribution 

cellulaire de YAP affectent la morphologie et la surface des cellules. 

Par ailleurs, il est intéressant de noter que lors de la réalisation de ces expériences 

d’immunofluorescence, nous avons observé un nombre de cellules par champs plus important 

dans la condition HS5 YAP 5SA comparativement aux autres conditions (Figure 18C). Cette 

observation suggère que les cellules YAP 5SA adhèrent de façon plus stable au support en verre 

utilisé pour l’immunofluorescence, notamment par une régulation des molécules d’adhésion ou 

des constituants de la matrice extra cellulaire. 

E. Implication de YAP (stromal) dans la viabilité et l’adhésion des B-LLC  

La LLC est caractérisée par une rétention des cellules tumorales par les cellules du 

microenvironnement, ce qui permet de prolonger la survie et favoriser la prolifération des 

cellules leucémiques au sein du microenvironnement483,484,523. Dans le but de mieux 

comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la rétention et l’adhésion des cellules 

B-LLC aux cellules HS-5, nous avons étudié l’impact de la modulation des niveaux 

d’expression de YAP dans les cellules HS-5 sur la survie et l’adhérence des cellules B-LLC. En 

effet, bien que les régulateurs en amont de la voie Hippo/YAP restent en grande partie 

méconnus, les phénomènes d’adhésion cellulaire sont aujourd’hui considérés comme des 

régulateurs majeurs de cette voie de signalisation271,325,524,525. 

Après avoir mis les cellules HS-5 transgéniques (PLKO, shYAP et YAP 5SA) en coculture 

avec des cellules B-LLC primaires pendant 72h, nous avons évalué le pourcentage de cellules 

B-LLC vivantes dans chaque coculture par cytométrie en flux par mesure de l’Annexin V et du 

7-AAD sur la sous-population CD90neg/CD19pos (Figure 19A). L’utilisation d’Annexin V et de 

7-AAD permet de distinguer les cellules mortes (double positives) des vivantes (double 

positives). La figure 19B montre que le taux de viabilité des cellules B-LLC en coculture avec 

les différentes cellules HS-5 ne varie pas de façon significative. Ces résultats suggèrent que les 

niveaux de YAP stromales n’ont pas d’impact sur la survie des cellules B-LLC. 
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Nous avons précédemment mis en évidence le caractère dynamique et rapide de l’adhésion 

des B-LLC sur les cellules HS-5445. Dans ce contexte, nous avons évalué la capacité d’adhésion 

des cellules B-LLC primaires sur les différentes cellules HS-5 transgéniques lors de cocultures 

de 4h. Pour cela, le nombre de B-LLC primaires présentes dans la fraction adhérente a été 

déterminé par comptage au bleu Trypan puis exprimé en pourcentage par rapport à la totalité 

des cellules B-LLC présente dans les puits (fraction adhérente + non adhérente) (Figure 19C). 

De manière intéressante, nous avons pu constater une augmentation significative du 

pourcentage de B-LLC ayant adhéré aux cellules HS-5 YAP 5SA comparativement aux cellules 

contrôles (PLKO). Ces résultats suggèrent que la localisation nucléaire de YAP favoriserait 

l’adhésion des cellules B-LLC. Néanmoins, des expériences complémentaires à l’aide de 

traceurs cellulaires fluorescent sont prévus pour confirmer ces résultats. 

 

Figure 19. Rôle de YAP (stromal) dans la survie et l’adhésion des cellules B-LLC primaires. (A) Les 

cellules B-LLC primaires ont été cocultivées pendant 72 h avec des cellules stromales HS-5 PLKO, 

shYAP ou 5SA. Stratégie de gating représentative utilisée pour évaluer la viabilité des cellules B dans 

les différentes cocultures. La caractérisation des cellules B-LLC vivantes a été réaliser à partir de la 

taille des cellules (FSC/SSC), de l’expression du marqueur CD19 et de l’exclusion des doublets (FSC-
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A/FSC-H). (B) Le nombre de cellules B vivantes (Annexin V⁻ / 7-AAD⁻) a été déterminé à partir des 

proportions obtenues par cytométrie en flux et des comptages cellulaires réalisés au bleu Trypan dans 

les fractions adhérentes et non adhérentes des cocultures. Les données sont issues de six expériences 

biologiques indépendantes (n=6). Les barres d'erreurs indiquent la moyenne ± SEM. Aucune différence 

significative n’a été observée entre les conditions (test de Wilcoxon apparié). (C) Pourcentage de 

cellules B-LLC retrouvées dans la fraction adhérente après coculture avec différentes lignées de cellules 

HS-5. Des cocultures de 4 heures ont été réalisées entre des cellules B-LLC primaires et des cellules 

HS-5 PLKO, shYAP, ou YAP 5SA. Le pourcentage de cellules B-LLC retrouvées dans la fraction 

adhérente a été déterminé par comptage au bleu Trypan, en exploitant la différence de taille cellulaire 

pour discriminer les cellules B-LLC des cellules HS-5. Le pourcentage correspond à la proportion de 

cellules B-LLC adhérentes rapportée au nombre total de cellules B-LLC (adhérentes + non adhérentes) 

par puit. Les données sont issues de six expériences biologiques indépendantes (n=6). Test statistique 

Wilcoxon. Les barres d'erreurs indiquent la moyenne ± SEM. P-value * < 0.05. 

F. Rôle de YAP et de la coculture dans l’expression des protéines d’adhésion par 

les cellules HS-5 transgénique 

Suite à l’observation d’une meilleure adhérence des cellules B-LLC sur les cellules HS-5 

exprimant la forme mutée YAP 5SA, nous avons émis l’hypothèse que cette mutation pouvait 

moduler l’expression de molécules d’adhésion à la surface des cellules stromales, facilitant 

ainsi les interactions cellule-cellule. Afin d’explorer cette possibilité, nous avons évalué par 

cytométrie en flux dans les différentes cellules HS-5, l’expression membranaire de protéines 

d’adhésion clés telles que l’intégrine β1 (CD29), l’intégrine α4 (CD49d), ICAM-1 (CD54) et 

Thy-1 (CD90). Ces molécules ont été choisies en raison de leur rôle bien établi dans l’adhésion 

cellulaire et l’interaction avec les cellules immunitaires dans le microenvironnement 

tumoral526,527,528,529. 

