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Résumé et mots-clé :  
L'impact des voies de mécanotransduction (BMP, YAP/TAZ) dans la chimiorésistance de la 

Leucémie Aiguë Myéloïde (LAM). 

 

La persistance de cellules leucémiques chimiorésistantes dans la niche médullaire cause un 

taux de rechute élevé dans la LAM. Modifiée durant la LAM (remodelage de la matrice 

extracellulaire, hausse de la pression), cette niche protège du traitement les cellules 

leucémiques adhérentes. La voie BMP (Bone Morphogenetic Proteins), régulatrice de 

l’hématopoïèse, est dérégulée dans la LAM (excès de BMP4). Elle interagit avec d’autres 

facteurs de mécanotransduction dont YAP/TAZ, oncogènes, et les intégrines, impliquées dans 

la résistance. Etudiant leur impact dans la chimiorésistance de la LAM, nous avons caractérisé 

et modulé les voies BMP et YAP/TAZ dans des lignées cellulaires sensibles ou résistantes au 

traitement. Pour comprendre l’impact de l’environnement physique sur la résistance, nous en 

avons reproduit certaines propriétés mécaniques (rigidité, confinement, système 3D de 

moelle osseuse), utilisant aussi des cellules primaires résistantes. 

L'analyse de jeux de données montre la surexpression de BMPR1B et d’éléments de la voie 

YAP/TAZ chez des patients après rechute. Présentant ces mêmes caractéristiques, nos lignées 

résistantes sont aussi plus adhérentes et leurs marqueurs d’adhésion sont augmentés 

comparées aux cellules sensibles. Leur BMPR1B répond aux stimuli physiques, et à BMP4 par 

l’augmentation d’id1, connu dans la chimiorésistance. Cibler la voie YAP/TAZ réduit le nombre 

de cellules primaires résistantes dans le système 3D, et module la voie BMP, suggérant un 

dialogue moléculaire. 

Ainsi, BMP et YAP/TAZ sont impliqués dans la chimiorésistance et modulés par 

l’environnement physique, suggérant de nouvelles cibles pour améliorer la survie des patients 

LAM. 

 

#Leucémie Myéloïde Aiguë #Chimiorésistance #Mécanotransduction #BMP #TAZ/TEAD 
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Abstract and keywords : 
Impact of mechanotransduction pathways (BMP, YAP/TAZ) in Acute Myeloid Leukemia 

(AML) chemoresistance. 

 

Persistence of leukemic resistant cells in the bone marrow niche is responsible of high 

mortality rate in AML. The niche is modulated throughout AML (extracellular matrix 

remodelling, increased pressure), and protects adherent cells from chemotherapy. The BMP 

(Bone Morphogenetic Proteins) pathway regulates hematopoiesis and is dysregulated in AML 

with an excess of BMP4. It also interacts with other mechanotransduction pathways like 

YAP/TAZ, known oncogenes, or the integrins, implicated with AML chemoresistance. To study 

their impact in AML chemoresistance, we characterized and modulated BMP and YAP/TAZ in 

AML sensitive or resistant cell lines to treatment. To understand the impact of the physical 

environment, we reproduced some of its mechanical properties (stiffness, confinement, 

medullar 3D system), also using primary resistant cells. 

Analysis of publicly available datasets showed the overexpression of BMPR1B and some of 

YAP/TAZ elements in patients at relapse. Our resistant cell lines showed the same 

characteristics and adhered better while expressing more adhesion markers than the sensitive 

cells. Their BMPR1B respond to mechanical stimuli and to BMP4, increasing id1 expression, 

also linked with resistance. Moreover, targeting YAP/TAZ reduced number of primary resistant 

cells in the 3D system, and modulated BMP pathway, which suggests a molecular crosstalk. 

Leukemias have been described as YAP/TAZoff cancers, but we now show that BMP and 

TAZ/TEADs pathways are overexpressed after chemoresistance and that the are modulated 

by their environmental context. Future therapeutic avenues could thus involve targeting 

TAZ/TEAD in the context of AML refractory or relapse patients. 

