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R®sum® 

Cette th¯se met en lumi¯re les m®canismes par lesquels les cellules B de leuc®mie lymphoµde 

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

profond®ment les propri®t®s, ¨ la fois sur les plans m®tabolique et m®canique. Dans un premier 

temps, il a ®t® d®montr® que les cellules B-LLC induisent une reprogrammation m®tabolique 

active des cellules stromales, caract®ris®e par une augmentation de la glycolyse et de la 

production de lactate. Ce lactate est ensuite exploit® par les cellules leuc®miques pour alimenter 

leur m®tabolisme mitochondrial et soutenir leur signalisation de survie, illustrant un ph®nom¯ne 

de type Reverse Warburg Effect. Dans un second axe, lô®tude r®v¯le la capacit® des cellules B-

LLC ¨ alt®rer les propri®t®s m®caniques du stroma via la modulation de la voie de signalisation 

Hippo, en particulier de son effecteur YAP. La r®gulation de YAP entra´ne des r®organisations 

du cytosquelette, des structures dôadh®sion et des marqueurs li®s ¨ la plasticit® cellulaire. Ces 

changements, bien quôils nôaffectent pas directement la survie leuc®mique ¨ court terme, 

pourraient favoriser la mobilit® et la diss®mination des cellules, contribuant ¨ lô®tablissement 

de niches permissives et m®caniquement rel©ch®es. 

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. D®finition et composition du microenvironnement tumoral (TME) 

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

è, dot®s dôune complexit® comparable, voire sup®rieure, ¨ celle des tissus sains. Pour mieux 

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

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

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

cellules canc®reuses, telles quôelles ®taient alors comprises : croissance illimitée, échappement 

¨ lôapoptose, autosuffisance vis-à-vis des facteurs de croissance, résistance aux signaux 

inhibiteurs, induction de lôangiogen¯se et acquisition dôun ph®notype invasif et m®tastatique1. 

Cependant, les progr¯s technologiques et lôaccumulation de donn®es 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) d®signe lôensemble des 

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

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

croissanceé) ð qui interagissent de manière dynamique avec les cellules tumorales. 

Longtemps n®glig® au profit de lô®tude des cellules malignes, le TME est aujourdôhui reconnu 

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

lôinvasion et la diss®mination des cellules canc®reuses2. 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, 

quôelles soient primaires ou m®tastatiques, 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 lôinvasion et la r®sistance 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 prolif®ration et lô®chappement 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 r®sident dans un environnement complexe que lôon 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 diff®rents types cellulaires non tumoraux, parmi lesquels les 

cellules souches m®senchymateuses (MSCs), les fibroblastes associ®s au cancer (CAFs) et les 

cellules endoth®liales. Ces cellules sont impliqu®es dans le remodelage tissulaire, la s®cr®tion 

de cytokines, la r®gulation de lôangiogen¯se et la protection des cellules tumorales contre le 

stress environnemental ou les traitements10. 

Les cellules souches m®senchymateuses (MSCs), sont des cellules multipotentes retrouv®es 

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

diff®rencier en ost®oblastes, chondrocytes ou adipocytes11,12,13,14. Dans le contexte tumoral, 

elles sont attir®es vers les sites de tumeur par des signaux chimiotactiques comme SDF-

1/CXCL12. Une fois recrut®es, elles participent activement ¨ lôarchitecture pro-tumorig¯ne du 

TME. La s®cr®tion de cytokines telles que lôIL-6 et TGF-ɓ, par le biais dôune activation de la 
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prot®ine STAT3 par exemple, va favoriser la prolif®ration, lôangiogen¯se et faciliter la 

diss®mination m®tastatique15,16. En parall¯le, leur potentiel immunosuppresseur est souvent 

exploit® par les cellules tumorales pour ®chapper ¨ lôimmunosurveillance. Par ailleurs, leur 

recrutement par chimiotaxie (SDF-1/CXCL12) et leur r¹le dans la structuration du stroma sont 

tr¯s ®tudi®s dans les tumeurs solides comme les carcinomes. Dans les cancers liquides (ex : 

leuc®mies), les MSCs de la moelle osseuse jouent un r¹le cl® dans les niches protectrices, mais 

elles ne forment pas un stroma organis® autour dôune masse ï leur r¹le est plus diffus, soluble 

et contextuel17. Elles sont identifiables par les marqueurs CD73, CD90, CD105 et lôabsence de 

CD45 et CD34. 

Les Fibroblastes Associ®s au Cancer (CAFs) constituent une population h®t®rog¯ne de 

fibroblastes, d®rivants des MSCs et des fibroblastes r®sidents, activ®s par les cellules tumorales. 

V®ritables architectes du stroma tumoral, ils remod¯lent activement la matrice extracellulaire 

(MEC), favorisant lôinvasion, la migration et la croissance tumorale via la s®cr®tion de facteurs 

pro-tumoraux (IL-6, TGF-ɓ), pro-angiog®niques (VEGF, IL-8) et de m®talloprot®inases 

(MMPs)18. De plus, Les CAFs participent ®galement ¨ l'immuno-®vasion en recrutant des 

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

CAFs sont notamment caract®ris®es par lôexpression de marqueurs tels que lôactine alpha du 

muscle lisse(Ŭ-SMA), la Fibroblast Activation Protein (FAP) et le r®cepteur b°ta du facteur de 

croissance d®riv® des plaquettes (PDGFR-ɓ)19,20,21. 

Il est important de noter que les CAFs sont majoritairement d®crits dans les cancers solides o½ 

plusieurs sous types ont ®t® mis en ®vidence22,23. Bien que souvent rel®gu®s au second plan au 

profit des MSCs, certains travaux r®cents soulignent n®anmoins la pr®sence et le r¹le 

potentiellement fonctionnel des CAFs dans certaines h®mopathies malignes. Elles y pr®sentent 

des propri®t®s analogues ¨ celles d®crites dans les tumeurs solides, notamment en mati¯re de 

remodelage du microenvironnement tumoral et de soutien ¨ la progression leuc®mique24. 

Les cellules endoth®liales tapissent les vaisseaux sanguins et jouent un r¹le fondamental dans 

lôangiogen¯se tumorale. Sous lôeffet de signaux pro-angiog®niques (ex. VEGF, FGF) ®mis par 

les cellules tumorales, les CAFs et les MSCs, elles prolif¯rent et forment de nouveaux vaisseaux 

qui nourrissent la tumeur. Cette n®oangiogen¯se est souvent anarchique : absence de 

structuration hi®rarchique, irr®gularit® morphologique des n®ovaisseaux, perm®abilit® 

excessive et fonctionnalit® d®ficiente de ces derniers. Cela favorise lôhypoxie, la perm®abilit® 

vasculaire et la diss®mination m®tastatique. De plus, les cellules endoth®liales peuvent subir 

des modifications ph®notypiques, adoptant un profil pro-inflammatoire qui favorise lôinvasion 
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tumorale25. Pour autant, lôangiogen¯se d®sorganis®e est un ph®nom¯ne caract®ristique des 

tumeurs solides. Dans les cancers liquides, il nôy a g®n®ralement pas de processus de 

n®oangiogen¯se tumorale localis®e, puisque les cellules circulent librement dans le sang ou la 

lymphe. Toutefois, certains lymphomes ou leuc®mies agressives peuvent moduler 

lôangiogen¯se de la moelle osseuse, mais ce r¹le reste secondaire et beaucoup moins structur®26. 

Ainsi, la composante stromale constitue une des pierres angulaires dans le d®veloppement 

tumoral et lôimmuno-modulation de la composante immunitaire du TME. 

ii.  La composante immunitaire 

La composante immunitaire regroupe, comme son nom lôindique, une multitude de types 

cellulaires en lien avec le syst¯me immunitaire. On y retrouve les macrophages associ®s aux 

tumeurs (TAMs), les lymphocytes T (cytotoxiques ou r®gulateurs) et B, les cellules dendritiques 

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

Les macrophages sont des cellules immunitaires issues des monocytes circulants, jouant un r¹le 

cl® dans l'immunit® inn®e, la phagocytose, la pr®sentation d'antig¯nes et la r®gulation des 

r®ponses inflammatoires. Leur capacit® ¨ adopter diff®rents ®tats fonctionnels selon les signaux 

du microenvironnement est appel®e polarisation. Cette capacit® de polarisation est caract®ris®e 

par deux ph®notypes : M1 (anti-tumoraux) et M2 (pro-tumoraux). Les Macrophages Associ®s 

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

orient®s vers un ph®notype M2 pro-tumoral. Ils sont caract®ristiques des tumeurs solides et 

proviennent majoritairement de la diff®renciation de monocytes recrut®s par des chimiokines 

tumorales. Ils s®cr¯tent des cytokines immunosuppressives (IL-10, TGF-ɓ), stimulent 

lôangiogen¯se (via VEGF) et favorisent lô®vasion immunitaire27. Ils sont caract®ris®s par 

lôexpressions des marqueurs CD68, CD163 et CD20628. Dans les cancers liquides, les 

macrophages de la moelle peuvent jouer un r¹le de niche protectrice, mais ils ne forment pas 

un r®seau TAMs structur® comme dans les carcinomes29,30. 

Les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) sont essentiels ¨ l'immunit® antitumorale. Ils 

reconnaissent des antig¯nes tumoraux via le CMH de classe I, induisant l'apoptose des cellules 

canc®reuses. Leur r¹le cytotoxique provient notamment de la lib®ration de granzyme et 

perforine31. Les lymphocytes T r®gulateurs (Treg, CD4+CD25+FoxP3+) maintiennent la 

tol®rance immunitaire et limitent les r®actions auto-immunes. Dans un contexte tumoral, ils 

r®priment la prolif®ration et la cytotoxicit® des cellules T CD8+ et des cellules NK, notamment 

par la s®cr®tion de cytokines immunosuppressives comme TGF-ɓ et IL-1032,33. 
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Les lymphocytes B, bien que traditionnellement associ®s ¨ la production d'anticorps, ont 

®galement un r¹le ambivalent dans le cancer. D'une part, ils participent ¨ la pr®sentation 

d'antig¯nes aux cellules T et ¨ la s®cr®tion de cytokines pro-inflammatoires. D'autre part, 

certaines sous-populations comme les B r®gulateurs (Bregs) peuvent favoriser lô®chappement 

tumoral via IL-10 et TGF-ɓ, en favorisant la diff®renciation des Tregs et en supprimant les 

r®ponses effectrices34,35,36. 

Les cellules dendritiques (DCs), pourtant essentielles ¨ la pr®sentation antig®nique et ¨ 

lôactivation des lymphocytes T, adoptent souvent un ph®notype tol®rant/immature dans le TME, 

exprimant faiblement les mol®cules CD80 et CD86, ce qui compromet leur efficacit®37. Cela 

peut conduire ¨ une expansion des Tregs et favoriser la tol®rance tumorale. 

Les cellules Natural Killer (NKs), caract®ris®es par le CD56 et le CD16, assurent une r®ponse 

cytotoxique rapide contre les cellules tumorales ind®pendamment du CMH. Elles utilisent des 

r®cepteurs activateurs comme NKG2D pour d®tecter des cellules stress®es ou transform®es38,39. 

N®anmoins, leur activit® est souvent inhib®e dans les tumeurs par les Tregs, qui suppriment leur 

fonction par contact cellulaire direct et cytokines immunosuppressives. De plus, la pr®sence de 

ligands inhibiteurs tels que HLA-E et PD-L1, pr®sent dans le TME, contribuent ¨ lôinhibition 

de leur activit® cytotoxique40,41. 

Les cellules my®loµdes suppressives (MDSCs) repr®sentent une population h®t®rog¯ne de 

cellules d®riv®es de la lign®e my®loµde, fr®quemment enrichie dans le microenvironnement 

tumoral. Elles se distinguent par leur capacit® ¨ inhiber les r®ponses immunitaires adaptatives 

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

se distinguent : les M-MDSCs (monocytoµdes) et les PMN-MDSCs (polynucl®aires), 

caract®ris®s respectivement par les marqueurs CD11b CD14 HLA-DR^low/ī et 

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

production dôarginase-1, dôoxyde nitrique (NO), et de ROS, ainsi que par lôexpression de PD-

L142,43. Elles contribuent ®galement ¨ la tol®rance tumorale, participant ¨ la prolif®ration des 

cellules T r®gulatrices (Tregs) et en induisant lôangiogen¯se, favorisant ainsi la croissance 

tumorale44,45,46. Leur accumulation est corr®l®e ¨ un mauvais pronostic dans plusieurs types de 

cancers, soulignant leur r¹le central dans lô®vasion immunitaire et la promotion de 

lôangiogen¯se. Pour autant, dans les h®mopathies, leur r¹le est moins bien caract®ris®, mais 

certaines ®tudes r®centes sugg¯rent leur implication dans la suppression immunitaire (ex. dans 

le my®lome ou la LLC), bien que ce r¹le soit encore ®mergent47. 
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Si certaines cellules immunitaires participent ¨ la destruction des cellules canc®reuses (comme 

les lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK), dôautres, sous lôinfluence des signaux 

tumoraux, peuvent acqu®rir des fonctions immunosuppressives qui favorisent lô®chappement 

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

Dans un TME, les cellules canc®reuses, stromales et immunitaires interagissent de mani¯re 

dynamique au sein dôun microenvironnement en perp®tuelle ®volution, quôil soit spatialement 

structur® ð comme dans les tumeurs solides ð ou plus diffus et circulant ð comme dans les 

h®mopathies malignes. Lôexistence dôun syst¯me aussi complexe que le TME, tant dans sa 

r®alisation que sa compr®hension, n®cessite cependant la pr®sence de dô®l®ments non cellulaire 

pour assurer les diff®rents ®changes entre les composantes stromales, immunitaire et les cellules 

canc®reuses. 

iii.  La composante non cellulaire 

Dans les tumeurs solides, la matrice extracellulaire (MEC) constitue un r®seau tridimensionnel 

structur® de macromol®cules (collag¯nes, glycoprot®ines, prot®oglycanes) jouant un r¹le ¨ la 

fois m®canique et biochimique dans la progression tumorale. Dans ce contexte, elle joue un r¹le 

fondamental non seulement comme ®chafaudage structural mais aussi comme acteur 

dynamique influen­ant la progression tumorale, lôangiogen¯se, la migration cellulaire et 

lôimmuno-modulation. Durant la tumorigen¯se, la composition, la structure et la rigidit® de la 

MEC sont profond®ment remani®es, favorisant un microenvironnement tumoral pro-

oncog®nique. Des prot®ines comme les collag¯nes fibrillaires, la fibronectine ou la t®nascine-C 

sont surexprim®es et modifient les signaux biochimiques et m®caniques re­us par les cellules 

canc®reuses. Cette rigidification de la MEC accro´t l'invasivit® tumorale via lôactivation 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 ¨ lôexclusion des 

lymphocytes T du centre tumoral et favorise un ph®notype immunosuppressif, contribuant ainsi 

¨ lô®chec des r®ponses immunitaires50,51,52,53. De plus, la MEC fa­onne les niches des cellules 

souches canc®reuses, soutenant leur plasticit®, et leur capacit® d'auto-renouvellement. Les 

cellules du microenvironnement tumoral s®cr¯tent en continu des cytokines, chimiokines et 

facteurs de croissance. Ces mol®cules, souvent stock®es ou r®gul®es par des composants de la 

matrice extracellulaire (comme les prot®oglycanes, association dôun GlycosAminoGlycane et 

dôune prot®ine), favorisent une inflammation chronique, une immunosuppression locale et la 

n®oangiogen¯se54,55. En parall¯le, le remodelage dynamique de la MEC, par lôaction dôenzymes 



tŀƎŜ нл ǎǳǊ нто 
 

comme les m®talloprot®inases (MMPs) ou la lysyl-oxydase (LOX), lib¯re des signaux bioactifs 

et restructure lôarchitecture tissulaire, renfor­ant ainsi la permissivit® tumorale56,57,58.  

Dans les h®mopathies malignes, la composante non cellulaire du microenvironnement tumoral 

ne repose pas sur une matrice extracellulaire tridimensionnelle structur®e comme dans les 

tumeurs solides. Elle repose davantage sur une signalisation paracrine orchestr®e par des 

m®diateurs solubles (cytokines, chimiokines, facteurs de croissance), produits par les cellules 

stromales, endoth®liales, immunitaires et tumorales. Parmi ces ®l®ments figurent les cytokines 

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

(VEGF, SCF, TGF-ɓ) et les exosomes ou v®sicules extracellulaires, qui participent activement 

¨ la protection des cellules tumorales, ¨ leur prolif®ration, ¨ leur quiescence, et ¨ lô®chappement 

immunitaire59. Dans la moelle osseuse, ces composants non cellulaires jouent un r¹le central 

dans la formation des niches h®matopoµ®tiques d®tourn®es par les cellules tumorales, leur 

conf®rant une r®sistance aux traitements et un avantage s®lectif. Les interactions mol®culaires, 

souvent m®di®es par les axes CXCL12ïCXCR4 et VLA-4ïVCAM-1, permettent lôancrage des 

cellules malignes au sein du stroma m®dullaire et leur protection contre les signaux pro-

apoptotiques8. De plus, les v®sicules extracellulaires lib®r®es par les cellules leuc®miques 

transportent des ARN non codants, des prot®ines et des lipides capables de remodeler ¨ distance 

lôenvironnement local et syst®mique, favorisant la progression tumorale60. Ainsi, bien que 

moins architectur®e que dans les cancers solides, la composante non cellulaire du TME dans les 

cancers liquides constitue un r®seau dôinteractions fonctionnelles essentiel, assurant la 

communication intercellulaire, le contr¹le de lôimmunit®, et la maintenance des niches 

leuc®miques. 

B. M®canismes de communications cellulaires 

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

diversit® de m®canismes de communication, incluant ¨ la fois des signaux solubles (cytokines, 

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

par contact direct61,62. Ces ®changes dynamiques participent ¨ la cr®ation dôun environnement 

permissif, favorisant lô®vasion immunitaire, la r®sistance aux traitements et la progression 

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

lôangiogen¯se, ou dans les cancers liquides, via la cr®ation des niches h®matopoµ®tiques, les 

cellules malignes adaptent leur environnement ¨ leurs besoins. Ces m®canismes font lôobjet 

dô®tudes approfondies, parfois en interaction, mais il int®ressant de noter que la signalisation 

par facteurs soluble appara´t comme l®g¯rement plus ®tudi®e en termes de volume de 
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publications. Cela sôexplique en partie gr©ce ¨ sa simplicit® exp®rimentale et son applicabilit® 

¨ divers mod¯les biologiques65. 

i. Facteurs solubles 

Dans le TME, les cellules canc®reuses et les cellules des autres composantes dialoguent en 

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

lôimmunosuppression et ¨ la r®sistance aux traitements. Ce principe s'applique aussi bien aux 

tumeurs solides quôaux cancers liquides comme les leuc®mies, les lymphomes et les my®lomes, 

bien que leur microenvironnement r®side principalement dans la moelle osseuse ou les organes 

lymphoµdes secondaires59. Les cytokines sont des m®diateurs cl®s dans ce r®seau de 

communication. Par exemple, lôIL-6, produite par les cellules tumorales de certains carcinomes 

et les CAFs, favorise la prolif®ration tumorale et lô®chappement immunitaire via lôactivation de 

la voie JAK/STAT366. Ce m®canisme est aussi observ® dans le my®lome multiple, o½ lôIL-6 

soutient la croissance et la survie des plasmocytes tumoraux67. LôIL-10, quant ¨ elle, est une 

cytokine immunosuppressive s®cr®t®e par les MDSCs, contribuant ¨ lôinhibition des 

lymphocytes T effecteurs dans le TME de certains m®lanome68. Ce m®canisme est ®galement 

observ® dans les h®mopathies malignes, comme le my®lome multiple, o½ lôIL-10 d®riv®e des 

MDSCs module la fonction des lymphocytes T pour favoriser lô®vasion immunitaire69. 

Les chimiokines, telles que CXCL12 (SDF-1), jouent un r¹le dans lôattraction des cellules 

immunitaires r®gulatrices et des cellules souches tumorales via son r®cepteur CXCR4, 

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

essentiel dans lôhoming, la survie et la diss®mination 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 leuc®mies, notamment pour lôancrage 

des cellules leuc®miques dans la niche m®dullaire, o½ elles ®chappent aux traitements8. La 

chimiokine CCL2, produite par les TAMs, recrute dôautres cellules immunosuppressives 

comme les monocytes et renforce lôinflammation chronique pro-tumorale. Ce m®canisme est 

®galement observ® dans la moelle osseuse des patients atteints de my®lome ou de leuc®mie 

aigu± my®loµde71. 

Les facteurs de croissance sont ®galement omnipr®sents dans le TME. Le VEGF (vascular 

endothelial growth factor), s®cr®t® par les cellules tumorales et stromales, induit lôangiogen¯se 

tumorale en stimulant la prolif®ration et la migration des cellules endoth®liales dans de 

nombreux cancers solide (sein, rein, poumons, etc)72. Dans les cancers liquides, le VEGF est 
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impliqu® dans la n®oangiogen¯se m®dullaire et favorise un microenvironnement propice ¨ la 

prolif®ration tumorale, notamment dans la LAM et le my®lome multiple73. Le TGF-ɓ est un 

facteur multifonctionnel qui promeut la transition ®pith®lio-m®senchymateuse (EMT), la 

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

mis en lumi¯re ce r¹le dans des pathologies telles que les carcinomes ®pidermoµdes, le cancer 

colorectal ou encore du pancr®as74. Ce facteur est ®galement produit par les cellules de la LLC, 

participant ¨ la protection des cellules tumorales contre le syst¯me immunitaire75. 

Enfin, les v®sicules extracellulaires (exosomes et microv®sicules) sont des vecteurs majeurs de 

la communication intercellulaire. Les exosomes d®riv®s des cellules tumorales contiennent des 

prot®ines, des ARN non codants (miRNA, lncRNA), et des lipides qui peuvent remodeler le 

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

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

certains m®lanomes et gliomes76. Dans les cancers liquides, les exosomes issus de cellules 

leuc®miques ou my®lomateuses modulent ®galement leur environnement, en transf®rant des 

facteurs pro-survie, en favorisant la r®sistance aux m®dicaments 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 

r®organisation du stroma. Ces interactions sôappuient sur plusieurs m®canismes 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 

coh®sion cellulaire dans les tissus ®pith®liaux. Lôexpression aberrante de E-cadhérine ou son 

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

marqueur dôagressivit® tumorale et de capacit® dôinvasion 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 pr®sentatrices dôantig¯nes. Dans le TME, leur alt®ration, 

notamment par lôexpression de mol®cules 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 canc®reuses. Constitu® de pl®thore dôacteurs 

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 

tumorigen¯se, de lôinitiation ¨ la diss®mination m®tastatique87. 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. 
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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 lôexpansion dôun 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 lôinvasion, ou encore de cytokines 

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

type M1 anti-tumoraux, adoptent un ph®notype M2 sous lôeffet des signaux tumoraux, 

contribuant ¨ lô®chappement immunitaire et ¨ la promotion de lôangiogen¯se90. 

Ce remodelage progressif du TME refl¯te une plasticit® fonctionnelle qui sôinscrit dans 

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

environnementaux ð tels que lôhypoxie, lôacidose ou les contraintes m®caniques ð 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 

quôune augmentation de la tol®rance aux agents th®rapeutiques91. Ces adaptations sont 

souvent accompagn®es de modifications concomitantes du TME, telles que lôactivation de 

nouveaux CAF, le recrutement de cellules immunosuppressives ou lôalt®ration 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 lôexploitation 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. ê titre dôexemple, 

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 

s®cr®tion dôIL-6 ou de facteurs anti-apoptotiques95, tandis que les TAM contribuent à la 

r®sistance ¨ lôimmunoth®rapie 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 nôy a pas de CAF au sens histologique classique, lôEMT 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 

lôh®matopoµ¯se normale. Cette niche est progressivement d®tourn®e et remodel®e par les 

cellules tumorales pour soutenir leur propre expansion. Des signaux solubles tels que lôIL-

6, le TGF-ɓ 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 

lib®ration dôexosomes, renfor­ant les propri®t®s immunosuppressives et pro-angiogéniques 

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

protectrices contribuent ¨ lô®vasion immunitaire et ¨ la r®sistance aux chimioth®rapies, par 

exemple en r®duisant lôacc¯s des agents aux cellules tumorales ou en inhibant lôapoptose 

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 dôun remodelage dynamique du microenvironnement, orchestr® 

par des m®canismes dôadaptation et de communication cellulaire complexes. En effet, le 

microenvironnement tumoral sôimpose comme un acteur dynamique, capable dô®voluer, de 

sôadapter et de soutenir activement la progression canc®reuse ¨ travers des m®canismes 

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 ð hypoxie, stress oxydatif, carence en nutriments ð 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 

lô®chappement 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 ð glycolyse, cycle de Krebs, phosphorylation oxydative ð avant dôexplorer 

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

II. M®tabolisme cellulaire et adaptation tumorale 

A. Rappels des voies m®taboliques dans une cellule humaine saine 

Au cours du XIX  si¯cle, les travaux de Louis Pasteur sur la fermentation alcoolique ont 

mis en lumi¯re les capacit®s m®taboliques des microorganismes. Une trentaine dôann®es plus 

tard, les chimistes Eduard et Hans Buchner ont mis en ®vidence le r¹le fondamental des 

enzymesðdes biocatalyseurs accélérant les réactions biochimiquesðdans ce processus. Ces 

d®couvertes, parmi dôautres, ont progressivement permis de construire la d®finition 

contemporaine du métabolisme.  

Le m®tabolisme d®signe lôensemble des r®actions chimiques se d®roulant au sein de 

lôorganisme. Il comprend le m®tabolisme ®nerg®tique, qui regroupe les diff®rentes voies et 

r®actions permettant de produire lô®nergie indispensable aux fonctionnements des cellules. On 

peut distinguer trois fonctions majeures du m®tabolisme : produire de lô®nergie 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 r®actions m®taboliques se r®partissent en deux grandes cat®gories : lôanabolisme et 

le catabolisme. Lôanabolisme d®signe lôensemble des r®actions de biosynth¯se, par lesquelles 
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des composés complexes (comme les protéines, les lipides ou les acides nucléiques) sont 

®labor®s ¨ partir de pr®curseurs simples, avec consommation dô®nergie. ê lôinverse, le 

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

simples, accompagn®es dôune lib®ration dô®nergie. 

Lôensemble des r®actions m®taboliques a ®t® organis® en r®seaux appel®s voies 

m®taboliques, interconnect®s entre elles. Au sein dôune voie m®tabolique, un substrat chimique 

A est transform®, via une succession d'®tapes enzymatiques (et dôinterm®diaires r®actionnels), 

en un produit final B. Lô®tude du m®tabolisme a atteint son apog®e jusquôau milieu du XX  

si¯cle, p®riode durant laquelle les principales voies m®taboliques ont ®t® ®lucid®es : la 

Glycolyse (par G. Embden, O. Meyerhof et J.K. Parnas), le cycle de lôacide 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 lôoxydation des acides gras (par F. Lynen). 

i. Glycolyse (Voie Embden-Meyerhof-Parnas) 

La glycolyse, ou voie Embden-Meyerhof-Parnas, constitue lôun des piliers du 

m®tabolisme ®nerg®tique cellulaire. V®ritable cas dô®cole enseign® aux ®tudiants du sup®rieur, 

elle a par ailleurs grandement contribu® ¨ ®veiller mon int®r°t pour la biochimie dans son 

ensemble. Cette voie permet la conversion dôune mol®cule de glucose en deux mol®cules de 

pyruvate, g®n®rant un gain net de deux ATP et deux NADH. Ce processus se d®roule en dix 

®tapes enzymatiques, regroup®es en deux phases : la phase d'investissement en ®nergie et la 

phase de gain ®nerg®tique (Figure 2)101. 

Lors de la premi¯re phase, le glucose est phosphoryl® successivement par lôHexokinase 

(HK) et la Phosphofructokinase-1 (PFK-1), r®actions irr®versibles et fortement r®gul®es, 

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

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

production dôATP via des r®actions catalys®es par la Phosphoglyc®rate Kinase (PGK) et la 

Pyruvate Kinase (PK)102. Lôensemble du processus peut sôop®rer en lôabsence dôoxyg¯ne, ce 

qui en fait une voie m®tabolique cruciale dans des conditions ana®robies, 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 

dôune succession dô®tape enzymatiques que lôon peut r®partir selon deux phases : investissement et gain 

dô®nergie. A partir dôune mol®cule de Glucose, cette voie assure la production de deux mol®cules de 

Pyruvate et g®n¯re un gain net de deux mol®cules dôATP et deux mol®cules de NADH. Certaines des 

enzymes impliqu®es, telles que lôHexokinase (HK), la Phosphofructokinase-1 (PFK-1) et la Pyruvate 

Kinase (PK), font lôobjet 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 ®tapes hautement 

exergoniques ï qui lib¯rent de lô®nergie ï et constituent des points de r®gulation majeurs : 

lôhexokinase, la phosphofructokinase-1 (PFK-1), et la pyruvate kinase. La r®gulation 

allost®rique joue un r¹le central dans le contr¹le de la glycolyse. 
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Lôhexokinase (HK) est soumise ¨ une r®tro-inhibition par son produit, le glucose-6-

phosphate (Glc-6-P). 

La PFK-1, souvent consid®r®e comme lô®tape limitante de la voie, est activ®e par 

lôAd®nosine MonoPhosphate (AMP) et le fructose-2,6-bisphosphate, indicateurs dôun faible 

®tat ®nerg®tique. La PFK-1 est inhib®e par lôAd®nosine Tri Phosphate (ATP) et le citrate, 

t®moignant dôune charge ®nerg®tique suffisante102. 

De mani¯re assez ®l®gante, la pyruvate kinase (PK) est activ®e par le fructose-1,6-

bisphosphate par un effet feedforward et inhib®e par lôATP et lôalanine102. Lôeffet feedforward, 

que lôon peut traduire par une activation anticipatrice, est un m®canisme de r®gulation 

m®tabolique pr®parant la cellule ¨ un flux m®tabolique accru. Contrairement ¨ la r®tro-

inhibition (feedback), o½ le produit final inhibe une ®tape ant®rieure, ici côest un interm®diaire 

pr®coce (fructose-1,6-bisphosphate) qui stimule une ®tape ult®rieure (action de la PK). 

 Ces m®canismes de contr¹les permettent une bonne synchronisation des diff®rentes 

®tapes de la voie pour ®viter les accumulations dôinterm®diaires. Ainsi, la r®gulation de la 

Glycolyse permet une adaptation fine aux besoins m®taboliques de la cellule, en modulant 

lôentr®e et le flux de glucose ¨ travers la voie. Au-del¨ de son implication dans la production 

dôATP, la glycolyse assure un r¹le biosynth®tique essentiel, fournissant des interm®diaires pour 

la synth¯se des acides amin®s, des nucl®otides et des lipides via des voies d®riv®es comme la 

voie des pentoses phosphates104. 

ii.  Cycle de Krebs 

Le cycle de Krebs (ou cycle de lôacide citrique), localis® dans la matrice mitochondriale, 

est une voie m®tabolique centrale dans le catabolisme ®nerg®tique a®robie. Le point de d®part 

de cette succession de r®action est la mol®cule dôac®tyl-CoA. Lôac®tyl-CoA (mol®cule ¨ 3 

Carbones) peut °tre synth®tiser ¨ lôissu de la ɓ-oxydation, une autre voie m®tabolique qui sera 

abord®e ult®rieurement. Il peut ®galement °tre produit par la d®gradation dôacides amin®s ou ¨ 

lôissu de la glycolyse via la mol®cule de Pyruvate (mol®cule ¨ 4 Carbones) sous lôaction de la 

Pyruvate Dehydrogenase (PyrDH). Le d®tail de cette voie est illustr® dans la figure 3 et ses 

diff®rentes ®tapes seront discut® dans les paragraphes suivant. 

Ce cycle commence par la condensation de lôac®tyl-CoA avec lôoxaloac®tate pour 

former le citrate via une enzyme nomm®e Citrate Synthase. Le citrate est ensuite isom®ris® en 

isocitrate (via lôaconitase), puis d®carboxyl® en Ŭ-c®toglutarate, une ®tape r®gul®e par 
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lôisocitrate d®shydrog®nase, lib®rant du CO  et r®duisant du NAD  en NADH. LôŬ-c®toglutarate 

est ¨ son tour converti en succinyl-CoA par lôŬ-c®toglutarate d®shydrog®nase, avec production 

de CO  et de NADH. La transformation du succinyl-CoA en succinate lib¯re un GTP (ou ATP), 

suivie dôune r®oxydation progressive via le fumarate et le malate, ramenant enfin ¨ 

lôoxaloac®tate105,106. 

Le cycle de Krebs fournit des ®quivalents r®duits (NADH, FADH ) qui alimentent la 

cha´ne respiratoire pour la production dôATP, jouant ainsi un r¹le essentiel dans le m®tabolisme 

®nerg®tique des cellules eucaryotes. Il constitue aussi une plateforme pour la biosynth¯se 

dôacides amin®s, de bases azot®es et de porphyrines. La r®gulation du cycle repose sur trois 

enzymes cl®s : la citrate synthase, lôisocitrate d®shydrog®nase, et lôŬ-c®toglutarate 

d®shydrog®nase, toutes soumises ¨ une r®gulation allost®rique par des indicateurs ®nerg®tiques. 

Le NADH et lôATP agissent comme inhibiteurs, signalant un exc¯s ®nerg®tique, tandis 

que lôADP, le CaĮ  et le NAD  activent ces enzymes, traduisant un besoin ®nerg®tique 

accru107,108. 

 Par ailleurs, il est int®ressant de remarquer que ce cycle sôint¯gre dans un r®seau 

m®tabolique global. De par la nature et la provenance diverse des mol®cules quôil utilise pour 

fonctionner, le cycle de Krebs est souvent compar® ¨ un carrefour bio®nerg®tique et 

biosynth®tique. Ainsi, cela souligne le caract¯re versatile des cellules pour adapter les voies 

m®taboliques ¨ leur disposition en fonction des conditions physiologiques comme lôhypoxie, la 

croissance cellulaire rapide et la disponibilit® en nutriments. 

Ainsi, les produits r®duits issus du cycle de Krebs, en particulier le NADH et le FADH , 

sont des acteurs essentiels pour la suite de ce carrefour bio®nerg®tique. En effet, ces coenzymes 

transportent les ®lectrons vers la cha´ne respiratoire mitochondriale, o½ leur r®oxydation permet 

la synth¯se massive dôATP par le biais du couplage chimiosmotique. Cette ®tape terminale, 

localis®e dans la membrane interne mitochondriale, assure lôessentiel de la production 

®nerg®tique cellulaire et mat®rialise le lien fonctionnel entre le catabolisme interm®diaire et la 

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

de g®n®rer de lô®nergie sous forme dôATP mais ®galement des ®quivalents r®duits (NADH et FADH ) 

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 pr®sence dôoxyg¯ne, ou a®robie, les cellules tendent ¨ oxyder compl¯tement le 

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

le rendement ®nerg®tique. La cha´ne respiratoire mitochondriale, ou cha´ne de transport 

dô®lectrons, constitue la derni¯re ®tape du catabolisme ®nerg®tique a®robie. Localis®e dans la 

membrane interne mitochondriale, elle est compos®e de cinq complexes prot®iques num®rot®s 

I ¨ V (Figure 4). Les ®lectrons issus du NADH et du FADH , produits notamment par le cycle 

de Krebs, sont transf®r®s s®quentiellement ¨ travers les complexes I (NADH d®shydrog®nase), 

II (succinate d®shydrog®nase), III (complexe cytochrome bc ) et IV (cytochrome c oxydase), 
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avant de r®duire lôoxyg¯ne mol®culaire en eau. Ce transfert sôaccompagne dôun pompage de 

protons vers lôespace intermembranaire, g®n®rant un gradient ®lectrochimique ð ou force 

proton-motrice ð utilis® par le complexe V (ATP synthase) pour phosphoryler lôADP en 

ATP109,110. 

Cette phosphorylation oxydative repr®sente la principale source dô®nergie chimique 

pour les cellules eucaryotes. La cha´ne respiratoire mitochondriale est finement r®gul®e pour 

assurer un ®quilibre entre production dôATP, pr®vention du stress oxydatif et adaptation aux 

besoins m®taboliques cellulaires. Cette r®gulation repose sur plusieurs niveaux de contr¹le, 

allant de la disponibilit® en substrats ¨ des m®canismes allost®riques, transcriptionnels et post-

traductionnels. 

 

 

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

m®tabolique permet ¨ la cellule de convertir lô®nergie chimique des coenzymes r®duits (NADH et 

FADH2) en ATP, forme universelle de lô®nergie cellulaire. Le transfert dô®lectrons assur® 

successivement par les complexes I ¨ IV assurent la r®duction de lôoxyg¯ne mol®culaire en eau (H2O). 

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

matrice mitochondriale vers lôespace intermembranaire) pour produire de lôATP ¨ partir dôADP et de 

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

BioRender.com. 

Le facteur limitant principal est la disponibilit® en NADH, ADP, O  et phosphate 

inorganique (Pi). Le rapport ADP/ATP constitue un signal cl® : une augmentation de lôADP 

stimule lôactivit® de lôATP synthase (complexe V), ce qui intensifie le flux de protons ¨ travers 

la membrane interne et acc®l¯re la cha´ne respiratoire en amont111. Certains complexes sont 
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soumis ¨ des modulations allost®riques. Par exemple, le complexe IV (cytochrome c oxydase) 

est inhib® par lôATP lorsque la demande ®nerg®tique est faible, permettant dô®viter une 

production excessive dôesp¯ces r®actives de lôoxyg¯ne (ROS)112. Le complexe I peut ®galement 

°tre modul® par le rapport NADH/NAD , influen­ant le taux de transfert dô®lectrons. Des 

modifications post-traductionnelles, notamment des phosphorylations sp®cifiques de sous-

unit®s, modulent lôactivit® des complexes. Par exemple, la phosphorylation du cytochrome c 

peut diminuer le flux ®lectronique et r®guler lôentr®e dans lôapoptose mitochondrie-d®pendante, 

agissant comme un r®gulateur ¨ la crois®e du m®tabolisme et de la signalisation cellulaire113. ê 

long terme, la r®gulation passe aussi par lôexpression des g¯nes mitochondriaux et nucl®aires 

codant pour les complexes respiratoires, en r®ponse ¨ des signaux comme lôAMPK, le rapport 

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

stimulent la biogen¯se mitochondriale et lôadaptation m®tabolique110. 

Par ailleurs, un d®s®quilibre dans la cha´ne respiratoire peut mener ¨ une surproduction de ROS, 

ce qui rend son activit® d®pendante de m®canismes antioxydants et de boucles de r®trocontr¹le 

m®tabolique114. Bien que la cha´ne respiratoire mitochondriale soit principalement d®di®e ¨ la 

production dôATP via la phosphorylation oxydative, elle est aussi la principale source endog¯ne 

de ROS dans la cellule. Au cours du transfert des ®lectrons le long des complexes I ¨ IV, une 

petite proportion (environ 0,1 ¨ 2 %) dô®lectrons peut fuiter pr®matur®ment vers lôoxyg¯ne 

mol®culaire, formant lôanion superoxyde (O Å ). Cette g®n®ration est particuli¯rement marqu®e 

au niveau des complexes I et III, o½ l'instabilit® des interm®diaires redox favorise le transfert 

univalent vers lôoxyg¯ne109,110. Le superoxyde est ensuite converti en peroxyde dôhydrog¯ne 

(H O ) par la superoxyde dismutase (SOD) mitochondriale. Bien que le H O  soit moins r®actif, 

il peut, en pr®sence de m®taux de transition (FeĮ ), engendrer des radicaux hydroxyles (ÅOH) 

extr°mement toxiques par la r®action de Fenton. Ces ROS peuvent endommager lôADN 

mitochondrial, les lipides membranaires et les prot®ines enzymatiques, favorisant des processus 

pathologiques comme lôapoptose, la neurod®g®n®rescence ou le vieillissement cellulaire113. 

Cependant, ¨ faible dose, les ROS ne sont pas d®l®t¯res : ils participent ¨ une signalisation 

mitochondriale adaptative dite ç mitohorm®tique è, r®gulant lôexpression de g¯nes 

antioxydants, la biogen¯se mitochondriale et lôadaptation au stress114. La balance entre la 

production de ROS et leur ®limination par des syst¯mes antioxydants (SOD, glutathion 

peroxydase, catalase) est donc essentielle au maintien de lôhom®ostasie cellulaire. 
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iv. Autres voies m®taboliques 

Les pr®c®dentes voies m®taboliques abord®es ne constituent en r®alit® quôune fraction 

de lôensemble des voies m®taboliques pr®sente au sein de nos cellules. En effet, au travers des 

exemples d®j¨ abord®s, nous pouvons constater que lôintrication des diff®rentes voies 

m®tabolique rend la compr®hension du m®tabolisme cellulaire relativement d®licat et complexe. 

Cependant, il existe de nombreuses autres voies m®taboliques, qui sont fortement li® ¨ celles 

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

existe des voies m®taboliques capable dôalimenter ou puiser dans les voies d®j¨ abord®es. Parmi 

celles-ci, on peut retrouver le m®tabolisme des Acides Gras, du Glycog¯ne ou encore la voie 

des pentoses phosphates. 

Le m®tabolisme des acides gras repose sur deux processus compl®mentaires : la 

biosynth¯se, qui est anabolique, et la ɓ-oxydation, qui est catabolique. Ensemble, ces voies 

permettent le stockage et la lib®ration dô®nergie, en fonction des besoins physiologiques de la 

cellule. La biosynth¯se des acides gras consiste en la cr®ation de cha´nes carbon®es satur®es ¨ 

partir dôunit®s dôac®tyl-CoA, forme activ®e de lôacide ac®tique poss®dant 2 atomes de Carbone. 