Le niveau d’expression membranaire des intégrines β1 (CD29) et α4 (CD49d) ainsi que 

celui d’ICAM-1 (CD54) ne montre pas de différence significative entre les différentes 

conditions, que les cellules HS-5 aient été cultivées seules ou en présence des cellules B-LLC 

(Figure 20A). En revanche, une augmentation significative du niveau d’expression 

membranaire de Thy-1 (CD90) est observé dans les cellules HS-5 YAP 5SA comparativement 

aux cellules HS-5 PLKO contrôle (Figure 20B). A l’inverse, des niveaux plus bas de CD90 ont 

été retrouvé dans les HS-5 shYAP comparativement aux cellules HS-5 contrôles. Ces résultats 

suggèrent que YAP pourrait moduler l’expression de CD90 et des études supplémentaires sont 

nécessaires pour confirmer ce résultat et déterminer si cette régulation s’effectue au niveau 

transcriptionnel ou post-transcriptionnel. Il est important de souligner que la molécule Thy-1 
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(CD90) est utilisé comme marqueur de cellules stromales. Ainsi la modulation de son niveau 

d’expression pourrait refléter un processus de différenciation qui serait dépendant de YAP. 

Figure 20. Analyse de l’expression membranaire des protéines d’adhésion dans les lignées HS-5 

transgéniques en présence ou non de cellules B-LLC primaire (cytométrie en flux). (A) Expression de 

surface des intégrines CD29, CD49d et de la molécule d’adhésion CD54 dans les lignées HS-5 PLKO, 

shYAP et YAP 5SA, en culture seule ou après 24h de coculture avec des cellules B-LLC primaires (ratio 

1 HS-5 : 10 B-LLC). Les résultats sont présentés sous forme de barplots de l’intensité moyenne de 

fluorescence (MFI) ± SEM mesurée par cytométrie en flux. (B) Expression membranaire de CD90 (Thy-

1) analysée dans les mêmes conditions expérimentales. L’ensemble de ces données sont issues de 6 

expériences biologiques indépendantes. Test statistique Mann-Whitney. Les barres d'erreurs indiquent 

la moyenne ± SEM. P-value * < 0.05. 

 



Page 166 sur 273 
 

G. Modulation des complexes d’adhésion focaux dans les lignées HS-5 

transgéniques 

En parallèle de l’analyse des molécules d’adhésion membranaires, nous avons exploré les 

mécanismes intracellulaires pouvant sous-tendre les différences observées d’adhérence des 

cellules B-LLC sur les cellules HS-5 en fonction du statut d’activation de YAP dans ces 

dernières. Les complexes d’adhésion focaux, organisés autour des protéines FAK et Paxilin, 

assurent la liaison mécanique et fonctionnelle entre les intégrines membranaires et le 

cytosquelette d’actine329,330. 

La phosphorylation de FAK sur le résidu tyrosine 397 (Y397) constitue un événement 

précoce et essentiel pour son activation, permettant notamment le recrutement de la kinase Src 

et la propagation du signal d’adhésion530. De même, la phosphorylation de la paxilline sur la 

tyrosine 118 (Y118) est impliquée dans la régulation de la dynamique des points focaux, en 

facilitant l’interaction avec d’autres composants du complexe et l’organisation du 

cytosquelette531,532. 

Dans ce contexte, l’état d’activation ainsi que la forme totale des protéines FAK et PAX 

dans les cellules HS-5 shYAP et YAP 5SA, en présence ou non de cellules B-LLC, ont été 

évalués par western blot (Figure 21A-B). Les résultats montrent une diminution notable, 

d’environ deux fois, des niveaux de la forme totale de la protéine FAK dans les trois types de 

cellules HS-5 transgéniques cocultivées avec des cellules B-LLC (Figure 21A). Des résultats 

comparables ont été obtenus pour la protéine PAX (Figure 21B). Ces données suggèrent que la 

diminution de l’abondance des formes totales de FAK et de PAX serait principalement induite 

par la présence des cellules B-LLC, indépendamment du statut d’expression de YAP dans les 

cellules HS-5. Ainsi, la coculture semble exercer une influence directe sur l’organisation des 

complexes d’adhésion focale, traduisant possiblement un remodelage de ces structures en 

réponse aux signaux émis par les cellules leucémiques. 

L’analyse des formes phosphorylées de FAK et PAX ne montre pas de modulation aussi 

nette que celle des formes totales (Figure 21A et 21B). Cependant, ces résultats laissent tout de 

même des indications sur une modulation subtile de l’état d’activation de ces protéines. Il n’est 

pas possible à ce stade de conclure avec certitude quant à une activation fonctionnelle des 

complexes d’adhésion focale dans ce contexte. Des expériences complémentaires sont 

nécessaires pour explorer plus en détail cet aspect. 
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Néanmoins, l’ensemble de ces résultats renforcent l’hypothèse selon laquelle le 

microenvironnement tumoral, notamment par l’intermédiaire des cellules stromales, 

contribuerait à la régulation fine des interactions entre les cellules leucémiques et le 

compartiment cellulaire du microenvironnement tumoral. Ce processus pourrait notamment 

impliquer une modulation quantitative des composants constituants les complexes d’adhésion, 

susceptible d’affecter leur dynamique et leur stabilité. 

 

Figure 21. Modulation des complexes d’adhésion focaux dans les lignées stromales HS-5 

transgéniques après coculture avec des cellules B-LLC. Analyse par Western blot de l’expression 

protéique de (A) FAK et phospho-FAK (Y397) et (B) de PAX et phospho-PAX (Y118) dans les cellules 

HS-5 PLKO, shYAP et YAP 5SA après coculture de 24h avec des cellules B-LLC (lignée MEC). Les 

cellules HS-5 ont été triée magnétiquement à l’issu de chaque culture. La tubuline est utilisée comme 

contrôle de charge dans l’ensemble des résultats présentés. Les valeurs sous chaque bande représentent 

la quantification par densitométrie de la protéine cible, normalisé par le contrôle de charge et exprimé 

relativement à la condition contrôle correspondante. Chaque condition de coculture a été normalisé par 

son équivalent en monoculture. L’ensemble des résultats de la figure sont représentatifs de 3 expériences 

indépendantes (n=3). 
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H. Modulation de la fibronectine dans les cellules HS-5 transgéniques 

Les travaux menés par l’équipe de Piccolo et al. en 2011 ont montré que YAP se localise dans 

le noyau et devient transcriptionnellement actif lorsque les cellules sont cultivées sur une 

matrice rigide, alors qu’il est retenu dans le cytoplasme à l’état inactif sur une matrice souple267. 