#Acute Myeloid Leukemia #Chemoresistance #Mechanotransduction #BMP #TAZ/TEAD 
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Chapitre 1 -Forces biomécaniques :  
Les cellules sont des constituants primordiaux d’un tissu et d’un organisme. Elles sont donc en 

étroite relation avec d’autres cellules, ou bien des protéines de la Matrice Extracellulaire 

(MEC), substrat maintenant les cellules entre-elles. Que ce soit par la sécrétion de facteurs 

solubles, par des contacts directs de cellule à cellule, ou par contacts avec cette MEC, les 

comportements cellulaires varient et s’équilibrent, entretenant l’homéostasie tissulaire. 

Sensibles à différents stimuli mécaniques (tension, compression, cisaillement…), les cellules 

sont capables de faire preuve de mécanotransduction, c’est-à-dire qu’elles ont la capacité de 

sentir un message mécanique extérieur, le transformer en signal biologique pour le transduire 

et entraîner une réponse cellulaire. Pour ce faire, soulignons que la cellule par elle-même est 

mécanique, qu’elle voit sa rigidité intrinsèque changer afin de réagir à différents stimuli, ce 

qui entraînera par la suite une cascade de signalisation.  

 

La cellule, entité mécanique à part entière :  
La cellule humaine est par elle-même mécanique. Composée d’une membrane plasmique et 

d’un cytosquelette composé d’actine, de microtubules et de filaments intermédiaires, elle 

sera plus ou moins rigide, malléable ou déformable dépendamment de ces propriétés (Figure 

1). Cette rigidité intrinsèque régulera ensuite d’autres comportements cellulaires, telles que 

l’adhésion, la migration ou la division cellulaire, et donc son interaction globale avec 

l’environnement. De manière intéressante, lors de cancers, l’environnement est connu pour 

se rigidifier par des dépôts de collagène, ce qui participe à la cancérogenèse, comme dans le 

sein (Stowers et al. 2016; Provenzano et al. 2008) ou la leucémie aiguë myéloïde (LAM) (Kuter 

et al. 2007). Les cellules réagiront différemment en fonction de cette rigidité, avec une 

propension pour migrer sur substrat rigide plus que sur substrat mou (C. Liu et al. 2021). 

Néanmoins, les cellules tumorales par elles-mêmes sont, contre-intuitivement, plus souples, 

moins rigides, comparées à des cellules saines (Q. S. Li et al. 2008; Hou et al. 2009). Un substrat 

plus rigide pour des cellules plus déformables, cela leur permettrait d’importantes capacités 

de migration et de tumorigenèse (Lv et al. 2021). Ainsi, l’étude de cette rigidité intrinsèque est 

importante, permettant de nous renseigner sur les propriétés cellulaires de la cellule d’intérêt, 

qu’elle soit saine ou cancéreuse.  
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Actine :  

L’actine est un monomère de quatre sous-unités, qui sous cette forme est appelée actine 

globulaire ou G-Actin. Elle est composée de deux crevasses sur lesquelles se fixe la majorité 

des protéines interagissant avec l’actine. Plus important, c’est dans l’une de ces cavités que 

vient se loger l’ATP. Primordial pour la nucléation des filaments d’actine, cet ATP est hydrolysé 

pour permettre l’incorporation de l’actine globulaire au sein du filament d’actine (ou F-Actin). 

Ce filament est polarisé, avec un pôle positif et négatif, et la formation de celui-ci est très 

dynamique. Les monomères d’actine se rejoignent au pôle positif où a lieu l’hydrolyse de l’ATP 

tandis que les monomères reliés à l’ADP finissent par se dissocier du filament au pôle négatif. 

C’est par cette dynamique que s’opère le turn-over des filaments (Pollard 2016; Dominguez 

et Holmes 2011) (Figure 2). 

Figure 1 : Composition du cytosquelette par Hohmann et Dehghani (2019). Le 

cytosquelette est composé d’un réseau d’actine, de microtubules et de filaments 

intermédiaires. Il permet la structure cellulaire, sa migration et son adhésion. 
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La plus grande concentration d’actine se retrouve dans le cortex, sous la forme de fibres de 

stress, et près de la membrane plasmique, avec laquelle il interagit. Au travers de ce cortex, la 

cellule changera sa tension interne mais aussi sa forme, et grâce à la contraction des filaments 

d’actine, régulera la migration des cellules. En effet, la formation de protrusions permettant 

la migration (lamellipode, filopode) est régulée par la densité des filaments d’actine de 

manière locale (Bisaria et al. 2020). L’actine se lie à la membrane par l’intermédiaire de 

protéines de liaison à l’actine, dont les protéines ERM (ezrin, radixin, moesin) qui servent de 

lien entre ces deux structures, et promeuvent la création de ces protrusions.  