Cette biosynth¯se se d®roule principalement dans le cytosol, tandis que la ɓ-oxydation d®grade 

ces acides gras dans les mitochondries pour produire de lôATP. La biosynth¯se d®bute par la 

carboxylation de lôac®tyl-CoA en malonyl-CoA via lôac®tyl-CoA carboxylase (ACC), une ®tape 

irr®versible et limitante. Ce malonyl-CoA est ensuite utilis® par la Fatty Acid Synthase (FAS), 

un complexe enzymatique multifonctionnel, qui proc¯de ¨ une s®rie de r®actions r®p®titivesð

condensation, r®duction, d®shydratation, puis r®ductionðprolongeant la cha´ne acyl®e de deux 

carbones ̈ chaque cycle jusquô¨ formation de lôacide palmitique (16 Carbones)115. Le contr¹le 

de cette voie est assur® par un r®seau finement r®gul® de m®canismes transcriptionnels (SREBP-

1 r®gule FAS et ACC), post-traductionnelle (phosphorylation inhibitrice dôACC par lôAMPK) 

, allost®riques (Citrate active ACC) et hormonaux115. Ce syst¯me de r®gulation dynamique 

permet ¨ la cellule dôadapter la biosynth¯se des acides gras selon les ®tats nutritionnels et 

®nerg®tiques. Toutefois, lorsque les besoins ®nerg®tiques deviennent primordiaux, comme en 

p®riode de je¾ne ou dôeffort prolong®, la cellule active la voie compl®mentaire du m®tabolisme 

lipidique : la ɓ-oxydation mitochondriale116,117. 

Lôoxydation des acides gras, ou ɓ-oxydation (aussi appel®e cycle de Lynen), est un 

processus mitochondrial cl® dans lequel les acides gras ¨ longue cha´ne sont convertis en ac®tyl-

CoA, apr¯s 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 ¨ ceux-ci, les acides gras ¨ cha´ne 

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

oxydation sôenclenche sous forme dôacyl-CoA et consiste en quatre r®actions enzymatiques 

cycliques : d®shydrog®nation (acyl-CoA d®shydrog®nase), hydratation (®noyl-CoA hydratase), 

nouvelle d®shydrog®nation (3-hydroxyacyl-CoA d®shydrog®nase) et thiolyse (thiolase), 

g®n®rant ¨ chaque cycle un ac®tyl-CoA et un acyl-CoA raccourci120,121. Lôac®tyl-CoA alimente 

ensuite le cycle de Krebs, et les coenzymes NADH et FADH  produits participent ¨ la cha´ne 

respiratoire pour la synth¯se dôATP. Ce m®canisme est particuli¯rement vital dans les organes 

¨ forte demande ®nerg®tique comme le foie, le cîur et les muscles, surtout en p®riode de je¾ne 

ou dôeffort prolong® (quand le glucose est rare). 

Le glycog¯ne est une forme de stockage du glucose, mobilis® par un processus nomm®e 

Glycog®nolyse. Lors de ce processus, le glycog¯ne est catalys® par la Glycog¯ne phosphorylase 

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

La synth¯se du Glycog¯ne, appel®e Glycogen¯se, est initi®e par la Glycog¯ne Synthase et est 

r®gul®e par des signaux hormonaux (Insuline et Glucagon) et des phosphatases (PP1) en 

fonction des besoins ®nerg®tiques122,123. 

La voie des pentoses phosphates, d®riv®e du glucose-6-phosphate, se divise en deux 

branches : une branche oxydative, qui produit du NADPH essentiel ¨ la synth¯se des lipides et 

¨ la d®fense contre le stress oxydatif, et une branche non oxydative, fournissant des riboses-5-

phosphate pour la biosynth¯se des nucl®otides. Sa r®gulation repose sur lôactivit® de la glucose-

6-phosphate d®shydrog®nase (G6PD), enzyme limitante contr¹l®e par le rapport 

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

Apr¯s avoir explor® certaines voies m®taboliques des cellules saines, il appara´t que 

lô®quilibre entre glycolyse, cycle de Krebs et phosphorylation oxydative constitue un syst¯me 

finement r®gul®, optimis® pour maximiser la production dô®nergie. Toutefois, certaines cellules, 

notamment tumorales, sôaffranchissent de ce mod¯le en adoptant une strat®gie m®tabolique 

alternative connue sous le nom dôeffet Warburg, r®v®lant une reprogrammation profonde de leur 

physiologie ®nerg®tique. 
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B. Effet Warburg 

i. D®couverte et d®finition 

Lôeffet Warburg doit son nom au biochimiste et prix Nobel Otto Warburg, qui, au d®but 

du XXe si¯cle, observa une anomalie surprenante dans le m®tabolisme des cellules tumorales. 

Alors que la majorit® des cellules saines utilisent la phosphorylation oxydative mitochondriale 

pour produire de lôATP en pr®sence dôoxyg¯ne, Warburg d®montra que les cellules canc®reuses, 

m°me en condition a®robie, privil®gient une conversion incompl¯te du glucose en lactate par 

glycolyse. Ce ph®nom¯ne, connu sous le nom de glycolyse a®robie, constitue le fondement de 

ce quôon appelle aujourdôhui lôeffet Warburg126. Suite ¨ ces observations, Warburg en d®duisit 

que cette reprogrammation m®tabolique pouvait °tre la cause du cancer lui-m°me. Cette 

hypoth¯se est aujourdôhui remise en question. Pour autant, ce que lôon nomme aujourdôhui effet 

Warburg demeure un marqueur robuste du ph®notype tumoral. Loin dô°tre une simple 

d®faillance mitochondriale, cette adaptation refl¯te une strat®gie m®tabolique pr®cise qui 

r®pond aux exigences ®nerg®tiques et biosynth®tiques des cellules tumorales. 

ii.  Facteurs responsables 

Lôinstauration de lôeffet Warburg repose sur une reconfiguration orchestr®e de la 

machinerie m®tabolique, gouvern®e par des enzymes cl®s, des cascades de signalisation 

oncog®nique et des facteurs de transcription sp®cifiques. Le glucose entre dans la cellule via les 

transporteurs GLUT, en particulier GLUT1, dont lôexpression est augment®e dans de nombreux 

cancers. Ce glucose est ensuite m®tabolis® par des enzymes sur-r®gul®es comme lôhexokinase 

2 (HK2), la phosphofructokinase (PFK), et la pyruvate kinase M2 (PKM2), cette derni¯re ®tant 

r®gul®e de mani¯re allost®rique et transcriptionnelle pour favoriser lôaccumulation 

dôinterm®diaires glycolytiques127. Les voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR, souvent 

activ®es par des mutations oncog®niques, stimulent simultan®ment lôabsorption de glucose, la 

biosynth¯se des lipides et la production dôATP glycolytique128. Le facteur de transcription HIF-

1Ŭ (Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha), stabilis® en condition hypoxique ou par activation 

oncog®nique, d®clenche un programme glycolytique complet m°me en pr®sence dôoxyg¯ne, 

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

oncog¯ne classique, agit en synergie avec HIF-1Ŭ pour amplifier cette reprogrammation 

m®tabolique en augmentant la transcription des enzymes glycolytiques et des transporteurs de 

glucose130. 
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iii.  Cons®quences m®taboliques 

Les cellules tumorales tirent plusieurs b®n®fices fonctionnels de cette strat®gie 

m®tabolique aberrante. Dôune part, bien que moins efficace en termes de rendement ATP par 

mol®cule de glucose, la glycolyse a®robie est extr°mement rapide et permet la production 

dô®nergie ¨ un rythme suffisant pour soutenir une prolif®ration cellulaire intense. Dôautre part, 

elle lib¯re des interm®diaires glycolytiques cl®s utilis®s comme pr®curseurs pour la biosynth¯se 

: le glucose-6-phosphate (G6P) alimente la voie des pentoses phosphates pour g®n®rer du 

NADPH et des riboses n®cessaires ¨ la synth¯se des acides nucl®iques ; le 3-phosphoglyc®rate 

(3PG) et le pyruvate servent ¨ produire des acides amin®s non essentiels comme la s®rine, la 

glycine et lôalanine ; enfin, le dihydroxyac®tone phosphate (DHAP) est converti en glyc®rol-3-

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

Un autre avantage strat®gique de lôeffet Warburg r®side dans la production accrue de 

lactate, un m®tabolite qui doit °tre rapidement ®vacu® pour ®viter une acidose intracellulaire 

d®l®t¯re. Chez les cellules non tumorales, la production de lactate en conditions a®robie 

repr®sente de fa­on g®n®rale une fraction mineure du glucose consomm® (<10-20%). En 

revanche, cela peut repr®senter jusquô¨ 85 % de la consommation de glucose dans certains types 

tumoraux131,132,133. Une autre fa­on de se repr®senter ces diff®rences serait de sôint®resser aux 

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

privil®gient la phosphorylation oxydative mitochondriale, utilisant efficacement le glucose pour 

produire de lôATP tout en g®n®rant peu de lactate ; leur consommation de glucose se situe 

g®n®ralement entre 1 et 2 mM, avec une production de lactate inf®rieure ¨ 1 mM, sauf en cas 

dôactivit® m®tabolique intense comme lôexercice musculaire134,135. A lôinverse, les cellules 

tumorales, soumises ¨ lôeffet Warburg, convertissent massivement le glucose en lactate. Dans 

ces conditions, elles peuvent consommer jusquô¨ 10-13 mM de glucose et produire une quantit® 

®quivalente de lactate, illustrant une conversion quasi compl¯te du glucose en lactate136,137. Bien 

®videmment, ces valeurs sont donn®es ici ¨ titre indicatif. La litt®rature sur le sujet d®crit une 

variabilit® importante dans les concentrations de glucose consomm® et de lactate produit entre 

les diff®rents types cellulaires, aussi bien normaux que tumoraux. 

Les flux de lactate par la cellule sont notamment assur®s par les transporteurs 

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

respectivement lôimport et lôexport du lactate coupl® au transport de protons. MCT4, r®gul® par 

HIF-1Ŭ et fortement exprim® dans les cellules tumorales hypoxiques, est sp®cialis® dans 
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lôexport du lactate produit par la glycolyse, contribuant ainsi ¨ lôacidification du 

microenvironnement extracellulaire138,139,140. Ce ph®nom¯ne dôacidose favorise lô®chappement 

¨ la surveillance immunitaire, la d®gradation de la matrice extracellulaire et la migration 

cellulaire, ®l®ments cl®s du potentiel invasif et m®tastatique des cellules canc®reuses. En 

parall¯le, MCT1 permet lôimport du lactate dans dôautres cellules du microenvironnement 

tumoral, comme les cellules stromales ou les cellules tumorales mieux oxyg®n®es, o½ il peut 

°tre r®utilis® comme source de carbone pour la respiration mitochondriale. Cette coop®ration 

m®tabolique, parfois appel®e "symbiose m®tabolique", permet une exploitation optimale des 

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

canaux dô®change, mais des acteurs essentiels de la plasticit® m®tabolique tumorale. 

Les ajustements m®taboliques conf®r®s par lôeffet Warburg ne repr®sentent quôune 

facette de la strat®gie dôadaptation des cellules tumorales. En r®alit®, leur survie et leur 

expansion reposent sur une interaction constante avec un microenvironnement aux contraintes 

extr°mes, qui fa­onne ¨ son tour de nouvelles vuln®rabilit®s et r®ponses m®taboliques. Côest 

dans ce contexte que sôinscrivent les transformations plus globales de lô®cosyst¯me tumoral que 

nous allons ¨ pr®sent explorer. 

C. Adaptation m®tabolique dans le microenvironnement tumoral (TME) 

i. Hypoxie 

Dans un tissu sain, lôoxyg¯ne est d®livr® de mani¯re homog¯ne par un r®seau vasculaire 

fonctionnel et bien organis®. Cette situation, appel®e normoxie, se caract®rise par une pression 

partielle en oxyg¯ne (pO ) avoisinant 40 mmHg (soit environ 5 ¨ 6% dôoxyg¯ne en termes de 

concentration gazeuse) dans les tissus p®riph®riques (contre 21% dans lôair ambiant ¨ pression 

atmosph®rique), permettant aux cellules de maintenir une respiration mitochondriale efficace, 

fond®e sur la phosphorylation oxydative. Ce mode de production ®nerg®tique favorise un 

m®tabolisme ®quilibr®, assure la production de radicaux libres contr¹l®s et soutient des 

fonctions physiologiques telles que la prolif®ration, la diff®renciation et la r®ponse 

immunitaire143,144. 

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

cellules canc®reuses, combin®e ¨ une vascularisation anarchique, alt¯re la perfusion en 

oxyg¯ne. Lôangiogen¯se, bien quôamplifi®e par la s®cr®tion de VEGF et d'autres facteurs pro-

angiog®niques par les cellules tumorales et stromales, produit des vaisseaux immatures, fuyants 

et inefficaces. Ce d®s®quilibre entre demande en oxyg¯ne et apport vasculaire induit un ®tat 
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dôhypoxie, d®fini comme une baisse critique de la pO  en dessous de 10 mmHg (soit environ 

1,3% dôoxyg¯ne en termes de concentration gazeuse), parfois m°me jusquô¨ 0.1 mmHg (soit 

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

Lôhypoxie d®clenche une r®ponse transcriptionnelle adaptative pilot®e principalement 

par les facteurs induits par lôhypoxie (HIFs), notamment HIF-1Ŭ. Stabilis® en lôabsence 

dôoxyg¯ne, HIF-1Ŭ migre vers le noyau, o½ il active des g¯nes impliqu®s dans la glycolyse, 

lôangiogen¯se (VEGF, ANGPTL4), la survie cellulaire (BNIP3), lôautophagie, ainsi que 

lôexpression de points de contr¹le immunitaires tels que PD-L1146,147. 

Les cellules tumorales peuvent favoriser la glycolyse pour produire rapidement de 

lôATP, m°me en pr®sence dôoxyg¯ne (effet Warburg). En cas de privation dôoxyg¯ne (hypoxie), 

elles accentuent ®galement cette reprogrammation glycolytique pour maintenir leur survie. 

Cette glycolyse hypoxique sôaccompagne dôune acidification du TME, en partie m®di® par 

lôaccumulation de lactate, ce qui favorise lôinvasion, la plasticit® ph®notypique, et la r®sistance 

aux traitements148,149. 

Les cellules stromales, notamment les CAFs et les cellules endoth®liales, r®pondent 

®galement ¨ lôhypoxie en remodelant la matrice extracellulaire et en favorisant une angiogen¯se 

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

ɓ, contribuant ¨ la rigidification du stroma, ce qui entrave encore plus la perfusion150,151. 

Les cellules immunitaires infiltr®es sont profond®ment r®®duqu®es par lôenvironnement 

hypoxique. Les macrophages tumoraux (TAMs) adoptent un ph®notype M2 pro-tumoral 

(surexpression du marqueur CD206), sous lôinfluence de HIF-1Ŭ. Cela va par ailleurs 

augmenter leurs niveaux dôexpression de cytokines anti-inflammatoire (IL-10) et dôenzymes 

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

voient leur fonction alt®r®e par le manque de glucose et par lôexpression accrue de PD-L1 sur 

les cellules tumorales et my®loµdes. De plus, les cellules T r®gulatrices (Tregs) sont favoris®es 

par lôhypoxie, consolidant un ®tat immunosuppressif dans le TME152,153. 

ii.  Stress oxydatif et esp¯ce r®actives de lôoxyg¯ne 

Lôhypoxie, en plus de remodeler le m®tabolisme et les fonctions immunitaires, g®n¯re 

un stress oxydatif intense dans le TME. Ce stress r®sulte dôun d®s®quilibre entre la production 

et lô®limination des esp¯ces r®actives de lôoxyg¯ne (ROS, Reactive Oxygen Species), telles que 

le superoxyde (O ), le peroxyde dôhydrog¯ne (H O ) et le radical hydroxyle (ÅOH). Ces 
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mol®cules sont g®n®r®es majoritairement par la cha´ne 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 my®loµde154,155. 

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

notamment lors des phases de r®oxyg®nation intermittente, fr®quentes dans les tumeurs mal 

vascularis®es. Cette surproduction de ROS entra´ne des dommages oxydatifs sur les lipides, les 

prot®ines et lôADN, contribuant ¨ lôinstabilit® g®nomique des cellules tumorales et ¨ leur 

h®t®rog®n®it® clonale 156,157. Dans le m°me temps, les cellules canc®reuses adaptent leurs 

d®fenses antioxydantes en up-r®gulant les enzymes comme la superoxyde dismutase (SOD), la 

glutathion peroxydase (GPx) et les transporteurs li®s au glutathion, leur permettant de survivre 

¨ des conditions pro-oxydantes d®l®t¯res pour des cellules normales158. 

Les cellules stromales, en particulier les fibroblastes, et les cellules endoth®liales 

contribuent aussi ¨ 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 collag¯ne oxyd®. Les ROS modulent ®galement la perm®abilit® 

vasculaire et contribuent ¨ la s®nescence endoth®liale, exacerbant la mauvaise perfusion du tissu 

tumoral159. 

En ce qui concerne les cellules immunitaires, le r¹le des ROS est ambivalent. ê faible 

dose, les ROS participent ¨ la signalisation et ¨ lôactivation des cellules T et des macrophages. 

Toutefois, en exc¯s, ils provoquent une immunosuppression : r®duction de la prolif®ration des 

lymphocytes T, induction de lôexpression de PD-1, inactivation de lôIL-2, et promotion du 

recrutement des cellules T r®gulatrices (Tregs). De plus, les cellules my®loµdes suppressives 

(MDSCs) utilisent les ROS comme arme de suppression immunitaire, inhibant lôactivation des 

lymphocytes effecteurs157,159. 

Ainsi, le stress oxydatif, intimement li® ¨ lôhypoxie, nôest pas seulement un sous-produit 

m®tabolique toxique : il s'agit dôun acteur central de la reprogrammation tumorale et de 

lôimmunosuppression. 

iii.  Comp®tition m®tabolique et disponibilit® des 

nutriments 

Dans un tissu sain, les cellules disposent dôun acc¯s relativement stable et r®gul® ¨ des 

nutriments essentiels tels que le glucose, la glutamine, les acides gras ou les acides amin®s. Ces 
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ressources ®nerg®tiques soutiennent des fonctions cellulaires essentielles, comme la 

prolif®ration contr¹l®e, la r®ponse immunitaire et la r®paration tissulaire. Cependant, dans le 

microenvironnement tumoral, ces conditions sont profond®ment alt®r®es par la combinaison de 

lôhypoxie, du stress oxydatif et dôune vascularisation inefficace. Il en r®sulte un milieu appauvri 

en nutriments, o½ la forte demande m®tabolique des cellules tumorales cr®e une comp®tition 

ç f®roce è avec les cellules immunitaires et stromales voisines160,161. 

Les cellules canc®reuses, en adoptant un m®tabolisme glycolytique m°me en pr®sence 

dôoxyg¯ne (effet Warburg), consomment massivement le glucose disponible pour g®n®rer de 

lôATP rapidement, au d®triment des lymphocytes T et NK qui d®pendent ®galement du glucose 

pour maintenir leurs fonctions effectrices. Cette comp®tition m®tabolique entra´ne une anergie 

- ou ®puisement fonctionnel - de ces cellules immunitaires, r®duisant leur capacit® ¨ exercer 

une surveillance antitumorale efficace149,153. 

De m°me, les cellules tumorales sont souvent d®pendantes de la glutamine, un acide 

amin® cl® utilis® ¨ la fois comme substrat ®nerg®tique dans le cycle de Krebs et comme source 

dôazote pour la synth¯se des nucl®otides. Cette d®pendance exacerb®e prive les cellules 

immunitaires (macrophages, lymphocytes T activ®s, cellules dendritiques) dôun substrat 

critique pour leur activation et leur prolif®ration162. 

Enfin, les cellules stromales, en particulier les CAFs, contribuent ®galement ¨ cette 

comp®tition. Elles peuvent soit consommer activement certains nutriments via des voies 

glycolytiques ou lipolytiques, soit produire des m®tabolites secondaires comme le lactate, dans 

le cadre dôune symbiose m®tabolique au b®n®fice des cellules tumorales163,164. 

Cette dynamique comp®titive transforme le TME en un ®cosyst¯me m®tabolique hostile 

aux cellules non tumorales, freinant la r®ponse immunitaire et favorisant la s®lection de clones 

tumoraux capables de tol®rer des conditions extr°mes de privation. Elle illustre ¨ quel point la 

d®r®gulation des voies m®taboliques constitue une signature majeure des cancers avanc®s, en 

contraste marqu® avec les m®canismes m®taboliques bien ordonn®s des tissus sains. 

Comme nous venons de le voir, le microenvironnement tumoral est une structure tr¯s 

dynamique dans lequel les pressions environnementales et les contraintes ®nerg®tique 

influencent directement le comportement des acteurs en pr®sence. De plus, la communication 

entre les cellules tumorales et leur microenvironnement est d®crit comme lôun des ®l®ments cl®s 

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

nô®voluent pas de mani¯re isol®e. Elles sôorganisent, se ç sentent è et r®pondent aux signaux 
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environnants. Lôadaptation m®tabolique des cellules tumorales, influenc®e par des ph®nom¯nes 

tels que lôeffet Warburg, lôhypoxie et le stress oxydatif, ne peut °tre pleinement comprise sans 

tenir compte du microenvironnement physique dans lequel ces cellules ®voluent. La rigidit® de 

la matrice extracellulaire, les forces m®caniques exerc®es sur les cellules, ainsi que leurs 

interactions avec les cellules voisines, contribuent ¨ fa­onner leur comportement m®tabolique 

et ph®notypique165,166,167. Ces contraintes m®caniques peuvent activer des voies de m®cano-

sensibilit®, modifiant la morphologie cellulaire, lôorganisation du cytosquelette, et la 

dynamique des points dôadh®sion168. Il est donc essentiel, pour mieux comprendre la plasticit® 

des cellules canc®reuses, d'explorer comment ces stimuli m®caniques influencent leur 

morphologie, leur motilit® et leurs interactions. Côest ce que nous aborderons dans le chapitre 

suivant, en nous int®ressant ¨ lôarchitecture cellulaire, aux m®canismes de m®cano-sensibilit® 

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

cl® dans la m®cano-sensibilit® : la voie HIPPO (YAP/TAZ). 

III. Morphologie cellulaire et m®cano-sensibilit® 

La morphologie cellulaire, autrefois consid®r®e comme le reflet passif des contraintes 

physiques ext®rieures ou de lôenveloppe membranaire, est aujourdôhui reconnue comme le 

produit actif de processus intracellulaires hautement r®gul®s. Cette transformation conceptuelle 

trouve ses racines dans lôhistoire des d®couvertes sur le cytosquelette, une structure 

intracellulaire dynamique dont le r¹le d®passe le simple soutien structural pour inclure des 

fonctions m®cano-sensorielles, signal®tiques et morphog®n®tiques. 

A. Une architecture cellulaire dict®e par le cytosquelette 

i. D®couverte et d®finition 

Pendant plusieurs si¯cles, la forme cellulaire ®tait principalement une cat®gorie 

descriptive. Ce nôest quô¨ partir du milieu du XXe si¯cle que des liens fonctionnels entre la 

morphologie et les processus biologiques ont commenc® ¨ ®merger, en particulier dans le cadre 

du d®veloppement embryonnaire, de la diff®renciation et de la migration cellulaire169. Des 

auteurs comme E. Frixione ont retrac® cette ç ®pop®e è scientifique, en insistant sur le r¹le des 

r®volutions techniques (fluorescence, cryo-microscopie, immunohistochimie) qui ont permis de 

d®couvrir lôexistence dôun r®seau polym®rique interne r®gulant activement la morphologie 

cellulaire170. Lôhistoire de la cytologie a ®galement montr® lô®mergence progressive de concepts 

unificateurs tels que celui de polarit® cellulaire, qui repose directement sur lôorganisation du 
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cytosquelette171. Cette r®vision de paradigme sôest accompagn®e dôune red®finition de la forme 

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

Le cytosquelette est aujourdôhui reconnu comme un ensemble de structures prot®iques 

dynamiques et sp®cialis®es ð filaments dôactine, microtubules, filaments interm®diaires ð 

organis®es en r®seaux adaptatifs permettant le maintien, la modification et la transmission des 

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

lôenvironnement intracellulaire et extracellulaire172. Des travaux r®cents ont montr® que les 

diff®rents ®l®ments du cytosquelette, bien que distincts par leur composition, coop¯rent ¨ travers 

des points dôancrage, des complexes de r®gulation (tels que les Rho GTPases), et des moteurs 

mol®culaires comme la myosine ou la dyn®ine. Cela permet des r®ponses spatio-temporelles 

rapides ¨ des signaux m®caniques ou chimiques173,174. Sur le plan ®volutif, la d®couverte 

dôhomologues de lôactine et de la tubuline chez les bact®ries a confirm® lôant®riorit® du 

cytosquelette comme structure fonctionnelle, indiquant une ®mergence pr®coce de ces r®seaux 

polym®riques dans lôhistoire de la vie cellulaire175,176. 

ii.  Constituants du cytosquelette 

Le cytosquelette est une infrastructure cellulaire dynamique et hautement organis®e, 

constitu®e dôun ensemble compl®mentaire de structures filamenteuses et de prot®ines associ®es 

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

dôactine, les microtubules et les filaments interm®diaires, chacun dot® de propri®t®s 

m®caniques, structurales et fonctionnelles distinctes. De plus, de nombreux composants 

r®gulateurs gravitent autour de ces ®l®ments de base, rajoutant un niveau de complexit®. Parmi 

ces ®l®ments, on retrouve notamment : des moteurs mol®culaires, des complexes de nucl®ation, 

des prot®ines de liaison et des r®gulateurs GTPasiques. Ainsi, côest lôensemble de ces ®l®ments 

qui va constituer ce r®seau complexe quôest le cytosquelette. Chacun de ces acteurs poss¯de des 

fonctions sp®cifiques, des architectures distinctes, et des m®canismes de r®gulation propres. 

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

coordination du transport intracellulaire, la division cellulaire, la motilit®, et la r®ponse aux 

signaux m®caniques et chimiques de lôenvironnement. 

Les microfilaments, aussi appel®s filaments dôactine, sont les plus fins des trois r®seaux 

cytosquelettiques avec un diam¯tre dôenviron 7 nm. Compos®s de monom¯res dôactine 

globulaire (G-actine) qui sôassemblent en filaments h®licoµdaux (F-actine), ils sont 

omnipr®sents dans le cortex cellulaire, juste sous la membrane plasmique. La nucl®ation de 
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lôactine est le processus initial par lequel plusieurs monom¯res dôactine globulaire (G-actine) 

sôassemblent pour former un noyau stable, n®cessaire ¨ la polym®risation ult®rieure du filament 

dôactine (F-actine). Lôactine joue un r¹le fondamental dans de nombreux processus cellulaires, 

notamment la migration, la contraction, lôendocytose et la division cellulaire. Elle forme des 

structures telles que les lamellipodes, filopodes, fibres de stress ou encore lôanneau contractile 

mitotique177. La r®gulation des microfilaments est complexe et finement contr¹l®e. Des 

prot®ines comme la profilin ou la thymosine-ɓ4 r®gulent la disponibilit® des monom¯res, tandis 

que les complexes Arp2/3 et formines contr¹lent la nucl®ation et la structuration des r®seaux 

ramifi®s ou lin®aires173. Les GTPases de la famille Rho (notamment RhoA, Rac1 et Cdc42) 

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

adh®sion et r®traction178. 

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 diam¯tre form®s de dim¯res Ŭ- 

et ɓ-tubuline. Leur organisation radiale depuis le centrosome leur conf¯re une polarit® 

structurale avec une extr®mit® dynamique (+) et une extr®mit® ancr®e (-). Ils sont essentiels ¨ 

lôorganisation intracellulaire, au transport de v®sicules, ¨ la s®paration des chromosomes durant 

la mitose et ¨ lô®tablissement de la polarit® cellulaire179. La polarit® cellulaire correspond ¨ une 

organisation asym®trique des composants cellulaires, permettant la sp®cialisation de diff®rentes 

r®gions de la cellule. Les microtubules contribuent notamment ¨ lô®tablissement de la polarit® 

apico-basale et de la polarit® planaire (PCP) qui est perpendiculaire ¨ la pr®c®dente180,181. La 

dynamique des microtubules repose sur des transitions entre croissance et d®polym®risation 

(instabilit® dynamique). Elle est r®gul®e par des prot®ines telles que les +TIPs (comme EB1) 

ou la stathmine. Les modifications post-traductionnelle comme la tyrosination ou l'ac®tylation 

influencent leur stabilit®. Par exemple, la tyrosination (sp®cifique de la tubuline), consiste en 

un ajout dôun r®sidu de tyrosine ¨ lôextr®mit® C-terminale de la tubuline Ŭ et contribue ¨ rendre 

les microtubules plus dynamiques182. Ils interagissent aussi ®troitement avec les r®seaux 

dôactine via des ponts mol®culaires qui facilitent le crosstalk entre les deux syst¯mes183. 

Moins ®tudi®s historiquement, les filaments interm®diaires sont aujourdôhui reconnus 

pour leur r¹le structural et m®canique. Ils mesurent environ 10 nm de diam¯tre, ne poss¯dent 

pas de polarit®, et sont constitu®s de prot®ines sp®cifiques aux tissus : vimentine dans les 

cellules m®senchymateuses, desmine dans les muscles, k®ratines dans les ®pith®liums et 

lamines dans le noyau184. Ils ne participent pas directement ¨ la motilit® mais assurent la 

coh®sion tissulaire, la r®sistance aux contraintes m®caniques et la protection nucl®aire. Leur 

r®gulation passe par des phosphorylations (notamment pendant la mitose), et ils interagissent 

avec dôautres filaments via des prot®ines de liaison comme la plectine185. Leur r¹le de 

plateforme dôint®gration m®canique est particuli¯rement bien mis en lumi¯re dans les 

®pith®liums et les cellules soumises ¨ des stress m®caniques importants (®tirement tissulaire, 

compression et cisaillement, etc)186. 

Les moteurs mol®culaires convertissent lô®nergie de lôATP en travail m®canique le long 

des filaments. Ils sont essentiels au transport intracellulaire et ¨ la g®n®ration de forces. Trois 

familles principales sont associ®es au cytosquelette : les myosines (actine), les kin®sines 

(microtubules vers lôextr®mit® +) et les dyn®ines (microtubules vers lôextr®mit® -). Les 

myosines, surtout la myosine II, participent ¨ la contraction de lôactomyosine et ¨ la migration 

cellulaire. Les kin®sines transportent des v®sicules, mitochondries ou ARN, tandis que les 

dyn®ines sont cruciales pour la mitose et le transport r®trograde dans les neurones. Leur 
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r®gulation d®pend dôinteractions avec des complexes adaptateurs, de modifications post-

traductionnelles et dôassociations avec des cargos sp®cifiques187. 

Les prot®ines de liaison et dôancrage comme la plectine, la filamine, la spectrine ou 

l'ezrine assurent lôinterconnexion entre les r®seaux de filaments, la membrane plasmique et les 

organites. La plectine relie les filaments interm®diaires aux microtubules et ¨ lôactine, jouant 

un r¹le dans lôint®grit® tissulaire. La filamine croise les filaments dôactine, stabilisant les 

r®seaux dans les zones de contrainte. Ces prot®ines facilitent aussi la transmission des forces 

m®caniques entre cytosquelette et adh®sions focales ou jonctions intercellulaires, participant ¨ 

la m®canosensibilit® cellulaire188. 

Enfin, les r®gulateurs GTPasiques pr®sents au sein du cytosquelette ont un r¹le 

fondamental dans lôorganisation structur®e du cytosquelette dôactine. Les GTPases de la famille 

Rho ð principalement RhoA, Rac1 et Cdc42 ð dirigent la formation de structures sp®cifiques 

adapt®es aux besoins fonctionnels de la cellule. Ces petites prot®ines GTPasiques fonctionnent 

comme des commutateurs mol®culaires, alternant entre un ®tat actif (li® au GTP) et un ®tat 

inactif (li® au GDP), et sont r®gul®es par des GEFs (guanine nucleotide exchange factors), GAPs 

(GTPase activating proteins) et GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors) (Figure 

6A)178. La figure 6B illustre lôimplication des GTPases de la famille Rho dans la formation de 

structure compos®es de filaments dôactine. RhoA, lorsquôil est activ®, stimule lôassemblage de 

fibres de stress ð des faisceaux contractiles riches en actine et en myosine II ð via lôactivation 

des formines et de la kinase ROCK (Rho-associated kinase). Ces structures jouent un r¹le 

essentiel dans la g®n®ration de force, lôancrage aux points dôadh®sion focale et la migration 

cellulaire sur des substrats rigides189,190. Rac1, en revanche, favorise la formation de 

lamellipodes, de larges protrusions membranaires ¨ lôavant de la cellule. Cette action sôop¯re 

principalement par lôactivation du complexe WAVE. WAVE, ou WASP-family verprolin-

homologous protein, est un ensemble de prot®ines r®gulatrices qui ¨ son tour active le complexe 

Arp2/3, responsable de la nucl®ation et de la ramification de r®seaux dôactine denses et 

dynamiques. Les lamellipodes sont essentiels pour la progression directionnelle lors de la 

migration cellulaire et pour la d®tection de gradients chimiques179,191. Cdc42, quant ¨ lui, 

contr¹le la formation des filopodes, de fines extensions cytoplasmiques compos®es de faisceaux 

parall¯les dôactine. Ces structures sont impliqu®es dans lôexploration de lôenvironnement 

extracellulaire, lô®tablissement 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 prot®ines r®gulatrices. Ils catalysent ®galement lôactivation 
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dôArp2/3 dans une configuration sp®cifique favorisant lôalignement lin®aire de lôactine192,193. 

Ces trois GTPases ne fonctionnent pas de mani¯re isol®e, mais interagissent dans un r®seau 

finement r®gul® permettant une coordination spatio-temporelle des dynamiques 

cytosquelettiques n®cessaires ¨ la plasticit® cellulaire, ¨ la migration et ¨ la signalisation. 

Figure 6 : R¹le des GTPases de la famille Rho dans lôorganisation du r®seau dôactine. (A) Schéma du 

mode dôactivation des GTPases. Lô®tat dôactivation est caract®ris® par la liaison au GDP (®tat 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 impliqu®es dans lôorganisation du cytosquelette dôactine. 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 

dôancrage et de migration des cellules. Figure réalisée avec BioRender.com. 

iii.  D®r®gulation dans les cancers 

Le cytosquelette agit comme une charpente dynamique assurant la forme, la polarit®, la 

division et la migration cellulaire. Cette organisation repose sur une coordination rigoureuse 

entre les filaments dôactine, les microtubules, les filaments interm®diaires, et leurs r®gulateurs 

associ®s. Toutefois, dans un contexte tumoral, cette architecture cytosquelettique, 

habituellement ma´tris®e, est profond®ment remani®e. De la m°me mani¯re que lôadaptation 

m®tabolique dont font preuves les cellules tumorales, ces derni¯res exploitent et d®tournent le 
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cytosquelette pour sôadapter aux contraintes impos®es par leur microenvironnement. Le 

cytosquelette devient alors un outil suppl®mentaire dôadaptation et de plasticit®, permettant aux 

cellules tumorales dôacqu®rir des propri®t®s invasives, r®sistantes et motiles194,195,196,197. 

Sous lôeffet de signaux m®caniques ou chimiques du microenvironnement tumoral, la 

cellule active des voies de signalisation ð notamment via les GTPases Rho ð qui induisent la 

formation de structures sp®cialis®es. Par exemple, la suractivation de Rac1 favorise la mise en 

place de lamellipodes, des extensions larges et aplaties riches en actine ramifi®e, qui facilitent 

la migration cellulaire ¨ travers les barri¯res tissulaires. Ces structures sont stabilis®es par 

lôactivation du complexe WAVE-Arp2/3, conduisant ¨ la polym®risation rapide dôun r®seau 

dôactine cortical198,199. En parall¯le, Cdc42 stimule la formation de filopodes, de fines 

protrusions ¨ base dôactine lin®aire impliqu®es dans lôexploration de la matrice extracellulaire 

et la reconnaissance de voies migratoires potentielles196. Ces filopodes jouent ®galement un r¹le 

cl® dans lô®tablissement de contacts pr®coces avec les capillaires lors de la diss®mination 

m®tastatique. Par ailleurs, RhoA, en activant les kinases ROCK, favorise la formation de fibres 

de stress contractiles contenant de la myosine II. Ces structures g®n¯rent une force de traction 

sur les adh®sions focales, augmentant la capacit® des cellules ¨ se contracter et ¨ migrer sur des 

substrats rigides, comme côest souvent le cas dans les tumeurs riches en matrice194,200. La 

plasticit® du r®seau dôactine permet ainsi ¨ la cellule canc®reuse de moduler en continu sa forme 

et son mode de migration (m®senchymateux ou amiboµde), en r®ponse ¨ des gradients 

m®caniques ou biochimiques. 

Les microtubules, dans une cellule canc®reuse, sont r®organis®s pour soutenir les 

processus migratoires et mitotiques anormaux. Ils orientent la polarit® cellulaire, facilitent le 

transport de prot®ines et dôorganites vers les protrusions invasives, et participent au 

repositionnement du centrosome (le centre organisateur des microtubules). Les alt®rations de la 

dynamique de la tubuline ð par sur-expression de certaines isoformes ou par des modifications 

post-traductionnelles (ac®tylation, d®tyrosination) ð sont fr®quemment observ®es dans les 

cancers, conf®rant une r®sistance accrue aux traitements dirig®s contre les microtubules comme 

le taxol201,202. 

Les filaments interm®diaires, bien que moins dynamiques, subissent ®galement des 

r®organisations majeures. La vimentine, marqueur de la transition ®pith®lio-m®senchymateuse 

(EMT), est souvent surexprim®e dans les tumeurs agressives. Elle conf¯re une ®lasticit® accrue, 

une meilleure r®sistance au stress m®canique et facilite la transmigration ¨ travers la matrice ou 

les parois vasculaires203,204. Cette fonction est amplifi®e par des prot®ines de liaison comme la 
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plectine, qui relient les filaments interm®diaires aux autres r®seaux filamenteux et aux points 

dôancrage cellulaires. 

Enfin, les moteurs mol®culaires ð en particulier les kin®sines et les dyn®ines ð sont 

d®tourn®s pour favoriser le transport rapide de v®sicules contenant des m®talloprot®ases 

(MMPs), n®cessaires ¨ la d®gradation de la matrice extracellulaire205,206,207. Cette logistique 

intracellulaire contribue ¨ l'invasion locale et ¨ la lib®ration de signaux pro-tumoraux. 

Ainsi, le d®tournement des r®seaux cytosquelettiques par les cellules tumorales ne se 

limite pas ¨ une r®organisation passive de leurs structures internes : il traduit une v®ritable 

r®®criture de leur interaction avec leur environnement. En sôappropriant les propri®t®s 

dynamiques de lôactine, des microtubules et des filaments interm®diaires, les cellules 

canc®reuses acqui¯rent la capacit® de remodeler leur architecture, de migrer activement et de 

r®sister aux contraintes m®caniques extrins¯ques. Or, cette aptitude adaptative repose sur une 

caract®ristique centrale du cytosquelette : sa sensibilit® m®canique. Dans une cellule saine, la 

m®cano-sensibilit® permet de percevoir, int®grer et transduire les signaux physiques du 

microenvironnement en r®ponses biologiques appropri®es. Dans les cancers, ce m®canisme est 

profond®ment alt®r®, r®orient® au service de la prolif®ration, de lôinvasion et de la 

diss®mination. Afin de mieux appr®hender les implications de telles adaptations m®caniques de 

la part des cellules tumorales, nous allons revenir sur quelques notions essentielles de m®cano-

sensibilit®. 

B. Notions de m®cano-sensibilit® 

Nous avons pu nous rendre compte, au travers des diff®rentes notions abord®es, que les 

cellules, quôelles soient saines ou canc®reuses, ®voluent dans des environnements complexes et 

hautement r®gul®. Pour autant, le microenvironnement dans lequel les cellules ®voluent nôest 

pas seulement chimique, mais aussi m®canique. Les cellules sont expos®es en permanence ¨ 

des forces telles que la tension, la compression, le cisaillement ou encore la rigidit® de la matrice 

extracellulaire. La capacit® des cellules ¨ percevoir et ¨ r®pondre ¨ ces signaux m®caniques ð 

appel®e m®cano-sensibilit® ð est un principe fondamental de la biologie cellulaire moderne. 

Ce processus repose sur une cha´ne dô®v®nements appel®e m®cano-transduction, qui permet la 

conversion dôune contrainte physique en r®ponses biochimiques adaptatives. Cette aptitude 

permet ¨ la cellule de r®guler des fonctions essentielles telles que la migration, la prolif®ration, 

la diff®renciation ou lôapoptose208,209. 
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i. La d®tection des signaux m®caniques 

Lôid®e que les cellules sont sensibles ¨ leur environnement m®canique remonte aux 

ann®es 1980, avec les travaux pr®curseurs de Donald Ingber et ses collaborateurs, qui ont 

formul® le concept de tensegrit® cellulaire. La tensegrit® est un concept physique comparable ¨ 

une tente de camping mont®e avec des cordes tendues et des piquets souples. Les cordes 

(tension) tirent vers lôext®rieur, les piquets (compression) poussent vers lôint®rieur, et côest 

lô®quilibre entre les deux qui maintient la tente debout. Si une seule corde se rel©che, toute la 

structure se d®forme. Le mod¯le de tensegrit® cellulaire formul® par Donald Ingber proposait 

que la cellule fonctionne comme une structure architecturale stable, o½ des ®l®ments en tension 

(actine) et en compression (microtubules) assurent la stabilit® m®canique tout en permettant la 

d®tection des forces externes210. Ces travaux ont par la suite ®t® renforc®s par des ®tudes 

montrant que lôapplication de forces m®caniques locales (microaiguilles flexibles) pouvait 

d®clencher des r®ponses intracellulaires telles que la phosphorylation de la Focal Adhesion 

Kinase (FAK), la r®organisation de lôactine corticale ou la relocalisation de complexes 

dôadh®sion211,212,213. 

Ces travaux, ayant pos® les fondements dôune vision dynamique de la cellule, ont par 

ailleurs contribu® ¨ la classification des signaux m®caniques perceptible par une cellule selon 

leur nature physique (Figure 7) : 

¶ La tension correspond ¨ des forces d'®tirement, souvent g®n®r®es par des interactions avec 

la matrice extracellulaire (MEC) ou d'autres cellules. Elle est particuli¯rement importante 

dans les tissus soumis ¨ des mouvements (muscle, poumon, intestin) et dans un contexte de 

microenvironnement tumoral214. 

¶ La compression, ¨ l'inverse, r®sulte dôun ®crasement ou dôun empilement cellulaire, comme 

on peut lôobserver dans les tumeurs solides ou les ®pith®liums en croissance215,216,217. 