Les analyses protéomiques et transcriptomiques précédemment réalisés dans le laboratoire ont 

mis en évidence, dans les cellules HS-5 en coculture, une diminution de l’expression de certains 

constituant de la matrice extracellulaire tels que le collagène type VI alpha 2 (COL6A2) et la 

Fibronectine (FN1). De plus, une augmentation d’enzymes impliquées dans la maturation du 

collagène et, de manière plus globale, dans le remodelage de la matrice extracellulaire 

(COLGALT1, PLOD1, Tenascine) a également été observée dans ces études omiques. Nous 

avons donc analysé les niveaux d’expression de la fibronectine, une glycoprotéine majeure de 

la MEC, largement impliquée dans l’adhésion, la migration et la survie cellulaire. Elle interagit 

directement avec les intégrines, notamment VLA-4 (α4β1) et VLA-5 (α5β1) exprimées par les 

cellules hématopoïétiques, facilitant ainsi leur ancrage au stroma533,534.  

Les figures 22A et 22B montrent une diminution de l’expression de la fibronectine, à la fois 

au niveau protéique et transcriptionnel, dans l’ensemble des cellules HS-5 transgéniques 

cocultivées avec les cellules B-LLC. De plus, en absence de coculture, les niveaux de 

fibronectine apparaissent plus faibles, à la fois au niveau protéique et transcriptionnel, dans les 

cellules HS-5 YAP 5SA comparativement aux cellules contrôles et shYAP (Figure 22A et 22B). 

Ces résultats suggèrent que l’activation constitutive de YAP pourrait contribuer à une réduction 

de l’expression basale de fibronectine. De plus, la diminution du niveau d’expression de la 

fibronectine induite par les cellules tumorales dans les cellules stromales sous-tend l’hypothèse 

d’un remodelage de la MEC qui pourrait être dépendant de YAP. 
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 Figure 22. Expression de la fibronectine dans les cellules stromales HS-5 transgéniques en présence 

ou non de cellules B-LLC. (A) Analyse par Western blot des niveaux de fibronectine dans les lignées 

HS-5 PLKO, shYAP et YAP 5SA en culture seule ou après 24 h de coculture avec des cellules B-LLC 

(lignée MEC). Les cellules HS-5 ont été triée magnétiquement à l’issu de chaque culture. La tubuline 

est utilisée comme contrôle de charge. Les valeurs sous chaque bande représentent la quantification par 

densitométrie de la protéine cible, normalisé par le contrôle de charge et exprimé relativement à la 

condition contrôle correspondante. Résultat représentatif de trois expériences indépendantes (n=3). (B) 

Analyse par qRT-PCR du niveau d’expression transcriptionnelle de FN1 (Fibronectine) dans les mêmes 

conditions, après extraction de l’ARN des cellules HS-5 triées. L’expression a été normalisée au gène 

de référence B2M. Les résultats sont représentés sous forme de barplots (moyenne ± SEM) à partir de 

deux expériences biologiques indépendantes (n=2). 

I. Modulation des caténines dans les lignées HS-5 transgéniques 

Dans le prolongement de notre exploration des mécanismes impliqués dans l’augmentation 

de l’adhésion des cellules B-LLC aux cellules HS-5 exprimant YAP 5SA, nous avons élargi 

notre analyse à un autre aspect fondamental de cette interaction. Nous nous sommes 

spécifiquement intéressés au remodelage mécanique et morphologique des cellules stromales 

induit par les contacts directs avec les cellules tumorales. Ces contacts mettent en jeu des 

interactions cadhérines-caténines intracellulaires qui assurent la jonction avec le 

cytosquelette535,536,537.  

En l’absence de coculture, nous avons observé une tendance à l’augmentation du niveau 

basal de l’α-caténine et de la β-caténine dans les cellules HS-5 YAP 5SA comparativement aux 

cellules contrôles et shYAP (Figure 23A et 23B). De plus, aucune différence n’a été observé 

entre les conditions contrôle et shYAP. Lorsque les cellules HS-5 sont cocultivées avec des 
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cellules B-LLC, une tendance à la diminution des caténines α et β dans toutes les cellules HS-

5 transgéniques a également été observée (Figure 23C et 23D). 

Ces résultats suggèrent que la surexpression de YAP dans les cellules HS-5 augmente le 

niveau basal d’α-caténine et de β-caténine. Cette observation est compatible avec l’idée que 

YAP pourrait moduler l’organisation des jonctions adhérentes, possiblement en renforçant leur 

stabilité ou leur fonctionnement moléculaire538,539,540. Plusieurs études ont démontré que la 

surexpression de YAP favorisait une stabilisation de l’α-caténine et de la β-caténine dans les 

jonctions adhérentes541,542. Par ailleurs, nos résultats montrent que la coculture avec les cellules 

B-LLC entraîne une diminution des niveaux d’α- et de β-caténine dans toutes les conditions de 

cellules HS-5, indépendamment de l’expression de YAP. Cette tendance reflète un remodelage 

des jonctions d’adhérence induit par les contacts directs avec les cellules tumorales. Ce 

phénomène pourrait participer à la réorganisation mécanique ou morphologique des cellules 

HS-5 observée dans ce contexte, en lien avec l’activation de la voie Hippo déjà documentée 

lors de stimulations mécaniques ou de pertes de tension intercellulaire. 

L’ensemble de ces données soutiennent l’hypothèse selon laquelle les caténines pourraient 

représenter un point d’intégration entre l’adhérence intercellulaire et la signalisation YAP. Des 

analyses fonctionnelles complémentaires seraient nécessaires pour déterminer si la régulation 

des caténines par YAP (ou réciproquement) joue un rôle actif dans l’établissement des 

interactions cellules B-LLC/cellules HS-5. 

Dans l’ensemble, nos résultats montrent que la présence des cellules B-LLC induit des 

modifications morphologiques notables des cellules stromales HS-5, suggérant un remodelage 

du cytosquelette. Un protocole de tri magnétique négatif a permis de révéler une diminution de 

l’activité de la GTPase RhoA dans les HS-5 exposées aux B-LLC. Parallèlement, une activation 

de la voie Hippo a été mise en évidence par l’augmentation de la phosphorylation de YAP 

(S127), la réduction de son activité transcriptionnelle (système rapporteur), ainsi que la 

diminution de l’expression de gènes cibles comme CYR61 et CTGF. Afin de mieux cerner le 

rôle de YAP, des lignées HS-5 transgéniques exprimant YAP 5SA (forme constitutivement 

active) ou un shRNA dirigé contre YAP (shYAP) ont été générées. Les cellules YAP 5SA 

présentent une morphologie plus étalée, une meilleure adhérence au support, ainsi qu’une 

altération des propriétés optiques de leur environnement immédiat. Bien que la modulation de 

YAP n’ait pas affecté la survie des cellules B-LLC en coculture, la présence nucléaire de YAP 

(YAP 5SA) semble favoriser leur adhérence aux cellules stromales. Aucune modification 

significative n’a été observée concernant l’expression des intégrines β1, α4 ou ICAM-1, mais 
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une régulation différentielle de CD90 a été notée, avec une augmentation dans les cellules YAP 

5SA et une diminution dans les cellules shYAP. L’analyse des protéines d’adhésion focale FAK 

et PAX a révélé une réduction de leurs formes totales après coculture, quel que soit le statut de 

YAP. Par ailleurs, la fibronectine est réduite à la fois au niveau protéique et transcriptionnel 

dans toutes les lignées HS-5 après coculture, et son expression basale est plus faible dans les 

cellules YAP 5SA. Enfin, une augmentation de l’alpha- et de la beta-caténine a été observée 

dans les cellules YAP 5SA en condition basale, alors qu’une tendance à la diminution de ces 

protéines est retrouvée dans l’ensemble des lignées transgéniques après coculture. 