Ces protéines (ezrin, radixine, moesin) une fois phosphorylées, permettent la liaison entre les 

protéines transmembranaires et le cytosquelette. Physiologiquement, elles sont impliquées 

dans l’organisation du cortex cellulaire, de la polarisation et la différenciation cellulaire 

(Fehon, McClatchey, et Bretscher 2010). L’ezrin est la protéine la plus étudiée et sa 

dérégulation est retrouvée dans différents cancers, dont la LAM, pour médier la survie et la 

prolifération (Barik et al. 2022). Les protéines ERM interagissent avec la myosine dont elles 

peuvent réguler l’activité (Xiaowen Liu et al. 2015; Olsson et al. 1999). 

Les myosines sont importantes dans la régulation de la contractibilité des fibres d’actine avec 

qui elles s’associent. Grâce à cela, elles participent à la migration. Ces protéines motrices sont 

Figure 2 : Assemblage des filaments d’actine par Hohmann et Dehghani (2019). 
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composées de deux chaînes enroulées l’une sur l’autre (Spudich et al. 1995). A une extrémité, 

se retrouvent deux têtes, se liant avec l’actine et permettant leur déplacement (Spudich et al. 

1995). A l’autre extrémité, la myosine possède une queue permettant le transport de cargo 

cellulaire ou bien l’interaction avec d’autres sous-unités de myosines (Spudich et al. 1995). 

Cette interaction actine-myosine permet la contractilité de l’actine, et ainsi la migration et la 

transmission de la tension cellulaire.  

Les filaments d’actine, étant dynamiques, sont aussi des plateformes pour d’autres protéines, 

en particulier, pour l’adhésion. Dans ce cas-ci, les filaments d’actine se regroupent de façon 

très localisée pour former des adhésions focales. Grâce à ces adhésions focales, cytosquelette 

et intégrines sont reliées ensemble, par le biais de protéines de liaison à l’actine (taline, 

vinculine, α actinine, complexe IPP…). Les intégrines sont l’un des récepteurs majeurs pouvant 

se lier à la matrice extracellulaire, et permettent l’adhésion en interagissant avec l’actine et 

ses protéines associées (Ciobanasu, Faivre, et Le Clainche 2013). Ce complexe intégrines-

adhésion focale est au cœur de la régulation cellulaire en lien avec l’environnement, que ce 

soit pour adhérer, proliférer ou migrer.  

La structure de l’actine peut avoir différentes formes : la formine créera des faisceaux, alors 

que le complexe Arp2/3 et la cortactine formeront des branches. Ces dernières sont les 

structures centrales des protrusions cellulaires comme les lamellipodes (Molinie et Gautreau 

2018), et participent à la migration. Les protéines qui permettent la formation et le maintien 

de cette structure (complexe Arp2/3, WAVES…) sont souvent surexprimées dans les cancers, 

et aident à la formation d’invadopodes, promouvant la dissémination des cellules cancéreuses 

(Molinie et Gautreau 2018). La formine, elle, aide à la polymérisation de l’actine en faisceaux 

et participe à la transmission de la tension intracellulaire (Le et al. 2020). 

Finalement, l’actine régule la forme, la migration et l’adhésion des cellules, et participe 

activement à la rigidité intrinsèque de la cellule. Que ce soit en remodelant le cytosquelette 

en réponse aux différents stimuli physiques et en modifiant localement cette rigidité mais 

surtout par son organisation elle-même. Mesurant la rigidité de la cellule par Atomic Forme 

Microscopy (AFM), il a été démontré que la déstabilisation de l’actine par traitement chimique 

à la Cytochalasine D ou Latrunculine B, entraînait une perte de rigidité cellulaire (Pogoda et al. 