¶ Le cisaillement (ou Shear Stress) est provoqu® par des flux de liquide, comme dans 

lôendoth®lium vasculaire soumis au d®bit sanguin. Ce type de contrainte est essentiel ¨ 

lôhom®ostasie vasculaire et ¨ la fonction endoth®liale218,219. 

¶ La rigidit® de la matrice (ou Stiffness) est per­ue ¨ travers les forces de traction g®n®r®es 

par la cellule elle-m°me sur son substrat. Plus la matrice est rigide, plus la cellule g®n¯re de 

tension via le cytosquelette pour explorer son environnement. Ce param¯tre influence 

fortement la diff®renciation cellulaire168. 
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¶ Enfin, les topographies ou courbures de surface sont aussi des signaux m®caniques que 

la cellule peut d®tecter, en ajustant localement la distribution de ses adh®sions et de son 

cytosquelette220. 

Ces signaux peuvent agir seuls ou de mani¯re combin®e, et leur interpr®tation cellulaire d®pend 

¨ la fois de leur intensit®, de leur fr®quence, de leur direction et de la dur®e de lôexposition. 

 

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 

fl¯ches en noir. Ces forces sont g®n®r®es par lôenvironnement de la cellule, impliquant dôautres cellules, 

la matrice extracellulaire et les mouvements de fluides. Figure réalisée avec BioRender.com. 

 

La d®tection de ces signaux repose sur un ensemble de capteurs et de structures, dont 

lôinteraction assure une r®ponse rapide et coordonn®e. On peut regrouper ces acteurs en trois 

grandes familles : les r®cepteurs transmembranaires (Int®grines et Cadh®rines), les canaux 

ioniques m®cano-activ®s et les structures m®caniques intracellulaires (Cytosquelette). 

Les int®grines sont les principaux r®cepteurs m®cano-sensibles ̈  la jonction cellule-

MEC. Une fois activ®es par des forces dôancrage ou de traction, elles se lient ¨ des prot®ines 

intracellulaires pour former les adh®sions focales, complexes multiprot®iques qui transmettent 

les contraintes ¨ lôactine221,222. Les cadh®rines, quant ¨ elles, assurent les contacts m®caniques 

intercellulaires, et participent ¨ la d®tection des tensions au sein des jonctions dôadh®rence223. 
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Des canaux ioniques comme Piezo1, TRPV4, ou TREK-1 r®pondent directement ¨ des 

d®formations de la membrane plasmique. Leur activation provoque un afflux dôions 

(notamment CaĮ ) qui sert de signal secondaire pour moduler la r®organisation du cytosquelette, 

la signalisation Rho GTPase, ou lôactivation de facteurs transcriptionnels comme NF-əB ou 

YAP/TAZ224,225. 

 Enfin, le cytosquelette, transmet les signaux m®caniques vers lôint®rieur de la cellule, 

jusquôau noyau. Il est interconnect® aux complexes dôadh®sion via des prot®ines adaptatrices 

comme la taline, la vinculine, la plectine ou la filamine, qui modulent localement la rigidit® et 

la sensibilit® ¨ la traction226,227. 

ii.  La transduction m®canique 

Une fois per­ues par les r®cepteurs m®cano-sensibles ð principalement les int®grines 

dans les adh®sions focales ð les forces m®caniques sont transmises ¨ des structures 

cytoplasmiques sp®cialis®es. Ces forces d®clenchent le recrutement de prot®ines adaptatrices 

comme taline, vinculine, paxilline, qui lient les int®grines ¨ lôactine. Ce couplage force-prot®ine 

est m®cano-d®pendant : sous tension, la taline change de conformation et r®v¯le des sites de 

liaison suppl®mentaires, stabilisant ainsi le complexe dôadh®sion et d®clenchant une cascade de 

signalisation intracellulaire228. En parall¯le, les cadh®rines des jonctions intercellulaires 

(jonctions dôadh®rence) transmettent les tensions entre cellules via lôalpha-cat®nine, qui sôouvre 

sous tension pour recruter la vinculine, renfor­ant lôancrage ¨ lôactine et permettant la 

propagation de la force ¨ travers des tissus entiers223. 

 La tension m®canique stabilise les adh®sions focales et active localement des GTPases 

de la famille Rho, notamment RhoA, Rac1 et Cdc42. Ces prot®ines orchestrent la r®organisation 

dynamique du cytosquelette dôactine, modifiant la polarit®, la contractilit® ou la migration 

cellulaire. RhoA, via la kinase ROCK, stimule la formation de fibres de stress et augmente la 

contractilit® actomyosine, tandis que Rac1 et Cdc42 favorisent respectivement la formation de 

lamellipodes et de filopodes229. Conform®ment au principe de tensegrit® cellulaire d®velopp® 

pr®c®demment, ces m®canismes participent ¨ la propagation m®canique interne, o½ le 

cytosquelette fonctionne comme un r®seau de transmission de la tension, depuis la membrane 

jusquôau noyau. 

 Enfin, les signaux m®caniques sont transmis au noyau via le cytosquelette et les 

complexes LINC (Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton), qui relient les filaments 

dôactine ¨ la lamina nucl®aire. Cette transmission m®canique peut modifier la forme du noyau, 
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influencer lôorganisation de la chromatine, et r®guler lôexpression g®nique. En r®sum®, la 

transduction m®canique repose sur un encha´nement coordonn® dô®v®nements : (1) d®formation 

per­ue ¨ la membrane, (2) activation des complexes dôadh®sion et des GTPases, (3) 

r®organisation cytosquelettique, (4) transmission m®canique au noyau et (5) r®gulation 

transcriptionnelle. La r®gulation transcriptionnelle survenant ¨ la fin de cette chaine de 

transmission fait notamment intervenir le duo prot®ique YAP/TAZ qui seront abord® plus en 

d®tail dans un chapitre sp®cifiquement d®di®. 

iii.  Le r¹le du cytosquelette 

Le cytosquelette ï au travers de ses diff®rents constituant ï occupe une position centrale 

dans le processus de m®cano-sensibilit® cellulaire. Il fonctionne ¨ la fois comme capteur, 

transducteur et effecteur des signaux m®caniques. Son organisation en r®seaux dynamiques ð 

actine, microtubules et filaments interm®diaires ð lui conf¯re une capacit® unique ¨ propager, 

int®grer et interpr®ter les contraintes physiques auxquelles la cellule est soumise. Ces r®seaux 

ne sont pas ind®pendants : ils interagissent ®troitement pour assurer une r®ponse m®canique 

coordonn®e ¨ lô®chelle de la cellule enti¯re. 

Le r®seau dôactine, et plus pr®cis®ment lôactine corticale associ®e ¨ la membrane 

plasmique, est le principal vecteur de propagation des forces m®caniques vers les structures 

internes. Lorsquôune force est appliqu®e sur la cellule ð par exemple une traction via les 

int®grines ð, cette tension est imm®diatement transmise le long des filaments dôactine 

organis®s en faisceaux, notamment dans les fibres de stress et les c©bles p®rinucl®aires. Ces 

structures, enrichies en myosine II, g®n¯rent une contractilit® active, modul®e par les voies 

Rho/ROCK, essentielle pour ajuster la rigidit® cellulaire et maintenir lôhom®ostasie 

m®canique230. 

Les microtubules, bien que souvent consid®r®s comme des voies de transport, 

participent activement ¨ la m®cano-transduction. Ils stabilisent la polarit® directionnelle lors de 

la migration induite par des gradients m®caniques (durotaxie) et contribuent ¨ la distribution 

des forces de traction en r®gulant les positions des organites, du centrosome et du noyau. Leur 

capacit® ¨ fl®chir sous contrainte m®canique et ¨ s'auto-r®organiser en r®ponse ¨ des tensions 

les rend particuli¯rement importants pour lôadaptation ¨ des substrats rigides ou en tension231. 

Les filaments interm®diaires, tels que la vimentine ou les lamines nucl®aires, assurent 

la r®silience m®canique de la cellule. Moins dynamiques que lôactine ou les microtubules, ils 

forment un maillage ®lastique qui absorbe et redistribue les contraintes m®caniques internes et 
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externes. La vimentine, en particulier, est surexprim®e dans des contextes de forte tension 

tissulaire, comme lors de la migration ou de la transition ®pith®lio-m®senchymateuse, ce qui 

sugg¯re un r¹le cl® dans la plasticit® m®canique cellulaire232. La transmission des forces 

m®caniques vers le noyau implique les complexes LINC, qui connectent les filaments dôactine 

et les filaments interm®diaires ¨ la lamina nucl®aire. Ces complexes, compos®s principalement 

de prot®ines SUN et nesprine, transmettent les tensions m®caniques ¨ lôenveloppe nucl®aire, 

modulant la forme du noyau et influen­ant lôorganisation de la chromatine et lôexpression 

g®nique. En r®ponse ¨ une d®formation, le noyau sôaplatit ou se rigidifie, ce qui active des 

r®gulateurs transcriptionnels m®cano-sensibles comme YAP/TAZ ou modifie lôaccessibilit® de 

certains loci g®nomiques233,234. 

Enfin, des prot®ines adaptatrices, telles que Ŭ-actinine, gelsoline, filamine ou plectine, 

orchestrent lôinterconnexion entre les diff®rents r®seaux du cytosquelette et avec les complexes 

dôadh®sion. Ces mol®cules jouent un r¹le critique dans la r®gulation locale de la rigidit® et dans 

la stabilisation des liaisons m®caniques, notamment dans les zones de forte contrainte comme 

les adh®sions focales ou les invadopodes235,236,237,238. 

Il parait ici plus clair que la m®cano-sensibilit®, orchestr® par le cytosquelette, repr®sente 

un syst¯me efficace de d®tection, transmission et r®ponse aux signaux physiques 

environnementaux. Lôefficacit® dôun tel syst¯me est notamment rendue possible par 

lôinterconnexion permanente entre la membrane plasmique, les complexes dôadh®sion, le 

cytosquelette et le noyau. Ces interactions assurent ¨ la cellule une capacit® dôadaptation 

permanente aux contraintes de son environnement, tant dans des contextes physiologiques que 

pathologiques comme le cancer ou la fibrose. N®anmoins, il est primordial que ces signaux 

m®caniques soit transmis ¨ travers des interfaces sp®cialis®es pour assurer un effet fonctionnel. 

Ces interfaces peuvent °tre cat®goris®es selon des contacts cellule-cellule (jonction 

dôadh®rence) ou cellule-matrice (adh®sions focales). Par d®finition, ces interfaces sont m®di®es 

par des mol®cules dôadh®sion, qui agissent ¨ la fois comme ancres m®caniques et comme 

plateforme de signalisation. 
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C. Mol®cules dôadh®sion et leurs fonctions m®caniques 

Les mol®cules dôadh®sion cellulaire (CAMs) constituent un groupe h®t®rog¯ne de 

glycoprot®ines membranaires essentielles ¨ lôarchitecture tissulaire, au guidage cellulaire, ¨ 

lôhom®ostasie m®canique et ¨ la signalisation intercellulaire. Les CAMs agissent comme points 

dôancrage m®caniques, assurant la transmission des forces de la membrane vers le cytosquelette, 

ou entre cellules et MEC. En plus de leur r¹le structurel, les CAMs agissent comme des 

plateformes de signalisation biochimique int®gr®es, activant une vari®t® de voies 

intracellulaires. Elles sont r®parties en quatre grandes familles : int®grines, cadh®rines, 

s®lectines, et CAMs de type immunoglobuline (Ig-CAMs) (Figure 8).  

Figure 8 : Principales mol®cules dôadh®sion et leurs r¹les m®canique et signal®tique. Les 4 grandes 

familles de mol®cules dôadh®sion (indiqu®es en rouge) contribuent ¨ la d®tection 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 int®grines 

Les int®grines sont des r®cepteurs h®t®rodim®riques form®s dôune sous-unit® Ŭ et dôune 

sous-unit® ɓ. Leur activation par des ligands extracellulaires ð tels que le collag¯ne, la 

fibronectine ou la vitronectine ð permet lô®tablissement dôadh®sions focales, o½ elles sont 

connect®es ¨ lôactine via des prot®ines adaptatrices comme taline, vinculine ou paxilline230. Ces 

structures sont sensibles aux signaux m®caniques : lô®tirement de la taline, par exemple, r®v¯le 

des sites de liaison pour la vinculine, renfor­ant lôancrage et initiant une cascade de m®cano-
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transduction intracellulaire. Lôexpansion des adh®sions focales refl¯te ainsi lôintensit® des 

forces per­ues, modulant la migration, la polarit® et la survie cellulaire239. Par ailleurs, les 

int®grines, via les adh®sions focales, permettent une traction cellulaire dirig®e, essentielle ¨ la 

migration, et ajustent la rigidit® cellulaire selon les propri®t®s m®caniques du substrat216,230. De 

plus, elles initient des cascades comme FAK/Src, PI3K/Akt, et MAPK, qui r®gulent la 

prolif®ration, la survie et la diff®renciation cellulaire. Elles sont ®galement impliqu®es dans la 

r®gulation de la m®cano-sensibilit® via des effecteurs comme YAP/TAZ239. 

ii.  Les cadh®rines 

Les cadh®rines, telles que E-cadh®rine ou N-cadh®rine, sont des glycoprot®ines 

transmembranaires calcium-d®pendantes assurant lôadh®sion homophile entre cellules via les 

jonctions dôadh®rence. Leur domaine cytoplasmique interagit avec les cat®nines (Ŭ, ɓ, p120), 

qui relient les complexes cadh®rine-cat®nine au cytosquelette dôactine. Sous contrainte 

m®canique, lôŬ-cat®nine sôouvre, recrutant la vinculine et renfor­ant lôancrage au cytosquelette, 

ce qui permet aux jonctions dôadh®rence de se comporter comme des capteurs de force entre 

cellules voisines240,241. Par ailleurs, en reliant les cytosquelettes de cellules adjacentes, les 

cadh®rines assurent la coh®sion m®canique des tissus. Dans les tissus ®pith®liaux, cette capacit® 

permet dôabsorber les contraintes de cisaillement ou dô®tirement et dôy r®pondre 

collectivement241. De plus, elles participent ¨ la r®gulation de la voie Wnt/ɓ-cat®nine : en cas 

de perte dôadh®sion, la ɓ-cat®nine est lib®r®e du complexe jonctionnel et migre dans le noyau, 

influen­ant la transcription de g¯nes cibles li®s ¨ la croissance cellulaire242. 

iii.  Les s®lectines 

Les s®lectines (E, P, L) reconnaissent des motifs glycaniques sp®cifiques (comme le 

sialyl Lewis X) et sont particuli¯rement actives dans lôadh®sion transitoire des leucocytes ¨ 

lôendoth®lium lors de lôinflammation. Bien quôelles ne soient pas directement reli®es au 

cytosquelette, leurs domaines cytoplasmiques peuvent d®clencher des signaux intracellulaires 

favorisant la transmigration cellulaire ou lôactivation 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 exprim®es dans de nombreux tissus et r®gulent les interactions cellule-cellule 

de mani¯re moins rigide que les cadh®rines. Elles jouent un r¹le central dans la r®ponse 

immunitaire, le d®veloppement neuronal, et la migration, notamment via lôactivation de 
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voies calcium-d®pendantes et de MAPK/ERK245. Les CAMs de cette famille sont ®galement 

repr®sentatives dôune dualit® fonctionnelle en agissant comme point dôancrage m®caniques 

et comme plateformes de signalisation biochimique. Parmi ses membres, on pourra citer par 

exemple ICAM-1 et VCAM-1, qui sont parmi les plus ®tudi®s en raison de leur implication 

dans la signalisation oncog®nique, la migration, la survie cellulaire, et la m®tastase246,247,248. 

ICAM-1 est exprim®e ¨ faible niveau dans de nombreux types cellulaires, et fortement 

induite lors de stimulations inflammatoires (par exemple par TNF-Ŭ ou IL-1ɓ). Son r¹le 

principal est de stabiliser les interactions entre leucocytes et cellules endoth®liales, facilitant 

ainsi leur transmigration vers les tissus inflamm®s. Elle agit comme ligand pour lôint®grine 

LFA-1 (CD11a/CD18) sur les lymphocytes T, les cellules NK et les monocytes, permettant 

leur arr°t sur lôendoth®lium et leur passage par diaped¯se. Ce r¹le est crucial dans les 

r®ponses immunitaires locales, notamment dans les tissus infect®s ou tumoraux249. Sur le 

plan signal®tique, ICAM-1 nôest pas une simple mol®cule dôancrage : son regroupement 

(clustering) active des cascades intracellulaires impliquant le recrutement de kinases 

comme Src, la phosphorylation de prot®ines cytosquelettiques et lôorganisation de r®seaux 

dôactine. Ce processus modifie la perm®abilit® vasculaire et peut favoriser la formation de 

"gaps" entre cellules endoth®liales lors de lôinflammation250. 

VCAM quant ¨ lui, est exprim® par les cellules endoth®liales activ®es, notamment dans 

des sites dôinflammation chronique (articulations, vaisseaux, tissus tumoraux). Elle interagit 

avec lôint®grine VLA-4 (Ŭ4ɓ1) sur les cellules T, B et les cellules souches h®matopoµ®tiques. 

Sa fonction premi¯re est de faciliter le recrutement s®lectif de lymphocytes activ®s dans les 

tissus cibles, ce qui est particuli¯rement important dans les pathologies auto-immunes ou 

lôoncogen¯se. Elle intervient aussi dans le trafic cellulaire dans la moelle osseuse et 

l'invasion m®tastatique de certains cancers251,252. Du point de vue de la signalisation, 

lôengagement de VCAM-1 peut activer la production de ROS (esp¯ces r®actives de 

lôoxyg¯ne), moduler lôactivit® de NF-əB, et induire des changements cytosquelettiques 

favorisant lôouverture de jonctions intercellulaires et la migration trans-endoth®liale253. Ces 

deux mol®cules sont ainsi des ®l®ments cl®s de lôimmuno-surveillance, mais aussi des 

amplificateurs m®cano-sensibles de la r®ponse inflammatoire, capables de moduler les 

propri®t®s barri¯res de lôendoth®lium et d'activer des cascades intracellulaires. 

Les mol®cules dôadh®sion jouent aussi un r¹le essentiel dans la fa­on dont les cellules 

per­oivent et interpr¯tent les contraintes m®caniques qui les entourent. En agissant comme des 

relais entre lôenvironnement physique et les circuits de signalisation intracellulaire, elles 
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influencent directement le comportement cellulaire. Parmi les voies activ®es en r®ponse ¨ ces 

signaux m®caniques, la voie HIPPO se distingue particuli¯rement. Dôabord connue pour son 

implication dans la r®gulation de la croissance tissulaire, elle est aujourdôhui reconnue comme 

un int®grateur majeur des signaux m®caniques, agissant en aval des forces exerc®es sur les 

complexes dôadh®sion et le cytosquelette. Son effecteur final, le duo transcriptionnel YAP/TAZ, 

traduit m®caniquement lô®tat physique de la cellule en r®ponses g®niques d®terminant son 

destin. Le chapitre suivant se consacrera ¨ lôanalyse d®taill®e de cette voie et des m®canismes 

par lesquels elle relie m®cano-perception, organisation tissulaire et plasticit® cellulaire. 

IV. La voie de signalisation Hippo (YAP/TAZ) 

A. De la Drosophile aux mammif¯res 

Au d®but des ann®es 2000, la voie de signalisation Hippo a ®t® initialement d®crite chez 

Drosophila melanogaster dans le cadre de criblages g®n®tiques visant ¨ identifier les r®gulateurs 

de la croissance tissulaire et des tumeurs. Lôobservation de ph®notypes de surcroissance 

anormale dans des clones mutants a conduit ¨ lôidentification de g¯nes suppresseurs de tumeurs 

dont lôinactivation provoquait une prolif®ration cellulaire excessive et emp°chait 

lôapoptose254,255. Tirant son nom de la prot®ine kinase Hippo (Hpo), il a ®t® mis en ®vidence que 

les mutations de cette prot®ine conduisent ¨ une prolif®ration tissulaire anormale associ® ¨ un 

ph®notype de type ç hippopotame è. Par ailleurs, on observe chez ces mutants une croissance 

anormale au niveau des disques imaginaux, structures ¨ partir desquelles les diff®rentes parties 

de lôinsecte adulte seront form®es. Ces premiers travaux ont permis d'®tablir la base de la voie 

Hippo, un m®canisme de signalisation intracellulaire hautement conserv®256,257. 

Chez la drosophile, la voie Hippo repose sur une cascade de kinases hautement r®gul®es, 

telle que la kinase Hippo (Hpo), une s®rine/thr®onine kinase, qui active en aval la kinase Warts 

(Wts) via la prot®ine adaptatrice Salvador (Sav). Lôactivation de Warts conduit ¨ la 

phosphorylation et ¨ lôinactivation du coactivateur transcriptionnel Yorkie (Yki). A lô®tat 

phosphoryl®, Yki est retenu dans le cytoplasme, ce qui emp°che son interaction avec les facteurs 

de transcription nucl®aires comme Scalloped (Sd). Lorsque la voie est inactiv®e, Yki migre dans 

le noyau, induisant lôexpression de g¯nes impliqu®s dans la prolif®ration cellulaire et 

lôinhibition de lôapoptose258,259,260. La r®gulation en amont de cette cascade implique des 

prot®ines membranaires et des senseurs de polarit® cellulaire, tels que Fat, Dachsous, Merlin 

(Mer), Expanded (Ex) et Kibra, qui influencent lôactivation de Hippo en r®ponse ¨ la densit® 

cellulaire, ¨ la tension m®canique ou aux signaux extracellulaires259,261. 
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La voie Hippo joue un r¹le critique dans le contr¹le de la taille des organes en r®gulant 

¨ la fois la prolif®ration cellulaire et lôapoptose260,262,263,264. Elle emp°che la croissance 

excessive des tissus, garantissant que les organes atteignent une taille appropri®e durant le 

d®veloppement. En lôabsence de signal Hippo, lôactivation de Yorkie conduit ¨ une 

augmentation de lôexpression de g¯nes tels que diap1 (inhibiteur de lôapoptose) et cyclin E, 

favorisant ainsi la croissance tissulaire261. 

La caract®risation de la voie Hippo chez Drosophila melanogaster a constitu® une 

avanc®e majeure dans la compr®hension des m®canismes de r®gulation de la croissance et de la 

taille des organes. Cette d®couverte a non seulement permis dôidentifier les bases mol®culaires 

dôun syst¯me de freinage du d®veloppement tissulaire, mais elle a aussi r®v®l® une voie de 

signalisation conserv®e chez les organismes sup®rieurs. Chez les mammif¯res, la voie Hippo a 

®merg® comme un acteur central de lôint®gration des signaux m®caniques (m®cano-sensibilit®) 

et de la perception du microenvironnement cellulaire. Elle r®pond aux changements de la 

rigidit® de la matrice extracellulaire, ¨ la tension cellulaire et au contact cellule-cellule, jouant 

ainsi un r¹le essentiel dans la traduction des contraintes m®caniques en r®ponses 

transcriptionnelles265,266,267,268. ê travers ces m®canismes, la voie Hippo participe activement ¨ 

lôorchestration de la prolif®ration, de lôapoptose, de la diff®renciation, ainsi quô¨ lôorganisation 

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 mammif¯res272. ê lôinstar de Yorkie, YAP et 

TAZ sont inhib®s par phosphorylation en aval de la cascade Hippo, ce qui emp°che leur 

translocation nucl®aire et limite lôactivation transcriptionnelle de g¯nes contr¹lant la 

prolif®ration et la survie cellulaire258. Ces deux coactivateurs sont sensibles ¨ lô®tat m®canique 

de la cellule et traduisent des signaux physiques ï tels que la tension membranaire, la rigidit® 

de la matrice extracellulaire ou encore la forme cellulaire ï en programmes transcriptionnels 

adaptatifs265,267. De plus, il est important de garder ¨ lôesprit que côest la phosphorylation 

inhibitrice de ses effecteurs finaux (YAP/TAZ) qui traduit une activation de la voie. Lorsquôils 

sont d®phosphoryl®s, YAP/TAZ sôaccumulent dans le noyau et activent la transcription de g¯nes 

impliqu®s dans la croissance, la survie et la diff®renciation. Ce mode de fonctionnement, dit 

ON/OFF, est sch®matis® dans la figure 9. Les diff®rents acteurs de la voie seront discut®s dans 

les sections suivantes. 
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i. Les kinases et adaptateurs de la voie 

La voie Hippo chez les mammif¯res repose sur une cascade de phosphorylation 

conserv®e, compos®e de prot®ines homologues ¨ celles identifi®es initialement chez Drosophila 

melanogaster. 

Les prot®ines MST1 et MST2 (orthologues de Hippo chez la drosophile) sont des 

kinases s®rine/thr®onine et sont les kinases initiatrices de la voie Hippo. Elles poss¯dent un 

domaine catalytique N-terminal et un domaine SARAH (Sav-RASSF-Hpo) C-terminal, qui leur 

permet dôinteragir avec dôautres r®gulateurs comme SAV1 ou RASSF. Lôactivation de MST1/2 

repose sur une autophosphorylation de la thr®onine 183 (MST1) ou 180 (MST2), ®v®nement 

indispensable pour initier la cascade de signalisation. Ces kinases phosphorylent ensuite les 

prot®ines LATS1/2, activant ainsi les ®tapes suivantes de la voie Hippo271,273. Pour cela, la 

pr®sence de la prot®ine SAV1 est indispensable. SAV1 (Salvador homolog 1) agit comme une 

plateforme adaptatrice. Homologue de Salvador chez la drosophile, elle sert de cofacteur ¨ 

lôactivation de MST1/2. Gr©ce ¨ son propre domaine SARAH (situ® en C-terminal), elle peut 

former des complexes homo- ou h®t®rodim®riques via des interactions coiled-coil sp®cifiques 

avec d'autres prot®ines, contenant elles aussi un domaine SARAH, comme MST1/2 et les 

prot®ines 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, ¨ la membrane plasmique est crucial pour 

stabiliser et potentialiser lôactivit® 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, repr®sentent le cîur de la branche effectrice de la cascade. Leur activation 

requiert la phosphorylation de r®sidus sp®cifiques, notamment le motif hydrophobe Thr1079 

sur LATS1 et leur association avec la prot®ine MOB1 (Mps One Binder kinase activator-like 

1), homologue de Mats chez la drosophile, qui est ®galement essentielle ¨ leur pleine activit®. 

Une fois activ®es, LATS1/2 phosphorylent YAP et TAZ sur des r®sidus critiques, notamment 

S127 (YAP) et S89 (TAZ), d®clenchant ainsi leur s®questration cytoplasmique par 14-3-3 et 

l'inhibition de leur activit® transcriptionnelle273,276,277. 
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Figure 9 : Représentation schématique de la voie de signalisation HIPPO chez les mammifères. 

Lorsque la voie hippo nôest pas activ®e (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). Dôautres partenaires 

nucléaires de YAP/TAZ existent et ne sont pas figuré ici (AP-1, SMADs, RUNX1/2, etc). A lôinverse, 

lôactivation de la voie (Hippo ON) entraine lôactivation successives de diff®rentes 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 prot®ine MOB1 agit comme un coactivateur de LATS1/2. Phosphoryl®e par MST1/2 

sur plusieurs r®sidus s®rine et thr®onine (notamment Thr12 et Thr35), MOB1 subit un 

changement conformationnel qui augmente son affinit® pour LATS1/2271,273. MOB1 se lie alors 

aux domaines N-terminal de LATS1/2 et augmente leur activit® kinase. Elle favorise ainsi leur 

interaction avec MST1/2, cr®ant un complexe fonctionnel (MST1/2ïMOB1ïLATS1/2) 

n®cessaire ¨ la transmission du signal. En d'autres termes, MOB1 agit comme un adaptateur 

phosphoryl®, rapprochant spatialement la kinase activatrice (MST) et son substrat (LATS), tout 

en augmentant la vitesse et lôefficacit® de la transmission du signal276. Cette interaction 

constitue une ®tape cl® dans l'amplification et la robustesse de la signalisation Hippo273,278,279.  
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Non sp®cifique de cette voie de signalisation, la prot®ine 14-3-3 est un r®gulateur central 

de la localisation subcellulaire des effecteurs finaux YAP/TAZ. En se liant aux sites 

phosphoryl®s (notamment S127 de YAP), 14-3-3 masque les s®quences de localisation nucl®aire 

(NLS) et emp°che leur entr®e 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 r®versible, permettant une r®gulation dynamique en r®ponse ¨ des stimuli 

m®caniques ou biochimiques276,278. 

ii.  Les effecteurs finaux de la voie : YAP/TAZ 

En aval de la voie Hippo/MST1/2, s'op¯re la r®gulation des effecteurs finaux YAP et 

TAZ, deux coactivateurs transcriptionnels pr®sentant une forte homologie fonctionnelle. Tous 

deux poss¯dent un domaine de liaison aux facteurs de transcription TEAD, un ou deux 

domaines WW impliqu®s dans les interactions prot®ines-prot®ines, un domaine dôactivation 

transcriptionnelle, ainsi quôun motif PDZ ¨ lôextr®mit® C-terminale. YAP se distingue de TAZ 

par la pr®sence de deux domaines WW, ce qui lui conf¯re une capacit® dôinteraction plus 

®tendue. La phosphorylation de YAP/TAZ par LATS1/2 constitue le principal mode de 

r®gulation. La phosphorylation sur la s®rine 127 (YAP) ou 89 (TAZ) induit leur liaison ¨ la 

prot®ine 14-3-3. Cette interaction masque la s®quence NLS, entra´ne leur r®tention dans le 

cytoplasme, et inhibe leur activit® transcriptionnelle273,279. La phosphorylation suppl®mentaire 

de YAP sur la S381 (ou de TAZ sur la S311) par LATS, suivie dôune phosphorylation secondaire 

par CK1, entra´ne la formation dôun motif de d®gradation phospho-d®pendant. Ce motif, appel® 

motif DSGXXS, est reconnu par le complexe SCF/ɓ-TRCP, qui est une ubiquitine ligase E3. 

Cela conduit ¨ lôubiquitination puis ¨ la d®gradation prot®asomale de YAP/TAZ271. Dôautres 

r®sidus, comme S61, S109 et S164, sont ®galement cibl®s par LATS1/2 ou CK1. Leur 

phosphorylation contribue ¨ maintenir YAP ¨ lô®tat inactif, emp°chant sa localisation nucl®aire 

et sa fonction transcriptionnelle273,279. 

Lôactivit® transcriptionnelle de YAP/TAZ module lôexpression de nombreux g¯nes 

cibles impliqu®s dans la prolif®ration, la survie, la migration, et lôinteraction cellule-

microenvironnement. La majorit® de ces effets sont m®di®s par leur interaction avec les facteurs 

de transcription TEAD1ï4. Dôautres partenaires (comme AP-1, RUNX1/2, SMADs ou p73) 

peuvent °tre recrut®s dans des contextes cellulaires et pathologiques sp®cifiques280,281. CTGF 

(Connective Tissue Growth Factor, ou CCN2) et CYR61 (ou CCN1) sont deux des g¯nes cibles 

classiques les plus sensibles ¨ lôactivation de YAP/TAZïTEAD. Ils participent ¨ la prolif®ration 
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cellulaire, ¨ lôadh®sion et au remodelage de la matrice extracellulaire282. Les g¯nes ANKRD1, 

AMOTL2, et AREG (amphiregulin) sont ®galement r®gul®s par le complexe YAP/TAZïTEAD. 

Ils interviennent dans la m®cano-transduction, la migration cellulaire et la communication 

paracrine, notamment via lôactivation secondaire de r®cepteurs comme EGFR283. Dans certains 

contextes physiologiques, YAP et TAZ apparaissent ®galement comme coactivateurs 

transcriptionnels jouant un r¹le non n®gligeable dans la r®gulation de certaines voies 

m®taboliques. Bien que leur implication dans le contr¹le direct de la glycolyse ou du 

m®tabolisme mitochondrial ne soit pas universelle ¨ tous les types cellulaires, plusieurs ®tudes 

ont montr® quôils peuvent moduler lôexpression de g¯nes impliqu®s dans la prise de nutriments 

et la biosynth¯se. Par exemple, YAP peut favoriser lôexpression de transporteurs de glucose 

(GLUT1) ou de glutamine (SLC1A5), et celle dôenzymes comme PGAM1 dans certains 

mod¯les, notamment h®patiques ou canc®reux284,285. Des travaux ont ®galement mis en ®vidence 

une capacit® de YAP/TAZ ¨ influencer la biogen¯se mitochondriale via lôactivation de PGC1Ŭ 

dans des cellules musculaires ou cardiaques, bien que ce lien demeure d®pendant du contexte 

tissulaire et du statut diff®renciatif286. 

Ind®pendamment des phosphorylations successives sur les r®sidus s®rine (par LATS et 

CK1), YAP peut ®galement °tre phosphoryl® sur sa tyrosine 357 (Y357), un site dont la 

phosphorylation conf¯re des propri®t®s fonctionnelles distinctes. Cette modification est 

catalys®e par la kinase c-Abl en r®ponse ¨ un stress g®notoxique, mais peut ®galement °tre 

induite par des membres de la famille des kinases Src. Contrairement aux phosphorylations 

m®di®es par LATS1/2, la phosphorylation de YAP sur la Y357 favorise son accumulation 

nucl®aire en bloquant lôinteraction avec la prot®ine 14-3-3. Dans le noyau, YAP phosphoryl® 

sur cette tyrosine forme un complexe avec le facteur de transcription p73, conduisant ¨ 

lôactivation de g¯nes pro-apoptotiques tels que BAX et PUMA287. 

Taz pr®sente des similarit®s avec ces syst¯mes de r®gulations. Par exemple, le r®sidu 

S89 joue le m°me r¹le que le r®sidu S127 de YAP. Sa phosphorylation par LATS1/2 permet la 

liaison ¨ 14-3-3 et retient TAZ dans le cytoplasme288. Le r®sidu S311 est ®quivalent ¨ S381 chez 

YAP. Il est aussi phosphoryl® par CK1, ce qui conduit ¨ sa d®gradation via le complexe SCF/ɓ-

TRCP. Dôautres sites comme S66, S117, S314 sont ®galement phosphoryl®s. Ensemble, ces 

r®sidus contr¹lent la stabilit® et lôinactivation de TAZ289. Dans plusieurs mod¯les cellulaires, 

YAP et TAZ ont des r¹les redondants et peuvent partiellement compenser lôabsence de lôautre. 

Par exemple, dans les cellules souches embryonnaires, la double inactivation de YAP et TAZ 

entra´ne une perte massive de viabilit® et dôadh®sion, tandis que la d®l®tion de lôun seul peut 
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°tre compens®e par une surexpression adaptative de lôautre290. Inversement, des surexpressions 

exp®rimentales de YAP peuvent partiellement restaurer la fonction ost®og®nique dans des 

cellules TAZ / , bien que l'efficacit® transcriptionnelle sur certains g¯nes sp®cifiques (comme 

Runx2 ou PPARɔ) reste inf®rieure ¨ celle de TAZ natif267. 

Malgr® ces similarit®s, des diff®rences notables existent entre les deux prot®ines. YAP 

et TAZ sont exprim®s de mani¯re ubiquitaire mais avec des niveaux variables selon les tissus. 

Des analyses transcriptomiques ont par ailleurs montr® que YAP est fortement exprim® dans les 

tissus embryonnaires, le foie, lôintestin, le cîur et lô®piderme. TAZ est quant ¨ lui 

particuli¯rement actif dans les tissus m®senchymateux, notamment le muscle squelettique, le 

tissu conjonctif, et les cellules souches m®senchymateuses o½ il joue un r¹le essentiel dans la 

diff®renciation ost®oblastique et adipocytaire272. De plus, des ®tudes de d®l®tion g®nique 

(knockout) chez la souris ont permis de mieux distinguer leurs r¹les fonctionnels. La d®l®tion 

de YAP est l®tale au stade embryonnaire (entre 8 et 10 jours apr¯s la f®condation), provoquant 

des d®fauts majeurs de gastrulation, de vascularisation et de d®veloppement cardiaque, ce qui 

souligne son r¹le central dans le d®veloppement pr®coce291. En revanche, les souris TAZ /  sont 

viables mais pr®sentent des anomalies du squelette, une ost®op®nie et une d®ficience dans la 

formation du tissu conjonctif, confirmant le r¹le plus tardif et sp®cialis® de TAZ dans la 

diff®renciation des lign®es m®senchymateuses292. De plus, les diff®rences dans les domaines 

WW entre YAP et TAZ influencent leur spectre dôinteractions prot®iques293,294. En interagissant 

avec un plus grand nombre de partenaires (TEAD ®tant celui principalement ®tudi®), YAP 

poss¯de une plus grande polyvalence dans les programmes transcriptionnels. TAZ interagit de 

mani¯re plus stable avec certains r®gulateurs de la diff®renciation, en particulier dans les 

contextes de r®ponse m®canique et de contr¹le de la polarit® cellulaire273,295,296,297. 

Parall¯lement aux ®tudes faites selon des mod¯les dôinhibitions, lôintroduction de 

mod¯les dô®tude ç activateurs è ont permis dôexplorer en d®tail ces diff®rents m®canismes 

fonctionnels298,299,300. Par exemple, le mod¯le YAP 5SA est utilis® pour simuler lôactivation 

constitutive de YAP. Ce mod¯le est g®n®r® par la substitution en alanine de 5 sites de 

phosphorylations (S61, S109, S127, S164 et S381) impliqu®s dans la phosphorylation par 

LATS1/2, permettant ¨ YAP de sôaffranchir de la s®questration cytoplasmique par 14-3-3 et 

dô°tre constitutivement actif dans le noyau301. Ce mutant est utilis® comme outil exp®rimental 

pour ®tudier les diff®rents effets de YAP et sa relation avec TAZ, ind®pendamment de la cascade 

Hippo. Ainsi, ce mutant permet de sôaffranchir de la diversit® et de la complexit® des signaux 

en amont de la voie que nous allons maintenant aborder. 
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iii.  Signaux r®gulateurs en amont de la voie Hippo 

Bien que les grands principes de la voie soient conserv®s entre les esp¯ces, les 

m®canismes r®gulateurs en amont diff¯rent sensiblement entre la drosophile et les mammif¯res. 

Chez Drosophila melanogaster, les prot®ines Expanded, Merlin et Fat constituent des 

r®gulateurs majeurs du complexe Hippo, jouant un r¹le central dans le contr¹le de la croissance 

et de lôorganisation tissulaire. En revanche, aucun homologue fonctionnel direct dôExpanded 

nôa ®t® identifi® chez les mammif¯res, et les multiples paralogues de Fat (Fat1 ¨ Fat4) nôexercent 

pas un r¹le clairement d®fini dans la r®gulation de YAP/TAZ. Les travaux dôHelen McNeill ont 

particuli¯rement mis en ®vidence cette divergence ®volutive : si Fat4, lôhomologue le plus 

apparent de la protocadh®rine Fat, est impliqu® dans la r®gulation de la polarit® planaire et de 

la morphogen¯se, son lien avec lôactivit® canonique de la voie Hippo est contextuel et souvent 

ind®pendant du module MST1/2ïLATS1/2302,303. Par exemple, dans le rein ou lô®piderme, Fat4 

joue un r¹le crucial dans le positionnement cellulaire et la polarit®, mais sans forc®ment passer 

par une modulation directe de YAP/TAZ304,305. Un autre aspect fondamental qui distingue les 

deux mod¯les concerne la m®cano-transduction. Tandis que les effets de la tension m®canique, 

de la rigidit® de la matrice extracellulaire ou du cisaillement sur lôactivit® de YAP/TAZ sont 

largement ®tudi®s chez les mammif¯res, notamment dans des mod¯les de culture cellulaire ou 

dôing®nierie tissulaire, ces dimensions biophysiques ont ®t® peu explor®es chez la drosophile. 

Ainsi, lôimportance des signaux m®caniques dans lôactivation de YAP/TAZ semble °tre une 

caract®ristique ®mergente et amplifi®e chez les vert®br®s, illustrant une sp®cialisation ®volutive 

dans lôint®gration des signaux de densit® et de contrainte m®canique au sein des tissus 

complexes306,307. La figure 10 illustre les diff®rents signaux en amont de la voie Hippo et ayant 

un impact sur lôactivit® de YAP/TAZ. Ces derniers seront discut®s plus en d®tails dans les 

paragraphes et sections suivantes. 
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Figure 10 : Repr®sentation sch®matique des signaux modulant lôactivit® de YAP/TAZ. Les signaux 

modulant lôactivit® de YAP/TAZ de mani¯re d®pendante de la signalisation Hippo/LATS sont indiqu®s 

par les flèches rouges. Les flèches bleues indiquent les signaux le faisant de manière indépendante de 

cette signalisation. Figure réalisée avec BioRender.com. 

La densit® cellulaire est un r®gulateur majeur de la voie Hippo. Lorsquôune cellule est 

isol®e ou faiblement connect®e ¨ ses voisines, les jonctions adh®rentes sont peu d®velopp®es, la 

tension intracellulaire est ®lev®e, et la voie Hippo est inactive308,309,310. Dans ce contexte, 

YAP/TAZ ne sont pas phosphoryl®s et sôaccumulent dans le noyau, stimulant la prolif®ration 

cellulaire. ê lôinverse, lorsque la densit® cellulaire augmente, les cellules ®tablissent de 

nombreuses jonctions de type E-cadh®rine/ɓ-cat®nine, ce qui conduit ¨ une redistribution du 

cytosquelette d'actine, ¨ une diminution de la tension et ¨ lôactivation de la cascade Hippo. Les 

kinases LATS1/2 phosphorylent alors YAP/TAZ, provoquant leur exclusion nucl®aire et leur 

inactivation fonctionnelle265,311. 

La forme cellulaire influence ®galement cette r®gulation. Des exp®riences de 

confinement spatial ont d®montr® que les cellules ®tal®es ou allong®es conservent YAP/TAZ 

actifs, tandis que les cellules confin®es sur de petites surfaces (favorisant une forme arrondie) 

pr®sentent une inactivation de YAP/TAZ267,312,313,314. Ces diff®rences morphologiques modulent 
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les forces de traction internes via le cytosquelette dôactomyosine. Des travaux men®s par Zhao 

et al. en 2012 ont par ailleurs mis en ®vidence la capacit® de la GTPase RhoA, sous sa forme 

activ®e (RhoA-GTP), ¨ stimuler la formation de fibres de stress dôactine (F-actine) et augmenter 

la tension intracellulaire. Cette tension inhibe les kinases LATS1/2 et permet ¨ YAP de migrer 

dans le noyau et augmenter lôexpression de g¯nes cibles telles que CTGF ou CYR61315. Le 

complexe apical Crumbs et la prot®ine AMOT (Angiomotin) sont ®galement impliqu®s dans 

cette r®gulation, en agissant comme capteurs topologiques et en recrutant les kinases initiatrices 

(MST1/2) et effectrices (LATS1/2) de la voie Hippo316,317,318. 