 Figure 23. Modulation des caténines dans les lignées stromales HS-5 transgéniques après 

coculture avec des cellules B-LLC.  (A-B) Analyse par Western blot de l’expression protéique de l’α-

caténine (A) et de la β-caténine (B) dans les cellules HS-5 PLKO, shYAP et YAP 5SA en culture seule. 

Western blot représentatif de 6 expériences indépendantes (n=6). (C-D) Analyse par Western blot de 

l’expression protéique de l’α-caténine (C) et de la β-caténine (D) dans les cellules HS-5 PLKO, shYAP 

et YAP 5SA après coculture de 24h avec des cellules B-LLC (lignée MEC). Les cellules HS-5 ont été 

triée magnétiquement à l’issu de chaque culture. Chaque condition de coculture a été normalisé par son 

équivalent en monoculture. Western blot représentatif de 3 expériences indépendantes (n=3). (A-D) La 

tubuline est utilisée comme contrôle de charge dans l’ensemble des résultats présentés. Les valeurs sous 
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chaque bande représentent la quantification par densitométrie de la protéine cible, normalisé par le 

contrôle de charge et exprimé relativement à la condition contrôle correspondante. 

Discussion 

La LLC est une hémopathie maligne caractérisée par l’accumulation anormale de lymphocytes 

B matures dans le sang périphérique, la moelle osseuse et les organes lymphoïdes secondaires. 

Si les anomalies génétiques et les voies de signalisation intrinsèques aux cellules leucémiques 

ont été largement étudiées543,544, un consensus s’est établi ces dernières années autour du rôle 

déterminant du microenvironnement tumoral dans le maintien, la progression et la résistance 

thérapeutique de la maladie545,546. Les cellules B-LLC évoluent au sein de niches spécialisées, 

où elles reçoivent des signaux de survie, de prolifération et de protection contre les agents 

thérapeutiques. Ces signaux proviennent de cellules du stroma, de cellules immunitaires non 

tumorales et de la matrice extracellulaire547,548. Le dialogue bidirectionnel entre cellules 

tumorales et microenvironnement s’opère via des interactions moléculaires (intégrines, 

chimiokines, cytokines), mais également via des mécanismes plus récents et encore peu 

caractérisés, tels que la reprogrammation métabolique du stroma ou la modulation de ses 

propriétés mécaniques. 

Dans ce travail de thèse, nous avons exploré ces dimensions émergentes du dialogue 

leucémie/microenvironnement, en posant l’observation que les cellules B-LLC sont capables 

de modifier activement leur niche pour en faire un espace favorable à leur survie et leur 

dissémination. Deux axes complémentaires ont ainsi été développés. Le premier s’est intéressé 

à la manière dont les cellules B-LLC induisent une reprogrammation glycolytique des cellules 

stromales, conduisant à la production accrue de lactate – un métabolite utilisé ensuite comme 

source énergétique516,517,549. Le second axe de cette étude est basé sur l’observation selon 

laquelle l’interaction des cellules B-LLC avec les cellules stromales pourrait induire l’activation 

de voies de mécano-transduction. Nous avons donc étudié la voie Hippo/YAP connue pour 

réguler la réponse cellulaire aux signaux mécaniques et régulant la prolifération et la 

différenciation cellulaire295,550. 

Bien que ces deux volets aient été traités de façon indépendante, ils s’inscrivent dans une 

problématique commune : comprendre comment les cellules leucémiques exploitent et 

modifient leur environnement pour renforcer leur plasticité, leur adaptabilité et leur résilience.  
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Axe 1 - Reprogrammation métabolique (Reverse Warburg Effect) des 

cellules stromales par les cellules B-LLC 

Les résultats obtenus dans le premier axe montrent que les cellules B-LLC exercent une 

influence active sur le microenvironnement, notamment par la reprogrammation métabolique 

des cellules stromales. En coculture, les cellules stromales présentent une activation 

transcriptionnelle et protéique de voies métaboliques, en particulier glycolytiques, traduisant 

une orientation métabolique accrue vers la production de lactate. Ce métabolite est ensuite capté 

et utilisé par les cellules B-LLC, renforçant leur survie et leur signalisation, via notamment 

l’activation de la voie BCR. Ces observations s’inscrivent dans le concept du « Reverse 

Warburg effect », où les cellules tumorales induisent un métabolisme glycolytique dans les 

cellules du stroma pour, en retour, bénéficier de métabolites sécrétés par ces dernières517,551. 

La captation du lactate par les cellules B-LLC suggère une flexibilité métabolique particulière, 

cohérente avec leur faible utilisation du glucose comme substrat énergétique primaire516,552. En 

effet, les cellules B-LLC utilisent préférentiellement l’oxydation des acides gras et la glutamine 

comme source énergétique pour alimenter leur métabolisme mitochondrial549,553. Dans notre 

étude, l'ajout de lactate stimule l'activité métabolique des cellules B-LLC, favorise la 

signalisation BCR (via BTK, ERK et c-MYC) et confère un avantage de survie in vitro et in 

vivo (modèle CAM). En parallèle, le blocage de son importation (via l’inhibition de SLC5A12) 

diminue la survie cellulaire, suggérant que le métabolisme du lactate constitue une cible 

thérapeutique à explorer dans la LLC. Ce concept est en cours d'évaluation dans d'autres 

hémopathies, notamment par des inhibiteurs de MCT1 comme l’AZD3965 dans le lymphome 

B diffus à grandes cellules (DLBCL)554. 

Par ailleurs, nos données transcriptomiques montrent une activation claire de la signalisation 

du TGF-β dans les cellules stromales cocultivées avec les B-LLC. Il a été décrit que le TGF-β 

est impliqué dans la reprogrammation stromale et nos données sont cohérentes avec la 

littérature qui démontre que les cellules B-LLC produisent des niveaux élevés de TGF-β 555,556. 