2012; Wakatsuki 2000), et ce aussi dans différents modèles cancéreux ou sains (Pogoda et al. 

2012; Grady, Composto, et Eckmann 2016; Kihara et al. 2021).   

Les dérégulations dans la réorganisation de l’actine vont donc pouvoir modifier la capacité de 

la cellule à se déformer, mais aussi à se mouvoir.  

Microtubule (MT) :   

Une autre protéine importante du cytosquelette est la tubuline. Les protofilaments de 

tubuline sont composés d’hétérodimères d’α et β tubuline. 13 protofilaments forment un 

microtubule (MT), tube de 25nm de diamètre, structure qui constitue une partie du 

cytosquelette cellulaire. De la même manière que les filaments d’actine, les MT s’assemblent 

et se désassemblent de manière dynamique, via l’hydrolyse du GTP (Figure 3). Ils sont à 
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l’origine du fuseau mitotique permettant la séparation des chromosomes lors de la mitose, 

mais aussi forment des protrusions comme les cils ou les flagelles utiles à la mobilité de 

certains types cellulaires. De plus, parcourant le cytoplasme, ils sont la plateforme d’accroche 

pour diverses protéines motrices comme la dynéine ou kinésine, participant au transport de 

cargo d’une organelle à l’autre.  

Le rôle des MT dans la rigidité cellulaire intrinsèque est controversé et semble dépendre des 

modèles d’étude. Dans les cardiomyocytes, il a été décrit que la disruption des MT décroissait 

la rigidité dans les cardiomyocytes, et qu’à l’inverse, leur stabilisation l’augmentait 

(Swiatlowska et al. 2020), soulignant le rôle architectural des MT. 

 

  

Figure 3 : Assemblage des microtubules par Hohmann et Dehghani (2019). 
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Filament intermédiaire (FI) :  

Les filaments intermédiaires, eux, sont composés de six différentes classes. Certains sont 

spécifiques à un type cellulaire particulier alors que d’autres sont plus répandus dans 

différents tissus. Par exemple, on retrouvera la vimentine dans de nombreuses cellules 

(fibroblastes, leucocytes…) alors que les protéines de neurofilaments seront particulières aux 

neurones. Bien que la majorité tapisse le cytoplasme, certains FI sont spécifiques au noyau, 

comme les lamines. Proches de l’enveloppe nucléaire, les lamines sont impliquées dans de 

nombreuses activités de régulation de la chromatine et de l’expression génique (Dechat et al. 

2010). Les FI sont tous composés d’une tige centrale composée d’hélices α et des domaines 

non-hélices α à leur pied et à leur tête, qui participent à leur assemblage (G. M. Cooper 2000). 

Plus stables que les deux autres types de filaments composant le cytosquelette, c’est par la 

phosphorylation qu’ils restent dynamiques et régulent leur désassemblage, notamment lors 

de la division cellulaire (G. M. Cooper 2000) (Figure 4). Les FI sont partenaires des 

desmosomes ou hémi-desmosomes qui permettent respectivement les interactions cellules-

cellules ou cellule-matrice, participant ainsi à la structuration et l’interaction de la cellule avec 

son environnement. Ils participent ainsi à la rigidité de la cellule : l’absence de vimentine dans 

un fibroblaste décroit la rigidité périnucléaire de la cellule, mais n’en change pas la 

contractilité (Lombardi et al. 2011; Patteson et al. 2019).  

Figure 4 : Assemblage des microtubules par Hohmann et Dehghani (2019). 
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Tension sur le noyau : 

La tension cellulaire globale peut elle-même impacter la tension nucléaire. La force 

d’actomyosine est transmise par les fibres de stress et par le LINC complex (LInkers of the 

Nucleoskeleton and Cytoskeleton) jusqu’aux lamines (Lombardi et al. 2011). Ceci régule 

l’ouverture des pores nucléaires, mais aussi de la chromatine elle-même. La disruption de la 

lamine A dans des Fibroblastes Embryonnaires Murins (MEF) entraîne une perte de 

contractibilité du réseau actine-myosine due à la réorganisation des fibres de stress 

(van Loosdregt et al. 2017), ce qui suggère une réduction de migration et de fonctionnalité de 

la cellule. 