La rigidit® de la matrice extracellulaire (MEC) constitue une autre dimension critique 

de la r®gulation de la voie Hippo. Les cellules interagissent avec lôECM via des int®grines et 

des complexes dôadh®sion focale, qui transmettent des signaux m®caniques ¨ travers les 

prot®ines 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 g®n¯rent de fortes forces de traction via lôactivation de RhoA et ROCK, ce qui inhibe la 

cascade Hippo et permet la translocation nucl®aire de YAP/TAZ. ê lôoppos®, sur des substrats 

souples (comme les tissus adipeux ou c®r®braux), lôabsence de tension m®canique conduit ¨ 

lôactivation des kinases LATS1/2 et ¨ lôinactivation de YAP/TAZ319. Ce couplage 

m®canochimique permet aux cellules de r®pondre ou sôadapter ¨ la nature de leur 

environnement, en r®gulant la migration cellulaire, lôangiogen¯se, la diff®renciation des cellules 

souches m®senchymateuses, ou encore la progression tumorale265,295. Par ailleurs, les int®grines 

ð r®cepteurs transmembranaires majeurs dôadh®sion cellule-matrice ð r®gulent lôactivit® de 

YAP/TAZ par plusieurs m®canismes. Les int®grines activent des voies qui convergent vers 

LATS1/2 en modulant notamment le cytosquelette dôactine315. Lôactivation de FAK (Focal 

Adhesion Protein) par diverses int®grines peut r®primer lôactivit® de LATS1/2 en modulant leurs 

interactions avec AMOT ou NF2 (merlin), conduisant ¨ une d®phosphorylation de YAP/TAZ et 

donc ¨ leur activation320. Dôautre part, la perte dôadh®rence ¨ la MEC, observable par exemple 

dans des cellules ®pith®liales normales, d®clenche une forme sp®cifique dôapoptose appel® 

anoµkis. Ce processus est contr¹l® par la voie Hippo : les signaux provenant des int®grines, en 

lien avec la r®oganisation du cytosquelette dôactine, provoque la r®tention cytoplasmique de 

YAP/TAZ via une activation des kinases MST1/2 et LATS1/2315,320. Cependant, dans les 

cellules tumorales, cette r®gulation est souvent perturb®e : lôinhibition de la voie Hippo ou la 

surexpression de YAP/TAZ permet aux cellules de r®sister ¨ lôanoµkis, favorisant ainsi leur 

survie en conditions dôancrage perdues, comme lors de la diss®mination m®tastatique315,320. 
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Outre les signaux de contact et les propri®t®s matricielles, nous avons pr®c®demment 

discut® dôautres propri®t®s m®caniques dynamique telles que le cisaillement ou la compression. 

Ces forces influencent ®galement la signalisation Hippo et la localisation subcellulaire de 

YAP/TAZ. Dans les cellules endoth®liales, par exemple, un flux laminaire stable active les 

kinases LATS1/2, inhibant YAP/TAZ et favorisant un ph®notype anti-prolif®ratif et anti-

inflammatoire321,322. ê lôinverse, un flux oscillant ou turbulent d®sactive la voie Hippo et 

favorise la translocation nucl®aire de YAP, contribuant ¨ des r®ponses pathog¯nes telles que 

l'ath®roscl®rose321. Des ®tudes ont aussi montr® que les cellules soumises ¨ un ®tirement 

cyclique, tel qu'observ® dans les muscles ou les poumons, pr®sentent une activation soutenue 

de YAP/TAZ, qui joue un r¹le dans la croissance musculaire, la r®paration tissulaire et la 

r®ponse inflammatoire323. La compression, en revanche, tend ¨ activer la voie Hippo et donc ¨ 

inhiber YAP/TAZ, bien que les m®canismes exacts restent moins caract®ris®s324. 

Lôactivit® de YAP/TAZ r®sulte dôune int®gration complexe de plusieurs types de signaux 

intracellulaires, incluant non seulement les forces m®caniques 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 lôhypoxie, le stress oxydatif ou les perturbations 

m®taboliques. Ces stimuli activent des r®seaux mol®culaires complexes, compos®s de cascades 

de phosphorylation, dôinteractions prot®iques sp®cifiques et de modifications post-

traductionnelles. Ensemble, ces m®canismes contr¹lent avec pr®cision la localisation, la 

stabilit® et lôactivit® transcriptionnelle de YAP et TAZ. 

iv. R®gulation de YAP/TAZ ind®pendant de Hippo/LATS 

a. MECANO-TRANSDUCTION 

La m®cano-transduction peut aussi influencer la localisation et lôactivit® de YAP/TAZ 

de mani¯re non canonique, ind®pendamment de LATS (Figure 10). Les int®grines, notamment 

ɓ1, transmettent des forces m®caniques ¨ lôint®rieur de la cellule via les adh®sions focales, 

stimulant des cascades kinases qui contournent la voie Hippo. La signalisation int®grine ɓ1ï

FAKïSrcïPI3KïPDK1 active RhoA et renforce la contractilit® de lôactomyosine, induisant une 

entr®e nucl®aire de YAP/TAZ267,325. Lorsquôelle est activ®e, RhoA interagit avec plusieurs 

effecteurs en aval, en particulier la kinase ROCK (Rho-associated coiled-coil kinase). Cette 

voie RhoA/ROCK, activ®e par les int®grines, augmente la tension cytosquelettique, favorisant 

lôouverture m®canique des pores nucl®aires via le complexe LINC, ce qui permet une 

translocation de YAP/TAZ ind®pendamment de LATS298. Lôimportance de RhoA est soulign®e 
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par les exp®riences de perte de fonction : lôinhibition pharmacologique de RhoA (avec C3 

transferase) ou de ROCK (avec Y-27632 ou fasudil) emp°che lôentr®e nucl®aire de YAP/TAZ 

et r®duit leur activit® transcriptionnelle TEAD-d®pendante, m°me en pr®sence dôune matrice 

rigide. Ces effets sont mim®s par la d®polym®risation des filaments dôactine F (via 

cytochalasine D, latrunculine B) ou lôinactivation des prot®ines de jonction comme lôŬ-

cat®nine267,268,325. 

De mani¯re compl®mentaire, la phosphorylation de MLC2 (Myosin Light Chain 2), sur 

la thr®onine 18 et la s®rine 19, par les kinases ROCK ou MLCK favorise lôactivation de la 

myosine II, moteur principal de la contraction des fibres dôactomyosine326. Cette activation est 

essentielle ¨ la r®tractation et de la g®n®ration de tension dans les fibres dôactomyosine. En 

parall¯le, ROCK active la LIM kinase (LIMK), qui phosphoryle et inhibe cofiline, une prot®ine 

de d®polym®risation de lôactine, menant ¨ la stabilisation des filaments dôactine F327. MYPT1 

(Myosin Phosphatase Target Subunit 1), composante de la phosphatase MLCP, est ®galement 

inhib®e par ROCK, ce qui emp°che la d®phosphorylation de MLC2 et maintient la contractilit® 

actomyosine328. Cette contractilit® actomyosine g®n¯re une tension m®canique intracellulaire 

transmise au noyau et ¨ la membrane basale via un r®seau de filaments dôactine reli®s aux 

adh®sions focales. Ces derni¯res assurent, via des prot®ines m®cano-sensibles (paxiline, FAK, 

etc.), une transmission verticale des forces entre la cellule et la matrice extracellulaire329,330. 

Autrement dit, cette tension m®canique intracellulaire, en particulier dans les cellules ®tal®es 

sur une matrice rigide, est transmise via les adh®sions focales (compos®es de FAK, taline, 

vinculine, paxilline) au noyau, en cr®ant un ®tat de tension cytosquelettique favorable ¨ 

lôactivation de YAP. 

Plus important encore, cette tension est transf®r®e jusquôau noyau par le complexe 

LINC, compos® de prot®ines SUN et nesprine, qui connectent les filaments dôactine au lamina 

nucl®aire. Cette transmission m®canique entra´ne une d®formation de lôenveloppe nucl®aire, 

modifiant la conformation des pores nucl®aires et facilitant le transport actif de YAP/TAZ vers 

le noyau, m°me en lôabsence dôinhibition de LATS295,298. La d®formation du noyau, induite par 

des forces m®caniques, facilite lôimportation nucl®aire de YAP/TAZ en rendant leurs s®quences 

NLS plus accessibles aux complexes importine-Ŭ/ɓ. Ce processus repose sur un transport actif 

d®pendant de Ran-GTP et est favoris® par une perm®abilit® accrue des pores nucl®aires sous 

contrainte, ce qui acc®l¯re lôentr®e nucl®aire de YAP/TAZ295,298,331. 

Ce m®canisme est crucial dans divers contextes physiologiques et pathologiques. Par 

exemple, dans les cellules souches m®senchymateuses, la rigidit® du substrat module la 
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diff®renciation ost®og®nique ou adipocytaire via lôactivation de YAP/TAZ par RhoA-ROCK. 

De m°me, dans les fibroblastes tumoraux (CAFs) ou les cellules endoth®liales, ce m®canisme 

renforce lôinvasion, la migration ou lôangiogen¯se tumorale267,325. 

b. FACTEURS SOLUBLES 

YAP/TAZ sont aussi sensibles ¨ de nombreux signaux extracellulaires, notamment des 

ligands de r®cepteurs coupl®s aux prot®ines G (GPCRs) et des facteurs de croissance (Figure 

10). Les ligands comme LPA, S1P, angiotensine II, ou adr®naline activent des GPCRs qui, selon 

leur sous-type (GŬ12/13, GŬq, GŬs), d®clenchent des cascades oppos®es. Les GPCRs coupl®s 

¨ GŬ12/13 ou GŬq activent RhoA, renfor­ant la tension cytosquelettique et favorisant lôentr®e 

nucl®aire de YAP/TAZ. En revanche, les GPCRs coupl®s ¨ GŬs activent PKA, ce qui inhibe 

lôactivit® de RhoA et r®prime YAP/TAZ332,333. 

Les facteurs de croissance tels que lôEpithelial Growth Factor (EGF) et Transforming 

Growth Factor-ɓ (TGF-ɓ) peuvent aussi activer YAP/TAZ. LorsquôEGF se lie ¨ EGFR, cela 

induit sa dim®risation et sa phosphorylation, d®clenchant deux cascades de signalisation 

majeures : la voie PI3K-AKT-mTOR et la voie RAS-RAF-MEK-ERK. Lôactivation de la voie 

PI3K/AKT augmente lôactivit® m®tabolique et la survie cellulaire334. Plus sp®cifiquement, AKT 

phosphoryle des cibles qui modulent le cytosquelette, comme la girdin ou la cofiline, stabilisant 

les filaments dôactine334. AKT peut aussi phosphoryler des inhibiteurs de YAP, comme AMPK 

ou GSK3ɓ, limitant leur activit® et favorisant ainsi lôaccumulation de YAP dans le noyau335. La 

voie MAPK/ERK, quant ¨ elle, contribue ¨ augmenter la transcription de YAP et dôautres 

coactivateurs transcriptionnels (comme FOS, MYC). Elle active ®galement des prot®ines 

cytosquelettiques (myosine, filamine A) qui renforcent la rigidit® interne et la m®cano-

transduction336. Enfin, cette voie r®duit lôactivit® de LATS1/2 via des modifications de 

lôAngiomotin (AMOT), un inhibiteur de YAP, r®duisant ainsi son ancrage au cytosquelette 

cortical337. Ces m®canismes permettent ¨ YAP/TAZ de rester actifs dans le noyau, m°me en 

conditions de haute densit® cellulaire, o½ normalement la voie canonique Hippo les inhiberait. 

Le TGF-ɓ est un facteur de croissance pl®iotrope jouant un r¹le essentiel dans la 

diff®renciation cellulaire, la fibrose, et la Transition Epith®lio-M®senchymateuse (EMT). 

Contrairement ¨ lôEGF, qui agit via des kinases cytoplasmiques, le TGF-ɓ signale via des 

r®cepteurs s®rine/thr®onine kinases (TGF-ɓRI/II), activant les facteurs SMAD338. Lorsque le 

TGF-ɓ est actif, les SMAD2/3 sont phosphoryl®s 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 g¯nes cibles comme CTGF, SERPINE1, 

COL1A1 (collag¯ne type 1), FN1 (Fibronectine), impliqu®s dans la fibrose et la migration 

cellulaire339,340. Cette interaction est fonctionnelle m°me si LATS1/2 sont actifs. De fait, 

YAP/TAZ peuvent coop®rer avec les SMADs pour amplifier la r®ponse transcriptionnelle au 

TGF-ɓ. Ces observations contribuent ¨ expliquer pourquoi la voie du TGF-ɓ est fortement 

fibrog®nique et peut initier des programmes pathologiques comme lôEMT, en synergie avec 

YAP/TAZ. Enfin, des ®tudes ont montr® que lôactivation prolong®e de YAP/TAZ par le TGF-ɓ 

favorisait lôEMT, stimulait la production de MEC (exacerbant la rigidit® tissulaire) et renfor­ait 

lôactivation de RhoA/ROCK. Cela aboutit ¨ la cr®ation dôun cercle auto-amplificateur de 

m®cano-activation341,342. 

c. LE STRESS CELLULAIRE 

Les cellules adaptent aussi lôactivit® de YAP/TAZ face ¨ des conditions de stress 

m®tabolique ou environnemental (Figure 10). Ces r®gulations sont essentielles pour la survie, 

la prolif®ration contr¹l®e ou lôactivation de la mort cellulaire. 

LôAMP-activated protein kinase (AMPK) est une kinase s®rine/thr®onine qui joue le r¹le 

de r®gulateur m®tabolique intracellulaire. Elle est activ®e en r®ponse ¨ une baisse du ratio 

ATP/AMP, typiquement dans des conditions de privation de nutriments, hypoglyc®mie ou 

exercice m®tabolique intense. Une fois activ®e, AMPK initie un vaste programme de 

conservation dô®nergie et de suppression des processus consommateurs comme la synth¯se 

prot®ique ou la prolif®ration343,344,345. Dans ce contexte, AMPK inhibe directement YAP par 

phosphorylation sur la s®rine 94 (S94), un r®sidu situ® dans le domaine de liaison ¨ TEAD, 

partenaire transcriptionnel essentiel de YAP346. Cette phosphorylation emp°che lôinteraction 

YAPïTEAD, bloquant ainsi lôexpression de g¯nes prolif®ratifs comme CYR61 ou CTGF, m°me 

si YAP reste pr®sent dans le noyau. De plus, AMPK peut aussi inhiber les voies RhoAïROCK 

en affectant le cytosquelette dôactine, ce qui r®duit la tension m®canique et favorise lôexport 

cytoplasmique de YAP/TAZ. Ainsi, AMPK agit ¨ deux niveaux compl®mentaires : par 

modification post-traductionnelle directe de YAP, et par modulation m®canique indirecte via le 

cytosquelette. Cette double action garantit une inactivation rapide et adaptative de YAP/TAZ 

en conditions de stress ®nerg®tique ð un m®canisme vital pour emp°cher une prolif®ration mal 

contr¹l®e dans les tissus sous stress m®tabolique347. Parall¯lement, la voie mTORC1, activ®e 

par des niveaux ®lev®s d'acides amin®s ou de glucose, peut favoriser indirectement lôactivation 

transcriptionnelle de YAP/TAZ, notamment via le remodelage du cytosquelette et 

l'augmentation de la rigidit® cellulaire. Le m®tabolisme des isopr®noµdes via la voie du 
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m®valonate est ®galement d®terminant pour lôactivit® de Rho-GTPases, qui sont elles-m°mes 

essentielles ¨ la localisation nucl®aire de YAP/TAZ en modulant la contractilit® 

actomyosine348,349. N®anmoins, ces effets d®pendent fortement du type cellulaire, du contexte 

m®canique, et ne refl¯tent pas toujours une r®gulation directe par les m®tabolites eux-m°mes, 

mais plut¹t une signalisation int®gr®e complexe. 

Le stress oxydatif, caract®ris® par lôaccumulation de ROS (Reactive Oxygen Species), 

ainsi que lôhypoxie (manque dôoxyg¯ne), sont fr®quents dans des environnements tissulaires 

alt®r®s comme les tumeurs, les tissus isch®miques ou en inflammation chronique. Ces 

conditions peuvent moduler YAP/TAZ de fa­ons oppos®es selon le contexte cellulaire350,351,352. 

Dans certaines cellules, une forte concentration de ROS entra´ne une d®stabilisation du 

cytosquelette dôactine, ce qui d®sactive m®caniquement YAP/TAZ en r®duisant la tension 

intracellulaire353,354,355. Les ROS peuvent ®galement perturber les prot®ines dôancrage comme 

AMOT ou favoriser lôactivation de LATS, ce qui accentue la r®tention cytoplasmique de 

YAP353. ê lôinverse, dans un contexte tumoral ou fibrotique, une hypoxie mod®r®e peut 

favoriser la coop®ration entre YAP/TAZ et le facteur HIF-1Ŭ, principal activateur 

transcriptionnel des g¯nes dôadaptation hypoxique. Cette coop®ration active des cibles pro-

survie et pro-angiog®niques comme VEGFA, GLUT1 ou ANGPTL4, facilitant la survie des 

cellules tumorales dans des environnements pauvres en oxyg¯ne356. Dans ce sc®nario, YAP 

nôagit pas comme coactivateur de TEAD, mais comme cofacteur transcriptionnel alternatif de 

HIF. Ce type de reprogrammation transcriptionnelle constitue une strat®gie adaptative qui 

contourne la r®gulation canonique et favorise lôagressivit® cellulaire357,358,359. 

Lorsquôune cellule subit un stress g®notoxique, comme lôirradiation, une chimioth®rapie 

ou une cassure double brin de lôADN, elle active une s®rie de voies de r®ponse au stress. Lôune 

dôelles repose sur la kinase c-Abl, une tyrosine kinase nucl®aire activ®e par les complexes de 

d®tection de lôADN endommag® (ATM/ATR). La kinase c-Abl phosphoryle YAP sur la tyrosine 

357 (Y357), un r®sidu situ® dans sa r®gion centrale. Cette phosphorylation modifie la 

conformation de YAP, r®duisant son affinit® pour TEAD et favorisant son interaction avec le 

facteur p73, un membre de la famille p53. Le complexe YAPïp73 migre alors dans le noyau et 

active un programme pro-apoptotique via la transcription de g¯nes tels que PUMA, BAX, 

NOXA et CDKN1A360,361,362. Ce m®canisme est ind®pendant de LATS1/2 et ne fait intervenir 

aucun des m®canismes classiques de la voie Hippo363,364. Il repr®sente un exemple clair de la 

plasticit® fonctionnelle de YAP, capable de changer de partenaire selon le contexte. Dans ce cas, 
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YAP nôest plus pro-prolif®ratif mais pro-apoptotique, ce qui montre quôil joue un r¹le bimodal 

selon les signaux environnementaux. 

De surcro´t, La tyrosine 357 (Y357) de YAP peut °tre phosphoryl®e par des kinases de 

la famille Src ï et Src elle-m°me ï dans des contextes oncog®niques 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 lôactivation 

transcriptionnelle de YAP/TEAD, stabilise YAP dans le noyau et favorise lôexpression de g¯nes 

pro-survie et pro-migration (CTGF, CYR61, AXL), contribuant ainsi ¨ la progression 

tumorale368,369. De mani¯re assez ®vidente, une voie aussi centrale et crucial que la voie Hippo 

se retrouve tr¯s souvent d®r®gul®e dans de nombreuses pathologies. 

B. Hippo et Cancers 

i. Implication dans la tumorigen¯se et la r®sistance aux 

traitements 

La d®r®gulation de la voie Hippo ð en particulier lôactivation aberrante de ses effecteurs 

YAP et TAZ ð est une caract®ristique fr®quente dans divers cancers. Cette activation permet 

aux cellules tumorales dô®chapper ¨ la croissance contr¹l®e, de r®sister ¨ lôapoptose, de 

promouvoir lôangiogen¯se, et dôacqu®rir des propri®t®s migratoires et invasives. Dans le 

carcinome h®patocellulaire (CHC), une activation nucl®aire de YAP/TAZ est souvent observ®e 

en lôabsence de mutations dans les g¯nes codant MST1/2 ou LATS1/2. YAP y joue un r¹le 

critique dans lôinduction de la prolif®ration h®patocytaire, la suppression de lôapoptose et la 

r®g®n®ration aberrante du tissu h®patique, agissant en coop®ration avec d'autres voies comme 

Notch, Wnt/ɓ-cat®nine ou TGF-ɓ370,371,372. 

Dans le cancer du pancr®as, particuli¯rement le carcinome canalaire pancr®atique 

(PDAC), YAP est requis pour lôoncogen¯se induite par KRAS. Son activation favorise la 

d®diff®renciation cellulaire, la reprogrammation m®tabolique, et la formation de m®tastases. De 

plus, YAP permet de contourner lôinhibition de KRAS, conf®rant une plasticit® redoutable aux 

cellules tumorales371,373. 

Dans le cancer du sein triple n®gatif, lôactivit® de TAZ est fortement associ®e ¨ lôEMT, 

¨ lôagressivit® tumorale et ¨ la r®g®n®ration clonog®nique des cellules souches tumorales. TAZ 

est en particulier actif dans les cellules capables de reformer des tumeurs apr¯s chimioth®rapie, 

ce qui en fait un facteur cl® de r®cidive374. 
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Dans le cancer du pancr®as, YAP contribue ¨ la r®sistance ¨ la gemcitabine en renfor­ant 

les signaux de survie et en modulant la communication avec le stroma pancr®atique. Dans les 

glioblastomes, YAP et TAZ sont responsables de lô®chec de la th®rapie anti-angiog®nique en 

maintenant une vascularisation alternative via lôinduction de VEGFA et ANGPTL4371. 

Dans les cellules tumorales, lôaxe YAP/TAZ est fr®quemment hyperactiv®, ce qui 

contribue ¨ la reprogrammation m®tabolique favorisant la prolif®ration, la survie cellulaire et la 

r®sistance aux traitements. YAP/TAZ peuvent renforcer lôactivit® de programmes m®taboliques 

pro-tumoraux, notamment la glycolyse a®robie (effet Warburg), la biosynth¯se des acides gras 

et lôabsorption accrue de glutamine, comme observ® dans des cancers du foie, du sein ou du 

poumon284,375. Cette activation m®tabolique sôaccompagne souvent dôune transcription accrue 

de g¯nes tels que GLUT1, HK2, ou SLC1A5, qui soutiennent les besoins ®nerg®tiques et 

biosynth®tiques des cellules canc®reuses. En parall¯le, YAP/TAZ ont ®t® associ®s ¨ lôinduction 

de g¯nes de r®sistance aux traitements, comme ABCG2, ou de facteurs anti-apoptotiques 

(BCL2, BIRC5, MCL1, etc.), ce qui sugg¯re leur r¹le dans lôacquisition de ph®notypes 

th®rapeutiquement r®fractaires284,376. Toutefois, ces effets ne sont pas syst®matiques et varient 

selon le type tumoral, son stade de progression et le contexte g®n®tique ou ®pig®n®tique associ®. 

ii.  R¹les dans le microenvironnement tumoral 

Au-del¨ de leur fonction intrins¯que dans les cellules tumorales, YAP et TAZ jouent un 

r¹le fondamental dans la structuration, la signalisation et la plasticit® du microenvironnement 

tumoral (TME). Leur activation dans diff®rentes populations non canc®reuses du TME 

contribue ¨ fa­onner un environnement favorable ¨ la progression tumorale, ¨ lôangiogen¯se, ¨ 

la fibrose et ¨ lôimmunosuppression377,378,379,380. 

De pr®c®dents ®tudes ont mis en ®vidence lôactivation de YAP/TAZ en r®ponse ¨ la 

rigidit® de la matrice extracellulaire dans les fibroblastes associ®s aux cancers (CAFs)381. Ils y 

induisent la transcription de g¯nes codant pour des composants matriciels tels que le collag¯ne 

de type I, la fibronectine, la tenascine-C ou encore des facteurs pro-fibrotiques comme le TGF-

ɓ1377,382. Cela forme une boucle de r®troactivation m®canique o½ YAP/TAZ renforcent le d®p¹t 

matriciel, augmentant encore la rigidit® et perp®tuant leur propre activation. 

YAP/TAZ sont ®galement impliqu®s dans la modulation des r®ponses immunitaires 

inn®es et adaptatives. Dans des macrophages associ®s aux tumeurs (TAMs), YAP favorise une 

polarisation de type M2, pro-tumorale, et r®gule lôexpression de cytokines immunosuppressives 

telles que lôIL-10, le TGF-ɓ ou CSF1, qui inhibent la phagocytose et recrutent dôautres cellules 
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suppressives383,384. YAP/TAZ dans les cellules tumorales peuvent ®galement stimuler la 

s®cr®tion de chimiokines telles que CXCL5, qui recrutent des cellules my®loµdes suppressives 

(MDSC), contribuant ¨ lô®chec des immunoth®rapies anti-PD1/PDL1385,386. 

Cette capacit® de YAP/TAZ ¨ moduler les r®ponses immunitaires ne se limite pas aux 

cellules my®loµdes ou tumorales, mais s'®tend ®galement aux cellules stromales et lymphoµdes, 

illustrant leur r¹le profond®ment contextuel dans lôimmunomodulation. Dans les cellules 

r®ticulaires fibroblastiques (FRCs) des ganglions lymphatiques, YAP/TAZ sont essentiels ¨ 

lôengagement des prog®niteurs m®senchymateux dans la lign®e FRC, comme lôont d®montr® 

Choi et al. dans leurs travaux. Leur activation transitoire favorise lôexpression de chimiokines 

n®cessaires ¨ la structuration des zones B/T et au recrutement lymphocytaire. Toutefois, une 

activation prolong®e ou excessive de YAP/TAZ emp°che la maturation fonctionnelle des FRCs, 

induit un ph®notype myofibroblastique pathologique, perturbe lôarchitecture ganglionnaire et 

alt¯re la r®ponse immunitaire adaptative387. ê lôinverse, dans les lymphocytes T CD4+ et CD8+, 

les travaux de Stampouloglou et al. ont mis en ®vidence une fonction oppos®e de YAP, cette 

fois comme frein ¨ lôactivation et ¨ la diff®renciation effectrice. La d®l®tion sp®cifique de YAP 

dans les cellules T augmente leur activation, favorise leur diff®renciation en sous-populations 

Th1, Th2, Th17 et Treg, et am®liore leur infiltration et leur fonction antitumorale dans des 

mod¯les murins de cancer388. Ces observations soulignent que YAP/TAZ peuvent tour ¨ tour 

soutenir ou freiner la r®ponse immunitaire, selon le type cellulaire et le contexte 

microenvironnemental, et appellent ¨ une approche prudente dans leur ciblage th®rapeutique. 

Lôactivit® de YAP/TAZ est ®galement cruciale dans les cellules endoth®liales, o½ elle 

contr¹le lôangiogen¯se tumorale. En r®ponse ¨ la rigidit® de la matrice extracellulaire, au stress 

de cisaillement ou ¨ des facteurs de croissance (comme VEGF et FGF), des ®tudes ont mis en 

®vidence le r¹le de YAP/TAZ dans lôangiogen¯se tumorale. Ils induisent lôexpression de 

VEGFA, de MMPs et de ANGPTL4, qui favorisent la formation de n®ovaisseaux instables mais 

fonctionnels dans la tumeur389,390. Ce r¹le de YAP dans lôangiogen¯se est renforc® par sa 

coop®ration avec HIF-1Ŭ en hypoxie, un contexte fr®quent dans les tumeurs solides, renfor­ant 

ainsi la perm®abilit® vasculaire et lôoxyg®nation tumorale ð ®l®ments clefs de la croissance et 

de la diss®mination m®tastatique. 

Dans de nombreux cancers solides, il est d®sormais bien ®tabli que les cellules tumorales 

exploitent la voie Hippo en modulant lôexpression ou lôactivit® de ses effecteurs YAP et TAZ, 

contribuant ainsi de mani¯re d®cisive ¨ la tumorigen¯se, ¨ la progression de la maladie et ¨ la 

r®sistance aux traitements. Cette d®r®gulation ne se limite toutefois pas aux cellules canc®reuses 
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elles-m°mes : des travaux r®cents montrent que YAP/TAZ sont ®galement activ®s dans diverses 

cellules du microenvironnement tumoral, notamment les CAFs, TAMs et les cellules 

endoth®liales, o½ ils orchestrent des fonctions pro-tumorales telles que lôangiogen¯se, la fibrose 

et lôimmunosuppression. De mani¯re intuitive, lô®tude de la voie Hippo semble particuli¯rement 

adapt®e aux tumeurs solides, dont lôarchitecture histologique dense, les contraintes m®caniques 

et les h®t®rog®n®it®s tissulaires permettent dôexplorer les multiples dimensions de la m®cano-

transduction et des interactions cellule-matrice. Cependant, cette complexit®, en particulier la 

dimension biophysique du signal, rend parfois lôanalyse fonctionnelle de la voie difficile ¨ 

dissocier des autres facteurs contextuels. Cette observation invite ¨ ®largir notre regard vers 

dôautres entit®s pathologiques o½ le remodelage du microenvironnement joue ®galement un r¹le 

central, sans pour autant sôinscrire dans une organisation tissulaire rigide. 

Lorsque lôon regarde dans la litt®rature r®cente, plusieurs ®tudes ont ®galement mis en 

®vidence le r¹le de la voie Hippo (et de YAP/TAZ) dans des pathologies canc®reuses liquide. 

Dans le my®lome multiple, une maladie caract®ris®e par lôinfiltration de plasmocytes tumoraux 

dans la moelle osseuse, lôimplication de TAZ dans les cellules stromales m®dullaires a ®t® 

d®crite. Ces cellules r®pondent aux signaux tumoraux en activant TAZ, ce qui favorise 

lôexpression de g¯nes pro-survie et de remodelage matriciel (notamment MMP9, IL-6, TGF-ɓ), 

cr®ant une niche protectrice pour les cellules my®lomateuses391. Dans la leuc®mie aigu± 

lymphoblastique T (T-ALL), une activation aberrante de YAP/TAZ, dans les cellules tumorales, 

a ®t® d®tect®e dans pr¯s de 50 % des cas, o½ elle soutient la prolif®ration des cellules 

leuc®miques et interf¯re avec lôinduction de lôapoptose392. Dans la Leuc®mie Lymphoµde 

Chronique (LLC), bien que les cellules B leuc®miques pr®sentent 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, activ®es par les signaux issus des cellules tumorales, expriment des 

cibles transcriptionnelles de YAP comme CTGF, CXCL5, et IL-6, qui cr®ent 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 prolif®ration leuc®mique393. 

Enfin, sur le plan m®tabolique, lôactivation de YAP/TAZ dans les cellules du 

microenvironnement tumoral participe ¨ la structuration dôun ®cosyst¯me bio®nerg®tique 

favorable ¨ la progression n®oplasique. Dans les fibroblastes associ®s aux cancers (CAFs), par 

exemple, YAP/TAZ favorisent une reprogrammation glycolytique via lôinduction de 

transporteurs de glucose (GLUT1), dôenzymes comme PFKFB3 ou PKM2, et de voies 
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biosynth®tiques telles que le cycle des pentoses phosphates, soutenant ainsi les besoins 

®nerg®tiques et anaboliques de ces cellules394,395. Ces CAFs hautement m®taboliques relarguent 

®galement du lactate et des acides gras libres, qui peuvent °tre capt®s et m®tabolis®s par les 

cellules tumorales environnantes dans une dynamique de couplage m®tabolique intercellulaire. 

De mani¯re parall¯le, lôactivation de YAP/TAZ dans les cellules endoth®liales stimule la 

glycolyse au d®triment de la phosphorylation oxydative, un profil m®tabolique classiquement 

associ® ¨ lôangiogen¯se pathologique et ¨ la formation de n®ovaisseaux immatures mais 

perfusant389. Dans les cellules immunitaires infiltrant le TME, comme les macrophages ou les 

cellules my®loµdes suppressives, YAP/TAZ semblent promouvoir une orientation m®tabolique 

bas®e sur lôoxydation des acides gras et la tol®rance au stress m®tabolique, contribuant ¨ 

lôacquisition dôun ph®notype immunosuppresseur284,396. Ensemble, ces observations sugg¯rent 

que YAP/TAZ agissent comme des int®grateurs de signaux m®caniques et m®taboliques dans le 

TME, en adaptant les programmes bio®nerg®tiques des cellules stromales et immunitaires afin 

de renforcer les conditions permissives ¨ la croissance tumorale et ¨ lô®vasion immunitaire. 

Apr¯s avoir explor® les fondements du microenvironnement tumoral et des dynamiques 

m®taboliques et m®caniques associ®es, nous allons ¨ pr®sent illustrer la convergence de ces 

processus au sein dôun mod¯le pathologique concret. Le chapitre suivant sôint®ressera ¨ une 

pathologie fortement d®pendante de son microenvironnement, et bri¯vement ®voqu®e 

pr®c®demment, la Leuc®mie Lymphoµde Chronique (LLC). 

V. La Leuc®mie Lymphoµde Chronique (LLC) 

A. Pr®sentation g®n®rale 

La leuc®mie lymphoµde chronique (LLC) est une h®mopathie maligne caract®ris®e par 

lôaccumulation clonale de lymphocytes B matures, morphologiquement petits, dans le sang 

p®riph®rique, la moelle osseuse, les ganglions lymphatiques et la rate. Elle se d®veloppe ¨ partir 

de cellules B ayant travers® partiellement ou totalement le centre germinatif. Le centre 

germinatif est le site au sein d'un ganglion lymphatique o½ les lymphocytes B, expos®s aux 

antig¯nes, subissent une maturation d'affinit®, d®veloppant ainsi leur capacit® ¨ produire des 

anticorps de haute affinit®. Dans la LLC, la travers®e du centre germinatif se fait avec ou sans 

mutations somatiques des g¯nes des immunoglobulines (IGHV), influen­ant fortement le 

pronostic397,398. Lôimportance du statut ç Mut® è ou ç Non Mut® è des IGHV sera discut® par la 

suite. 



tŀƎŜ ту ǎǳǊ нто 
 

Sur le plan immunoph®notypique, les cellules B leuc®miques de la LLC expriment de 

mani¯re caract®ristique les antig¯nes CD5, CD19, CD23, ainsi quôune faible densit® de CD20 

et dôimmunoglobulines de surface (IgM/IgD). Le CD5, habituellement exprim® par les 

lymphocytes T, est pr®sent de fa­on aberrante sur les cellules B de LLC, constituant un 

marqueur diagnostique fondamental399. Le CD23, un r®cepteur de faible affinit® pour les IgE, 

est utile pour distinguer la LLC d'autres n®oplasies lymphoµdes B, comme le lymphome du 

manteau400. Le CD19, exprim® tout au long du d®veloppement des cellules B jusquôau stade 

plasmatique, joue un r¹le essentiel dans la co-stimulation du r®cepteur B (BCR) et sert de 

marqueur pan-B indispensable ¨ la d®tection des lymphocytes B circulants. Quant au CD20, 

mol®cule transmembranaire impliqu®e dans la r®gulation de lôactivation, de la prolif®ration et 

du signal calcique intracellulaire, il constitue ®galement une cible th®rapeutique majeure dans 

les traitements ¨ base dôanticorps monoclonaux (e.g. rituximab), bien que son expression soit 

souvent faible ou h®t®rog¯ne dans la LLC401,402. 

Sur le plan ®pid®miologique, la LLC est la forme de leuc®mie la plus fr®quente chez 

lôadulte dans les pays occidentaux, avec une incidence estim®e entre 4 et 5 cas pour 100 000 

personnes par an. Elle affecte principalement les sujets ©g®s, avec une m®diane dô©ge au 

diagnostic autour de 70 ans, et pr®sente une nette pr®dominance masculine (ratio H/F å 2:1)403. 

Toutefois, cette incidence varie significativement selon les origines ethniques : la LLC est 

nettement moins fr®quente dans les populations dôAsie de lôEst (notamment Chine et Japon) et 

chez les populations afro-carib®ennes, sugg®rant une composante g®n®tique ou 

environnementale protectrice encore mal comprise398. Dans la majorit® des cas, la LLC est 

pr®c®d®e par une phase infraclinique appel®e lymphocytose B monoclonale (MBL). Cette 

condition, d®tect®e chez 3 ¨ 12 % des adultes de plus de 40 ans, est d®finie par la pr®sence de 

cellules B clonales CD5+ dans le sang p®riph®rique sans signe dôatteinte des organes 

lymphoµdes. Bien que b®nigne dans la majorit® des cas, environ 1 ¨ 2 % des MBL ®voluent vers 

une LLC manifeste chaque ann®e, ce qui en fait un pr®curseur ®tabli de la maladie404,405. Dans 

un nombre limit® de cas, la leuc®mie lymphoµde chronique peut ®voluer vers une forme plus 

agressive de lymphome, le plus souvent un lymphome diffus ¨ grandes cellules B, dans un 

processus appel® syndrome de Richter406. Cette transformation concerne environ 2 ¨ 10 % des 

patients au cours de leur parcours, et elle refl¯te une ®volution biologique particuli¯re de la 

maladie, souvent associ®e ¨ des alt®rations mol®culaires comme des mutations de TP53 ou 

lôactivation de la voie NOTCH1407,408. 
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Par ailleurs, la LLC est une pathologie remarquablement h®t®rog¯ne, tant sur le plan 

clinique que biologique. On distingue deux formes ®volutives, caract®ris®es par le statut 

mutationnel des g¯nes IGHV, CD38 et ZAP-70. Le g¯ne IGHV (Immunoglobulin Heavy-Chain 

Variable Region) encode la r®gion variable des cha´nes lourdes des immunoglobulines, qui joue 

un r¹le cl® dans la reconnaissance des antig¯nes par les cellules B. Dans des conditions 

physiologiques, la s®lection des g¯nes IGHV refl¯te le processus de maturation des cellules B 

au sein des centres germinatifs, o½ les r®arrangements g®n®tiques aboutissent ¨ une grande 

diversit® de BCR, optimis®s pour reconna´tre des antig¯nes sp®cifiques. Dans la LLC, le statut 

mutationnel du g¯ne IGHV permet dô®valuer le degr® de maturation des cellules B au moment 

de leur transformation leuc®mique. Fait notable, la s®lection des g¯nes IGHV dans la LLC ne 

semble ne pas °tre al®atoire : certaines s®quences, telles que IGHV1-69 ou IGHV3-21, sont 

fr®quemment utilis®es, sugg®rant une pression antig®nique partag®e entre diff®rents patients. 

Ce ph®nom¯ne est particuli¯rement bien illustr® par lôexistence de BCR dits ç st®r®otyp®s è, 

côest-̈-dire des BCR pr®sentant des s®quences quasi identiques chez des individus non 

apparent®s. Cela t®moigne dôune reconnaissance antig®nique convergente, probablement li®e ¨ 

des antig¯nes communs ayant contribu® ¨ la s®lection clonale initiale409,410. Le CD38 est une 

prot®ine de surface intervenant dans le m®tabolisme du NAD+ et la signalisation calcique, 

favorisant la prolif®ration et la survie cellulaire. La tyrosine kinase ZAP-70 (Zeta-associated 

protein 70), dont lôexpression est aberrante dans les cellules B de LLC, amplifie la signalisation 

du BCR, simulant une forte stimulation antig®nique. 

Les formes indolentes, souvent diagnostiqu®es fortuitement, ®voluent lentement, parfois sur 

plusieurs d®cennies, sans n®cessiter de traitement imm®diat. Ces formes sont souvent associ®es 

¨ des g¯nes IGHV mut®s, une faible expression de CD38 et ZAP-70, et une absence dôanomalies 

cytog®n®tiques d®favorables. Les patients pr®sentent peu de sympt¹mes et une faible 

prolif®ration des cellules B, qui semblent accumuler principalement via une r®sistance ¨ 

lôapoptose plut¹t quôune activit® mitotique intense411,412. 

Les formes progressives se caract®risent quant ¨ elle par une lymphocytose croissante, 

ad®nopathies, h®patospl®nom®galie, an®mie ou thrombop®nie, et parfois des complications 

auto-immunes. Ces formes sont souvent associ®es ¨ des IGHV non mut®s, une expression 

®lev®e de ZAP-70 qui refl¯te ici une plus grande r®activit® antig®nique des cellules B413. Le 

CD38, dont lôexpression est ®lev®e dans les formes progressives, est ®galement associ® ¨ une 

prolif®ration accrue et ¨ une survie plus courte414. 
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Enfin, les progr¯s dans la compr®hension de la biologie de la LLC ont permis de d®finir 

des sous-groupes de patients selon leur sensibilit® aux traitements. Plusieurs travaux issus de 

notre laboratoire ont abouti ¨ une nouvelle m®thode de classification des patients, dits 

ñr®pondeursò (responders) versus ñnon-r®pondeursò (non-responders), sur la base de leur 

sensibilit® ex vivo ¨ des stimuli antig®niques ou ¨ des traitements ciblant la signalisation 

BCR415,416. Cette approche a permis de corr®ler la r®ponse fonctionnelle ¨ l'activit® clonale et ¨ 

la capacit® de remodelage du microenvironnement tumoral, sugg®rant des m®canismes de 

r®sistance intrins¯ques. 

B. Caract®ristiques des cellules B de LLC 

Les cellules B de LLC sont le si¯ge de profondes alt®rations de signalisation 

intracellulaire, conf®rant ¨ ces cellules un avantage s®lectif en termes de survie, de r®sistance ¨ 

lôapoptose et dôadaptation ¨ leur microenvironnement. Ces anomalies impliquent un large 

®ventail dôeffecteurs mol®culaires, faisant de lô®tude des voies de signalisation d®r®gul®es un 

champ de recherche particuli¯rement riche et complexe. Pour pallier la disponibilit® limit®e et 

l'h®t®rog®n®it® marqu®e des cellules primaires issues de patients atteints de LLC, plusieurs 

lign®es cellulaires ont ®t® d®velopp®es et sont largement utilis®es dans les ®tudes in vitro. Ces 

mod¯les cellulaires, comme la lign®e MEC-1 ou HG-3, permettent de reproduire certaines 

caract®ristiques ph®notypiques et mol®culaires de la LLC tout en offrant une reproductibilit® et 

une standardisation essentielles pour lôanalyse m®canistique des voies de signalisation 

d®r®gul®es417,418. 