Le TGF-β est un inducteur clé de la différenciation des cellules stromales en CAFs et il favorise 

une reprogrammation métabolique des CAFs avec activation de la glycolyse, production de 

ROS et sécrétion de métabolites pro-tumoraux87,557,558. La convergence entre nos résultats de 

transcriptomique et ce paradigme suggère que les B-LLC pourraient induire un phénotype CAF-

like dans les cellules stromales par l’intermédiaire du TGF-β et ce mécanisme mérite une 

investigation fonctionnelle approfondie. 
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En lien avec cette hypothèse, notre étude montre que les cellules stromales cocultivées avec les 

B-LLC présentent une augmentation significative de la production de ROS et de la masse 

mitochondriale, traduisant un stress oxydatif élevé. Ce phénomène est souvent observé dans les 

CAFs et associé à une activation de la glycolyse ainsi qu’à une modulation de la signalisation 

par les ROS559. L’augmentation de la masse mitochondriale pourrait refléter une adaptation 

bioénergétique des cellules stromales afin de soutenir leur activité métabolique, ou encore une 

altération de la dynamique mitochondriale (fusion/fission). Ces observations ouvrent des pistes 

importantes : il serait intéressant d’étudier les conséquences de ce stress oxydatif sur la sécrétion 

de cytokines pro-survie (IL-6 et IL-8 entres autres), le remodelage de la matrice extracellulaire, 

ou encore sur la communication avec d'autres cellules immunitaires, comme les Tregs ou les 

macrophages M2, qui sont connus pour être sensibles au lactate et à l’état redox du 

microenvironnement560. 

Au travers de cette étude, nous avons pu identifier le lactate comme un composant de la 

reprogrammation métabolique active des cellules stromales HS-5. Néanmoins, il pourrait être 

tout à fait intéressant d’élargir l’analyse à d’autres composants ou voies métaboliques 

potentiellement influencés par les cellules B-LLC. Plusieurs travaux ont montré que les cellules 

B-LLC exploitent préférentiellement les acides gras comme source de carbone pour alimenter 

la β-oxydation et la chaîne respiratoire mitochondriale549,553. L’exploration de cette dépendance 

pourrait constituer une piste d’étude intéressante consécutive à nos travaux. Dans ce contexte 

et bien que les cellules stromales HS-5 présentent une certaine plasticité, elles ne sont pas 

capables de se différencier fonctionnellement en cellules adipocytaires. Il serait ainsi pertinent 

d'utiliser des modèles complémentaires, tels que les lignées hMADS ou 3T3-L1 qui sont, 

connues pour leur capacité à se différencier en un phénotype adipocytaire fonctionnel, 

notamment via l'accumulation de lipides, l'expression de gènes adipocytaires majeurs (PPARγ, 

aP2, adiponectine), et l’établissement d’une activité métabolique comparable aux adipocytes 

matures in vivo561,562,563. L’utilisation d’un tel modèle pourrait permettre de déterminer si les 

cellules B-LLC sont également capables de détourner à leur profit d’autres voies métaboliques 

activées dans les cellules du microenvironnement. 

Dans la continuité de cette exploration des interactions entre cellules stromales et tumorales, 

nous avons orienté notre analyse vers une dimension complémentaire à savoir, celle des signaux 

mécaniques. Contrairement aux investigations métaboliques qui reposaient sur l’exploitation 

de données omiques réalisées en amont, ce second axe s’appuie sur des travaux antérieurs du 

laboratoire ayant mis en évidence des propriétés d’adhésion dynamique des cellules B-LLC en 
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contact avec les cellules stromales445. Ces observations suggéraient que les cellules tumorales 

pourraient également influencer leur environnement cellulaire via des contraintes mécaniques 

locales. 

Dans le cadre de ce travail de thèse, nous avons choisi de nous concentrer sur le rôle mécano-

sensible de la protéine YAP et plus particulièrement sur son activation dans les cellules 

stromales en réponse aux contacts avec les cellules B-LLC. Ce second axe, qui est discuté dans 

le chapitre suivant, explore comment les cellules stromales perçoivent et répondent aux 

contraintes mécaniques induites par les cellules leucémiques et de l’implication potentielle de 

YAP dans cette dynamique. 

Axe 2 - Rôle de YAP stromal dans la modulation du 

microenvironnement des cellules B-LLC 

Dans cette seconde partie de notre travail, nous nous sommes attachés à explorer plus 

spécifiquement le rôle de YAP dans les cellules stromales en réponse à leur interaction avec les 

cellules B-LLC. L’étude des interactions entre les cellules B-LLC et les cellules stromales HS-

5 a mis en évidence une transformation du profil morpho-fonctionnel des cellules HS-5 induite 

par les cellules tumorales. Lors de cocultures en contact direct de 24 heures, les cellules HS-5 

présentent une augmentation de la phosphorylation de YAP sur la sérine 127, un marqueur 

connu d’inactivation de cette protéine lors de l’activation de la voie Hippo. Ce phénomène 

s’accompagne d’une diminution de l’activité transcriptionnelle mesurée de YAP ainsi que d’un 

changement morphologique caractérisé par une augmentation du shape factor, indiquant une 

morphologie plus arrondie et moins étalée. Ces observations suggèrent que les cellules B-LLC 

induisent une activation de la voie Hippo dans les cellules stromales, conduisant à une rétention 

cytoplasmique de YAP et à une inhibition fonctionnelle de ses cibles transcriptionnelles. Par 

ailleurs, ce phénomène est associé à une modification de l’architecture cytosquelettique des 

cellules stromales, suggérant une altération de leur organisation interne. Ce remodelage 

cytosquelettique pourrait résulter d'une altération des forces de traction et de la rigidité corticale 

des cellules stromales, deux propriétés mécaniques connues pour réguler l'activité de YAP267,268. 

Afin de mieux caractériser les conséquences de la modulation de YAP, des lignées stables de 

cellules HS-5 ont été développées : les cellules HS-5 shYAP où YAP est invalidé et les cellules 

HS-5 YAP 5SA dans lesquelles YAP est stabilisé et augmenté dans le noyau mais aussi dans le 

cytoplasme. Les cellules exprimant le shYAP n’ont montré aucune modification morphologique 

significative comparée aux cellules contrôle. À l’inverse, l’expression de la forme 
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constitutivement active de YAP (5SA) conduit à un étalement cellulaire marqué, indice d’une 

réorganisation du cytosquelette et d’une capacité modifiée d’interaction avec les cellules 

tumorales. En effet, l’expression constitutive de YAP (5SA) s’accompagne, de manière 

inattendue, d’une diminution des niveaux protéiques de paxilline et de FAK, deux composants 

majeurs des jonctions focales. Cette observation contraste avec le phénotype morphologique 

des cellules caractérisé par un étalement prononcé et une réorganisation du cytosquelette 

d’actine, généralement associés à une augmentation de la contractilité actomyosine et à une 

activation des structures d’adhésion298,564. Plusieurs hypothèses peuvent être formulées pour 

expliquer cette régulation négative dans un contexte d’activation mécanique accrue. 