Membrane plasmique (MP) :  

Le cytosquelette n’est pas le seul à transmettre la mécanique extérieure ou à moduler la 

rigidité intrinsèque. Composée d’une bicouche lipidique polarisée avec différents lipides 

(cholestérol et phospholipides), la membrane plasmique permet d’interagir avec son 

environnement, ce grâce à la présence de récepteurs ou de glycoprotéines qui y sont intégrés. 

Le cholestérol est en grande partie responsable de la rigidité de la membrane plasmique : il 

lui permet de s’assouplir. En effet, lors de lésions athérosclérotiques, les cellules endothéliales 

intègrent des oxLDL (oxydated Low Density Lipids) présents en nombre dans le sang. 

Remplaçant le cholestérol membranaire, ils provoquent la disruption des groupements 

lipidiques et ainsi augmente la rigidité membranaire (Shentu et al. 2010), causant par la suite 

un dysfonctionnement de l’endothélium. Dans ce contexte, les macrophages circulants 

subissent aussi l’intégration des oxLDL et le gain de rigidité de la membrane désorganise le 

cytosquelette d’actine, ce qui perturbe leur migration (Rezende et al. 2022). 

Ainsi, les différents composants de la membrane et du cytosquelette non seulement 

structurent la cellule, mais aussi régulent sa rigidité intrinsèque et donc des propriétés comme 

la migration ou la division. Cette rigidité intrinsèque répond aussi à celle du substrat au travers 

de la mécano-réciprocité cellulaire. 

Mécano-réciprocité entre la cellule et son environnement :  

La cellule évolue dans un environnement complexe avec la capacité d’en sentir les 

changements : composition, rigidité ou topologie de la MEC ou des cellules de support. De ce 

fait, elle fera preuve de mécano-réciprocité. La cellule sera amenée à modifier le substrat ou 

bien à moduler sa propre tension interne par la modification de son cytosquelette. En effet, si 

la cellule adhère à un substrat rigide alors la tension externe sera forte. Pour contrebalancer 

ce phénomène, un remodelage de l’actine s’effectue en réponse, par l’augmentation de la 

tension intracellulaire (Gupta et al. 2015) modifiant aussi le comportement de la cellule. De 

plus, celle-ci peut remodeler la MEC elle-même via des enzymes telles que les MMP (Matrix 

MetalloProtéases) ou la LOX (Lysys Oxydase). La LOX permet de stabiliser la MEC en 

maintenant collagène et élastine ensemble, pour réguler la prolifération et la réponse aux 

chémo-attractants (Lucero et Kagan 2006). A l’inverse, les MMP peuvent dégrader la matrice, 

tel que le collagène, et ainsi réguler le remodelage des tissus ou participer à la migration 
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cellulaire (Löffek, Schilling, et Franzke 2011). C’est principalement dans ce but-ci que les 

cellules cancéreuses tendent à sur-exprimer les MMP. Elles facilitent leur migration et 

dissémination, mais aussi libèrent des cytokines inactives encastrées dans la MEC (Jabłońska-

Trypuć, Matejczyk, et Rosochacki 2016). Cette dernière se modifie au cours du temps, et en 

particulier lors de pathologies comme le cancer, où elle se rigidifie (Q. Guo et al. 2022), et 

change l’orientation de ses fibres et leur topologie (Vasudevan et al. 2022). Lors de cancer, 

l’environnement subit d’autres modifications, comme la réticulation et la compression du 

milieu, l’augmentation de la rigidité et la réduction de l’élasticité, ce qui modulera la réponse 

cellulaire (Vasudevan et al. 2022) (Figure 5). 

 

 

  

Figure 5 : Modification de la MEC lors de la progression tumorale par Vaseduvan et al. (2022).   
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Accessibilité aux ligands :  

Certains ligands solubles peuvent se retrouver intégrés dans la matrice. Le TGFβ en est un 

exemple, par son interaction avec la fibrilline-1 dans sa forme latente (Nistala et al. 2010; 

Chaudhry et al. 2007). Les BMP sont aussi connues pour interagir avec plusieurs protéines de 

la MEC (De Laporte et al. 2013; Ohkawara et al. 2002), et ainsi contrôler le destin cellulaire 

(Fisher 2006) ou l’activité de la signalisation BMP (Kanzaki et al. 2011). Les BMP et d’autres 

ligands comme le CXCL12 peuvent aussi se lier aux glycosaminoglycanes (GAGs), dont font 

partie l’Héparane Sulfate (HS), présents dans la MEC (Sefkow-Werner et al. 2020; Thakar et al. 