Si l'interaction avec le microenvironnement non tumoral repr®sente un aspect central et 

particuli¯rement fascinant de la physiopathologie de la LLC, il appara´t n®anmoins essentiel de 

contextualiser la d®r®gulation des voies de signalisation au sein des cellules B elles-m°mes. 

Parmi celles-ci, les voies BCR, PI3K/AKT/mTOR et Wnt/ɓ-cat®nine ainsi que les facteurs de 

transcription NF-əB et NFAT occupent une place pr®pond®rante dans la d®r®gulation biologique 

caract®ristique de cette h®mopathie. 

i. La voie du r®cepteur des cellules B (BCR) 

Le r®cepteur des cellules B (BCR) est un complexe multimol®culaire pr®sent ¨ la surface 

des lymphocytes B et constitue un pivot de la physiopathologie de la LLC. Il est compos® d'une 

immunoglobuline de surface qui reconna´t l'antig¯ne, associ®e ¨ deux cha´nes transductrices, 

CD79A et CD79B. Son activation joue un r¹le fondamental dans le maintien de la survie et la 

prolif®ration des cellules B dans la LLC. Un co-r®cepteur essentiel dans cette signalisation est 
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le CD19, une glycoprot®ine 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 r®sidus tyrosines phosphoryl®s dans son domaine intracellulaire. Cette 

interaction accro´t la production de PIP3, renfor­ant 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 PLCɔ2, augmentant la sensibilit® des cellules B ¨ lôantig¯ne421,422. 

Lorsqu'un antig¯ne (ou une stimulation mim®tique) engage le BCR, cela active LYN, 

une tyrosine kinase de la famille Src, qui initie la cascade de signalisation. Cette activation 

conduit ¨ la phosphorylation de SYK (Spleen Tyrosine Kinase), qui amplifie le signal 

intracellulaire. SYK active ensuite plusieurs voies : 

¶ BTK (Brutonôs Tyrosine Kinase), essentielle ¨ la transmission du signal BCR, 

¶ PLCɔ2 (phospholipase C gamma 2), qui g®n¯re des seconds messagers (DAG et IP3) 

activant la voie calcique et NFAT, 

¶ Ainsi que les voies MAPK (ERK1/2) et PI3K/AKT, qui r®gulent respectivement la 

prolif®ration et la survie cellulaire. 

Au cours du d®veloppement normal des lymphocytes B, chaque cellule g®n¯re un BCR 

unique par recombinaison somatique des segments g®n®tiques V(D)J des cha´nes lourdes des 

immunoglobulines (IGHV). Apr¯s cette ®tape, certains lymphocytes B rencontrent leur antig¯ne 

dans un centre germinatif, o½ ils subissent des mutations somatiques cibl®es dans le g¯ne IGHV 

afin dôam®liorer lôaffinit® de leur BCR ð un processus appel® hypermutation somatique423,424. 

Ainsi dans la LLC, on distingue les Patients M-CLL (IGHV mut®) et U-CLL (IGHV non mut®). 

Les patients M-CLL (IGHV mut®), pr®sentent des cellules leuc®miques d®rivant de 

lymphocytes B ayant rencontr® un antig¯ne et subi une maturation dans le centre germinatif. 

Les patients U-CLL (IGHV non mut®), pr®sentent quant ¨ eux des cellules qui n'ont pas subi ce 

processus, refl®tant une activation antig¯ne-ind®pendante ou extra-germinative. Les cellules 

dites U-CLL (non mut®es) pr®sentent une activation plus soutenue du BCR, m°me en l'absence 

dôantig¯ne. Cette signalisation "tonique" entra´ne une stimulation continue des voies de survie 

cellulaire comme celles impliquant BTK ou PI3Kŭ, ce qui favorise la prolif®ration et la 

persistance des cellules leuc®miques. Côest en grande partie ce qui explique leur ph®notype plus 

agressif compar® aux cellules M-CLL (mut®es), qui ont g®n®ralement travers® un centre 

germinatif et montrent une signalisation BCR plus r®gul®e423,425,426. Cette diff®rence a des 

implications th®rapeutiques directes : les cellules U-CLL, fortement d®pendantes de la 
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signalisation BCR, sont souvent plus sensibles aux inhibiteurs ciblant BTK (comme lôibrutinib) 

ou PI3Kŭ (comme lôidelalisib), qui perturbent ces signaux de survie. En revanche, les M-CLL, 

moins activ®es via le BCR, peuvent pr®senter une r®ponse plus mod®r®e ¨ ces 

inhibiteurs427,428,428. 

ii.  La voie PI3K-Akt-mTOR 

La voie PI3K/AKT/mTOR est activ®e en aval du BCR, mais aussi par dôautres 

r®cepteurs comme CD40, BAFF-R ou les int®grines. La PI3K (phosphoinositide 3-kinase), en 

particulier son isoforme PI3Kŭ, convertit le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en 

PIP3, un second messager lipidique. PIP3 recrute PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-

1) et AKT (aussi appel®e PKB pour Prot®ine Kinase B) ¨ la membrane plasmique. Une fois 

phosphoryl®, AKT devient actif et inhibe plusieurs effecteurs pro-apoptotiques comme BAD 

(Bcl-2-associated death promoter), FOXO1 (Facteur de transcription pro-apoptotique) et 

GSK3ɓ (une kinase qui r®gule la transcription, le cycle cellulaire, le m®tabolisme ou encore la 

voie Wnt). AKT active ®galement mTORC1, un complexe kinase central dans la r®gulation de 

la croissance, de la biosynth¯se prot®ique (via S6K1 et 4EBP1) et de lôautophagie430,431,432. Dans 

les cellules B de LLC, cette voie est syst®matiquement suractiv®e, contribuant ¨ leur survie 

prolong®e426,433. 

iii.  Les facteurs de transcription NF-kB et NFAT 

Le facteur de transcription NF-əB est un r®gulateur essentiel des g¯nes impliqu®s dans 

lôinflammation, la survie et la prolif®ration. Dans sa forme inactive, NF-əB est retenu dans le 

cytoplasme par lôinhibiteur IəBŬ. Lôactivation de la voie canonique (via IKKɓ/NEMO) conduit 

¨ la phosphorylation et ¨ la d®gradation dôIəBŬ, lib®rant NF-əB (souvent le dim¯re p50/RelA) 

qui migre dans le noyau pour activer la transcription de g¯nes cibles. Dans les lymphocytes B 

de LLC, cette voie est activ®e de mani¯re constitutive par la signalisation BCR, le CD40L 

(exprim® par les cellules T), le Toll-Like Receptor 9 (TLR9) et les interactions avec le 

microenvironnement (int®grines VLA-4, chemokines, etc.)434,435. De plus, lôactivation 

chronique de NF-əB r®gule lôexpression de g¯nes tels que BCL2, MCL1, IL6 et TNFA, 

renfor­ant la survie et lôinflammation locale436. 

En parall¯le de NF-əB, le facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of Activated 

T-cells) constitue un autre pivot transcriptionnel activ® en aval de la signalisation BCR dans les 

cellules B de la LLC. Plus sp®cifiquement, la voie calciumïcalcineurine d®clenche la 
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d®phosphorylation de NFAT2, facilitant sa translocation nucl®aire. Dans les cellules B-LLC, 

NFAT2 est surexprim® de mani¯re constitutive et localis® partiellement dans le noyau, m°me 

sans stimulation antig®nique, sugg®rant un ®tat pr®-activ® de la voie437. Cependant, seule la 

stimulation par lôIgM induit une augmentation marqu®e de lôactivit® transcriptionnelle de 

NFAT2 dans les cellules dites ñr®pondeusesò, en lien avec une survie cellulaire accrue et un 

pronostic clinique d®favorable. Lôinhibition pharmacologique s®lective de NFAT via le peptide 

VIVIT bloque cette activation, supprime la transcription de cibles telles que CD23, et annule 

lôavantage de survie induit par le BCR, simulant ainsi un ph®notype ñnon-r®pondeurò437. Ces 

r®sultats d®montrent lôimplication fonctionnelle de NFAT2 dans la persistance des cellules B-

LLC et d®signent lôaxe BCRïNFAT comme une cible th®rapeutique prometteuse. 

iv. La voie Wnt/ɓ-cat®nine 

La voie Wnt constitue un r®seau signal®tique cl® impliqu® dans la r®gulation de la 

prolif®ration, la survie, la migration et l'adh®sion cellulaire. Dans la LLC, cette voie est activ®e 

par des ligands Wnt pr®sents dans le microenvironnement, mais aussi produits de mani¯re 

autocrine par les cellules B leuc®miques elles-m°mes438,439,440. 

Il existe deux grandes modalit®s de transduction du signal Wnt : la voie canonique, 

d®pendante de la ɓ-cat®nine, et la voie non-canonique, ind®pendante de celle-ci. Dans la voie 

canonique, des ligands tels que Wnt3A se lient aux r®cepteurs Frizzled et aux co-r®cepteurs 

LRP5/6, ce qui inhibe le complexe de d®gradation (form® par GSK3ɓ, CK1, Axin et APC) 

responsable de la phosphorylation et de la d®gradation de ɓ-cat®nine441,442. Lôinhibition du 

complexe de d®gradation permet lôaccumulation de ɓ-cat®nine dans le cytoplasme, sa 

translocation vers le noyau, puis lôactivation transcriptionnelle de g¯nes cibles via des 

partenaires tels que TCF/LEF, NF-əB, FOXO ou SOX. La ɓ-cat®nine transloqu®e dans le noyau 

r®gule des g¯nes impliqu®s dans la migration (CXCR4), la prolif®ration (MYC) et la r®sistance 

au stress. Ce type de signalisation est particuli¯rement actif dans la niche ganglionnaire ou 

m®dullaire438,439. 

Cependant, les travaux sur la LLC ont mis lôaccent sur la signalisation non canonique 

de Wnt, qui semble jouer un r¹le plus central que la voie canonique dans la r®gulation des 

propri®t®s invasives et migratoires des cellules leuc®miques. En particulier, les travaux de Yu 

et al. (2016) ont mis en ®vidence un m®canisme crucial dans lequel le ligand Wnt5a induit 

lôoligom®risation des r®cepteurs orphelins ROR1 et ROR2, formant un complexe ROR1/ROR2. 

Ce complexe recrute des facteurs dô®change de guanine (GEFs), activant les GTPases RhoA et 
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Rac1, qui orchestrent la migration directionnelle et la prolif®ration des cellules leuc®miques. 

Ce processus peut °tre bloqu® par UC-961 (cirmtuzumab), un anticorps anti-ROR1, d®montrant 

lôimportance fonctionnelle de cette voie dans la pathog®nie de la LLC443. De plus, les travaux 

de Kaucka et al. (2013) ont r®v®l® que la signalisation PCP (Planar Cell Polarity), une branche 

non canonique du r®seau Wnt, est ®galement activ®e dans la LLC. Ils ont montr® une 

surexpression des composants cl®s de cette voie tels que Vangl2, Prickle1, FZD3, FZD7, Celsr1 

et les prot®ines Disheveled (Dvl2/3) dans les cellules B leuc®miques. Leur activation favorise 

la migration directionnelle, lôinvasion transendoth®liale et la colonisation des niches 

ganglionnaires. Les inhibiteurs de cette voie, notamment contre CK1Ů ou Rho/ROCK, alt¯rent 

significativement ces capacit®s migratoires. Ces observations soutiennent un r¹le fonctionnel 

du programme PCP dans lôinteraction pathog¯ne entre les cellules de LLC et leur 

microenvironnement444. 

Tr¯s importante pour la voie Wnt canonique, la ɓ-cat®nine est une prot®ine 

multifonctionnelle dont le r¹le est central dans deux processus cellulaires majeurs : lôadh®sion 

cellulaire et la r®gulation transcriptionnelle. Dans le cadre de lôadh®sion, la ɓ-cat®nine joue un 

r¹le structural essentiel en sôassociant au domaine cytoplasmique des cadh®rines, des mol®cules 

dôadh®sion calcium-d®pendantes pr®sentes ¨ la surface des cellules. En se liant aux cadh®rines, 

la ɓ-cat®nine permet lôancrage de ces derni¯res au cytosquelette dôactine via la Ŭ-cat®nine, 

stabilisant ainsi les jonctions adh®rentes et maintenant lôint®grit® des tissus. Cette fonction 

adh®sive contraste avec son r¹le dans la signalisation Wnt, o½, en l'absence de d®gradation, la 

ɓ-cat®nine cytosolique sôaccumule et transloque dans le noyau pour activer la transcription de 

g¯nes cibles. De mani¯re int®ressante, de r®cents travaux issus de notre laboratoire ont mis en 

®vidence un r¹le bifonctionnel de la ɓ-cat®nine selon sa localisation cellulaire dans les cellules 

de LLC. En pr®sence du complexe de d®gradation, la ɓ-cat®nine est rapidement 

polyubiquitinyl®e, apr¯s phosphorylation sur ses r®sidus S33, S37, T41 et S45, et d®grad®e par 

le prot®asome. A lôaide du mutant S45A de la ɓ-cat®nine (non phosphorylable et sôaccumulant 

dans le cytoplasme), les travaux de Mihoub et al. ont permis de mettre en ®vidence un 

diff®rentiel de localisation de la ɓ-cat®nine dans les cellules B en fonction de leur adh®sion ¨ 

des cellules du microenvironnement. Ces travaux mettent ®galement en lumi¯re lôimplication 

de signaux solubles tels que CXCL12 dans lôactivation de g¯ne de survie (cyclin D1) et 

lôimplication de jonctions cellulaires via les int®grines essentiels pour lôadh®sion cellulaire445. 

La figure 11 sch®matise le r¹le de la ɓ-cat®nine dans la survie des cellules B-LLC et met en 
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lumi¯re au travers de cet exemple de signalisation le caract¯re dynamique du dialogue entre 

microenvironnement et cellules leuc®miques dans la LLC446. 

Figure 11 : Repr®sentation sch®matique du r¹le de la ɓ-caténine dans la survie des cellules 

B-LLC. Lôinhibition de la prot®ine GSK-3ɓ dans les cellules B-LLC par divers stimuli du 

microenvironnement emp°che la phosphorylation et la d®gradation de la ɓ-caténine et conduit à son 

accumulation (fl¯ches vertes). La ɓ-caténine est recrutée à la membrane et stabilise des structures 

dôadh®sions d®pendantes des cadh®rines. En parall¯le, BTK peut phosphoryler la ɓ-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. Lôactivation du BCR et la 

liaison CXCL12/CXCR4 participent ¨ la stabilisation de la ɓ-caténine. Par ailleurs, le facteur C1q 

produit ¨ la suite de la signalisation stromales Notch2 contribue ®galement ¨ la stabilisation de la ɓ-

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

Ainsi, au travers de ces diff®rentes voies de signalisation, il appara´t de plus en plus 

clairement que la pathophysiologie de la LLC repose sur des alt®rations intrins¯ques des 

cellules B leuc®miques, mais aussi sur un dialogue ®troit et dynamique avec son 

microenvironnement.  
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C. Le microenvironnement tumoral de la LLC 

ê lôinterface entre support et signalisation, le microenvironnement constitue un r®seau 

complexe dôinteractions et il offre non seulement un refuge protecteur aux cellules malignes, 

mais influence ®galement leur comportement biologique. La figure 12 repr®sente une vue 

dôensemble des diff®rents acteurs du microenvironnement LLC et leurs impacts sur les cellules 

leuc®miques. Dans les sections suivantes, nous allons explorer en d®tail la composition de ce 

microenvironnement, ses compartiments anatomiques distincts, ainsi que les m®canismes 

mol®culaires impliqu®s dans ce dialogue tumoral-stromal essentiel ¨ la physiopathologie de la 

LLC. 

Figure 12 : Vue dôensemble du microenvironnement LLC et r¹le 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, lôensemble de ces cellules communiquent avec les cellules B de LLC (représenté en 

bleu au centre de lôimage). Ces interactions contribuent ¨ 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 r®gulateurs 

essentiels de la r®ponse immunitaire adaptative. Dans la LLC, ces cellules sont d®tourn®es de 

leur r¹le normal pour favoriser la survie des cellules B leuc®miques, faisant dôelles des 

modulateurs coop®ratifs de la niche tumorale. Par le biais de lôexpression de CD40L, elles 

interagissent avec le CD40 exprim® ¨ la surface des cellules B, d®clenchant lôactivation des 

voies NF-əB et MAPK qui favorisent la prolif®ration et lô®vasion apoptotique des cellules 

tumorales. Par ailleurs, les Tfh produisent de lôIL-4, de lôIL-21, et parfois de lôIFN-ɔ, qui 

renforcent lôexpression de g¯nes de survie et de prolif®ration dans les B-LLC447. 

Les lymphocytes T r®gulateurs (Tregs) - exprimant le CD4, le CD25 et FOXP3 ï sont 

significativement enrichis dans le sang et les ganglions des patients atteints de LLC448,449,450. 

Leur expansion est stimul®e par lôenvironnement tumoral, notamment via lôIL-10 et le TGF-ɓ 

produits par les cellules stromales, les cellules B de LLC et les exosomes tumoraux. V®ritables 

gardiens de lôimmunosuppression, les Tregs inhibent lôactivation des cellules T cytotoxiques et 

des cellules NK, emp°chant ainsi toute attaque immunitaire efficace contre les cellules 

leuc®miques. Leur accumulation est corr®l®e ¨ une progression plus rapide de la maladie451. 

Bien que pr®sents dans la circulation, les lymphocytes T CD8  dans la LLC sont 

fonctionnellement ®puis®s et affichent des marqueurs dôanergie tels que PD-1, LAG-3, et TIM-

3. ç Soldats è ®puis®s de la surveillance immunitaire, leur perte de fonction cytotoxique est en 

partie orchestr®e par les exosomes tumoraux, qui alt¯rent lôactivation des T effecteurs, et par 

les signaux suppressifs des MDSC et des Tregs452. 

Les cellules Natural Killer (NK), normalement capables dô®liminer des cellules 

tumorales sans pr®sentation antig®nique, sont pr®sentes dans la LLC mais affichent une activit® 

cytotoxique r®duite. L'expression aberrante de HLA-G et de ligands de r®cepteurs inhibiteurs 

(ex. NKG2A) sur les B-LLC contribue ¨ leur paralysie fonctionnelle. Les exosomes s®cr®t®s 

par les cellules B leuc®miques modulent ®galement lôexpression des r®cepteurs activateurs sur 

les NK453. 
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Les cellules dendritiques (DC), sentinelles du syst¯me immunitaire, sont dans la LLC 

souvent immatures et adoptent un ph®notype tol®rant. Elles expriment faiblement les mol®cules 

de co-stimulation (CD80/CD86), produisent peu dôIL-12, et orientent pr®f®rentiellement les 

r®ponses immunitaires vers lôinduction de Tregs. Ainsi, elles ne jouent pas leur r¹le de pont 

entre immunit® inn®e et adaptative, mais plut¹t de modulateurs passifs de la tol®rance locale451. 

Enfin, les MDSC (Myeloid-Derived Suppressor Cells), cellules my®loµdes immatures, 

sont accrues dans la LLC. Elles suppriment la prolif®ration des T effecteurs via la production 

dôarginase-1, NO, IL-10, ROS, et TGF-ɓ. Elles participent ¨ lôimmunosuppression syst®mique, 

soutiennent les Tregs et favorisent lôangiogen¯se et la progression tumorale454. 

b. LES CELLULES STROMALES 

Le microenvironnement tumoral de la LLC repose en grande partie sur une architecture 

stromale sp®cialis®e qui fa­onne une niche protectrice et trophique pour les cellules B 

leuc®miques. Parmi ces cellules, les Nurse-Like Cells (NLC), les Fibroblastic Reticular Cells 

(FRC) et les Mesenchymal Stromal Cells (MSC) occupent des r¹les compl®mentaires mais 

convergents dans la modulation de la survie, de la migration et de la chimior®sistance des 

cellules malignes. 

i. Les Nurse-Like Cells (NLC) 

Les Nurse-Like Cells (NLC) sont, par origine et nature, des cellules immunitaires, plus 

pr®cis®ment des macrophages d®riv®s de monocytes CD14 455,456. Elles sont principalement 

d®crites dans des contextes pathologiques, en particulier la LLC, o½ elles remplissent un r¹le 

similaire ¨ celui des TAMs dans les cancers solides ; certains travaux sugg¯rent ®galement que 

des cellules pr®sentant des caract®ristiques proches des NLC pourraient ®merger dans des ®tats 

inflammatoires chroniques, comme en t®moigne leur description dans la polyarthrite 

rhumatoµde457. Dans le contexte de la LLC, les NLC acqui¯rent des fonctions typiquement 

associ®es aux cellules stromales. Cette identit® fonctionnelle hybride les rend parfois ambigu±s 

et en font dôelles des cellules de soutient essentielles aux cellules B de LLC456,458. Les Nurse-

Like Cells (NLC) d®rivent de monocytes CD14  du sang p®riph®rique qui, au contact des 

cellules B leuc®miques, subissent une diff®renciation spontan®e en macrophages ¨ polarisation 

M2-like459. Ce processus, observ® aussi bien in vitro quôin vivo, refl¯te lôinfluence directe de la 

niche tumorale sur la plasticit® du compartiment my®loµde458,460. 
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Ph®notypiquement, les NLC expriment des marqueurs caract®ristiques des macrophages 

alternatifs, tels que CD68, CD163, et CD206, ainsi que des mol®cules dôactivation comme 

CD14 et HLA-DR. Ces marqueurs soulignent ¨ la fois leur origine monocytaire et leur capacit® 

¨ interagir avec les cellules B-LLC via des m®canismes de pr®sentation dôantig¯nes ou de 

signalisation directe461. 

Sur le plan fonctionnel, les NLC sont de puissants fournisseurs de signaux de survie 

pour les cellules B leuc®miques. Elles s®cr¯tent en grande quantit® des facteurs trophiques tels 

que BAFF (B-cell Activating Factor) et APRIL (A Proliferation-Inducing Ligand), qui agissent 

via les r®cepteurs BAFF-R et TACI exprim®s sur les B-LLC. Cette signalisation active les voies 

NF-əB et PI3K/AKT, entra´nant une surexpression de g¯nes anti-apoptotiques comme BCL2 et 

MCL1, et conf®rant aux cellules tumorales une r®sistance accrue ¨ lôapoptose456. 

Les NLC produisent ®galement 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. Dôautres mol®cules 

comme IL-10, CCL3, et CCL4 participent ¨ la modulation du microenvironnement immunitaire 

local, favorisant la polarisation des lymphocytes T vers un profil r®gulateur et lôinhibition des 

effecteurs cytotoxiques459,460. 

Au-del¨ de leur r¹le s®cr®toire, les NLC participent activement ¨ la r®sistance 

th®rapeutique. En co-culture, elles prot¯gent les cellules B-LLC de lôaction de nombreux agents 

cytotoxiques, notamment la fludarabine, le venetoclax (inhibiteur de BCL2), ou encore 

lôibrutinib (inhibiteur de BTK). Cette protection repose ¨ la fois sur la stabilisation des prot®ines 

anti-apoptotiques (comme MCL1) et sur lôactivation de voies de contournement m®tabolique, 

telles que lôautophagie ou le m®tabolisme mitochondrial oxydatif 462. 

Enfin, les NLC participent ¨ la d®sorganisation du tissu lymphoµde normal. Dans les 

ganglions infiltr®s par les B-LLC, elles forment des r®seaux cellulaires diffus, qui perturbent la 

topographie classique des zones B et T, limitent la circulation des lymphocytes naµfs, et 

facilitent lôinstallation de niches aberrantes favorables ¨ lôexpansion clonale tumorale459. 

ii.  Les Fibroblastic Reticular Cells (FRC) 

Si les NLC, d®riv®es du compartiment my®loµde, incarnent une forme de plasticit® 

immunitaire r®orient®e au service du soutien tumoral, d'autres cellules d'origine 

m®senchymateuse contribuent ®galement ¨ fa­onner la niche leuc®mique. Côest notamment le 
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cas des Fibroblastic Reticular Cells (FRC), dont le r®seau dense et sp®cialis® structure 

lôenvironnement ganglionnaire et en r®gule finement les flux cellulaires et mol®culaires463,464. 

Localis®es principalement dans la zone T des ganglions lymphatiques, ces cellules 

m®senchymateuses non h®matopoµ®tiques forment un r®seau tridimensionnel r®ticul®, essentiel 

¨ lôorganisation spatiale des cellules immunitaires et ¨ la coordination des signaux de migration 

et de survie463. 

Ph®notypiquement, les FRC se distinguent par lôexpression de gp38 (podoplanine) et 

dôantig¯nes matriciels tels que ER-TR7, tout en ®tant n®gatives pour les marqueurs 

h®matopoµ®tiques (CD45) et endoth®liaux (CD31)463,465. Leur matrice extracellulaire, riche en 

collag¯ne et en glycoprot®ines, sert de support m®canique mais aussi de canalisation pour les 

flux de cytokines et dôantig¯nes, facilitant la signalisation ¨ 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 ¨ la circulation et ¨ la r®tention des 

lymphocytes, en modulant la barri¯re des cellules endoth®liales ¨ haute perm®abilit® (HEV) et 

en cr®ant des gradients chimiotactiques adapt®s ¨ chaque sous-population immunitaire466. 

Cependant, dans la LLC, cette organisation est profond®ment alt®r®e. Lôinfiltration massive de 

cellules B leuc®miques provoque un remodelage pathologique du r®seau FRC, avec perte de 

polarisation, d®r®gulation transcriptionnelle et hyperproduction de CCL21. Ce d®r¯glement 

entra´ne une s®questration aberrante des cellules B tumorales dans des niches d®sorganis®es, 

favorisant leur persistance et perturbant la circulation normale des lymphocytes au sein du 

ganglion459. 

Les FRC contribuent ®galement de mani¯re directe ¨ la survie des cellules B-LLC. Par 

la s®cr®tion de CXCL12, elles activent CXCR4 sur les cellules tumorales, d®clenchant des 

cascades intracellulaires de type AKT et ERK, connues pour leur r¹le anti-apoptotique467). Par 

ailleurs, sous lôinfluence de signaux inflammatoires locaux, les FRC peuvent subir une 

reprogrammation m®tabolique (ex. glycolyse accrue, activit® mitochondriale modifi®e) qui 

alt¯re leur profil de s®cr®tion et renforce leur r¹le trophique vis-̈-vis des cellules tumorales468. 

En r®ponse ¨ la pr®sence prolong®e de cellules B-LLC, les FRC expriment ®galement des 

r®cepteurs sensibles ¨ la lymphotoxine (LTŬ/ɓ) et au TNF-Ŭ, s®cr®t®s par les cellules tumorales. 

Cette activation stimule leur expansion et leur diff®renciation, amplifiant le maillage stromal et 

favorisant ainsi la cr®ation de niches de survie auto-renforc®es466. 
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iii.  Les Mesenchymal Stromal Cells (MSC) 

Tandis que les FRC jouent un r¹le fondamental dans la structuration des niches 

ganglionnaires, le compartiment m®dullaire repose sur une autre population stromale aux 

fonctions tout aussi d®terminantes : les Mesenchymal Stromal Cells (MSC). D®riv®es de 

cellules m®senchymateuses multipotentes, les MSC forment un r®seau de soutien tissulaire 

capable de moduler ¨ la fois la biologie cellulaire, le m®tabolisme, et lôimmunit® 

locale469,470,471,472. Loin de se limiter ¨ une fonction architecturale, ces cellules constituent un 

®l®ment actif de la niche tumorale, contribuant ¨ la survie, ¨ la migration et ¨ la r®sistance 

th®rapeutique des cellules B leuc®miques. 

Ph®notypiquement, les MSC sont d®finies par la co-expression de CD73, CD90 et 

CD105, tout en ®tant n®gatives pour les marqueurs h®matopoµ®tiques CD45, endoth®liaux 

CD31, et prog®niteurs CD34. Ces cellules sont capables de se diff®rencier en ost®oblastes, 

chondrocytes et adipocytes, mais dans le contexte leuc®mique, leur fonction principale est 

dôorchestrer lôenvironnement m®dullaire tumoral473. 

Les MSC s®cr¯tent une gamme ®tendue de facteurs solubles jouant un r¹le crucial dans 

le soutien des B-LLC. Parmi eux, la chimiokine CXCL12 (SDF-1) est particuli¯rement 

importante : en interagissant avec CXCR4 sur les cellules B leuc®miques, elle dirige leur 

migration vers les niches protectrices de la moelle osseuse. Cette interaction d®clenche 

lôactivation des voies PI3K/AKT et MAPK, qui favorisent la survie et la prolif®ration tumorale, 

tout en limitant la sensibilit® aux agents cytotoxiques468. Dôautres cytokines telles que lôIL-6, 

lôIL-8, le VEGF, et le TGF-ɓ participent ¨ la constitution dôun environnement 

immunomodulateur et anti-apoptotique. En particulier, lôIL-6 stimule la voie JAK/STAT3, 

contribuant ¨ lôexpansion clonale des cellules B et ¨ leur protection contre lôapoptose, y compris 

lors de traitements par venetoclax ou ibrutinib471,474. 

Outre leur r¹le s®cr®toire, les MSC interagissent directement avec les cellules B-LLC 

via des mol®cules dôadh®sion telles que VCAM-1, ICAM-1, et fibronectine, ®tablissant des 

contacts prolong®s qui amplifient la signalisation pro-survie. Ces interactions physiques 

renforcent la r®sistance ¨ lôapoptose, via lôactivation de voies comme FAK, ERK, ou encore 

NF-əB, et miment des signaux issus de la stimulation antig®nique du BCR475. 

Un aspect particuli¯rement remarquable du soutien MSC est leur capacit® ¨ 

reprogrammer le m®tabolisme des cellules B-LLC. Plusieurs ®tudes ont d®montr® que les MSC 

peuvent transf®rer des mitochondries fonctionnelles aux cellules leuc®miques, via des tunneling 
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nanotubes ou des v®sicules extracellulaires, am®liorant leur respiration mitochondriale et leur 

r®sistance au stress oxydatif. Cette plasticit® m®tabolique permet aux B-LLC de survivre en 

conditions hostiles, notamment lors de lôexposition aux agents th®rapeutiques ou en milieu 

hypoxique476,477. 

Enfin, les MSC jouent un r¹le central dans la r®gulation du compartiment immunitaire 

local, en orchestrant un environnement tol®rant favorable ¨ la persistance tumorale. Une de 

leurs fonctions majeures est lôinhibition de lôactivation des lymphocytes T effecteurs, 

notamment par la s®cr®tion de TGF-ɓ, IL-10, et de prostaglandines, ainsi que par lôexpression 

de mol®cules immunosuppressives telles que PD-L1. Ces signaux inhibent la prolif®ration des 

lymphocytes T CD8  et limitent leur capacit® cytotoxique, ce qui contribue ¨ lô®vasion 

immunitaire des cellules B-LLC478,479. Parall¯lement, les MSC favorisent lôexpansion des 

lymphocytes T r®gulateurs. Cette induction sôop¯re via des voies de signalisation d®pendantes 

de TGF-ɓ/Smad et de lôIL-2, et peut °tre amplifi®e par des interactions via CD39/CD73, des 

ectoenzymes qui produisent de lôad®nosine, un puissant immunomodulateur480. 

ii.  Niche m®dullaire et ganglionnaire 

Les niches tumorales, principalement localis®es dans les ganglions lymphatiques et la 

moelle osseuse, offrent aux cellules B leuc®miques un cadre spatial et mol®culaire protecteur. 

Elles conditionnent fortement leur comportement biologique ð quôil sôagisse de prolif®ration, 

de quiescence ou de r®sistance aux traitements. Loin dô°tre de simples sites dôaccumulation 

cellulaire, ces niches sont dynamiques et participent activement ¨ lô®volution clonale et ¨ la 

persistance de la maladie456,481. 

Dans les ganglions lymphatiques, les cellules B-LLC se regroupent dans des zones 

sp®cifiques appel®es centres de prolif®ration (ou pseudo-centres germinatifs), o½ elles 

interagissent avec un r®seau dense de cellules immunitaires et stromales482,483,484. Parmi les 

acteurs cl®s de cette niche ganglionnaire figurent les cellules T auxiliaires folliculaires (Tfh), 

les cellules dendritiques et les NLCs. Ces cellules du microenvironnement lib¯rent une 

multitude de signaux solubles ð comme CD40L, IL-4, BAFF, APRIL et CCL21 ð qui 

soutiennent la survie et stimulent la prolif®ration des cellules B-LLC via lôactivation des voies 

BCR, NF-əB, PI3K-AKT-mTOR et NOTCH1456,481,484. De plus, ce dialogue mol®culaire 

constant induit une reprogrammation transcriptionnelle et m®tabolique, favorisant notamment 

l'utilisation accrue du glucose et de la glutamine dans un environnement local hypoxique, tel 

que d®montr® dans des mod¯les ex-vivo mimant les niches ganglionnaires485. Ce remodelage 
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m®tabolique participe ¨ la plasticit® des cellules B-LLC et ¨ leur capacit® ¨ contourner les 

pressions th®rapeutiques et immunitaires, favorisant lô®mergence de clones plus agressifs. Ce 

contexte niche-d®pendant induit une plasticit® transcriptionnelle et ®pig®n®tique des cellules B-

LLC, leur conf®rant une r®sistance accrue aux agents th®rapeutiques et une capacit® dô®vasion 

immunitaire. Par ailleurs, la niche ganglionnaire est le site de la s®lection clonale sous pression 

immunitaire et th®rapeutique, et lôobservation histologique de centre de prolif®ration dans les 

ganglions est associ®e ¨ une ®volution plus agressive de la maladie486. 

En parall¯le, la moelle osseuse constitue une autre niche strat®gique, o½ les cellules B-

LLC adoptent un comportement bien diff®rent. Ici, elles entrent dans un ®tat de quiescence, 

caract®ris® par une faible activit® prolif®rative mais une forte r®sistance ̈  lôapoptose. Cette 

niche m®dullaire repose en grande partie sur les cellules stromales m®senchymateuses (MSC), 

qui orchestrent un environnement riche en CXCL12, IL-6, TGF-ɓ et VEGF487. Ces cellules 

stromales assurent lôancrage des cellules B-LLC via lôaxe CXCL12/CXCR4 et les int®grines 

VLA-4/VCAM-1, tout en modulant leur environnement redox par transfert mitochondrial, 

r®duisant ainsi le stress oxydatif et favorisant leur survie ¨ long terme488,489,490. Par ailleurs, Le 

transfert mitochondrial d®crit par plusieurs ®quipes sugg¯re un soutien ®nerg®tique direct de 

lôenvironnement aux cellules tumorales491. Cette niche agit donc comme un refuge protecteur, 

o½ les cellules peuvent persister sous une forme r®siduelle, souvent ind®tectable, malgr® un 

traitement efficace. Elle joue un r¹le central dans la constitution dôun r®servoir leuc®mique 

capable de relancer la maladie apr¯s une phase de r®mission, contribuant ainsi aux rechutes 

tardives492. 

Ainsi, dans la LLC, le microenvironnement tumoral est le si¯ge dôinteractions 

bidirectionnelles complexes entre les cellules B leuc®miques et les cellules non malignes qui 

les entourent. De nombreuses donn®es exp®rimentales indiquent que les cellules tumorales ne 

subissent pas passivement leur environnement, mais quôelles contribuent activement ¨ le 

fa­onner en modulant le ph®notype et la fonction des cellules stromales et immunitaires. Cette 

plasticit® environnementale peut °tre ®tudi® plus finement au travers des diff®rents types 

cellulaires d®crit pr®c®demment. Cependant, lôanalyse fonctionnelle de ces interactions reste 

toutefois limit®e par la difficult® dôobtenir et de maintenir en culture certaines de ces cellules 

du microenvironnement issues de patients atteints de LLC. Côest pour cela que de nombreux 

mod¯les cellulaires ont ®t® g®n®r® pour pallier au manque des ®chantillons biologique. 
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D. Un mod¯le dô®tude de la reprogrammation stromale 

i. Des lign®es pour mimer le stroma LLC 

Dans le cadre des ®tudes in vitro portant sur la LLC, de nombreuses lign®es cellulaires 

stromales ont ®t® d®velopp®es afin de reproduire les caract®ristiques fonctionnelles du 

compartiment stromal observ® in vivo. Ces lign®es permettent de mod®liser les interactions 

dynamiques entre les cellules B leuc®miques et leur microenvironnement, et de mieux 

comprendre les m®canismes de soutien, de protection et de signalisation qui contribuent ¨ la 

survie et ¨ la progression tumorale. Elles constituent une alternative pr®cieuse aux cultures 

primaires, souvent limit®es par la disponibilit® restreinte du mat®riel patient, la variabilit® 

interindividuelle et la difficult® ¨ maintenir un ph®notype stable sur le long terme. Les mod¯les 

stromaux disponibles se r®partissent principalement en deux cat®gories : les lign®es dôorigine 

murine et les lign®es dôorigine humaine. 

Les lign®es murines, comme MS-5 ou M2-10B4, ont ®t® largement utilis®es pour leur 

robustesse en culture et leur capacit® ¨ soutenir la viabilit® des cellules leuc®miques humaines 

dans des syst¯mes de coculture, y compris dans des configurations tridimensionnelles ou des 

mod¯les de x®nogreffe493,494. Bien quôelles offrent une bonne stabilit® exp®rimentale, leur 

origine murine impose certaines limites, notamment en ce qui concerne la fid®lit® des 

interactions mol®culaires intercellulaires, en raison de divergences dôesp¯ce dans les r®cepteurs, 

les ligands ou les facteurs solubles493,495. 

A lôinverse, les lign®es humaines, telles que les lign®es HS-5 et HS-27a 496, repr®sentent 

des outils efficaces pour mod®liser le microenvironnement stromal humain dans la LLC. Les 

travaux de lô®quipe de Mauro Krampera, publi® en 2020, ont mis en ®vidence la capacit® de ces 

lign®es ¨ imiter les fonctions des MSC primaires pr®c®demment d®crites. Ils ont notamment 

d®montr® la capacit® de ces cellules ¨ exprimer certaines cytokines, facteurs de croissance et 

mol®cules dôadh®sions essentiels pour les cellules leuc®miques497. D®riv®es de la moelle 

osseuse humaine, lôutilisation des HS-5 et des HS-27a comme mod¯le fibroblastes stromaux de 

la moelle osseuse est ¨ ce jour bien ®tablit dans lô®tude de la LLC. Par ailleurs, des ®tudes 

r®centes, synth®tis® par K. Miari et M. Williams en 2023, ont renforc® lôint®r°t de ces lign®es 

en d®montrant leur capacit® ¨ favoriser la progression tumorale et la chimior®sistance dans 

dôautres h®mopathies telles que la Leuc®mie Aig¿e My®loµde (AML)498. 

Au travers des diff®rentes lign®es disponible pour ®tudier finement le compartiment 

stromal m®senchymateux dans un contexte de LLC, il appara´t clairement que la lign®e 
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cellulaire HS-5 constitue un mod¯le exp®rimental pertinent pour ®tudier la niche m®dullaire 

dans la LLC. Bien quôelle ne poss¯de pas lôensemble du potentiel diff®renciatif des cellules 

stromales m®senchymateuses (MSC) primairesðen particulier son incapacit® ¨ initier une 

diff®renciation adipocytaire ou chondrog®niqueð la lign®e HS-5 conserve une plasticit® 

fonctionnelle et exprime plusieurs marqueurs typiques des MSC humains tels que CD73, CD90, 

et CD105 497. Dans le contexte de la LLC, o½ les cellules tumorales d®pendent ®troitement de 

leur microenvironnement pour maintenir un ph®notype r®sistant aux traitements et ®viter 

lôapoptose, la lign®e HS-5 permet de mimer les interactions paracrines et immunomodulatrices 

sp®cifiques au stroma m®dullaire499. 

ii.  Un dialogue entre HS-5 et B-LLC 

Lôint®r°t pour la lign®e HS-5 sôest accru ¨ la lumi¯re de nombreuses ®tudes d®crivant 

son influence directe sur le comportement des cellules B-LLC. Des travaux r®cents ont mis en 

®vidence la richesse du dialogue bidirectionnel entre les cellules stromales HS-5 et les cellules 

leuc®miques, reposant ¨ la fois sur des contacts intercellulaires directs, la s®cr®tion de cytokines 

et de facteurs solubles, ainsi que la lib®ration de v®sicules extracellulaires492,500. Ce r®seau 

complexe dôinteractions permet aux HS-5 de remodeler profond®ment le ph®notype des cellules 

B-LLC et de leur conf®rer des propri®t®s de survie accrues face ¨ des stress environnementaux 

ou th®rapeutiques. 

Lôune des cons®quences les plus ®tudi®es de cette interaction est la r®duction marqu®e 

de lôapoptose des cellules B-LLC lorsquôelles sont cultiv®es en pr®sence de HS-5 445. Cette 

protection repose sur lôactivation de voies de signalisation pro-survie, notamment NF-əB, 

PI3K/AKT et MAPK, activ®es via des m®diateurs comme BAFF et IL-6 492,501. 

En parall¯le, les HS-5 favorisent une reprogrammation m®tabolique des cellules B-LLC, 

en stimulant la phosphorylation oxydative mitochondriale, un m®canisme qui permet aux 

cellules leuc®miques de maintenir leur m®tabolisme ®nerg®tique m°me en condition de stress, 

et qui participe ¨ leur persistance502. 