Premièrement, une activation prolongée de YAP pourrait perturber l’équilibre dynamique des 

adhérences focales en favorisant une maturation excessive ou une résorption accélérée de ces 

structures, comme cela a été observé dans des systèmes où la tension actomyosine élevée mène 

à un turnover plus rapide des adhésions565,566. Dans ce cas, les protéines précoces comme la 

paxilline et FAK peuvent être sous-recrutées ou instables. Deuxièmement, il est possible que 

YAP, bien qu’activé, régule négativement certains composants des complexes d’adhérences 

focales via des mécanismes indirects, incluant l’induction de facteurs transcriptionnels 

inhibiteurs ou de microARN, comme cela a été décrit dans le cas de la régulation par miR-130 

ou miR-29 des gènes codant FAK ou la vinculine282,567. Troisièmement, l’activation soutenue 

de YAP pourrait orienter les forces mécaniques vers d’autres structures, telles que les jonctions 

cellule-cellule ou les ancrages à l’actine corticale, réduisant l’engagement fonctionnel des 

jonctions focales classiques267,568. Enfin, une régulation post-traductionnelle peut également 

être considérée, notamment via des voies de dégradation médiées par les calpaïnes ou les 

ubiquitine-ligases, dont l’expression ou l’activité est influencée par YAP/TAZ295,568. Ces 

résultats suggèrent que l’activation de YAP ne module pas simplement la force de traction 

cellulaire en amplifiant globalement les composants mécano-sensibles, mais qu’elle induit une 

réorganisation qualitative des structures d’adhésion, probablement par un remodelage 

différentiel du cytosquelette et de ses points d’ancrage. Afin d’explorer ces hypothèses, 

plusieurs approches complémentaires peuvent être envisagées. Outre l’analyse 

transcriptionnelle des gènes PXN (paxilline), PTK2 (FAK) ou VCL (Vinculine), la visualisation 

de la dynamique des jonctions focales pourrait être réalisée par microscopie TIRF (Total 

Internal Reflection Fluorescence). Par ailleurs, l’utilisation de la microscopie à force atomique 

(AFM) permettrait d’évaluer les propriétés mécaniques locales des cellules, notamment leur 

rigidité corticale, fournissant ainsi des indices sur l’état fonctionnel des complexes d’adhésion 

en aval de YAP. 
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Nous avons observé une augmentation significative du nombre de cellules B-LLC ayant la 

capacité d’adhérer aux cellules HS-5 YAP 5SA comparativement aux lignées PLKO et shYAP. 

Ce phénotype d’adhésion différentielle entre les cellules HS-5 et HS-5 YAP 5SA nous a 

encouragé à vérifier l’expression des molécules d’adhésion cellulaire telles que les intégrines 

qui régulent l’adhérence à la MEC et les caténines impliquées dans l’adhérence cellule-cellule. 

Nous n’avons pas observé de différences d’expression des intégrines α4 et β1 ni d’ICAM-1 

dans les différentes cellules HS-5. En parallèle, il pourrait être pertinent d’examiner les niveaux 

d’expression de ces intégrines dans les cellules B-LLC, cocultivées avec les différentes lignées 

HS-5 transgéniques. En effet, bien que l’expression de ces intégrines ne varie pas 

significativement dans les cellules HS-5, leur implication dans l’adhésion des cellules B-LLC 

au microenvironnement médullaire est bien documentée dans la littérature569,570. Ainsi, 

l’augmentation de l’adhérence des B-LLC aux cellules HS-5 YAP 5SA pourrait résulter d’une 

modulation en trans de l’expression ou de l’activation des intégrines α4β1 sur les cellules B-

LLC, induite par des signaux provenant des cellules stromales surexprimant YAP. 

En revanche, nous avons remarqué une augmentation de l’expression membranaire de CD90 

par cytométrie en flux. CD90 (Thy-1) est une glycoprotéine ancrée à la membrane plasmique 

par un glycosylphosphatidylinositol (GPI). Son expression a été associée à divers processus 

cellulaires, notamment la modulation des interactions cellule-cellule et la régulation de la 

réponse mécanique des fibroblastes et cellules stromales à leur environnement. Dans plusieurs 

contextes, CD90 agit comme un régulateur de la signalisation d’adhésion et de la contractilité, 

en influençant l’activation de protéines telles que FAK et Src et en modulant le remodelage du 

cytosquelette d’actine. Il a également été impliqué dans la régulation de la différenciation 

mésenchymateuse et dans le maintien d’un phénotype fibroblastique actif, sensible aux signaux 

mécaniques571,572. Au-delà de son rôle de senseur mécanique et de modulateur de la 

signalisation FAK/Src, CD90 interagit directement avec plusieurs intégrines (notamment αvβ3, 

αxβ2 et α5β1) exprimées par les cellules immunitaires ou tumorales, régulant ainsi l’adhésion 

hétérotypique dans des contextes pathologiques573,574. Plusieurs travaux ont également mis en 

évidence que l’interaction CD90–intégrines peut activer des voies de signalisation pro-

adhésives et favoriser la rétention ou la migration des cellules tumorales dans le stroma, 

participant ainsi à la formation de niches permissives575. Ainsi, l’augmentation de CD90 dans 

les cellules HS-5 YAP 5SA pourrait refléter un état cellulaire dans lequel les cellules stromales 

pourraient avoir une meilleure capacité à remodeler leur cytosquelette et à interagir activement 
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avec la matrice extracellulaire. Cette hypothèse est cohérente avec l’activation de YAP qui est 

un régulateur clé de la mécano-transduction267. 

En parallèle de l’analyse des molécules d’adhésion exprimées à la membrane, nous avons 

également analysé l’expression et l’activation des protéines impliquées dans la stabilisation des 

plateformes d’adhésion intégrine-dépendante, notamment FAK et paxilline. L’étude du 

complexe d’adhésion focale a mis en évidence un changement très faible des formes 

phosphorylées (et activées) de ces deux protéines. En revanche, les formes totales de ces 

protéines varient (diminution) de façon plus prononcée en présence des cellules B-LLC. FAK 

est une protéine d’échafaudage qui permet l’assemblage de la plateforme qui relie les intégrines 

au cytosquelette via le recrutement de protéines telle que la paxilline530,576. La diminution du 

taux protéique de FAK et de paxilline suggère donc le désassemblage des structures d’adhésions 

intégrines-dépendantes. Cette désorganisation pourrait favoriser l’invasion des cellules 

tumorales dans le microenvironnement. 