2017). La présentation du BMP2 sur HS ou non, en combinaison ou non avec le peptide cRGD 

pour activer les intégrines, contrôle la différenciation ostéoblastique (Sefkow-Werner et al. 

2020). Le CXCL12 régulera l’étirement et la migration des myoblastes dépendamment de sa 

présentation, lié au HS ou non (Thakar et al. 2017). La MEC contrôle donc l’accessibilité et la 

présentation des ligands, modifiant aussi leur internalisation. Une présentation des ligands 

par la MEC sera donc dépendante de la réticulation de cette matrice et maintiendra aussi un 

effet plus important dans le temps (Gilde et al. 2016, Sefkow-Werner et al. 2020).  

Modifiant sa propre tension interne ou induisant son propre remodelage de la MEC, la 

mécanique intrinsèque de la cellule réagira aux forces mécaniques extrinsèques. 

 

Les différentes forces mécaniques :  
Les plus fréquentes sont la tension, la force de cisaillement ou le confinement/compression 

(Figure 6). 

 

 

Figure 6 : Les différentes forces mécaniques biologiques par Butcher, Alliston, et 

Weaver (2009). Forces de cisaillement, forces de compression ou tensions 

cellulaires. 
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Forces de cisaillement : 
Les forces de cisaillement induisent une force parallèle à la membrane plasmique, et sont 

souvent dues à un flot de liquide. C’est pourquoi, les cellules endothéliales au sein des 

vaisseaux sanguins sont les premières à subir ces forces, ce qui régulera leur développement 

et leurs fonctions (Ballermann et al. 1998). Ces forces se retrouvent aussi dans la moelle 

osseuse, compartiment semi-solide, où elles impactent les cellules hématologiques et 

stromales qui la compose (Gurkan et Akkus 2008). Dans la moelle osseuse, on retrouve des 

cellules souches mésenchymateuses (CSM), naturellement capables de se différencier dans 

plusieurs types cellulaires (chondrocytes, ostéoblastes, adipocytes), et aussi en cellules 

endothéliales (Oswald et al. 2004), notamment via des forces de cisaillement (H. Wang et al. 

2005).  

Tensions cellulaires :  
Les tensions cellulaires sont désignées comme des tensions perpendiculaires à la membrane, 

provoquant son allongement. Elles sont provoquées par l’adhésion cellulaire sur leur MEC, et 

peuvent être impactées par la rigidité du substrat, qui accentuera ou non ces tensions 

cellulaires (Gupta et al. 2015). Ceci provoque des changements fonctionnels chez la cellule, 

notamment lors de la différenciation. Dans le cas des cellules souches mésenchymateuses, 

leur culture sur différentes rigidités entraîne leur différenciation dans différents types 

cellulaires, du neurone à l’ostéoblaste en passant par le myocyte (Engler et al. 2006). C’est 

aussi le cas pour les cellules hématopoïétiques, la rigidité et la composition de la matrice 

altèrent la prolifération et la différenciation des cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

(Choi et Harley 2017). Ces capacités sont dérégulées lorsque l’on inhibe le réseau 

d’actomyosine ou les intégrines (Choi et Harley 2017), confirmant que la tension intracellulaire 

en est l’origine. De manière intéressante, les cellules-souches ne sont pas les seules 

concernées, la différenciation des mégacaryocytes en plaquettes dépend aussi de la rigidité 

de l’environnement (Aguilar et al. 2016).  

Forces de compression : 

Les forces de compression sont exercées perpendiculairement à la membrane et viennent 

compacter les cellules, lors d’une hypertrophie, ou de la prolifération cellulaire ou de la 

migration au travers d’un pore. Toujours dans la moelle osseuse, il existe un équilibre entre la 

dégradation de l’os par les ostéoclastes et le renouvellement de celui-ci par les ostéoblastes. 