Dôun point de vue immunologique, la coculture avec des HS-5 induit une modulation 

de lôexpression de marqueurs dô®chappement immunitaire, comme PD-L1, sur les cellules B-

LLC, r®duisant leur reconnaissance par les lymphocytes T cytotoxiques503. De plus, 

lôexpression par HS-5 de la prot®ine chaperonne BAG3 a ®t® identifi®e comme un r®gulateur 

essentiel du soutien stromal, sa suppression augmentant significativement lôapoptose des 

cellules leuc®miques504. Enfin, plusieurs ®tudes ont d®montr® que la pr®sence de HS-5 alt¯re la 
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r®ponse th®rapeutique des cellules B-LLC, en r®duisant leur sensibilit® ¨ lôinduction de 

lôapoptose 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 dôune 

reprogrammation active orchestr®e par les cellules tumorales. Les cellules B-LLC exercent une 

reprogrammation dirig®e sur leur entourage cellulaire, transformant les cellules stromales 

m®dullaires en vecteurs de soutien tumorog®nique. Cette capacit® dô®ducation repose sur un 

dialogue bidirectionnel, dans lequel les signaux ®chang®s modulent r®ciproquement le 

ph®notype et la fonction des deux types cellulaires. Ce ph®nom¯ne a conduit ¨ de nombreuses 

®tudes, r®sum® en 2020 dans la revue de M. Mangolini et I. Ringhausen explorant les 

modifications transcriptionnelles, m®taboliques et fonctionnelles des cellules B-LLC 

lorsqu'elles sont cultiv®es en pr®sence de MSC507. Lôactivation de voies de signalisation telles 

que NF-əB, PI3K/AKT ou STAT3, lôaugmentation de la r®sistance ¨ lôapoptose, ou encore 

lôinduction dôun m®tabolisme oxydatif mitochondrial ont ®t® largement document®es dans les 

cellules B-LLC en pr®sence de HS-5492,502,508. 

N®anmoins, il est essentiel de souligner que ces effets ne sont pas unilat®raux. Les 

changements dans les cellules B-LLC sont eux-m°mes souvent la cons®quence de 

modifications pr®alables survenues dans les cellules stromales, elles-m°mes induites par 

lôexposition prolong®e aux signaux leuc®miques. Autrement dit, les cellules tumorales 

mod¯lent leur environnement pour que celui-ci produise ensuite les facteurs qui leur seront 

n®cessaires. Les cellules B-LLC peuvent ainsi, par des signaux paracrines ou via des v®sicules 

extracellulaires, imposer aux cellules stromales un programme transcriptionnel favorable ¨ leur 

propre survie, comme en t®moignent les augmentations de CXCL12, BAFF, ou encore de 

mol®cules immunosuppressives comme PD-L1491,509. 

Cette dynamique peut °tre compar®e ¨ celle dôun chef dôorchestre formant lui-m°me ses 

musiciens : les cellules B-LLC enseignent aux cellules du stroma comment produire les notes 

ð cytokines, facteurs de croissance, signaux m®taboliques ð n®cessaires ¨ leur propre 

harmonie tumorale. Le stroma ainsi remodel® devient non seulement protecteur, mais aussi 

producteur actif des ®l®ments cl®s de la persistance leuc®mique. 

De mani¯re assez ®vidente, ces notions de reprogrammation et dô®ducation du 

microenvironnement sont au cîur de nombreux travaux, et cela ind®pendamment de la 

pathologie. A cet effet, il me semble tout ¨ fait juste de revenir sur deux exemples bien pr®cis 
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de la litt®rature qui ont inspir® une partie de ce travail de th¯se. Le premier exemple est celui 

des travaux de Kumagai et al. (2022), qui ont ®tudi® le r¹le de lôacide lactique dans le cancer 

du poumon non ¨ petites cellules (NSCLC). Ils ont d®montr® que ce m®tabolite, produit par les 

cellules tumorales glycolytiques, module la r®ponse immunitaire en favorisant lôexpression de 

PD-1 sur les cellules T r®gulatrices, contribuant ainsi ¨ une niche immunosuppressive510. Le 

second exemple est celui des travaux de Geeraerts et al. (2021), qui sôinscrit dans un mod¯le de 

m®lanome murin. Les auteurs y ont montr® que le m®tabolisme des macrophages tumoraux 

conditionne leur fonction pro- ou anti-tumorale, notamment via leur r®ponse au lactate511. Ils 

d®montrent quôun m®tabolisme oxydatif favorise la formation de vaisseaux anormaux et la 

diss®mination m®tastatique. Ces deux ®tudes, bien quôancr®es dans des contextes pathologiques 

distincts, partagent cependant un point commun fondamental : le m®tabolisme cellulaire est un 

levier puissant de reprogrammation fonctionnelle dans le microenvironnement tumoral. 

Transpos® ¨ la LLC, cela nous a conduit ¨ formuler des hypoth¯ses concernant la capacit® des 

cellules B-LLC ¨ induire une reprogrammation des cellules stromales, notamment sur le plan 

m®tabolique. 
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Objectifs 

La Leuc®mie Lymphoµde Chronique (LLC) est une h®mopathie maligne caract®ris®e par 

lôaccumulation de lymphocytes B CD5  dont la survie et la prolif®ration d®pendent ®troitement 

du microenvironnement tumoral. Les cellules B-LLC interagissent activement avec les cellules 

stromales environnantes quôelles modifient ¨ leur avantage pour favoriser leur propre 

d®veloppement. Cette capacit® dô®ducation du microenvironnement constitue une dimension 

cl® de la physiopathologie de la LLC. 

Ce travail de th¯se vise ¨ explorer les m®canismes mol®culaires par lesquels les cellules B-LLC 

reprogramment les cellules stromales. Pour cela, nous avons utilis® un mod¯le de coculture 

entre cellules leuc®miques (lign®es MEC-1, HG-3 ou cellules de patients) et la lign®e de cellules 

stromales m®dullaires humaines HS-5. Cette ®tude sôarticule autour de deux axes d®velopp®s 

conjointement. 

Le premier axe sôint®resse ¨ lôimpact de cette interaction sur le m®tabolisme des cellules HS-5. 

Des analyses prot®omiques pr®c®demment r®alis®es au laboratoire ont r®v®l® une modulation 

du taux de prot®ines mitochondriales et redox dans les cellules HS-5 cocultiv®es avec des 

cellules B-LLC. ê partir de ces observations, nous avons cherch® ¨ identifier les voies 

m®taboliques alt®r®es par des signaux solubles ®mis par les cellules B-LLC et ¨ ®valuer les 

b®n®fices que les cellules leuc®miques pourraient tirer de cette reprogrammation, notamment 

en termes de soutien ®nerg®tique ou de survie. 

Le second axe explore les cons®quences morphologiques et m®cano-sensibles des contacts 

cellulaires. Nos travaux pr®c®dents ont mis en ®vidence une adh®rence dynamique des cellules 

B-LLC aux cellules stromales, sugg®rant un dialogue m®canique actif. Dans ce contexte, la voie 

Hippo, connue pour sa sensibilit® aux contraintes m®caniques, a ®t® ®tudi®e 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 analys® son r¹le dans 

lôorganisation morphologique des cellules stromales, leur interaction avec les cellules B-LLC, 

ainsi que sur lôexpression de mol®cules dôadh®rence et de composants matriciels. 

En ®tudiant ces deux dimensions ð m®tabolique et m®canique ð cette th¯se apporte un 

®clairage nouveau sur les strat®gies mises en îuvre par les cellules B-LLC pour remodeler leur 

niche tumorale et assurer leur propre survie. 
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Mat®riels et M®thodes 

Lôensemble de la section mat®riels et m®thodes d®crite ci-apr¯s concerne exclusivement la 

partie II (Etude de la voie de signalisation Hippo) de ce travail de th¯se. Les sections mat®riels 

et m®thodes sp®cifiques de la partie I (Reprogrammation m®tabolique des cellules stromales) 

seront directement explicit®s dans lôarticle associ®. 

Culture cellulaire 

Les cellules B primaires de LLC ont ®t® recueillies aupr¯s de patients apr¯s obtention de leur 

consentement ®clair® lors de bilans effectu®s en routine ¨ lôh¹pital Avicenne (AP-HP, Bobigny, 

France). Tous les patients ont donn® leur consentement ®crit, valid® par le comit® dô®thique de 

lôh¹pital Avicenne conform®ment ¨ la D®claration dôHelsinki. Les informations concernant les 

®chantillons de patients utilis®s dans le cadre de lôaxe sont r®sum®es dans le Tableau 1. 

Les cellules B primaires de LLC ont ®t® isol®es ¨ partir dô®chantillons sanguins frais en utilisant 

le kit dôisolement Pan B Cell (Miltenyi Biotech, Teterow, Allemagne) selon les instructions du 

fabricant. Les cellules B isol®es ont ®t® maintenues dans un milieu RPMI 1640 (Gibco) 

suppl®ment® avec 10 % de S®rum de Veau Fîtal (SVF, Gibco) et 1 % de 

p®nicilline/streptomycine (Gibco), cultiv®es ¨ 37 ÁC avec 5 % de CO  ou conserv®es congel®es 

dans lôazote liquide dans un milieu compos® de 10 % de DMSO dans du SVF. 

Les lign®es des cellules de LLC MEC-1 et HG-3 ont ®t® achet®es aupr¯s de la DSMZ (Berlin, 

Allemagne) et ont ®t® cultiv®es de la m°me mani¯re que les cellules B tumorales primaires. La 

lign®e de cellules HS-5 a ®t® achet®e aupr¯s de lôATCC (Manassas, VA, £tats-Unis) et a 

®galement ®t® cultiv®e comme les cellules B tumorales primaires. 

Lors des exp®riences de cocultures, les cellules stromales HS-5 et les cellules B-LLC ont ®t® 

cultiv®es en contacts directs. Les cellules HS-5 ont ®t® ensemenc®es 24 heures avant la 

coculture pour leur permettre dôadh®rer. Les cellules B-LLC sont ensuite rajout®es ¨ un ratio 

cellules HS-5/B-LLC de 1 :10 (sauf indication contraire) pour des dur®es variables selon les 

exp®riences. A lôissu des cocultures, les cellules de la fraction non-adh®rente (cellules B-LLC) 

sont collect®es directement. Les cellules de la fraction adh®rente (m®lange de cellules HS-5 et 

B-LLC) sont d®tach®es des puits de culture ¨ lôaide de Trypsine. Les cellules sont ensuite 

directement utilis®es dans divers protocoles exp®rimentaux. Selon les besoins exp®rimentaux, 

le m®lange de cellules stromale-BLLC retrouv® dans la fraction non-adh®rente des cocultures 

est soumis ¨ un tri magn®tique pour s®parer les cellules HS-5 des cellules B-LLC. 
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Un comptage cellulaire ¨ lôaide du test dôexclusion au Bleu de Trypan a ®t® utilis® pour ®tablir 

les diff®rentes cultures de mani¯re standardis®e. Apr¯s les cocultures, les cellules HS-5 et B-

LLC ont ®t® r®colt®es et remises en suspension dans du milieu de culture. Un volume ®gal dôune 

solution de Bleu de Trypan (0,4%), pr®par®e dans notre laboratoire en conditions st®riles, a ®t® 

m®lang® ¨ la suspension cellulaire (dilution 1:1). Les cellules viables (non color®es) et non 

viables (color®es en bleu) ont ®t® compt®es manuellement ¨ lôaide dôune cellule de comptage 

de Malassez, sous microscope optique. Dans certains cas, le comptage a ®t® r®alis® de mani¯re 

automatique par lôanalyseur de viabilit® cellulaire Vi-CellÈ 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 : Caract®ristiques des patients LLC. H : Homme ; F : Femme ; M : Mut® ; UM : Non Mut®. 
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Lign®e HS-5 stables (pLKO, shYAP, YAP 5SA) 

Pour la g®n®ration de lign®es cellulaires stables, nous avons utilis® des vecteurs lentiviraux et 

r®troviraux. Les productions virales ont ®t® faites dans les 293-LTV par une triple transfection 

au PEI (Polyethylenimine) dôun des plasmides de transfert (pLKO.1 ou pQCXIH), dôun des 

plasmides d'emballage (Pax2 (Addgene #35002) ou pUMVC (Addgene #8449)) et du plasmide 

dôenveloppe pCMV-VSV-G (Addgene #8454). Apr¯s filtration (0.45Õm) et ultracentrifugation 

(82700g) les HS5 ont ®t® infect® ¨ 1 MOI (Multiplicity of infection) en pr®sence de polybrene 

(6 Õg/mL). Ensuite les cellules ont ®t® s®lectionn®es ¨ lôaide de puromycine (1 Õg/mL pour les 

plasmides pLKO.1) ou dôhygromycine B (200 Õg/mL pour le plasmide pQCXIH), jusquô¨ 

obtention de lign®es stables. Par la suite, les lign®es transg®niques ont toutes ®t® maintenues 

dans des conditions de culture identiques aux cellules HS-5 pr®c®demment d®crites. 

N®anmoins, lôajout dôantibiotique est effectu® une fois par semaine pour maintenir les clones 

transg®niques en culture. 72h avant chaque exp®rience, les cellules sont remises en culture sans 

antibiotiques afin que cela nôalt¯re pas les diff®rentes conditions exp®rimentales. 

Le plasmide pQCXIH-Myc-YAP-5SA (Addgene #30093), permettant lôexpression de la forme 

constitutivement active de YAP (mutant YAP-5SA), a ®t® utilis® avec les plasmides pUMVC et 

pCMV-VSV-G pour g®n®rer la lign®e HS-5 YAP 5SA. 

Le vecteur pLKO.1 Puro (Addgene #8453) a ®t® utilis® dôune part avec les plasmides Pax2 et 

pCMV-VSV-G pour g®n®rer la lign®e de contr¹le vide HS-5 PLKO et dôautre part pour la 

construction de pLKO.1-shYAP. Ce dernier a ®t® obtenu par sous-clonage dôune s®quence 

codant un shRNA dirig® sp®cifiquement contre YAP. Les exp®riences de sous-clonage, la 

digestion enzymatique, la ligation, ainsi que la validation par s®quen­age, ont ®t® r®alis®es et 

v®rifi®es au sein de notre laboratoire. 

Tri magn®tique 

Afin dô®tudier sp®cifiquement les cellules HS-5 apr¯s cocultures en contacts directs et dô®viter 

une contamination des signaux par les cellules B-LLC, un protocole de tri magn®tique a ®t® mis 

au point. La suspension cellulaire contenant la fraction adh®rente des cocultures, contenant des 

cellules stromales HS-5 et des cellules B-LLC, est tri®e ¨ lôaide de billes magn®tiques CD19 

MicroBeads (Miltenyi Biotec, #130-050-301). Les cellules sont centrifug®es pendant 10 

minutes ¨ 300g puis resuspendues dans le tampon de tri magn®tique (PBS, 0,25M EDTA, 2mM 

BSA) contenant les billes coupl®es ¨ un anti-CD19. Lôensemble du processus de tri est r®alis® 
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sur colonne MACS MS/LS (Miltenyi Biotec) plac®e sur un support aimant®, selon le protocole 

du fabricant et ¨ 4ÁC pour un meilleur rendement. Ce tri magn®tique permet une s®lection 

n®gative des cellules HS-5 dans une fraction dite ç non-retenue è tandis que les cellules B-LLC 

sont r®cup®r®es en retirant le support aimant® dans une fraction dite ç retenue è ¨ lôaide dôun 

piston. Apr¯s chaque tri, les cellules sont compt®es pour estimer lôenrichissement en cellules 

HS-5. Les cellules tri®es sont ensuite utilis®es dans diff®rentes approches exp®rimentales ou 

stock®es sous forme de culot sec ¨ -80ÁC pour une utilisation ult®rieure. 

D®tection de la forme active de RhoA par Pull-Down 

Lôactivit® de la GTPase RhoA a ®t® ®valu®e ¨ lôaide du kit Active Rho Pull-Down and Detection 

Kit (Thermo Scientific, #16116), bas® sur la capture s®lective de la forme active (li®e au GTP) 

de Rho via son interaction sp®cifique avec le domaine RBD (Ras-Binding domain) de la 

prot®ine Rhotekin fusionn® ¨ la GST. Le protocole a ®t® suivi conform®ment aux 

recommandations du fabricant. 

Les cellules ont ®t® lav®es ¨ lôaide de PBS froid, puis lys®es sur glace dans le tampon de lyse 

fourni dans le kit, compl®t® avec un cocktail dôinhibiteurs de prot®ases (d®crit dans la section 

ç western blot è). Apr¯s une incubation de 15 minutes sur glace, les lysats ont ®t® clarifi®s par 

centrifugation ¨ 16 000 Ĭ g pendant 15 minutes ¨ 4ÁC. La concentration prot®ique a ®t® 

d®termin®e par le test BCA (PierceÊ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific). 

Pour chaque condition exp®rimentale, une quantit® de 500 Õg de prot®ines totales a ®t® incub®e 

avec 40 ÕL de r®sine Glutathion-Agarose coupl®e au GST-Rhotekin-RBD, pr®alablement lav®e, 

dans une colonne (fournie). Lôincubation a ®t® r®alis®e ¨ 4ÁC pendant 1 heure sous agitation 

douce. Apr¯s incubation, les colonnes ont ®t® lav®es trois fois ¨ lôaide du tampon de lavage 

fourni, afin dô®liminer les prot®ines non sp®cifiquement li®es. 

Les complexes li®s ¨ la r®sine ont ®t® ®lu®s ¨ lôaide du tampon dô®lution fourni dans le kit puis 

chauff®s ̈  95ÁC pendant 5minutes. Les ®chantillons ont par la suite ®t® s®par®s par 

®lectrophor¯se sur gel SDS-PAGE 4-15% puis transf®r®s sur membrane de nitrocellulose. La 

d®tection de Rho actif a ®t® r®alis®e par Western blot en utilisant lôanticorps pan-Rho primaire 

(fourni dans le kit, dilution 1 :1000), suivi dôun anticorps secondaire conjugu® ¨ la peroxydase 

(HRP) ®galement fourni (dilution 1 :10000). La r®v®lation a ®t® effectu®e par 

chimiluminescence, en utilisant un substrat ECL (ClarityÊ Western ECL Substrate, Bio-Rad, 

#1705061, non inclus dans le kit). 
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Un contr¹le exp®rimental a ®t® r®alis®s en traitant certains lysats avec du GTPɔS (maintenant 

la forme active de RhoA), conform®ment aux recommandations du fabricant, pour valider la 

sp®cificit® de la d®tection de Rho-GTP. Ce contr¹le est inclus dans le kit. 

Fractionnement cytoplasmique et nucl®aire 

Lôextraction des fractions cytoplasmique et nucl®aire a ®t® r®alis®e ¨ lôaide du kit NE-PERÊ 

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific, #78835), selon les 

instructions du fabricant. 

Les cellules (~2 x 106 par condition) ont ®t® r®colt®es par centrifugation ¨ 500 x g pendant 5 

minutes ¨ 4ÁC, lav®es une fois avec du PBS froid, puis resuspendues dans le r®actif CER I 

(Cytoplasmic Extraction Reagent I). Apr¯s une incubation de 10 minutes sur glace, le r®actif 

CER II a ®t® ajout®, suivi dôune courte agitation au vortex (5 secondes) et dôune incubation 

suppl®mentaire de 1 minute sur glace. Le lysat a ensuite ®t® centrifug® ¨ 16 000 x g pendant 5 

minutes ¨ 4ÁC pour s®parer la fraction cytoplasmique (surnageant), collect®e imm®diatement et 

stock®e ¨ -80ÁC. 

Le culot, contenant les noyaux intacts, a ®t® lav® au PBS (pour limiter les contaminations 

crois®es cytoplasme/noyau) et resuspendu dans le r®actif NER (Nuclear Extraction Reagent). 

Apr¯s agitation vigoureuse au vortex pendant 15 secondes toutes les 10 minutes pendant un 

total de 40 minutes sur glace, le m®lange a ®t® centrifug® ¨ 16 000 x g pendant 10 minutes ¨ 

4ÁC. Le surnageant, repr®sentant la fraction nucl®aire soluble, a ®t® soigneusement collect® et 

stock® ¨ -80ÁC jusquô¨ utilisation. 

La concentration prot®ique des diff®rentes fractions a ®t® d®termin®e par le test BCA (PierceÊ 

BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific). Les diff®rents lysats ont ®t® pr®par®s avec du 

laemmli 4X et d®natur®s 5 minutes ¨ 95ÁC. Les ®chantillons ont ensuite ®t® utiliser selon le 

protocole complet de Western blot d®crit dans la section appropri®e. La puret® des fractions 

cytoplasmique et nucl®aire a ®t® contr¹l®e par Western blot ¨ lôaide de marqueurs sp®cifiques : 

Tubuline (cytoplasmique) et Histone H3 (nucl®aire). 

Western Blot et analyse densitom®trique 

Les cellules ont ®t® collect®es et lys®es, selon le type dôexp®rience, 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% d®soxycholate de sodium, 0,1% SDS, 10% 

glyc®rol). Tous les tampons de lyse ®taient suppl®ment®s avec un m®lange d'inhibiteurs de 
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prot®ases et de phosphatases : orthovanadate de sodium (10 mM), NaF (10 ÕM), aprotinine (10 

Õg/mL), leupeptine (5 Õg/mL), pepstatine A (1 Õg/mL) et PMSF (100 mM). La lyse a ®t® 

effectu®e ¨ 4ÁC pendant 30 minutes sous agitation intermittente, suivie dôune sonication sur 

glace pendant 5 minutes. Les lysats ont ®t® clarifi®s par centrifugation ¨ 10 000 Ĭ g pendant 10 

minutes ¨ 4ÁC. Les lysats prot®iques ont ®t® r®cup®r®s et dos®s ¨ lôaide du test BCA (PierceÊ 

BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific), conform®ment au protocole du fabricant. 

Pour chaque condition, 30 Õg de prot®ines totales ont ®t® m®lang®es avec du tampon Laemmli 

4Ĭ, chauff®es ¨ 95ÁC pendant 5 minutes, puis d®pos®es sur gel SDS-PAGE. Selon les besoins 

exp®rimentaux, les prot®ines ont ®t® s®par®es sur des gels polyacrylamide ¨ 10% (coul®s en 

laboratoire) ou sur des gels pr®-coul®s ¨ gradient 4ï15% CriterionÊ TGXÊ (Bio-Rad, 

#5671084). Le transfert des prot®ines sur membrane de nitrocellulose a ®t® r®alis® par transfert 

®lectrophor®tique en conditions humides, ¨ lôaide dôun syst¯me de transfert classique ¨ cuve 

immerg®e. La qualit® du transfert a ®t® syst®matiquement v®rifi®e par coloration au Rouge 

Ponceau S. 

Les membranes ont ®t® bloqu®es pendant 1 heure ¨ temp®rature ambiante dans une solution de 

5% de lait ®cr®m® ou de BSA, selon lôanticorps cible, dilu®e dans TBST (Tris-buffered saline, 

0,1% Tween-20). Lôincubation avec les anticorps primaires a ®t® effectu®e ¨ 4ÁC pendant la 

nuit. Apr¯s trois lavages dans TBST, les membranes ont ®t® incub®es pendant 1 heure ¨ 

temp®rature ambiante avec des anticorps secondaires conjugu®s ¨ la peroxydase (HRP), dirig®s 

contre les IgG de souris (GAM-HRP) ou de lapin (GAR-HRP), selon la sp®cificit® de 

lôanticorps primaire. Tous les anticorps ont ®t® utilis®s conform®ment aux recommandations des 

fabricants et sont d®taill®s dans le Tableau 2. 

La d®tection a ®t® r®alis®e par chimiluminescence en utilisant les substrats ClarityÊ Western 

ECL ou Clarity MaxÊ Western ECL (Bio-Rad), selon les exigences de sensibilit®. Les signaux 

ont ®t® visualis®s ¨ lôaide du syst¯me ChemiDoc MP (Bio-Rad). 

La quantification des signaux issus des Western blots a ®t® r®alis®e par analyse densitom®trique 

¨ lôaide du logiciel Bio-Rad Image Lab (version 6.1). Pour chaque membrane, lôintensit® des 

bandes correspondant aux prot®ines dôint®r°t a ®t® mesur®e apr¯s soustraction du bruit de fond 

local. Les valeurs obtenues ont ®t® syst®matiquement normalis®es ¨ lôintensit® du contr¹le de 

charge correspondant. Les r®sultats ont ®t® exprim®s soit en niveaux absolus normalis®s 

(rapport cible/contr¹le de charge), soit en niveaux relatifs par rapport ¨ une condition de 

r®f®rence (condition HS-5 seules). Les courbes et graphiques ont ®t® construits ¨ partir de ces 
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valeurs normalis®es. La majorit® des analyses ont ®t® r®alis®es sur au moins trois exp®riences 

biologiques ind®pendantes. 

 

Cible Clone Source Fabricant R®f®rence 

Alpha-catenin G-11 Souris Santa Cruz 

Biotechnology 

SC-9988 

B°ta-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 - Ch¯vre Bio-Rad 170-5047 

IgG de Lapin - Ch¯vre Bio-Rad 170-5046 

Tableau 2 : Liste des anticorps utilis®s en western blot. 
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qRT-PCR 

Les cellules stromales HS-5 ont ®t® cocultiv®es pendant 24h avec la lign®e B-LLC MEC dans 

les conditions standard (37ÁC, 5% CO2). ê l'issue de la co-culture, un tri magn®tique a ®t® 

r®alis® afin de s®parer les deux populations cellulaires. Les cellules HS-5 isol®es ont ensuite ®t® 

collect®es pour l'extraction de lôARN total. 

LôARN total a ®t® extrait ¨ lôaide du kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, #74104/6), selon les 

instructions du fabricant. La qualit® et la concentration de lôARN ont ®t® ®valu®es ¨ lôaide dôun 

Nanophotom¯tre N60-Touch (Implen), en mesurant les rapports dôabsorbance A260/A280 et 

A260/A230. 

La r®trotranscription a ®t® r®alis®e ¨ partir de 900 ng dôARN total, en utilisant le kit iScript 

cDNA Synthesis (Bio-Rad, #170-8891), conform®ment au protocole du fabricant. La r®action 

a ®t® effectu®e dans un thermocycleur selon le programme suivant : 

¶ Priming : 5 minutes ¨ 25ÁC 

¶ Reverse transcription : 20 minutes ¨ 46ÁC 

¶ Inactivation : 1 minute ¨ 95ÁC 

LôADNc obtenu a ensuite ®t® dilu® au 1/20 avant dô°tre utilis® pour la PCR quantitative. 

Les r®actions de qRT-PCR ont ®t® r®alis®es sur un thermocycleur StepOnePlus (Applied 

Biosystems), en utilisant le PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, 

#A25741). Les r®actions ont ®t® effectu®es dans un volume final de 12,5 ÕL, contenant 5 ÕL 

dôADNc dilu®, 6,25 ÕL de Master Mix, et des amorces ¨ une concentration finale de 1,25 ÕM 

chacune. 

Les amorces ont ®t® con­ues ¨ lôaide des logiciels Perl Primer, Ensembl et NCBI BLAST, 

selon les crit¯res suivants : 

(i) pr®sence de 3 ¨ 5 bases GC en 3ô, 

(ii) temp®rature de fusion comprise entre 58 et 60ÁC, 

(iii) contenu GC compris entre 20 % et 80 %, 

(iv) longueur des amorces entre 17 et 25 nucl®otides. 

Les s®quences des amorces utilis®es sont pr®sent®es dans le Tableau 3. Toutes les exp®riences 

ont inclus un contr¹le n®gatif sans ADNc (NTC) pour v®rifier lôabsence de contamination. 
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Les niveaux dôexpression g®nique ont ®t® analys®s selon la m®thode comparative du Ct (ȹȹCt). 

Lôexpression relative des g¯nes cibles a ®t® normalis®e ¨ celle dôun g¯ne de r®f®rence (Beta-2-

Microglobuline) puis aux cellules HS-5 seules comme ®chantillon de r®f®rence. Chaque 

condition exp®rimentale a ®t® analys®e en r®plicats techniques et biologiques, et les valeurs de 

Ct ont ®t® moyenn®es. 

Cibles Amorce sens (F) Amorce anti-sens (R) 

FN1 (Fibronectine) 5ô-GCAACTCTGTCAACGAAGG-3ô 5ô-GCATAATGGGAAACTGTGTAGG-3ô 

CCN1 (CYR61) 5ô-AGTGTACAGCAGCCTGAAA-3ô 5ô-CGTAAGTAAACCTGACTGGTTC-3ô 

 

CCN2 (CTGF) 5ô-CTGGAAGAGAACATTAAGAAGGG-3ô 

 

5ô-CTCAAACTTGATAGGCTTGGAG-3ô 

B-2-M (Beta-2-

Microglobuline) 

5ô-CTCCGTGGCCTTAGCTGTG-3ô 5ô-TTTGGAGTACGCTGGATAGCCT-3ô 

Tableau 3 : Liste des amorces utilis®es pour la qPCR. 

Immunofluorescence 

Les cellules stromales HS-5 ont ®t® ensemenc®es sur des lamelles de verre st®riles (coverslips) 

et incub®es ¨ 37 ÁC, 5 % de CO  pendant 24 ¨ 48 heures, selon le protocole exp®rimental, afin 

de permettre leur adh®sion. Pour certaines conditions, une coculture avec des cellules B-LLC a 

®t® r®alis®e ¨ un rapport de 1:10 (HS-5 : B-LLC) durant 24 heures, avant fixation. 

ê lôissue de lôincubation ou de la coculture, les cellules ont ®t® lav®es ¨ lôaide de PBS 

(Phosphate-Buffered Saline), puis fix®es avec une solution de paraformald®hyde ¨ 4 % et de 

sucrose ¨ 4 % pendant 20 minutes ¨ temp®rature ambiante. La r®action de fixation a ®t® 

neutralis®e par une incubation avec du chlorure dôammonium (NH Cl) pendant 10 minutes. 

Les cellules ont ensuite ®t® perm®abilis®es ¨ lôaide dôune solution de Triton X-100 ¨ 0,02 % 

pendant 15 minutes, puis les sites non sp®cifiques ont ®t® bloqu®s avec une solution de g®latine 

de peau de poisson ¨ 1 % pendant 60 minutes ¨ temp®rature ambiante. 

Le marquage du cytosquelette dôactine a ®t® effectu® ¨ lôaide dôun conjugu® Phalloµdine-Alexa 

Fluor 546 (Invitrogen, #22283), incub® pendant 60 minutes ¨ temp®rature ambiante. Une 

contre-coloration nucl®aire a ®t® r®alis®e avec du DAPI (4ǋ,6-diamidino-2-ph®nylindole) 

pendant 15 minutes. 
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Apr¯s les ®tapes de marquage, les lamelles ont ®t® mont®es sur lames ¨ lôaide du milieu de 

montage anti-att®nuation ProLongÊ Glass (Invitrogen, #P36980), puis conserv®es ¨ 4 ÁC ¨ 

lôabri de la lumi¯re jusquô¨ lôobservation. 

Lôimagerie a ®t® effectu®e ¨ lôaide dôun microscope invers® ¨ fluorescence Axio Observer D.1 

(Zeiss). Les signaux ont ®t® captur®s dans les canaux DAPI (excitation 350/50 nm et ®mission 

460/50 nm) et Texas Red (Phalloµdine) (excitation 545/25 nm et ®mission 605/70 nm). Pour les 

besoins de certaines exp®riences, des images en lumi¯re blanche (Bright Field) ont ®t® 

®galement acquises ¨ lôaide du m°me microscope. 

Cytom®trie en flux 

Les analyses par cytom®trie en flux ont ®t® r®alis®es afin de caract®riser les populations 

cellulaires, dô®valuer lôexpression de marqueurs sp®cifiques de surface ou dô®valuer 

sp®cifiquement la viabilit® cellulaire. Apr¯s les conditions exp®rimentales d®finies, les cellules 

ont ®t® r®colt®es, lav®es deux fois avec du tampon phosphate-buffered saline (PBS, Gibco) 

contenant 2% de SVF (Gibco). Les cellules ont ®t® resuspendues ¨ une concentration de 1 Ĭ 10  

cellules/mL. Lôensemble des anticorps utilis®s en cytom®trie en flux sont indiqu® dans le 

Tableau 4. 

Pour lôidentification des sous-populations cellulaires, un marquage en surface a ®t® r®alis® en 

incubant les cellules pendant 20 minutes ¨ 4ÁC ¨ lôabri de la lumi¯re avec des anticorps 

conjugu®s anti-CD90 (cellules HS-5) et anti-CD19 (cellules B-LLC). Lôensemble du processus 

de marquage a ®t® r®alis® dans du tampon de marquage (PBS + 2% SVF). Apr¯s incubations, 

les cellules ont ®t® lav®es deux fois avec ce tampon. 

Pour lô®tude de lôexpression membranaire de prot®ines dôadh®sion, les cellules ont ®t® incub®es 

pendant 20 minutes ¨ 4ÁC dans lôobscurit® avec les anticorps conjugu®s aux fluorochromes 

appropri®s (concentrations d®finis par le fabricant), dilu®s dans du tampon de marquage (PBS 

+ 2% SVF). Apr¯s incubation, les cellules ont ®t® lav®es deux fois ¨ lôaide du m°me tampon et 

resuspendues dans 300ÕL de PBS 2% SVF pour lôacquisition. Lôexclusion des cellules mortes 

a ®t® effectu®e ¨ lôaide du colorant de viabilit® BD HorizonÊ Fixable Viability Stain 440UV 

(BD Biosciences, #566332), selon les recommandations du fabricant. 

Pour les exp®riences de viabilit® cellulaire, le marquage des sous-populations cellulaire a ®t® 

suivi dôun marquage Annexin V / 7-AAD. Les cellules ont ®t® incub®es pendant 15 minutes ¨ 

temp®rature ambiante, ¨ lôobscurit®, dans un tampon de liaison compos® de 0,1 M dôHepes (pH 
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7,4), 1,4 M de NaCl et 25 mM de CaCl . Apr¯s marquage, les cellules ont ®t® lav®es une fois 

dans le m°me tampon de liaison, puis resuspendues dans ce tampon pour lôacquisition. 

LôAnnexin V a ®t® utilis®e pour marquer sp®cifiquement les cellules en apoptose pr®coce et le 

7-AAD les cellules en apoptose tardive (ou n®crotiques). Les cellules doublement n®gatives 

pour ces deux marqueurs ont ®t® consid®r®es comme viables. 

Lôacquisition des donn®es a ®t® effectu®e ¨ lôaide dôun cytom¯tre BD FACS Symphony A3Ê 

(BD Biosciences). Un minimum de 10 000 ®v¯nements a ®t® enregistr® par ®chantillon. 

Lôexclusion des d®bris et des doublons cellulaires a ®t® r®alis®e en utilisant les param¯tres 

FSC/SSC et lôanalyse de la largeur et de lôaire du FSC. 

Les donn®es ont ®t® analys®es avec le logiciel FlowJo v10 (BD Biosciences). Les populations 

dôint®r°t ont ®t® d®finies par des strat®gies de gating bas®es sur des t®moins non marqu®s, des 

isotypes, et des contr¹les FMO (Fluorescence Minus One). 

Cible Fluorochrome Isotype Fabricant R®f®rence 

7-AAD PerCP-Cy5.5 - BD biosciences 559925 

Annexin V APC - BD biosciences 550475 

CD5 BUV737 Mouse BALB/c 

IgG1, ə 

BD biosciences 612842 

CD19 APC-Cy7 Mouse BALB/c 

IgG1, ə 

BD biosciences 557791 

CD19 BV786 Mouse BALB/c 

IgG1, ə 

BD biosciences 563325 

CD29 BB515 Mouse BALB/c 

IgG1, ə 

BD biosciences 564565 

CD49d BV421 Mouse IgG1, ə BD biosciences 565277 

CD54 APC Mouse BALB/c 

IgG1, ə 

BD biosciences 559771 

CD90 BUV395 Mouse BALB/c 

IgG1, ə 

BD biosciences 563804 

CD90 PE-Cy5 Mouse BALB/c 

IgG1, ə 

BD biosciences 555597 

Isotype APC Mouse IgG1, ə BD biosciences 555751 
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Isotype BB515 Mouse BALB/c 

IgG1, ə 

BD biosciences 564416 

Isotype BV421 Mouse BALB/c 

IgG1, ə 

BD biosciences 562438 

Tableau 4 : Liste des anticorps utilis®s en cytom®trie en flux. 

Syst¯me rapporteur Hippo (HIP/HOP) 

Les cellules stromales HS-5 ont ®t® ensemenc®es 24h avant transfection puis transfect®es ¨ 

lôaide du r®actif JetPrime (Polyplus-Sartorius, #POL101000046), conform®ment aux 

recommandations du fabricant. Un syst¯me rapporteur bas® sur la lucif®rase a ®t® utilis® pour 

®valuer lôactivit® transcriptionnelle d®pendante de YAP/TEAD. Deux plasmides contenant des 

®l®ments de r®ponse TEAD ont ®t® utilis®s : HOP-flash (Addgene, #83467) et HIP-flash 

(Addgene, #83466) codant pour la lucif®rase Firefly, en association avec un plasmide de 

contr¹le REN codant pour la lucif®rase Renilla (Addgene, #27163) afin de normaliser 

lôefficacit® de transfection. 

Les cellules ont ®t® doublement transfect®es avec les plasmides rapporteurs (HOP-flash ou HIP-

flash) et le plasmide RNE. Quatre heures apr¯s la transfection, le milieu de transfection a ®t® 

remplac® afin dô®liminer le transfectant et les plasmides exc®dentaires. Suite au changement de 

milieu, des cocultures avec des lign®es B-LLC ont ®t® initi®es pour une dur®e de 24 heures. Les 

ratios HS-5 : B-LLC utilis®s dans ces cocultures sont de 1:5 (cocultures MEC) et 1 :10 

(cocultures B-LLC primaires). 

A lôissu des cocultures (24h post transfection), les cellules ont ®t® lys®es et lôactivit® lucif®rase 

a ®t® quantifi®e en deux ®tapes successives ¨ lôaide du kit Dual-Glo Luciferase Assay (Promega, 

#E2920), selon les instructions du fabricant. La luminescence de la lucif®rase Firefly a dôabord 

®t® mesur®e, suivie de celle de la lucif®rase Renilla, permettant une normalisation interne. 

Les mesures ont ®t® r®alis®es ¨ lôaide dôun lecteur de microplaque multimode Tristar 2 

(Berthold). Lôactivit® relative de transcription induite par YAP a ®t® exprim®e comme le rapport 

Firefly/Renilla, puis compar®e ¨ la condition contr¹le (HS-5 seules). 
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Analyses statistiques 

Lôensemble des analyses statistiques ainsi que la repr®sentation graphique des donn®es 

analys®es ont ®t® r®alis®s ¨ lôaide du logiciel GraphPad Prism (v8 ou sup®rieure). Les r®sultats 

sont pr®sent®s sous forme de moyenne Ñ erreur standard de la moyenne (SEM). 

Les tests statistiques ont ®t® choisis en fonction du type de donn®es et du design exp®rimental. 

Le test de Student (t-test) a ®t® utilis® pour comparer deux groupes, en version appari®e lorsque 

les mesures ®taient r®p®t®es sur les m°mes ®chantillons, et non appari®e pour les comparaisons 

entre groupes ind®pendants. Le test de Mann-Whitney a ®t® appliqu® lorsque les donn®es ne 

suivaient pas une distribution normale ou en cas de petits effectifs. Le test de Wilcoxon a ®t® 

utilis® pour les comparaisons appari®es non param®triques. La normalit® des distributions a ®t® 

v®rifi®e lorsque n®cessaire ¨ lôaide des tests int®gr®s dans GraphPad Prism. Une valeur de p < 

0,05 a ®t® consid®r®e comme statistiquement significative pour toutes les analyses. 

Les comparaison multiples ou analyses de variance (ANOVA) ont ®t® ®vit®es dans ce contexte, 

ou remplac®es par des tests appropri®s pour des comparaisons simples entre deux conditions. 
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R®sultats 

I. Reprogrammation m®tabolique (Reverse Warburg Effect) des 

cellules stromales par les cellules B-LLC 

Lôenvironnement tumoral joue un r¹le central dans la progression de la leuc®mie lymphoµde 

chronique (LLC). Il est d®sormais bien ®tabli que les cellules tumorales isol®es de LLC entrent 

rapidement en apoptose en l'absence dôun support stromal ou de signaux d®riv®s dôautres 

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 ®galement leur r®tention dans les organes lymphoµdes et leur expansion clonale. 

Les strat®gies th®rapeutiques modernes, telles que les inhibiteurs de la tyrosine kinase de Bruton 

(BTK) ï par exemple lôibrutinib, lôacalabrutinib ou le zanubrutinib ï visent pr®cis®ment ¨ 

interrompre cette communication d®l®t¯re et ¨ entra´ner la redistribution des cellules tumorales 

depuis les organes lymphoµdes (ganglions principalement) vers le sang p®riph®rique514,515. 

Toutefois, au-del¨ de ce soutien, des travaux r®cents ont mis en ®vidence que les cellules de 

LLC sont ®galement capables de reprogrammer activement leur microenvironnement en leur 

faveur, notamment en alt®rant la composition et lôorganisation du stroma lymphoµde484,508. 

Dans lô®tude pr®sent®e ci-apr¯s, nous avons cherch® ¨ caract®riser cette 

reprogrammation/®ducation stromale par les cellules de LLC sous un angle m®tabolique, en 

particulier ¨ travers lôinduction dôun m®tabolisme glycolytique accru dans les cellules 

stromales. Contrairement ¨ d'autres types de cellules tumorales qui exploitent la glycolyse 

a®robique pour leur propre m®tabolisme (effet Warburg), les cellules de LLC d®pendent 

principalement de la glutaminolyse et de lôoxydation des acides gras516. Toutefois, nous avons 

®mis lôhypoth¯se que ces cellules tumorales pourraient induire la glycolyse dans les cellules 

stromales afin dôutiliser les m®tabolites g®n®r®s, notamment le lactate. 

A lôaide dôun mod¯le de coculture sans contact (chambre de Boyden) constitu® de la lign®e de 

cellules stromales humaines HS-5 et des cellules de LLC de patients ou issues de la lign®e 

MEC-1, nous avons pr®c®demment identifi® par des approches multiomiques une 

reprogrammation transcriptionnelle (RNA-seq) et prot®ique (spectrom®trie de masse) dans les 

cellules HS-5 en pr®sence de cellules de LLC. Les r®sultats mettent en ®vidence une 

surexpression de g¯nes et de prot®ines li®s ¨ la glycolyse, comme ENO2, HK2, PGM1 ou 

GFPT2, ainsi quôune activation des voies de signalisation inflammatoire m®di®es par NF-əB et 
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mTORC1 ï voies connues pour leur r¹le dans la r®ponse stromale induite en pr®sence de 

cellules tumorales60,508. 