Par ailleurs, cette hypothèse est soutenue par la diminution des niveaux de fibronectine observée 

dans les cellules HS-5 après coculture. Bien que cette donnée ne reflète pas une évaluation 

globale de la matrice extracellulaire, elle suggère une altération partielle de sa composition. 

Une telle réduction, même ciblée, pourrait contribuer à la formation d’une niche plus permissive 

sur le plan structurel, moins propice à l’ancrage cellulaire stable, et potentiellement favorable à 

la migration ou à la circulation des cellules B-LLC. De plus, cette hypothèse est renforcée par 

de précédents résultats du laboratoire qui ont mis en évidence le caractère dynamique et rapide 

de l’adhésion des cellules B-LLC sur les cellules stromales HS-5 en coculture445. Dans ce 

contexte, la signalisation de YAP pourrait jouer un rôle dans la régulation de FAK, de la 

fibronectine et de la structure de la matrice avec pour conséquence une modulation de la 

rétention des cellules B-LLC. En effet, FAK et fibronectine sont diminuées dans les cellules 

HS-5 YAP 5SA même en absence de cellules LLC, indiquant que la forte expression de YAP 

pourrait réorganiser la matrice et déstabiliser les interactions cellules-matrice. De plus, la 

collaboration entre YAP et la beta-caténine au service d’un remodelage de la matrice 

extracellulaire des fibroblastes de type CAF est bien décrite577,578. Lors de nos expériences, une 

augmentation des niveaux basals d’α-caténine et β-caténine a été observée dans les cellules HS-

5 YAP 5SA, mais ces niveaux diminuent systématiquement après coculture avec les B-LLC. 

Étant donné le rôle de ces protéines dans les jonctions adhérentes et la régulation du 

cytosquelette cortical, leur modulation peut contribuer à une modification de l’architecture 

cellulaire et de la plasticité du réseau stromal. La diminution de ces deux protéines induites par 
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les B-LLC pourrait refléter une tentative de relâcher leurs contacts avec les cellules stromales, 

facilitant la dispersion des cellules leucémiques dans la niche. De plus, il a été rapporté dans les 

modèles de coculture en 2D que les cellules B-LLC sont capables de migrer sous le tapis 

cellulaire stromal (phénomène de pseudo-empériopolèse)579, exploitant ainsi des zones de 

faibles contacts intercellulaires pour s’abriter au sein de niches protectrices. Ce comportement 

a été observé tant dans la LLC que dans le Lymphome du Manteau (MCL)580, suggérant un 

mécanisme actif d’infiltration sous-stromales permettant aux cellules tumorales d’échapper aux 

contraintes immunitaires ou thérapeutique581. La diminution des caténines pourrait ainsi 

faciliter localement cette infiltration, en relâchant l’adhésion entre cellules stromales et en 

ouvrant des « interstices » permissifs à la migration leucémique. Toutefois, en conditions 

basales, les cellules YAP 5SA présentent un niveau plus bas de fibronectine que les lignées 

PLKO et shYAP. 

Parallèlement à ces considérations, Thy-1 (CD90) est classiquement utilisée comme marqueur 

des cellules souches mésenchymateuses (MSCs) en raison de son expression élevée dans les 

populations multipotentes non différenciées497. La définition des cellules souches 

mésenchymateuses (MSCs) inclut leur capacité à se différencier en trois lignages 

mésodermiques majeurs : les adipocytes, les ostéoblastes et les chondrocytes, représentant ainsi 

leur multipotence fonctionnelle582. Son rôle dans la régulation du destin cellulaire est cependant 

complexe et contextuel. Plusieurs études ont montré que CD90 participe à la modulation des 

voies de signalisation clés telles que Wnt/β-caténine et TGF-β, impliquées dans la balance entre 

prolifération et différenciation des MSCs 583,584. Dans certains modèles, une expression élevée 

de CD90 est associée à un état indifférencié ou à une faible capacité à s’engager dans des lignées 

ostéogéniques ou adipogéniques, tandis que sa diminution peut accompagner voire faciliter un 

engagement plus marqué dans ces voies de différenciation585. Ainsi, l’expression de CD90 est 

souvent considérée comme un marqueur de plasticité ou de rétention dans un état précurseur. 

Dans notre étude, l’augmentation de CD90 induite par l’activation constitutive de YAP (cellules 

YAP 5SA) pourrait contribuer à l’établissement d’un état de non-réponse différenciative des 

cellules stromales. En revanche, la diminution de YAP observée dans les cellules HS-5 

« sauvages » (non transgénique) en coculture pourrait refléter un processus de différenciation 

des cellules stromales, hypothèse également soutenue par la baisse de leur prolifération dans 

ces conditions. 
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De manière intéressante, malgré l’ensemble des modifications structurales et moléculaires 

observées dans les cellules stromales, aucune différence significative de survie des cellules B-

LLC n’a été observée à 24h dans les conditions expérimentales testées. Cette donnée indique 

que les modifications fonctionnelles et phénotypiques des cellules stromales induites par YAP 

affectent peu la signalisation pro-survie des B-LLC à court terme. L’hypothèse émergente est 

donc que ces modifications n’ont pas pour objectif de favoriser directement la survie tumorale, 

mais plutôt de moduler les propriétés spatiales, mécaniques et dynamiques du 

microenvironnement. En d’autres termes, les cellules B-LLC semblent induire un 

environnement stromal moins rigide, moins structuré et plus plastique, facilitant une adhésion 

réversible et une plus grande capacité de migration ou de réorganisation spatiale, sans perturber 

les apports trophiques fondamentaux.  

Ce concept rejoint la distinction entre niches restrictives et niches permissives décrite dans 

d’autres contextes, notamment dans l’hématopoïèse ou la dissémination métastatique59. Dans 

ces systèmes, des niches faiblement organisées ou à faible tension cellulaire sont associées à 

une plus grande plasticité cellulaire, favorisant l’adaptation des cellules tumorales face à leur 

environnement. Le concept d’une niche permissive, mécaniquement relâchée et modulable, 

rejoint les observations faites dans d’autres modèles où des cellules tumorales exploitent 

l’élasticité du microenvironnement pour optimiser leur survie, leur migration ou leur résistance 

thérapeutique586,587,588. 

Par ailleurs, l’ensemble de nos données expérimentales suggère que YAP joue un rôle central 

dans la structuration mécanique et d’adhérence des cellules stromales HS-5. Ces données 

suggèrent également que son inhibition par les cellules B-LLC favorise l’émergence d’un 

microenvironnement permissif, modulant la plasticité des interactions leucémie/stroma. Bien 

que la survie cellulaire ne soit pas directement affectée, ces effets pourraient représenter un 

mécanisme d’adaptation ou de pré-conditionnement des niches stromales en faveur de la 

dispersion ou de l’échappement thérapeutique des cellules leucémiques. Des études 

complémentaires explorant la dynamique de migration, l’ancrage dans des environnements 

mécaniquement définis, ou les effets à long terme sur la quiescence ou la réponse au traitement 

pourraient permettre de mieux comprendre les implications fonctionnelles de ces observations. 

Il est important de souligner que l’ensemble des travaux présentés ici se sont concentrés 

exclusivement sur la modulation de YAP en tant que principal effecteur de la voie Hippo. 

Cependant, la littérature décrit que TAZ (WWTR1), paralogue fonctionnel de YAP, peut dans 

certains contextes biologiques partiellement compenser une inactivation ou une perte de YAP, 
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en régulant des cibles transcriptionnelles communes ou redondantes et en participant à la 

régulation de la mécanique cellulaire273,295. Ainsi, bien que nos données suggèrent un rôle 

central de YAP dans la reprogrammation morphologique et d’adhérence des cellules HS-5, 

l’implication potentielle de TAZ reste à explorer. Il serait particulièrement pertinent d’évaluer 

l’expression, la localisation subcellulaire et l’activité transcriptionnelle de TAZ dans les lignées 

transgéniques actuellement utilisées (HS-5 PLKO, shYAP et YAP 5SA). De plus, le 

développement de nouvelles lignées modifiant l’expression de TAZ, seules ou en combinaison 

avec YAP, permettrait de déterminer si les effets observés sont exclusivement dus à YAP ou 

s’ils résultent d’une coopération ou d’une compensation fonctionnelle entre ces deux 

cofacteurs. Une telle démarche contribuerait à clarifier les mécanismes de régulation mécano-

transcriptionnelle dans les cellules stromales en contexte leucémique. 

Enfin, bien que les modèles de coculture en 2D aient permis de mettre en évidence des effets 

robustes et reproductibles sur la morphologie, l’adhésion et la signalisation mécano-sensible 

des cellules HS-5, il convient de s’interroger sur leur capacité à refléter fidèlement 

l’organisation tridimensionnelle et la complexité du microenvironnement médullaire des 

patients atteints de LLC. Les modèles en 2D limitent la distribution spatiale des cellules, 

contraignent la polarité, et modifient les gradients mécaniques et biochimiques, ce qui peut 

impacter fortement la signalisation Hippo-YAP/TAZ. En ce sens, le passage à des modèles de 

coculture en 3D, notamment sous forme de sphéroïdes, pourrait représenter une avancée 

majeure pour l’étude du rôle de YAP dans un environnement tissulaire plus physiologique. Des 

travaux récents, menés entre autres par l’équipe du Pr Eldering, ont ainsi démontré la faisabilité 

et l’intérêt de modèles de sphéroïdes in vitro dérivés de PBMC de patients LLC, permettant une 

meilleure reproduction des interactions cellules-cellules et cellules-matrice et une meilleure 

prédiction des réponses aux signaux microenvironnementaux589,590. Dans le laboratoire, le 

développement récent de projets doctoraux centrés sur ces approches sphéroïdales ouvre la 

possibilité de transférer l’analyse de l’axe YAP/TAZ dans un modèle plus biomimétique, et 

d’explorer de manière plus fine le rôle fonctionnel des cellules stromales dans la structuration 

des niches leucémiques. Ces perspectives représentent une opportunité précieuse pour affiner 

notre compréhension des mécanismes mécano-régulés dans la LLC. 
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Conclusion 

L’ensemble des travaux présentés dans cette thèse illustre la manière dont les cellules B-LLC 

interagissent avec leur microenvironnement stromal pour en modifier profondément les 

propriétés, tant sur le plan métabolique que mécanique. Dans un premier temps, nous avons 

montré que les cellules B-LLC induisent une reprogrammation métabolique active des cellules 

stromales, favorisant la glycolyse et la production de lactate, un métabolite qu’elles exploitent 

à leur avantage pour soutenir leur activité mitochondriale et leur signalisation de survie. Ce 

métabolisme croisé, qui s’apparente au Reverse Warburg Effect, souligne la capacité des 

cellules leucémiques à façonner leur niche en fonction de leurs besoins bioénergétiques. 

Dans un second axe, notre étude a révélé que les cellules B-LLC sont également capables de 

moduler les propriétés mécaniques du stroma, en altérant la signalisation Hippo et l’activité de 

son effecteur YAP dans les cellules stromales. L’activation ou l’inhibition de YAP entraîne des 

remaniements cytosquelettiques, une réorganisation des structures d’adhésion et une 

modulation de l’expression de marqueurs impliqués dans la plasticité cellulaire et l’interaction 

cellule-matrice. Ces modifications, bien qu’elles n’impactent pas directement la survie des 

cellules leucémiques à court terme, pourraient favoriser leur mobilité, leur dispersion ou encore 

leur échappement aux contraintes thérapeutiques, en contribuant à l’émergence de niches 

permissives et mécaniquement relâchées. 

Au-delà de l’intérêt spécifique de chaque axe, ces deux volets s’inscrivent dans une 

problématique commune : comprendre comment les cellules B-LLC exploitent et transforment 

leur environnement pour renforcer leur plasticité et leur résilience. Bien que menées 

séparément, ces approches pourraient converger à terme, notamment autour de la question du 

lien potentiel entre mécanosensibilité et métabolisme, un champ émergent dans le domaine de 

l’oncobiologie. L’existence d’un couplage fonctionnel entre signaux mécaniques (intégrés via 

YAP) et reprogrammation métabolique (notamment glycolytique) a déjà été documentée dans 

d’autres modèles tumoraux591,592, et il serait pertinent d’explorer ces connexions dans le 

contexte de la LLC. 

Les perspectives ouvertes par ce travail appellent à un élargissement des modèles 

expérimentaux, notamment via l’utilisation de modèles tridimensionnels et à l’utilisation de 

cellules stromales primaires ou d’approches multiomiques intégrées. Ces développements 

pourraient permettre de mieux décrypter les interdépendances entre signalisation, structure et 

métabolisme, et d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dans la LLC. 
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