Les donn®es fonctionnelles obtenues au cours de ce travail de th¯se ont permis de confirmer 

que cette reprogrammation ne s'accompagne pas dôune augmentation de la prolif®ration 

stromale. Elle se traduit en revanche par un accroissement de l'activit® m®tabolique, caract®ris® 

par une augmentation de la consommation de glucose, de la production de ROS et de 

l'acidification du milieu. L'utilisation de lôanalyse m®tabolique Seahorse a r®v®l® 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 conditionn® par les 

cellules de LLC. 

Nous avons ensuite d®montr® que le lactate produit par les cellules HS-5 peut °tre capt® 

activement par les cellules de LLC, comme en t®moigne la diminution du lactate marqu® au ĭįC 

dans le milieu apr¯s incubation avec des cellules de LLC. Lôexpression du transporteur MCT4 

(export lactate) dans les cellules HS-5 ainsi que la capacit® des cellules de LLC ¨ internaliser 

le lactate sugg¯rent la mise en place dôun m®canisme m®tabolique de type ç Reverse Warburg 

effect è au profit des cellules tumorales517,518. 

Les effets fonctionnels du lactate sur les cellules de LLC ont ®t® ®tudi®s. Les r®sultats montrent 

une am®lioration de la survie cellulaire (test MTT), ainsi quôune augmentation de la 

phosphorylation des kinases BTK et ERK, accompagn®e dôune induction de c-Myc, t®moignant 

dôune activation accrue de la signalisation du BCR en r®ponse au lactate. 

Enfin, dans un mod¯le de x®nogreffe CAM (chorioallantoic membrane), nous avons mis en 

®vidence une augmentation significative de la proportion de cellules tumorales humaines 

CD19  en r®ponse ¨ la pr®sence de lactate, confirmant le r¹le favorable de ce m®tabolite dans 

lôexpansion tumorale in vivo. 

En r®sum®, ce travail montre que les cellules de LLC induisent une reprogrammation du 

m®tabolisme des cellules stromales qui se traduit par une augmentation de la production/export 

de lactate. Ce dernier peut ensuite °tre utilis® par les cellules tumorales comme source 

m®tabolique pour renforcer leur propre survie. Ces r®sultats mettent en lumi¯re un nouveau 

m®canisme dôadaptation m®tabolique au sein du microenvironnement tumoral de la LLC et 

sugg¯re que la voie m®tabolique du lactate pourrait constituer une potentielle cible dans le cadre 

de nouvelles strat®gies th®rapeutiques combin®es. Lôensemble de ces donn®es sont pr®sent®es 

dans la section suivante sous la forme dôun manuscrit en cours de finalisation pour prochaine 
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soumission ¨ Nature Communications (titre de lôarticle : 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 patientsô 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 ñReverse Warburg effectò 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 chickôs 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 chickôs 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 manufacturerôs 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 37ÁC 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 ŬMEM (Gibco) supplemented with 

10% fetal bovine serum (FBS, Sigma), 2 mM glutamine, 100 U/mL penicillin and 100 Õg/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 Õm 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 Õg/ml) 

or as plate-bound stimuli (20 Õg/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 manufacturerôs 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 200ɛL 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 150,000Ĭg for 30 min at 10ÁC, and the supernatant (protein 

sample) was collected. Protein concentrations were determined using the 2D Quant kit (GE 

Healthcare). For enzymatic digestion, 25 ɛg 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 37ÁC. After digestion, peptide samples were diluted to a 

concentration of 1 ɛg/ɛL. The digests (5 ɛg) were desalted by StageTips prepared manually (3 

layers of C18 phase stacked in a P10 cone). The peptide samples were analyzed quantitatively 

by ñLabel Freeò 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 Õm ID, 25 cm, 1.6 Õm). 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 ñControlò and ñTreatedò 

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 ñControlò and ñTreatedò 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 96È 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 ÕL of MTS reagent was added directly to each well containing 

100 ÕL of culture medium, and cells were incubated at 37 ÁC in 5% CO  for 1ï4 hours, 

depending on the cell type and treatment. Absorbance was measured at 490 nm using a 

microplate reader (Thermo Scientific MultiskanÊ 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 Ĭ 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 ÁC 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 ÁC for 20 minutes in the dark, followed by washing and 

resuspension in PBS for acquisition. Cells were analyzed using a BD FACS Symphony A3Ê 

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 MitoTrackerÊ 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 ÁC 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 A3Ê 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 manufacturerôs 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 ȹȹCt 

method and the values are expressed as 2-ȹȹCt. 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 ȹȹCt method and the values 

are expressed as 2-ȹȹCt. 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 ÕM NaF, 10 Õg/mL Aprotinin, 5 Õg/mL Leupeptin, 1 Õg/mL 

Pepstatin, 0,1M PMSF). Protein concentration was determined using the PierceÊ BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific), and absorbance was measured using a microplate reader 

(Thermo Scientific MultiskanÊ FC). 

Equal amounts of protein (30Õg) 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 ÁC, followed by HRP-

conjugated secondary antibodies. Immunoreactive bands were visualized using the ClarityÊ 

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 manufacturersô 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-ĭįC] glucose 

(Cambridge Isotope Laboratories, #CLM-1396-PK) or [U-ĭįC] 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 ï20ÁC 

until NMR analysis. 
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Supernatants from the culture were prepared as follows: 60 ɛL of a 10 mM trimethyl-silyl 

propionate (TMSP) with D2O solution was added to 540 ɛL supernatant samples. Solutions 

were mixed thoroughly, and 550 ɛL 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 90Á pulse length was automatically calibrated for each 

sample at around 10 ɛs. 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 (ŭ = 0 ppm) using Topspin software version 4.0.5 (Bruker GmbH, 

Rheinstetten, Germany). Signals at 5.25 ppm (Ŭ-glucose), 4.66 ppm (ɓ-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 ÕM. 

Chick embryo chorioallantoic membrane (CAM) model 

Fertilized white Leghorn chicken eggs were purchased from Granja Santa Isabel, S. L. 

(C·rdoba, Spain), and incubated for 9 days at 37ÁC at 55% humidity. At day 9 of their 

embryonic development, a window of an Ḑ2 cm-diameter was drilled on top of the air chamber 

of the eggshell. Then, 1 million of primary CLL cells were suspended in 25 ɛL RPMI medium 

containing 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and streptomycin, and 25 ɛL Matrigel. 

The mix was incubated for 15 minutes at 37ÁC 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 MannïWhitney U test (for unpaired data). For all 

tests, a p-value < 0.05 was considered statistically significant. Data are presented as mean Ñ 

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 Log  fold change (Log FC) versus ïlog  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 (Log FC) versus ïlog  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 Ñ 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 patientsô 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 patientsô 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 Ñ 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 patientsô 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 patientsô blood samples were used. Data are 

presented as mean Ñ 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 patientôs 

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 Ó 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 d®pendent ®troitement de leur microenvironnement pour assurer leur 

survie et leur prolif®ration. Afin de mimer ce dialogue tumoral inter-cellulaire en laboratoire, 

un mod¯le de coculture a ®t® d®velopp®, dans lequel des cellules B-LLC primaires sont 

d®pos®es directement sur une monocouche de cellules stromales de type HS-5, ®tablissant ainsi 

des contacts directs intercellulaires497. De pr®c®dentes exp®riences r®alis®es au sein de notre 

laboratoire ont mis en ®vidence la capacit® des cellules B-LLC ¨ adh®rer ¨ cette monocouche 

stromale. Ces observations sugg¯rent ®galement que lôadh®rence des cellules B-LLC aux 

cellules stromales est un ph®nom¯ne dynamique et quôil implique lô®tablissement de contacts 

cellulaires directs et transitoires entre cellules leuc®miques et stromales445. 

 Ces contacts physiques entre cellules repr®sentent un stress m®canique sur les cellules 

stromales, notamment via des forces de traction exerc®es au point dôadh®sion. Ce stress 

m®canique provoque des remaniements morphologiques importants, modifiant la tension du 

cytosquelette, la forme cellulaire, la polarit® et lôorganisation des jonctions intercellulaires et 

des adh®rences focales265,519. 

La lign®e HS-5 utilis®e dans nos mod¯les de coculture est une lign®e de cellules adh®rentes 

¨ lôaspect fibroblastique. Nous avons pu constater que lô®tablissement des cocultures entrainait 

de mani¯re syst®matique une modification de la forme des cellules HS-5 par microscopie 

optique. Plus pr®cis®ment, les cellules HS-5 semblent moins allong®es et pr®sentent une forme 

plus arrondie (Figure 13A). Afin de caract®riser plus finement ce changement de morphologie, 

nous avons utilis® lôimmunofluorescence afin de marquer le cytosquelette dôactine des cellules 

HS-5 et leuc®miques dans les cocultures (Figure 13B). Le marquage sp®cifique du cytosquelette 

dôactine nous permet de d®terminer certains param¯tres g®om®triques des cellules tels que leur 

p®rim¯tre et leur surface ¨ lôaide du logiciel ImageJ. Ces ®l®ments sont utilis®s pour calculer le 

Shape Factor, un param¯tre g®om®trique sans dimension permettant de comparer la forme r®elle 

dôun objet ¨ une forme de r®f®rence id®ale. 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 allong®e. 

Comme montr® dans la figure 13C, la coculture pendant 24 heures des cellules stromales HS-5 

avec des cellules B-LLC entra´ne une augmentation du Shape Factor des cellules HS-5, ce qui 

sugg¯re une transition vers une forme cellulaire plus sph®rique. Ces modifications 



tŀƎŜ мро ǎǳǊ нто 
 

morphologiques sugg¯rent un possible remodelage du cytosquelette des cellules HS-5 

lorsquôelles sont en contact avec des cellules B-LLC.  

Figure 13. Changement de forme des cellules stromales HS5 en pr®sence de B-LLC. (A) Observation 

des cellules HS-5 au microscope optique apr¯s 24h de culture en pr®sence ou non de cellules B-LLC 

(MEC). Les fl¯ches rouges mettent en ®vidence le changement morphologique en pr®sence de B-LLC. 

Les fl¯ches vertes indiquent les cellules B-LLC. Photographies prises num®riquement ¨ partir dôun 

grossissement x10. (B) Marquage du cytosquelette dôactine par phalloµdine dans les cellules stromales 

HS-5 ¨ lôissu de 24h de culture en pr®sence ou non de cellules B-LLC primaire. Le cytosquelette dôactine 

est marqu® en rouge ¨ lôaide de Phalloidine et les noyaux cellulaires en bleu ¨ lôaide du DAPI. Chaque 

image correspond ¨ un champ repr®sentatif de la forme des cellules observ®es. (C) Calcul du Shape 

Factor (ImageJ) des cellules HS-5 ̈  partir des images obtenues en immunofluorescence. La condition 

HS-5 seule repr®sente le Shape Factor moyen pour 32 cellules diff®rentes et 16 cellules diff®rentes pour 

la condition HS-5 + cellules B primaires (n = 1). Test statistique Mann-Whitney. Les barres d'erreurs 

indiquent la moyenne Ñ SEM. P-value ** < 0.01. 

Le cytosquelette dôactine ®tant un acteur central de la morphologie et de la dynamique 

cellulaire, sa r®gulation fait intervenir plusieurs voies de signalisation intracellulaires, dont celle 

des petites GTPases de la famille Rho. Ces GTPases sont connues pour moduler la 

polym®risation et lôorganisation des filaments dôactine178. Parmi celles-ci, RhoA joue un r¹le 

bien ®tabli dans la formation de fibres de stress, la contractilit® cellulaire et la r®gulation de la 

forme cellulaire229. 
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Afin dô®valuer lô®tat dôactivation de RhoA dans les cellules HS-5 en contact avec les cellules 

B-LLC, nous avons mis au point un protocole de tri n®gatif pour isoler les cellules HS-5 des 

cellules B-LLC ¨ la suite de leur coculture. Ce syst¯me est bas® sur lôutilisation de billes 

magn®tiques coupl®es ¨ un anticorps anti-CD19 qui retient les cellules B et permet dôisoler les 

cellules HS-5 (Figure 14A). 

Lôefficacit® du tri magn®tique a tout dôabord ®t® ®valu® par cytom®trie en flux en 

d®terminant la proportion de cellules HS-5 et de cellules B-LLC pr®sentes dans les diff®rentes 

fractions des cocultures (Figure 14B). Au regard des diff®rentes cocultures avec les lign®es de 

B-LLC (MEC) et les B-LLC primaires, lôenrichissement des cellules HS-5 r®cup®r®es est 

estim® ¨ environ 90%. 

Les tr¯s faibles quantit®s de cellules B CD19pos d®tect®es dans les ®chantillons tri®s de 

coculture (fraction adh®rente) est confirm® par western blot. Le niveau du signal du CD19 est 

en dessous de la limite de d®tection dans les ®chantillons prot®iques issus de cellules HS-5 tri®es 

(Figure 14C). Ainsi, ce syst¯me de tri magn®tique n®gatif nous permet de r®colter 

sp®cifiquement les cellules stromales HS-5 apr¯s quôelles aient ®tabli en cocultures des contacts 

directs avec les cellules B-LLC. 

Lô®tat dôactivation de RhoA, côest-̈-dire sa forme li®e au GTP, a ensuite ®t® mesur® ¨ lôaide 

dôun test biochimique de type Pull Down qui permet de pr®cipiter sp®cifiquement la fraction 

active de RhoA (RhoA-GTP) via sa capacit® ¨ se lier au domaine RBD de la Rhotekin. Cette 

approche a permis de mettre en ®vidence une diminution de la forme active de RhoA (RhoA-

GTP) dans les cellules HS-5 tri®es apr¯s 24h de coculture avec les MEC-1 (Figure 15). Ainsi, 

la diminution de lôactivit® de RhoA induite par les cellules B-LLC pourrait contribuer ¨ une 

dynamique cytosquelettique favorisant une morphologie cellulaire moins ®tal®e et plus 

sph®rique des cellules HS-5. 
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Figure 14. Syst¯me de tri magn®tique des cocultures. (A) Sch®ma explicatif du fonctionnement du tri 

magn®tique. La fraction adh®rente des cocultures est collect®e et m®lang®e avec des billes magn®tiques 

coupl®es ¨ un anticorps anti-CD19. Les cellules B-LLC (en bleue), exprimant le CD19, vont °tre retenu 

dans la colonne une fois cette derni¯re plac®e sur un support aimant®. Les cellules HS-5 (en rose) ne 

seront pas retenues par la colonne et seront collect® dans un tube. Suite ¨ cela, le retrait du support 

aimant® permet de r®colter les cellules B-LLC qui ®taient retenues dans la colonne. Sch®ma r®alis® sur 

Biorender.com. (B) Analyse par cytom®trie en flux des proportions de cellules HS-5 (CD90+) et de 

cellules B-LLC (CD19+) dans les diff®rentes fractions ¨ lôissu dôun tri magn®tique. Ces r®sultats sont 

repr®sentatifs de 2 exp®riences ind®pendantes (n = 2). (C) Analyse de lôexpression de CD19 par Western 
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Blot dans diff®rentes conditions de coculture (24h) avec ou sans tri magn®tique. Lôexpression de CD19 

a ®t® d®tect®e, et les niveaux de prot®ines ont ®t® normalis®s par rapport ¨ HSP90, utilis® comme 

contr¹le de charge. La figure de droite montre lôanalyse densitom®trique des bandes de CD19, exprim®e 

en niveaux relatifs apr¯s normalisation sur HSP90. Exp®rience r®alis®e une fois (n = 1). 

 

Figure 15. Analyse par pull-down de lôactivit® de RhoA (RhoA-GTP) dans les cellules HS-5 seules 

(HS5 only) ou en co-culture avec les cellules MEC-1 (coculture). Un contr¹le positif avec le GTP-ɔS 

a ®t® r®alis® (CTRL+). R®sultats repr®sentatifs de 3 exp®riences ind®pendantes (n = 3). 

B. Activation de la voie HIPPO dans les cellules stromales en coculture 

ê la lumi¯re des modifications morphologiques observ®es et de la diminution de l'activit® 

de RhoA-GTP, nous nous sommes int®ress®s ¨ la voie de signalisation Hippo qui est connue 

pour °tre un int®grateur cl® des signaux m®caniques intracellulaires. Cette voie joue un r¹le 

essentiel dans la r®gulation de lôactivit® des coactivateurs transcriptionnels YAP et TAZ en 

r®ponse ¨ des stimuli tels que la forme cellulaire, la densit®, ou encore la tension du complexe 

actomyosine265,295. 

En condition de faible tension cytosquelettique ou de forme cellulaire restreinte, la voie 

Hippo est activ®e, entra´nant la phosphorylation de YAP/TAZ par la kinase LATS et leur 

r®tention dans le cytoplasme puis leur d®gradation par le prot®asome. La r®tention 

cytoplasmique de YAP entraine une diminution de lôexpression de ses g¯nes cibles les plus 

connus, CYR61 et CTGF272. A lôinverse, des cellules ®tal®es qui pr®sente une forte contractilit® 

ð souvent d®pendante de lôactivit® de RhoAïROCK ð favorisent la translocation nucl®aire 

de YAP/TAZ et lôactivation des g¯nes cibles265,267,295. 

Apr¯s 24h de coculture suivi de lôisolement des cellules HS-5 par tri magn®tique, le niveau 

de phosphorylation de YAP sur la s®rine 127 a ®t® analys® dans ces cellules par Western blot 

(Figure 16A). Lôaugmentation de la phosphorylation S127 de YAP dans les cellules HS-5 

indique une activation de la voie Hippo. Lôactivation de cette voie a ®t® confirm®e en observant 
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une diminution de lôactivit® transcriptionnelle de YAP (Figure 16B). Cette activit® a ®t® ®valu®e 

¨ lôaide dôun syst¯me rapporteur sp®cifique, dans lequel le g¯ne de la lucif®rase est sous contr¹le 

dôun promoteur sp®cifique liant TEAD, lôun des principaux facteurs de transcription activ®s en 

aval de la voie Hippo520. Par ailleurs, lô®tude par qRT-PCR de lôexpression de certains g¯nes 

cibles de la voie Hippo (CYR61 et CTGF) dans des conditions similaires de cocultures sont 

®galement diminu®s (Figure 16C). 

Ainsi, lôensemble de ces r®sultats mettent en ®vidence une activation de la voie Hippo dans 

les cellules HS-5 au contact des cellules B-LLC. Lôactivation de la voie Hippo dans notre 

mod¯le se traduit notamment par une augmentation de la phosphorylation S127 de YAP 

(phosphorylation inhibitrice) et une diminution de son activit® 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 S®rine 127 dans les HS-5 ¨ lôissu de coculture 

de 24h (tri®e) par Western Blot. La Tubuline est utilis®e comme contr¹le de charge. Lôhistogramme 

repr®sente lôanalyse densitom®trique des bandes observ®es, exprim®e en niveaux relatifs apr¯s 

normalisation sur la tubuline. Les donn®es sont pr®sent®es sous forme de moyennes Ñ SEM. Un western 

blot repr®sentatif de 3 exp®riences ind®pendantes est montr®. (n = 3, *p < 0.05) (B) Syst¯me rapporteur 

HIP/HOP dans les cellules HS-5 en pr®sence de MEC (gauche) ou de B-LLC primaire (droite). Ce ratio 
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est le reflet de lôactivit® transcriptionnel de YAP dans les cellules stromales HS-5. Chaque ratio a ®t® 

normalis® par le signal des monocultures HS-5. Les donn®es sont pr®sent®es sous forme de moyennes 

Ñ SEM. Le test statistique utilis® est le t-test de Student appari® (n = 6, **p < 0.003). (C) Expression 

relative des g¯nes CYR61 (CCN1) et CTGF (CCN2) dans les cellules HS-5 en pr®sence ou non de 

cellules B-LLC (MEC) ¨ lôissu dôun tri magn®tique. Lôexpression des g¯nes cibles a ®t® mesur®e par 

RT-qPCR et normalis®e par rapport au g¯ne de r®f®rence B2M (Beta-2 microglobulin) puis aux cellules 

HS-5 seules comme ®chantillon de r®f®rence (m®thode ȹȹCt). Les donn®es sont pr®sent®es sous forme 

de moyennes Ñ SEM (n = 2). 

C. Modulation de lôexpression de YAP dans des lign®es stables HS5 

Les r®sultats pr®c®dents indiquent que les cellules B-LLC entraine une activation de la voie 

Hippo dans les cellules HS-5 lorsquôelles sont cultiv®es ensemble. Afin de mieux comprendre 

et caract®riser le r¹le de YAP dans les cellules HS-5, nous avons g®n®r® une lign®e de cellules 

HS-5 stables caract®ris®e par la surexpression dôune forme mut®e de YAP constitutivement 

active et d®nomm®e YAP 5SA 301. Le mutant YAP 5SA pr®sente une substitution dôune s®rine 

en alanine sur les positions 61, 109, 127, 164 et 381. Grace ¨ ces modifications, YAP 5SA ne 

peut plus °tre phosphoryl® par LATS (phosphorylation S127) et ®chappe ainsi ¨ la s®questration 

cytoplasmique par la prot®ine 14-3-3. De ce fait, ce mutant est constitutivement stabilis®, activ® 

et pourra se transloquer dans le noyau pour y jouer son r¹le de coactivateur transcriptionnel. A 

lôinverse, des strat®gies dôinhibitions ¨ base de siRNA ou de shRNA ont ®t® d®velopp® par 

diff®rentes soci®t®s pour cibler sp®cifiquement lôARNm de YAP afin dôinvalider son 

expression. Afin dô®valuer lôactivit® transcriptionnelle du mutant YAP 5SA, une transfection 

transitoire a dôabord ®t® r®alis®e dans les cellules HS-5 en utilisant le syst¯me rapporteur 

HIP/HOP et les r®sultats ont confirm® lôaugmentation de son activit® transcriptionnelle (Figure 

17A). Sur la base de ces r®sultats positifs, nous avons entrepris par le biais de transduction 

virale, la g®n®ration de lign®es HS-5 stables exprimant soit YAP 5SA soit le shYAP. Les cellules 

HS-5 transduites avec le vecteur viral pLKO vide ont ®t® utilis®es comme lign®e contr¹le. 

Afin de v®rifier les niveaux dôexpressions de YAP dans les lign®es stables YAP 5SA et 

shYAP, un western blot a ®t® r®alis® (Figure 17B). Lôaugmentation du signal (~5fois) observ®e 

par densitom®trie confirme lôexpression du mutant YAP 5SA dans les cellules. A lôinverse, une 

diminution du signal (~4fois) est observ®e dans la lign®e exprimant shYAP d®montrant 

lôefficacit® de lôinvalidation de la prot®ine. 

Afin dôanalyser la localisation cellulaire de YAP dans les lign®es g®n®r®es, nous avons 

®galement r®alis® un fractionnement cytoplasme/noyau (Figure 17C). Comme attendu, YAP 
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5SA est fortement enrichi dans le noyau mais il est ®galement augment® dans le cytoplasme par 

rapport aux cellules contr¹les PLKO. A lôinverse, le niveau de YAP dans les cellules shYAP est 

faible dans le cytoplasme et non d®tect® dans le noyau. Une exposition prolong®e de la 

membrane a n®anmoins permis de visualiser YAP dans les fractions nucl®aire des cellules 

PLKO et shYAP. De mani¯re notable, lôintensit® de ce signal nucl®aire r®siduel appara´t 

similaire entre les deux conditions. Ce r®sultat sugg¯re que, malgr® une diminution globale de 

lôabondance de YAP dans les cellules shYAP, la quantit® relative d®tect®e dans le noyau nôest 

pas significativement alt®r®e, ce qui pourrait refl®ter une stabilit® du transport nucl®aire dans 

ce contexte. Ainsi, lôensemble de ces r®sultats valident lô®tablissement de lign®es stables HS-5 

pr®sentant une modulation de la stabilit® (et de la localisation) de YAP et potentiellement de 

son activit® transcriptionnelle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Modulation de YAP dans les lign®es stables HS-5. (A) Syst¯me rapporteur HIP/HOP dans 

les cellules stromales HS-5 exprimant le mutant YAP 5SA. Le signal mesur® est le reflet de lôactivit® 

transcriptionnel de YAP dans les cellules HS-5. Le signal des HS-5 exprimant le mutant YAP 5SA 

(transitoire) a ®t® normalis® par le signal des cellules HS-5 non transfect®. Exp®rience r®alis®e une fois 
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(n=1).  (B) Mesure des niveaux de la prot®ine YAP dans des lysats totaux de cellules HS5 transduites 

avec diff®rents vecteurs viraux. Lôactine est utilis®e comme contr¹le de charge. La figure de droite 

montre lôanalyse densitom®trique des bandes observ®es, exprim®e en niveaux relatifs apr¯s 

normalisation sur lôactine. (C) Etude de la localisation de YAP dans les lign®es stables HS-5 PLKO, 

shYAP et YAP 5SA. Les niveaux de YAP ont ®t® ®valu® par western blot ¨ la suite dôun fractionnement 

cytoplasme/noyau. Les ®chantillons nucl®aires ont ®t® d®velopp®s avec un r®actif plus sensible (ECL 

MAX) pour am®liorer la d®tection du signal faible de YAP. La membrane est identique ¨ celle utilis®e 

pour la d®tection cytoplasmique (ECL), expos®e diff®remment. La tubuline a ®t® utilis®e comme contr¹le 

cytoplasmique. Lôimage est repr®sentative de trois exp®riences ind®pendantes (n=3). 

D. R¹le de YAP sur la morphologie des cellules stromales HS-5 

Apr¯s avoir mis en ®vidence dans les cocultures le changement de forme des cellules HS-5 

et lôactivation de la voie Hippo dans ces derni¯res, nous avons explor® le lien entre le niveau 

dôexpression de YAP et le remodelage morphologique. Bien que les observations en 

microscopie optique nôaient pas r®v®l® de diff®rences morphologiques particuli¯re entre les HS-

5 PLKO et shYAP, les cellules HS-5 YAP 5SA pr®sentent une morphologie plus aplatie et 

®tendue que les cellules contr¹les (Figure 18A). La r®duction dôintensit® lumineuse observ®e 

dans la condition YAP 5SA, en d®pit de conditions dôacquisition identiques, sugg¯re une 

modification des propri®t®s optiques locales du microenvironnement cellulaire. Ce ph®nom¯ne 

pourrait r®sulter de changements dans la composition ou lôorganisation de la matrice 

extracellulaire (MEC), connus pour influencer lôindice de r®fraction et la diffusion de la lumi¯re 

au sein des tissus. En effet, des ®tudes ant®rieures ont ®tabli que des variations dans la densit® 

fibrillaire, la teneur en collag¯ne ou la r®ticulation de la MEC peuvent alt®rer la transmission 

optique et g®n®rer des contrastes en microscopie ¨ lumi¯re transmise521,522. 

Afin dôappr®cier plus finement les modifications morphologique et cytosquelettique, une 

approche par immunofluorescence a ®t® effectu®e et les param¯tres de Shape Factor et Surface 

ont ®t® ®valu®s (Figure 18B).  
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Figure 18. R¹le de YAP dans la morphologie des cellules stromales. (A) Images en microscopie optique 

des cellules HS-5 PLKO, shYAP et YAP 5SA apr¯s 24h de monoculture. Photographies prises 

num®riquement ¨ partir dôun grossissement x10. (B) Coloration par phalloµdine des filaments dôactine 

(F-actine) dans les cellules HS-5 exprimant un vecteur contr¹le (PLKO), un shRNA anti-YAP (shYAP) 

ou YAP 5SA. Les images montrent des variations morphologiques et organisationnelles du cytosquelette 

dôactine selon le niveau dôactivit® de YAP. Chaque image correspond ¨ un champ repr®sentatif de la 

forme des cellules observ® lors dôune seule exp®rience (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 ̈  partir des 
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images obtenues en immunofluorescence (B). Le calcul des diff®rents param¯tres a ®t® r®alis®s 

automatiquement ¨ lôaide du logiciel ImageJ. Test statistique Mann-Whitney. Les barres d'erreurs 

indiquent la moyenne Ñ SEM. P-value **** < 0.0001. 

Les cellules YAP 5SA pr®sentent une morphologie plus ®tal®e, r®capitul®e par un Shape 

Factor diminu® et une surface (Area) augment® de fa­on significative par rapport aux cellules 

contr¹le (Figure 18C). Ainsi, ces observations confirment que la quantit® et la distribution 

cellulaire de YAP affectent la morphologie et la surface des cellules. 

Par ailleurs, il est int®ressant de noter que lors de la r®alisation de ces exp®riences 

dôimmunofluorescence, nous avons observ® un nombre de cellules par champs plus important 

dans la condition HS5 YAP 5SA comparativement aux autres conditions (Figure 18C). Cette 

observation sugg¯re que les cellules YAP 5SA adh¯rent de fa­on plus stable au support en verre 

utilis® pour lôimmunofluorescence, notamment par une r®gulation des mol®cules dôadh®sion ou 

des constituants de la matrice extra cellulaire. 

E. Implication de YAP (stromal) dans la viabilit® et lôadh®sion des B-LLC  

La LLC est caract®ris®e par une r®tention des cellules tumorales par les cellules du 

microenvironnement, ce qui permet de prolonger la survie et favoriser la prolif®ration des 

cellules leuc®miques au sein du microenvironnement483,484,523. Dans le but de mieux 

comprendre les m®canismes mol®culaires impliqu®s dans la r®tention et lôadh®sion des cellules 

B-LLC aux cellules HS-5, nous avons ®tudi® lôimpact de la modulation des niveaux 

dôexpression de YAP dans les cellules HS-5 sur la survie et lôadh®rence des cellules B-LLC. En 

effet, bien que les r®gulateurs en amont de la voie Hippo/YAP restent en grande partie 

m®connus, les ph®nom¯nes dôadh®sion cellulaire sont aujourdôhui consid®r®s comme des 

r®gulateurs majeurs de cette voie de signalisation271,325,524,525. 

Apr¯s avoir mis les cellules HS-5 transg®niques (PLKO, shYAP et YAP 5SA) en coculture 

avec des cellules B-LLC primaires pendant 72h, nous avons ®valu® le pourcentage de cellules 

B-LLC vivantes dans chaque coculture par cytom®trie en flux par mesure de lôAnnexin V et du 

7-AAD sur la sous-population CD90neg/CD19pos (Figure 19A). Lôutilisation dôAnnexin 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 viabilit® des cellules B-LLC en coculture avec 

les diff®rentes cellules HS-5 ne varie pas de fa­on significative. Ces r®sultats sugg¯rent que les 

niveaux de YAP stromales nôont pas dôimpact sur la survie des cellules B-LLC. 
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Nous avons pr®c®demment mis en ®vidence le caract¯re dynamique et rapide de lôadh®sion 

des B-LLC sur les cellules HS-5445. Dans ce contexte, nous avons ®valu® la capacit® dôadh®sion 

des cellules B-LLC primaires sur les diff®rentes cellules HS-5 transg®niques lors de cocultures 

de 4h. Pour cela, le nombre de B-LLC primaires pr®sentes dans la fraction adh®rente a ®t® 

d®termin® par comptage au bleu Trypan puis exprim® en pourcentage par rapport ¨ la totalit® 

des cellules B-LLC pr®sente dans les puits (fraction adh®rente + non adh®rente) (Figure 19C). 

De mani¯re int®ressante, nous avons pu constater une augmentation significative du 

pourcentage de B-LLC ayant adh®r® aux cellules HS-5 YAP 5SA comparativement aux cellules 

contr¹les (PLKO). Ces r®sultats sugg¯rent que la localisation nucl®aire de YAP favoriserait 

lôadh®sion des cellules B-LLC. N®anmoins, des exp®riences compl®mentaires ¨ lôaide de 

traceurs cellulaires fluorescent sont pr®vus pour confirmer ces r®sultats. 

 

Figure 19. R¹le de YAP (stromal) dans la survie et lôadh®sion des cellules B-LLC primaires. (A) Les 

cellules B-LLC primaires ont ®t® cocultiv®es pendant 72 h avec des cellules stromales HS-5 PLKO, 

shYAP ou 5SA. Strat®gie de gating repr®sentative utilis®e pour ®valuer la viabilit® des cellules B dans 

les diff®rentes cocultures. La caract®risation des cellules B-LLC vivantes a ®t® r®aliser ¨ partir de la 

taille des cellules (FSC/SSC), de lôexpression du marqueur CD19 et de lôexclusion des doublets (FSC-
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A/FSC-H). (B) Le nombre de cellules B vivantes (Annexin V  / 7-AAD ) a ®t® d®termin® ¨ partir des 

proportions obtenues par cytom®trie en flux et des comptages cellulaires r®alis®s au bleu Trypan dans 

les fractions adh®rentes et non adh®rentes des cocultures. Les donn®es sont issues de six exp®riences 

biologiques ind®pendantes (n=6). Les barres d'erreurs indiquent la moyenne Ñ SEM. Aucune diff®rence 

significative nôa ®t® observ®e entre les conditions (test de Wilcoxon appari®). (C) Pourcentage de 

cellules B-LLC retrouv®es dans la fraction adh®rente apr¯s coculture avec diff®rentes lign®es de cellules 

HS-5. Des cocultures de 4 heures ont ®t® r®alis®es entre des cellules B-LLC primaires et des cellules 

HS-5 PLKO, shYAP, ou YAP 5SA. Le pourcentage de cellules B-LLC retrouv®es dans la fraction 

adh®rente a ®t® d®termin® par comptage au bleu Trypan, en exploitant la diff®rence de taille cellulaire 

pour discriminer les cellules B-LLC des cellules HS-5. Le pourcentage correspond ¨ la proportion de 

cellules B-LLC adh®rentes rapport®e au nombre total de cellules B-LLC (adh®rentes + non adh®rentes) 

par puit. Les donn®es sont issues de six exp®riences biologiques ind®pendantes (n=6). Test statistique 

Wilcoxon. Les barres d'erreurs indiquent la moyenne Ñ SEM. P-value * < 0.05. 

F. R¹le de YAP et de la coculture dans lôexpression des prot®ines dôadh®sion par 

les cellules HS-5 transg®nique 

Suite ¨ lôobservation dôune meilleure adh®rence des cellules B-LLC sur les cellules HS-5 

exprimant la forme mut®e YAP 5SA, nous avons ®mis lôhypoth¯se que cette mutation pouvait 

moduler lôexpression de mol®cules dôadh®sion ¨ la surface des cellules stromales, facilitant 

ainsi les interactions cellule-cellule. Afin dôexplorer cette possibilit®, nous avons ®valu® par 

cytom®trie en flux dans les diff®rentes cellules HS-5, lôexpression membranaire de prot®ines 

dôadh®sion cl®s telles que lôint®grine ɓ1 (CD29), lôint®grine Ŭ4 (CD49d), ICAM-1 (CD54) et 

Thy-1 (CD90). Ces mol®cules ont ®t® choisies en raison de leur r¹le bien ®tabli dans lôadh®sion 

cellulaire et lôinteraction avec les cellules immunitaires dans le microenvironnement 

tumoral526,527,528,529. 

Le niveau dôexpression membranaire des int®grines ɓ1 (CD29) et Ŭ4 (CD49d) ainsi que 

celui dôICAM-1 (CD54) ne montre pas de diff®rence significative entre les diff®rentes 

conditions, que les cellules HS-5 aient ®t® cultiv®es seules ou en pr®sence des cellules B-LLC 

(Figure 20A). En revanche, une augmentation significative du niveau dôexpression 

membranaire de Thy-1 (CD90) est observ® dans les cellules HS-5 YAP 5SA comparativement 

aux cellules HS-5 PLKO contr¹le (Figure 20B). A lôinverse, des niveaux plus bas de CD90 ont 

®t® retrouv® dans les HS-5 shYAP comparativement aux cellules HS-5 contr¹les. Ces r®sultats 

sugg¯rent que YAP pourrait moduler lôexpression de CD90 et des ®tudes suppl®mentaires sont 

n®cessaires pour confirmer ce r®sultat et d®terminer si cette r®gulation sôeffectue au niveau 

transcriptionnel ou post-transcriptionnel. Il est important de souligner que la mol®cule Thy-1 
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(CD90) est utilis® comme marqueur de cellules stromales. Ainsi la modulation de son niveau 

dôexpression pourrait refl®ter un processus de diff®renciation qui serait d®pendant de YAP. 

Figure 20. Analyse de lôexpression membranaire des prot®ines dôadh®sion dans les lign®es HS-5 

transg®niques en pr®sence ou non de cellules B-LLC primaire (cytom®trie en flux). (A) Expression de 

surface des int®grines CD29, CD49d et de la mol®cule dôadh®sion CD54 dans les lign®es HS-5 PLKO, 

shYAP et YAP 5SA, en culture seule ou apr¯s 24h de coculture avec des cellules B-LLC primaires (ratio 

1 HS-5 : 10 B-LLC). Les r®sultats sont pr®sent®s sous forme de barplots de lôintensit® moyenne de 

fluorescence (MFI) Ñ SEM mesur®e par cytom®trie en flux. (B) Expression membranaire de CD90 (Thy-

1) analys®e dans les m°mes conditions exp®rimentales. Lôensemble de ces donn®es sont issues de 6 

exp®riences biologiques ind®pendantes. Test statistique Mann-Whitney. Les barres d'erreurs indiquent 

la moyenne Ñ SEM. P-value * < 0.05. 
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G. Modulation des complexes dôadh®sion focaux dans les lign®es HS-5 

transg®niques 

En parall¯le de lôanalyse des mol®cules dôadh®sion membranaires, nous avons explor® les 

m®canismes intracellulaires pouvant sous-tendre les diff®rences observ®es dôadh®rence des 

cellules B-LLC sur les cellules HS-5 en fonction du statut dôactivation de YAP dans ces 

derni¯res. Les complexes dôadh®sion focaux, organis®s autour des prot®ines FAK et Paxilin, 

assurent la liaison m®canique et fonctionnelle entre les int®grines membranaires et le 

cytosquelette dôactine329,330. 

La phosphorylation de FAK sur le r®sidu tyrosine 397 (Y397) constitue un ®v®nement 

pr®coce et essentiel pour son activation, permettant notamment le recrutement de la kinase Src 

et la propagation du signal dôadh®sion530. De m°me, la phosphorylation de la paxilline sur la 

tyrosine 118 (Y118) est impliqu®e dans la r®gulation de la dynamique des points focaux, en 

facilitant lôinteraction avec dôautres composants du complexe et lôorganisation du 

cytosquelette531,532. 

Dans ce contexte, lô®tat dôactivation ainsi que la forme totale des prot®ines FAK et PAX 

dans les cellules HS-5 shYAP et YAP 5SA, en pr®sence ou non de cellules B-LLC, ont ®t® 

®valu®s par western blot (Figure 21A-B). Les r®sultats montrent une diminution notable, 

dôenviron deux fois, des niveaux de la forme totale de la prot®ine FAK dans les trois types de 

cellules HS-5 transg®niques cocultiv®es avec des cellules B-LLC (Figure 21A). Des r®sultats 

comparables ont ®t® obtenus pour la prot®ine PAX (Figure 21B). Ces donn®es sugg¯rent que la 

diminution de lôabondance des formes totales de FAK et de PAX serait principalement induite 

par la pr®sence des cellules B-LLC, ind®pendamment du statut dôexpression de YAP dans les 

cellules HS-5. Ainsi, la coculture semble exercer une influence directe sur lôorganisation des 

complexes dôadh®sion focale, traduisant possiblement un remodelage de ces structures en 

r®ponse aux signaux ®mis par les cellules leuc®miques. 

Lôanalyse des formes phosphoryl®es de FAK et PAX ne montre pas de modulation aussi 

nette que celle des formes totales (Figure 21A et 21B). Cependant, ces r®sultats laissent tout de 

m°me des indications sur une modulation subtile de lô®tat dôactivation de ces prot®ines. Il nôest 

pas possible ¨ ce stade de conclure avec certitude quant ¨ une activation fonctionnelle des 

complexes dôadh®sion focale dans ce contexte. Des exp®riences compl®mentaires sont 

n®cessaires pour explorer plus en d®tail cet aspect. 



tŀƎŜ мст ǎǳǊ нто 
 

N®anmoins, lôensemble de ces r®sultats renforcent lôhypoth¯se selon laquelle le 

microenvironnement tumoral, notamment par lôinterm®diaire des cellules stromales, 

contribuerait ¨ la r®gulation fine des interactions entre les cellules leuc®miques et le 

compartiment cellulaire du microenvironnement tumoral. Ce processus pourrait notamment 

impliquer une modulation quantitative des composants constituants les complexes dôadh®sion, 

susceptible dôaffecter leur dynamique et leur stabilit®. 

 

Figure 21. Modulation des complexes dôadh®sion focaux dans les lign®es stromales HS-5 

transg®niques apr¯s coculture avec des cellules B-LLC. Analyse par Western blot de lôexpression 

prot®ique 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 apr¯s coculture de 24h avec des cellules B-LLC (lign®e MEC). Les 

cellules HS-5 ont ®t® tri®e magn®tiquement ¨ lôissu de chaque culture. La tubuline est utilis®e comme 

contr¹le de charge dans lôensemble des r®sultats pr®sent®s. Les valeurs sous chaque bande repr®sentent 

la quantification par densitom®trie de la prot®ine cible, normalis® par le contr¹le de charge et exprim® 

relativement ¨ la condition contr¹le correspondante. Chaque condition de coculture a ®t® normalis® par 

son ®quivalent en monoculture. Lôensemble des r®sultats de la figure sont repr®sentatifs de 3 exp®riences 

ind®pendantes (n=3). 
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H. Modulation de la fibronectine dans les cellules HS-5 transg®niques 

Les travaux men®s par lô®quipe de Piccolo et al. en 2011 ont montr® que YAP se localise dans 

le noyau et devient transcriptionnellement actif lorsque les cellules sont cultiv®es sur une 

matrice rigide, alors quôil est retenu dans le cytoplasme ¨ lô®tat inactif sur une matrice souple267. 

Les analyses prot®omiques et transcriptomiques pr®c®demment r®alis®s dans le laboratoire ont 

mis en ®vidence, dans les cellules HS-5 en coculture, une diminution de lôexpression de certains 

constituant de la matrice extracellulaire tels que le collag¯ne type VI alpha 2 (COL6A2) et la 

Fibronectine (FN1). De plus, une augmentation dôenzymes impliqu®es dans la maturation du 

collag¯ne et, de mani¯re plus globale, dans le remodelage de la matrice extracellulaire 

(COLGALT1, PLOD1, Tenascine) a ®galement ®t® observ®e dans ces ®tudes omiques. Nous 

avons donc analys® les niveaux dôexpression de la fibronectine, une glycoprot®ine majeure de 

la MEC, largement impliqu®e dans lôadh®sion, la migration et la survie cellulaire. Elle interagit 

directement avec les int®grines, notamment VLA-4 (Ŭ4ɓ1) et VLA-5 (Ŭ5ɓ1) exprim®es par les 

cellules h®matopoµ®tiques, facilitant ainsi leur ancrage au stroma533,534.  

Les figures 22A et 22B montrent une diminution de lôexpression de la fibronectine, ¨ la fois 

au niveau prot®ique et transcriptionnel, dans lôensemble des cellules HS-5 transg®niques 

cocultiv®es avec les cellules B-LLC. De plus, en absence de coculture, les niveaux de 

fibronectine apparaissent plus faibles, ¨ la fois au niveau prot®ique et transcriptionnel, dans les 

cellules HS-5 YAP 5SA comparativement aux cellules contr¹les et shYAP (Figure 22A et 22B). 

Ces r®sultats sugg¯rent que lôactivation constitutive de YAP pourrait contribuer ¨ une r®duction 

de lôexpression basale de fibronectine. De plus, la diminution du niveau dôexpression de la 

fibronectine induite par les cellules tumorales dans les cellules stromales sous-tend lôhypoth¯se 

dôun remodelage de la MEC qui pourrait °tre d®pendant de YAP. 
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 Figure 22. Expression de la fibronectine dans les cellules stromales HS-5 transg®niques en pr®sence 

ou non de cellules B-LLC. (A) Analyse par Western blot des niveaux de fibronectine dans les lign®es 

HS-5 PLKO, shYAP et YAP 5SA en culture seule ou apr¯s 24 h de coculture avec des cellules B-LLC 

(lign®e MEC). Les cellules HS-5 ont ®t® tri®e magn®tiquement ¨ lôissu de chaque culture. La tubuline 

est utilis®e comme contr¹le de charge. Les valeurs sous chaque bande repr®sentent la quantification par 

densitom®trie de la prot®ine cible, normalis® par le contr¹le de charge et exprim® relativement ¨ la 

condition contr¹le correspondante. R®sultat repr®sentatif de trois exp®riences ind®pendantes (n=3). (B) 

Analyse par qRT-PCR du niveau dôexpression transcriptionnelle de FN1 (Fibronectine) dans les m°mes 

conditions, apr¯s extraction de lôARN des cellules HS-5 tri®es. Lôexpression a ®t® normalis®e au g¯ne 

de r®f®rence B2M. Les r®sultats sont repr®sent®s sous forme de barplots (moyenne Ñ SEM) ¨ partir de 

deux exp®riences biologiques ind®pendantes (n=2). 

I. Modulation des cat®nines dans les lign®es HS-5 transg®niques 

Dans le prolongement de notre exploration des m®canismes impliqu®s dans lôaugmentation 

de lôadh®sion des cellules B-LLC aux cellules HS-5 exprimant YAP 5SA, nous avons ®largi 

notre analyse ¨ un autre aspect fondamental de cette interaction. Nous nous sommes 

sp®cifiquement int®ress®s au remodelage m®canique et morphologique des cellules stromales 

induit par les contacts directs avec les cellules tumorales. Ces contacts mettent en jeu des 

interactions cadh®rines-cat®nines intracellulaires qui assurent la jonction avec le 

cytosquelette535,536,537.  

En lôabsence de coculture, nous avons observ® une tendance ¨ lôaugmentation du niveau 

basal de lôŬ-cat®nine et de la ɓ-cat®nine dans les cellules HS-5 YAP 5SA comparativement aux 

cellules contr¹les et shYAP (Figure 23A et 23B). De plus, aucune diff®rence nôa ®t® observ® 

entre les conditions contr¹le et shYAP. Lorsque les cellules HS-5 sont cocultiv®es avec des 
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cellules B-LLC, une tendance ¨ la diminution des cat®nines Ŭ et ɓ dans toutes les cellules HS-

5 transg®niques a ®galement ®t® observ®e (Figure 23C et 23D). 

Ces r®sultats sugg¯rent que la surexpression de YAP dans les cellules HS-5 augmente le 

niveau basal dôŬ-cat®nine et de ɓ-cat®nine. Cette observation est compatible avec lôid®e que 

YAP pourrait moduler lôorganisation des jonctions adh®rentes, possiblement en renfor­ant leur 

stabilit® ou leur fonctionnement mol®culaire538,539,540. Plusieurs ®tudes ont d®montr® que la 

surexpression de YAP favorisait une stabilisation de lôŬ-cat®nine et de la ɓ-cat®nine dans les 

jonctions adh®rentes541,542. Par ailleurs, nos r®sultats montrent que la coculture avec les cellules 

B-LLC entra´ne une diminution des niveaux dôŬ- et de ɓ-cat®nine dans toutes les conditions de 

cellules HS-5, ind®pendamment de lôexpression de YAP. Cette tendance refl¯te un remodelage 

des jonctions dôadh®rence induit par les contacts directs avec les cellules tumorales. Ce 

ph®nom¯ne pourrait participer ¨ la r®organisation m®canique ou morphologique des cellules 

HS-5 observ®e dans ce contexte, en lien avec lôactivation de la voie Hippo d®j¨ document®e 

lors de stimulations m®caniques ou de pertes de tension intercellulaire. 

Lôensemble de ces donn®es soutiennent lôhypoth¯se selon laquelle les cat®nines pourraient 

repr®senter un point dôint®gration entre lôadh®rence intercellulaire et la signalisation YAP. Des 

analyses fonctionnelles compl®mentaires seraient n®cessaires pour d®terminer si la r®gulation 

des cat®nines par YAP (ou r®ciproquement) joue un r¹le actif dans lô®tablissement des 

interactions cellules B-LLC/cellules HS-5. 

Dans lôensemble, nos r®sultats montrent que la pr®sence des cellules B-LLC induit des 

modifications morphologiques notables des cellules stromales HS-5, sugg®rant un remodelage 

du cytosquelette. Un protocole de tri magn®tique n®gatif a permis de r®v®ler une diminution de 

lôactivit® de la GTPase RhoA dans les HS-5 expos®es aux B-LLC. Parall¯lement, une activation 

de la voie Hippo a ®t® mise en ®vidence par lôaugmentation de la phosphorylation de YAP 

(S127), la r®duction de son activit® transcriptionnelle (syst¯me rapporteur), ainsi que la 

diminution de lôexpression de g¯nes cibles comme CYR61 et CTGF. Afin de mieux cerner le 

r¹le de YAP, des lign®es HS-5 transg®niques exprimant YAP 5SA (forme constitutivement 

active) ou un shRNA dirig® contre YAP (shYAP) ont ®t® g®n®r®es. Les cellules YAP 5SA 

pr®sentent une morphologie plus ®tal®e, une meilleure adh®rence au support, ainsi quôune 

alt®ration des propri®t®s optiques de leur environnement imm®diat. Bien que la modulation de 

YAP nôait pas affect® la survie des cellules B-LLC en coculture, la pr®sence nucl®aire de YAP 

(YAP 5SA) semble favoriser leur adh®rence aux cellules stromales. Aucune modification 

significative nôa ®t® observ®e concernant lôexpression des int®grines ɓ1, Ŭ4 ou ICAM-1, mais 
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une r®gulation diff®rentielle de CD90 a ®t® not®e, avec une augmentation dans les cellules YAP 

5SA et une diminution dans les cellules shYAP. Lôanalyse des prot®ines dôadh®sion focale FAK 

et PAX a r®v®l® une r®duction de leurs formes totales apr¯s coculture, quel que soit le statut de 

YAP. Par ailleurs, la fibronectine est r®duite ¨ la fois au niveau prot®ique et transcriptionnel 

dans toutes les lign®es HS-5 apr¯s coculture, et son expression basale est plus faible dans les 

cellules YAP 5SA. Enfin, une augmentation de lôalpha- et de la beta-cat®nine a ®t® observ®e 

dans les cellules YAP 5SA en condition basale, alors quôune tendance ¨ la diminution de ces 

prot®ines est retrouv®e dans lôensemble des lign®es transg®niques apr¯s coculture. 

 Figure 23. Modulation des cat®nines dans les lign®es stromales HS-5 transg®niques apr¯s 

coculture avec des cellules B-LLC.  (A-B) Analyse par Western blot de lôexpression prot®ique de lôŬ-

cat®nine (A) et de la ɓ-cat®nine (B) dans les cellules HS-5 PLKO, shYAP et YAP 5SA en culture seule. 

Western blot repr®sentatif de 6 exp®riences ind®pendantes (n=6). (C-D) Analyse par Western blot de 

lôexpression prot®ique de lôŬ-cat®nine (C) et de la ɓ-cat®nine (D) dans les cellules HS-5 PLKO, shYAP 

et YAP 5SA apr¯s coculture de 24h avec des cellules B-LLC (lign®e MEC). Les cellules HS-5 ont ®t® 

tri®e magn®tiquement ¨ lôissu de chaque culture. Chaque condition de coculture a ®t® normalis® par son 

®quivalent en monoculture. Western blot repr®sentatif de 3 exp®riences ind®pendantes (n=3). (A-D) La 

tubuline est utilis®e comme contr¹le de charge dans lôensemble des r®sultats pr®sent®s. Les valeurs sous 
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chaque bande repr®sentent la quantification par densitom®trie de la prot®ine cible, normalis® par le 

contr¹le de charge et exprim® relativement ¨ la condition contr¹le correspondante. 

Discussion 

La LLC est une h®mopathie maligne caract®ris®e par lôaccumulation anormale de lymphocytes 

B matures dans le sang p®riph®rique, la moelle osseuse et les organes lymphoµdes secondaires. 

Si les anomalies g®n®tiques et les voies de signalisation intrins¯ques aux cellules leuc®miques 

ont ®t® largement ®tudi®es543,544, un consensus sôest ®tabli ces derni¯res ann®es autour du r¹le 

d®terminant du microenvironnement tumoral dans le maintien, la progression et la r®sistance 

th®rapeutique de la maladie545,546. Les cellules B-LLC ®voluent au sein de niches sp®cialis®es, 

o½ elles re­oivent des signaux de survie, de prolif®ration et de protection contre les agents 

th®rapeutiques. 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 sôop¯re via des interactions mol®culaires (int®grines, 

chimiokines, cytokines), mais ®galement via des m®canismes plus r®cents et encore peu 

caract®ris®s, tels que la reprogrammation m®tabolique du stroma ou la modulation de ses 

propri®t®s m®caniques. 

Dans ce travail de th¯se, nous avons explor® ces dimensions ®mergentes du dialogue 

leuc®mie/microenvironnement, en posant lôobservation que les cellules B-LLC sont capables 

de modifier activement leur niche pour en faire un espace favorable ¨ leur survie et leur 

diss®mination. Deux axes compl®mentaires ont ainsi ®t® d®velopp®s. Le premier sôest int®ress® 

¨ la mani¯re dont les cellules B-LLC induisent une reprogrammation glycolytique des cellules 

stromales, conduisant ¨ la production accrue de lactate ï un m®tabolite utilis® ensuite comme 

source ®nerg®tique516,517,549. Le second axe de cette ®tude est bas® sur lôobservation selon 

laquelle lôinteraction des cellules B-LLC avec les cellules stromales pourrait induire lôactivation 

de voies de m®cano-transduction. Nous avons donc ®tudi® la voie Hippo/YAP connue pour 

r®guler la r®ponse cellulaire aux signaux m®caniques et r®gulant la prolif®ration et la 

diff®renciation cellulaire295,550. 

Bien que ces deux volets aient ®t® trait®s de fa­on ind®pendante, ils sôinscrivent dans une 

probl®matique commune : comprendre comment les cellules leuc®miques exploitent et 

modifient leur environnement pour renforcer leur plasticit®, leur adaptabilit® et leur r®silience.  
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Axe 1 - Reprogrammation m®tabolique (Reverse Warburg Effect) des 

cellules stromales par les cellules B-LLC 

Les r®sultats obtenus dans le premier axe montrent que les cellules B-LLC exercent une 

influence active sur le microenvironnement, notamment par la reprogrammation m®tabolique 

des cellules stromales. En coculture, les cellules stromales pr®sentent une activation 

transcriptionnelle et prot®ique de voies m®taboliques, en particulier glycolytiques, traduisant 

une orientation m®tabolique accrue vers la production de lactate. Ce m®tabolite est ensuite capt® 

et utilis® par les cellules B-LLC, renfor­ant leur survie et leur signalisation, via notamment 

lôactivation de la voie BCR. Ces observations sôinscrivent dans le concept du ç Reverse 

Warburg effect è, o½ les cellules tumorales induisent un m®tabolisme glycolytique dans les 

cellules du stroma pour, en retour, b®n®ficier de m®tabolites s®cr®t®s par ces derni¯res517,551. 

La captation du lactate par les cellules B-LLC sugg¯re une flexibilit® m®tabolique particuli¯re, 

coh®rente avec leur faible utilisation du glucose comme substrat ®nerg®tique primaire516,552. En 

effet, les cellules B-LLC utilisent pr®f®rentiellement lôoxydation des acides gras et la glutamine 

comme source ®nerg®tique pour alimenter leur m®tabolisme mitochondrial549,553. Dans notre 

®tude, l'ajout de lactate stimule l'activit® m®tabolique des cellules B-LLC, favorise la 

signalisation BCR (via BTK, ERK et c-MYC) et conf¯re un avantage de survie in vitro et in 

vivo (mod¯le CAM). En parall¯le, le blocage de son importation (via lôinhibition de SLC5A12) 

diminue la survie cellulaire, sugg®rant que le m®tabolisme du lactate constitue une cible 

th®rapeutique ¨ explorer dans la LLC. Ce concept est en cours d'®valuation dans d'autres 

h®mopathies, notamment par des inhibiteurs de MCT1 comme lôAZD3965 dans le lymphome 

B diffus ¨ grandes cellules (DLBCL)554. 

Par ailleurs, nos donn®es transcriptomiques montrent une activation claire de la signalisation 

du TGF-ɓ dans les cellules stromales cocultiv®es avec les B-LLC. Il a ®t® d®crit que le TGF-ɓ 

est impliqu® dans la reprogrammation stromale et nos donn®es sont coh®rentes avec la 

litt®rature qui d®montre que les cellules B-LLC produisent des niveaux ®lev®s de TGF-ɓ 555,556. 

Le TGF-ɓ est un inducteur cl® de la diff®renciation des cellules stromales en CAFs et il favorise 

une reprogrammation m®tabolique des CAFs avec activation de la glycolyse, production de 

ROS et s®cr®tion de m®tabolites pro-tumoraux87,557,558. La convergence entre nos r®sultats de 

transcriptomique et ce paradigme sugg¯re que les B-LLC pourraient induire un ph®notype CAF-

like dans les cellules stromales par lôinterm®diaire du TGF-ɓ et ce m®canisme m®rite une 

investigation fonctionnelle approfondie. 
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En lien avec cette hypoth¯se, notre ®tude montre que les cellules stromales cocultiv®es avec les 

B-LLC pr®sentent une augmentation significative de la production de ROS et de la masse 

mitochondriale, traduisant un stress oxydatif ®lev®. Ce ph®nom¯ne est souvent observ® dans les 

CAFs et associ® ¨ une activation de la glycolyse ainsi quô¨ une modulation de la signalisation 

par les ROS559. Lôaugmentation de la masse mitochondriale pourrait refl®ter une adaptation 

bio®nerg®tique des cellules stromales afin de soutenir leur activit® m®tabolique, ou encore une 

alt®ration de la dynamique mitochondriale (fusion/fission). Ces observations ouvrent des pistes 

importantes : il serait int®ressant dô®tudier les cons®quences de ce stress oxydatif sur la s®cr®tion 

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 °tre sensibles au lactate et ¨ lô®tat redox du 

microenvironnement560. 

Au travers de cette ®tude, nous avons pu identifier le lactate comme un composant de la 

reprogrammation m®tabolique active des cellules stromales HS-5. N®anmoins, il pourrait °tre 

tout ¨ fait int®ressant dô®largir lôanalyse ¨ dôautres composants ou voies m®taboliques 

potentiellement influenc®s par les cellules B-LLC. Plusieurs travaux ont montr® que les cellules 

B-LLC exploitent pr®f®rentiellement les acides gras comme source de carbone pour alimenter 

la ɓ-oxydation et la cha´ne respiratoire mitochondriale549,553. Lôexploration de cette d®pendance 

pourrait constituer une piste dô®tude int®ressante cons®cutive ¨ nos travaux. Dans ce contexte 

et bien que les cellules stromales HS-5 pr®sentent une certaine plasticit®, elles ne sont pas 

capables de se diff®rencier fonctionnellement en cellules adipocytaires. Il serait ainsi pertinent 

d'utiliser des mod¯les compl®mentaires, tels que les lign®es hMADS ou 3T3-L1 qui sont, 

connues pour leur capacit® ¨ se diff®rencier en un ph®notype adipocytaire fonctionnel, 

notamment via l'accumulation de lipides, l'expression de g¯nes adipocytaires majeurs (PPARɔ, 

aP2, adiponectine), et lô®tablissement dôune activit® m®tabolique comparable aux adipocytes 

matures in vivo561,562,563. Lôutilisation dôun tel mod¯le pourrait permettre de d®terminer si les 

cellules B-LLC sont ®galement capables de d®tourner ̈ leur profit dôautres voies m®taboliques 

activ®es dans les cellules du microenvironnement. 

Dans la continuit® de cette exploration des interactions entre cellules stromales et tumorales, 

nous avons orient® notre analyse vers une dimension compl®mentaire ¨ savoir, celle des signaux 

m®caniques. Contrairement aux investigations m®taboliques qui reposaient sur lôexploitation 

de donn®es omiques r®alis®es en amont, ce second axe sôappuie sur des travaux ant®rieurs du 

laboratoire ayant mis en ®vidence des propri®t®s dôadh®sion dynamique des cellules B-LLC en 
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contact avec les cellules stromales445. Ces observations sugg®raient que les cellules tumorales 

pourraient ®galement influencer leur environnement cellulaire via des contraintes m®caniques 

locales. 

Dans le cadre de ce travail de th¯se, nous avons choisi de nous concentrer sur le r¹le m®cano-

sensible de la prot®ine YAP et plus particuli¯rement sur son activation dans les cellules 

stromales en r®ponse aux contacts avec les cellules B-LLC. Ce second axe, qui est discut® dans 

le chapitre suivant, explore comment les cellules stromales per­oivent et r®pondent aux 

contraintes m®caniques induites par les cellules leuc®miques et de lôimplication potentielle de 

YAP dans cette dynamique. 

Axe 2 - R¹le de YAP stromal dans la modulation du 

microenvironnement des cellules B-LLC 

Dans cette seconde partie de notre travail, nous nous sommes attach®s ¨ explorer plus 

sp®cifiquement le r¹le de YAP dans les cellules stromales en r®ponse ¨ leur interaction avec les 

cellules B-LLC. Lô®tude des interactions entre les cellules B-LLC et les cellules stromales HS-

5 a mis en ®vidence 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 

pr®sentent une augmentation de la phosphorylation de YAP sur la s®rine 127, un marqueur 

connu dôinactivation de cette prot®ine lors de lôactivation de la voie Hippo. Ce ph®nom¯ne 

sôaccompagne dôune diminution de lôactivit® transcriptionnelle mesur®e de YAP ainsi que dôun 

changement morphologique caract®ris® par une augmentation du shape factor, indiquant une 

morphologie plus arrondie et moins ®tal®e. Ces observations sugg¯rent que les cellules B-LLC 

induisent une activation de la voie Hippo dans les cellules stromales, conduisant ¨ une r®tention 

cytoplasmique de YAP et ¨ une inhibition fonctionnelle de ses cibles transcriptionnelles. Par 

ailleurs, ce ph®nom¯ne est associ® ¨ une modification de lôarchitecture cytosquelettique des 

cellules stromales, sugg®rant une alt®ration de leur organisation interne. Ce remodelage 

cytosquelettique pourrait r®sulter d'une alt®ration des forces de traction et de la rigidit® corticale 

des cellules stromales, deux propri®t®s m®caniques connues pour r®guler l'activit® de YAP267,268. 

Afin de mieux caract®riser les cons®quences de la modulation de YAP, des lign®es stables de 

cellules HS-5 ont ®t® d®velopp®es : les cellules HS-5 shYAP o½ YAP est invalid® et les cellules 

HS-5 YAP 5SA dans lesquelles YAP est stabilis® et augment® dans le noyau mais aussi dans le 

cytoplasme. Les cellules exprimant le shYAP nôont montr® aucune modification morphologique 

significative compar®e aux cellules contr¹le. ê lôinverse, lôexpression de la forme 
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constitutivement active de YAP (5SA) conduit ¨ un ®talement cellulaire marqu®, indice dôune 

r®organisation du cytosquelette et dôune capacit® modifi®e dôinteraction avec les cellules 

tumorales. En effet, lôexpression constitutive de YAP (5SA) sôaccompagne, de mani¯re 

inattendue, dôune diminution des niveaux prot®iques de paxilline et de FAK, deux composants 

majeurs des jonctions focales. Cette observation contraste avec le ph®notype morphologique 

des cellules caract®ris® par un ®talement prononc® et une r®organisation du cytosquelette 

dôactine, g®n®ralement associ®s ¨ une augmentation de la contractilit® actomyosine et ¨ une 

activation des structures dôadh®sion298,564. Plusieurs hypoth¯ses peuvent °tre formul®es pour 

expliquer cette r®gulation n®gative dans un contexte dôactivation m®canique accrue. 

Premi¯rement, une activation prolong®e de YAP pourrait perturber lô®quilibre dynamique des 

adh®rences focales en favorisant une maturation excessive ou une r®sorption acc®l®r®e de ces 

structures, comme cela a ®t® observ® dans des syst¯mes o½ la tension actomyosine ®lev®e m¯ne 

¨ un turnover plus rapide des adh®sions565,566. Dans ce cas, les prot®ines pr®coces comme la 

paxilline et FAK peuvent °tre sous-recrut®es ou instables. Deuxi¯mement, il est possible que 

YAP, bien quôactiv®, r®gule n®gativement certains composants des complexes dôadh®rences 

focales via des m®canismes indirects, incluant lôinduction de facteurs transcriptionnels 

inhibiteurs ou de microARN, comme cela a ®t® d®crit dans le cas de la r®gulation par miR-130 

ou miR-29 des g¯nes codant FAK ou la vinculine282,567. Troisi¯mement, lôactivation soutenue 

de YAP pourrait orienter les forces m®caniques vers dôautres structures, telles que les jonctions 

cellule-cellule ou les ancrages ¨ lôactine corticale, r®duisant lôengagement fonctionnel des 

jonctions focales classiques267,568. Enfin, une r®gulation post-traductionnelle peut ®galement 

°tre consid®r®e, notamment via des voies de d®gradation m®di®es par les calpaµnes ou les 

ubiquitine-ligases, dont lôexpression ou lôactivit® est influenc®e par YAP/TAZ295,568. Ces 

r®sultats sugg¯rent que lôactivation de YAP ne module pas simplement la force de traction 

cellulaire en amplifiant globalement les composants m®cano-sensibles, mais quôelle induit une 

r®organisation qualitative des structures dôadh®sion, probablement par un remodelage 

diff®rentiel du cytosquelette et de ses points dôancrage. Afin dôexplorer ces hypoth¯ses, 

plusieurs approches compl®mentaires peuvent °tre envisag®es. Outre lôanalyse 

transcriptionnelle des g¯nes PXN (paxilline), PTK2 (FAK) ou VCL (Vinculine), la visualisation 

de la dynamique des jonctions focales pourrait °tre r®alis®e par microscopie TIRF (Total 

Internal Reflection Fluorescence). Par ailleurs, lôutilisation de la microscopie ¨ force atomique 

(AFM) permettrait dô®valuer les propri®t®s m®caniques locales des cellules, notamment leur 

rigidit® corticale, fournissant ainsi des indices sur lô®tat fonctionnel des complexes dôadh®sion 

en aval de YAP. 
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Nous avons observ® une augmentation significative du nombre de cellules B-LLC ayant la 

capacit® dôadh®rer aux cellules HS-5 YAP 5SA comparativement aux lign®es PLKO et shYAP. 

Ce ph®notype dôadh®sion diff®rentielle entre les cellules HS-5 et HS-5 YAP 5SA nous a 

encourag® ¨ v®rifier lôexpression des mol®cules dôadh®sion cellulaire telles que les int®grines 

qui r®gulent lôadh®rence ¨ la MEC et les cat®nines impliqu®es dans lôadh®rence cellule-cellule. 

Nous nôavons pas observ® de diff®rences dôexpression des int®grines Ŭ4 et ɓ1 ni dôICAM-1 

dans les diff®rentes cellules HS-5. En parall¯le, il pourrait °tre pertinent dôexaminer les niveaux 

dôexpression de ces int®grines dans les cellules B-LLC, cocultiv®es avec les diff®rentes lign®es 

HS-5 transg®niques. En effet, bien que lôexpression de ces int®grines ne varie pas 

significativement dans les cellules HS-5, leur implication dans lôadh®sion des cellules B-LLC 

au microenvironnement m®dullaire est bien document®e dans la litt®rature569,570. Ainsi, 

lôaugmentation de lôadh®rence des B-LLC aux cellules HS-5 YAP 5SA pourrait r®sulter dôune 

modulation en trans de lôexpression ou de lôactivation des int®grines Ŭ4ɓ1 sur les cellules B-

LLC, induite par des signaux provenant des cellules stromales surexprimant YAP. 

En revanche, nous avons remarqu® une augmentation de lôexpression membranaire de CD90 

par cytom®trie en flux. CD90 (Thy-1) est une glycoprot®ine ancr®e ¨ la membrane plasmique 

par un glycosylphosphatidylinositol (GPI). Son expression a ®t® associ®e ¨ divers processus 

cellulaires, notamment la modulation des interactions cellule-cellule et la r®gulation de la 

r®ponse m®canique des fibroblastes et cellules stromales ¨ leur environnement. Dans plusieurs 

contextes, CD90 agit comme un r®gulateur de la signalisation dôadh®sion et de la contractilit®, 

en influen­ant lôactivation de prot®ines telles que FAK et Src et en modulant le remodelage du 

cytosquelette dôactine. Il a ®galement ®t® impliqu® dans la r®gulation de la diff®renciation 

m®senchymateuse et dans le maintien dôun ph®notype fibroblastique actif, sensible aux signaux 

m®caniques571,572. Au-del¨ de son r¹le de senseur m®canique et de modulateur de la 

signalisation FAK/Src, CD90 interagit directement avec plusieurs int®grines (notamment Ŭvɓ3, 

Ŭxɓ2 et Ŭ5ɓ1) exprim®es par les cellules immunitaires ou tumorales, r®gulant ainsi lôadh®sion 

h®t®rotypique dans des contextes pathologiques573,574. Plusieurs travaux ont ®galement mis en 

®vidence que lôinteraction CD90ïint®grines peut activer des voies de signalisation pro-

adh®sives et favoriser la r®tention ou la migration des cellules tumorales dans le stroma, 

participant ainsi ¨ la formation de niches permissives575. Ainsi, lôaugmentation de CD90 dans 

les cellules HS-5 YAP 5SA pourrait refl®ter un ®tat cellulaire dans lequel les cellules stromales 

pourraient avoir une meilleure capacit® ¨ remodeler leur cytosquelette et ¨ interagir activement 
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avec la matrice extracellulaire. Cette hypoth¯se est coh®rente avec lôactivation de YAP qui est 

un r®gulateur cl® de la m®cano-transduction267. 

En parall¯le de lôanalyse des mol®cules dôadh®sion exprim®es ¨ la membrane, nous avons 

®galement analys® lôexpression et lôactivation des prot®ines impliqu®es dans la stabilisation des 

plateformes dôadh®sion int®grine-d®pendante, notamment FAK et paxilline. Lô®tude du 

complexe dôadh®sion focale a mis en ®vidence un changement tr¯s faible des formes 

phosphoryl®es (et activ®es) de ces deux prot®ines. En revanche, les formes totales de ces 

prot®ines varient (diminution) de fa­on plus prononc®e en pr®sence des cellules B-LLC. FAK 

est une prot®ine dô®chafaudage qui permet lôassemblage de la plateforme qui relie les int®grines 

au cytosquelette via le recrutement de prot®ines telle que la paxilline530,576. La diminution du 

taux prot®ique de FAK et de paxilline sugg¯re donc le d®sassemblage des structures dôadh®sions 

int®grines-d®pendantes. Cette d®sorganisation pourrait favoriser lôinvasion des cellules 

tumorales dans le microenvironnement. 

Par ailleurs, cette hypoth¯se est soutenue par la diminution des niveaux de fibronectine observ®e 

dans les cellules HS-5 apr¯s coculture. Bien que cette donn®e ne refl¯te pas une ®valuation 

globale de la matrice extracellulaire, elle sugg¯re une alt®ration partielle de sa composition. 

Une telle r®duction, m°me cibl®e, pourrait contribuer ¨ la formation dôune niche plus permissive 

sur le plan structurel, moins propice ¨ lôancrage cellulaire stable, et potentiellement favorable ¨ 

la migration ou ¨ la circulation des cellules B-LLC. De plus, cette hypoth¯se est renforc®e par 

de pr®c®dents r®sultats du laboratoire qui ont mis en ®vidence le caract¯re dynamique et rapide 

de lôadh®sion des cellules B-LLC sur les cellules stromales HS-5 en coculture445. Dans ce 

contexte, la signalisation de YAP pourrait jouer un r¹le dans la r®gulation de FAK, de la 

fibronectine et de la structure de la matrice avec pour cons®quence une modulation de la 

r®tention des cellules B-LLC. En effet, FAK et fibronectine sont diminu®es dans les cellules 

HS-5 YAP 5SA m°me en absence de cellules LLC, indiquant que la forte expression de YAP 

pourrait r®organiser la matrice et d®stabiliser les interactions cellules-matrice. De plus, la 

collaboration entre YAP et la beta-cat®nine au service dôun remodelage de la matrice 

extracellulaire des fibroblastes de type CAF est bien d®crite577,578. Lors de nos exp®riences, une 

augmentation des niveaux basals dôŬ-cat®nine et ɓ-cat®nine a ®t® observ®e dans les cellules HS-

5 YAP 5SA, mais ces niveaux diminuent syst®matiquement apr¯s coculture avec les B-LLC. 

£tant donn® le r¹le de ces prot®ines dans les jonctions adh®rentes et la r®gulation du 

cytosquelette cortical, leur modulation peut contribuer ¨ une modification de lôarchitecture 

cellulaire et de la plasticit® du r®seau stromal. La diminution de ces deux prot®ines induites par 
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les B-LLC pourrait refl®ter une tentative de rel©cher leurs contacts avec les cellules stromales, 

facilitant la dispersion des cellules leuc®miques dans la niche. De plus, il a ®t® rapport® dans les 

mod¯les de coculture en 2D que les cellules B-LLC sont capables de migrer sous le tapis 

cellulaire stromal (ph®nom¯ne de pseudo-emp®riopol¯se)579, exploitant ainsi des zones de 

faibles contacts intercellulaires pour sôabriter au sein de niches protectrices. Ce comportement 

a ®t® observ® tant dans la LLC que dans le Lymphome du Manteau (MCL)580, sugg®rant un 

m®canisme actif dôinfiltration sous-stromales permettant aux cellules tumorales dô®chapper aux 

contraintes immunitaires ou th®rapeutique581. La diminution des cat®nines pourrait ainsi 

faciliter localement cette infiltration, en rel©chant lôadh®sion entre cellules stromales et en 

ouvrant des ç interstices è permissifs ¨ la migration leuc®mique. Toutefois, en conditions 

basales, les cellules YAP 5SA pr®sentent un niveau plus bas de fibronectine que les lign®es 

PLKO et shYAP. 

Parall¯lement ¨ ces consid®rations, Thy-1 (CD90) est classiquement utilis®e comme marqueur 

des cellules souches m®senchymateuses (MSCs) en raison de son expression ®lev®e dans les 

populations multipotentes non diff®renci®es497. La d®finition des cellules souches 

m®senchymateuses (MSCs) inclut leur capacit® ¨ se diff®rencier en trois lignages 

m®sodermiques majeurs : les adipocytes, les ost®oblastes et les chondrocytes, repr®sentant ainsi 

leur multipotence fonctionnelle582. Son r¹le dans la r®gulation du destin cellulaire est cependant 

complexe et contextuel. Plusieurs ®tudes ont montr® que CD90 participe ¨ la modulation des 

voies de signalisation cl®s telles que Wnt/ɓ-cat®nine et TGF-ɓ, impliqu®es dans la balance entre 

prolif®ration et diff®renciation des MSCs 583,584. Dans certains mod¯les, une expression ®lev®e 

de CD90 est associ®e ¨ un ®tat indiff®renci® ou ¨ une faible capacit® ¨ sôengager dans des lign®es 

ost®og®niques ou adipog®niques, tandis que sa diminution peut accompagner voire faciliter un 

engagement plus marqu® dans ces voies de diff®renciation585. Ainsi, lôexpression de CD90 est 

souvent consid®r®e comme un marqueur de plasticit® ou de r®tention dans un ®tat pr®curseur. 

Dans notre ®tude, lôaugmentation de CD90 induite par lôactivation constitutive de YAP (cellules 

YAP 5SA) pourrait contribuer ¨ lô®tablissement dôun ®tat de non-r®ponse diff®renciative des 

cellules stromales. En revanche, la diminution de YAP observ®e dans les cellules HS-5 

ç sauvages è (non transg®nique) en coculture pourrait refl®ter un processus de diff®renciation 

des cellules stromales, hypoth¯se ®galement soutenue par la baisse de leur prolif®ration dans 

ces conditions. 
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De mani¯re int®ressante, malgr® lôensemble des modifications structurales et mol®culaires 

observ®es dans les cellules stromales, aucune diff®rence significative de survie des cellules B-

LLC nôa ®t® observ®e ¨ 24h dans les conditions exp®rimentales test®es. Cette donn®e indique 

que les modifications fonctionnelles et ph®notypiques des cellules stromales induites par YAP 

affectent peu la signalisation pro-survie des B-LLC ¨ court terme. Lôhypoth¯se ®mergente est 

donc que ces modifications nôont pas pour objectif de favoriser directement la survie tumorale, 

mais plut¹t de moduler les propri®t®s spatiales, m®caniques et dynamiques du 

microenvironnement. En dôautres termes, les cellules B-LLC semblent induire un 

environnement stromal moins rigide, moins structur® et plus plastique, facilitant une adh®sion 

r®versible et une plus grande capacit® de migration ou de r®organisation spatiale, sans perturber 

les apports trophiques fondamentaux.  

Ce concept rejoint la distinction entre niches restrictives et niches permissives d®crite dans 

dôautres contextes, notamment dans lôh®matopoµ¯se ou la diss®mination m®tastatique59. Dans 

ces syst¯mes, des niches faiblement organis®es ou ¨ faible tension cellulaire sont associ®es ¨ 

une plus grande plasticit® cellulaire, favorisant lôadaptation des cellules tumorales face ¨ leur 

environnement. Le concept dôune niche permissive, m®caniquement rel©ch®e et modulable, 

rejoint les observations faites dans dôautres mod¯les o½ des cellules tumorales exploitent 

lô®lasticit® du microenvironnement pour optimiser leur survie, leur migration ou leur r®sistance 

th®rapeutique586,587,588. 

Par ailleurs, lôensemble de nos donn®es exp®rimentales sugg¯re que YAP joue un r¹le central 

dans la structuration m®canique et dôadh®rence des cellules stromales HS-5. Ces donn®es 

sugg¯rent ®galement que son inhibition par les cellules B-LLC favorise lô®mergence dôun 

microenvironnement permissif, modulant la plasticit® des interactions leuc®mie/stroma. Bien 

que la survie cellulaire ne soit pas directement affect®e, ces effets pourraient repr®senter un 

m®canisme dôadaptation ou de pr®-conditionnement des niches stromales en faveur de la 

dispersion ou de lô®chappement th®rapeutique des cellules leuc®miques. Des ®tudes 

compl®mentaires explorant la dynamique de migration, lôancrage dans des environnements 

m®caniquement d®finis, ou les effets ¨ long terme sur la quiescence ou la r®ponse au traitement 

pourraient permettre de mieux comprendre les implications fonctionnelles de ces observations. 

Il est important de souligner que lôensemble des travaux pr®sent®s ici se sont concentr®s 

exclusivement sur la modulation de YAP en tant que principal effecteur de la voie Hippo. 

Cependant, la litt®rature d®crit 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 r®gulant des cibles transcriptionnelles communes ou redondantes et en participant ¨ la 

r®gulation de la m®canique cellulaire273,295. Ainsi, bien que nos donn®es sugg¯rent un r¹le 

central de YAP dans la reprogrammation morphologique et dôadh®rence des cellules HS-5, 

lôimplication potentielle de TAZ reste ¨ explorer. Il serait particuli¯rement pertinent dô®valuer 

lôexpression, la localisation subcellulaire et lôactivit® transcriptionnelle de TAZ dans les lign®es 

transg®niques actuellement utilis®es (HS-5 PLKO, shYAP et YAP 5SA). De plus, le 

d®veloppement de nouvelles lign®es modifiant lôexpression de TAZ, seules ou en combinaison 

avec YAP, permettrait de d®terminer si les effets observ®s sont exclusivement dus ¨ YAP ou 

sôils r®sultent dôune coop®ration ou dôune compensation fonctionnelle entre ces deux 

cofacteurs. Une telle d®marche contribuerait ¨ clarifier les m®canismes de r®gulation m®cano-

transcriptionnelle dans les cellules stromales en contexte leuc®mique. 

Enfin, bien que les mod¯les de coculture en 2D aient permis de mettre en ®vidence des effets 

robustes et reproductibles sur la morphologie, lôadh®sion et la signalisation m®cano-sensible 

des cellules HS-5, il convient de sôinterroger sur leur capacit® ¨ refl®ter fid¯lement 

lôorganisation tridimensionnelle et la complexit® du microenvironnement m®dullaire des 

patients atteints de LLC. Les mod¯les en 2D limitent la distribution spatiale des cellules, 

contraignent la polarit®, et modifient les gradients m®caniques et biochimiques, ce qui peut 

impacter fortement la signalisation Hippo-YAP/TAZ. En ce sens, le passage ¨ des mod¯les de 

coculture en 3D, notamment sous forme de sph®roµdes, pourrait repr®senter une avanc®e 

majeure pour lô®tude du r¹le de YAP dans un environnement tissulaire plus physiologique. Des 

travaux r®cents, men®s entre autres par lô®quipe du Pr Eldering, ont ainsi d®montr® la faisabilit® 

et lôint®r°t de mod¯les de sph®roµdes in vitro d®riv®s de PBMC de patients LLC, permettant une 

meilleure reproduction des interactions cellules-cellules et cellules-matrice et une meilleure 

pr®diction des r®ponses aux signaux microenvironnementaux589,590. Dans le laboratoire, le 

d®veloppement r®cent de projets doctoraux centr®s sur ces approches sph®roµdales ouvre la 

possibilit® de transf®rer lôanalyse de lôaxe YAP/TAZ dans un mod¯le plus biomim®tique, et 

dôexplorer de mani¯re plus fine le r¹le fonctionnel des cellules stromales dans la structuration 

des niches leuc®miques. Ces perspectives repr®sentent une opportunit® pr®cieuse pour affiner 

notre compr®hension des m®canismes m®cano-r®gul®s dans la LLC. 
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Conclusion 

Lôensemble des travaux pr®sent®s dans cette th¯se illustre la mani¯re dont les cellules B-LLC 

interagissent avec leur microenvironnement stromal pour en modifier profond®ment les 

propri®t®s, tant sur le plan m®tabolique que m®canique. Dans un premier temps, nous avons 

montr® que les cellules B-LLC induisent une reprogrammation m®tabolique active des cellules 

stromales, favorisant la glycolyse et la production de lactate, un m®tabolite quôelles exploitent 

¨ leur avantage pour soutenir leur activit® mitochondriale et leur signalisation de survie. Ce 

m®tabolisme crois®, qui sôapparente au Reverse Warburg Effect, souligne la capacit® des 

cellules leuc®miques ¨ fa­onner leur niche en fonction de leurs besoins bio®nerg®tiques. 

Dans un second axe, notre ®tude a r®v®l® que les cellules B-LLC sont ®galement capables de 

moduler les propri®t®s m®caniques du stroma, en alt®rant la signalisation Hippo et lôactivit® de 

son effecteur YAP dans les cellules stromales. Lôactivation ou lôinhibition de YAP entra´ne des 

remaniements cytosquelettiques, une r®organisation des structures dôadh®sion et une 

modulation de lôexpression de marqueurs impliqu®s dans la plasticit® cellulaire et lôinteraction 

cellule-matrice. Ces modifications, bien quôelles nôimpactent pas directement la survie des 

cellules leuc®miques ¨ court terme, pourraient favoriser leur mobilit®, leur dispersion ou encore 

leur ®chappement aux contraintes th®rapeutiques, en contribuant ¨ lô®mergence de niches 

permissives et m®caniquement rel©ch®es. 

Au-del¨ de lôint®r°t sp®cifique de chaque axe, ces deux volets sôinscrivent dans une 

probl®matique commune : comprendre comment les cellules B-LLC exploitent et transforment 

leur environnement pour renforcer leur plasticit® et leur r®silience. Bien que men®es 

s®par®ment, ces approches pourraient converger ¨ terme, notamment autour de la question du 

lien potentiel entre m®canosensibilit® et m®tabolisme, un champ ®mergent dans le domaine de 

lôoncobiologie. Lôexistence dôun couplage fonctionnel entre signaux m®caniques (int®gr®s via 

YAP) et reprogrammation m®tabolique (notamment glycolytique) a d®j¨ ®t® document®e dans 

dôautres mod¯les tumoraux591,592, et il serait pertinent dôexplorer ces connexions dans le 

contexte de la LLC. 

Les perspectives ouvertes par ce travail appellent ¨ un ®largissement des mod¯les 

exp®rimentaux, notamment via lôutilisation de mod¯les tridimensionnels et ¨ lôutilisation de 

cellules stromales primaires ou dôapproches multiomiques int®gr®es. Ces d®veloppements 

pourraient permettre de mieux d®crypter les interd®pendances entre signalisation, structure et 

m®tabolisme, et dôidentifier de nouvelles cibles th®rapeutiques dans la LLC. 
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