Pour répondre aux contraintes mécaniques que subit l’os, les ostéoblastes sont au centre de 

l’équation. Shen et al. (2017) démontrent que la force de compression sur des ostéoblastes 

murins impacte leur différenciation. Ils mettent en évidence que ce n’est pas tant la contrainte 

de compression qui importe mais la magnitude de la force qui fera varier la différenciation 

cellulaire (Shen et al. 2017). En amont de cela, les CSM murins sont capables de se différencier 

en chondrocytes grâce à un stress de compression qui entraîne la production endogène de 

TGFβ1 et l’activation de sa voie de signalisation (Juan Li et al. 2012), confirmant le besoin de 

stress mécanique pour la différenciation de certains types cellulaires.  
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Les propriétés de mécanotransduction de la cellule commencent donc ici, par les 

changements dans son propre cytosquelette où actine et filaments intermédiaires sont 

connectés pour contrôler la tension nucléaire et par la suite la transcription génique et les 

différentes réponses cellulaires. 

En amont de ces changements se trouvent les mécanorécepteurs, à la surface de la cellule, 

qui vont percevoir ces contraintes physiques.  

 

Mécano-senseurs :  
Afin de sentir son environnement mécanique, la cellule est dotée de différents récepteurs à 

cet égard.  

Canaux ioniques :  

Certains canaux ioniques peuvent être activés par l’étirement de la membrane plasmique ce 

qui provoque leur ouverture (Figure 7). Ces senseurs mécaniques sont très conservés dans le 

domaine vivant, et ce même chez les plantes et les bactéries. Leur existence a été démontré 

la première fois par Corey et Hudspeth en 1983 qui trouvaient que l’activation de courants 

dans les cellules auditives de la grenouille taureau était trop rapide pour résulter d’une 

transmission par messagers secondaires. La mise en évidence de ce type de canaux, répondant 

à des stimuli mécaniques comme la tension membranaire, explique une variété de fonctions 

comme l’audition, la proprioception ou la nociception. En laissant entrer certains types d’ions, 

ils transduisent ce signal mécanique et induisent une réponse cellulaire.  

Piezo :  

Piezo1 et 2, canaux cationiques non-sélectifs, ont été décrits comme des récepteurs associés 

à la mécanique qu’en 2010. Répondant à la tension membranaire, ils s’activent et se 

désactivent en quelques microsecondes (Figure 7). Son activation est considérée, en majeure 

partie, due à la tension des lipides jouxtant le canal, ce qui provoque son ouverture (Syeda et 

al. 2016). Avec son rôle de mécanorécepteur, Piezo est important pour différentes fonctions 

cellulaires dont l’orientation des cellules endothéliales chez la souris en réponse aux forces de 

cisaillement du flot sanguin (Ranade et al. 2014; Jing Li et al. 2014), ou la survie des 

érythrocytes chez le poisson-zèbre, où son absence provoque une anémie (Faucherre et al. 

2014). Par son rôle important comme mécanorécepteur, il est aussi fréquemment dérégulé 

lors de certains cancers (F. Zhao et al. 2022). Dans le cancer du sein, Piezo promeut la 

migration en dérégulant la contractibilité et l’adhésion des cellules (Y. Yu et al. 2021). De plus, 

il a été récemment trouvé sur la surface des cellules leucémiques (Vasileva et al. 2021).  
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Transient Receptor Potential (TRP) :  

Les récepteurs TRP sont une grande famille de récepteurs divisés en 6 sous-classes chez 

l’humain (TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPP, TRPML). Ils répondent à une variété de stimuli 

comme la température, l’inflammation ou l’exocytose, et médient l’entrée de cations (Ca2+, 

Mg2+) dans la cellule. Ils régulent quantité de fonctions sensorielles, et sont aussi activés par 

l’étirement de la membrane. Dans les cellules leucémiques, on retrouve surtout TRPV1, TRPV2 

et TRPM2. Alors que le rôle des TRPV dans la LAM est toujours incertain (Maggi et al. 2021), 

l’inhibition de TRPM2 augmente l’apoptose des cellules leucémiques en réponse au 

traitement, promouvant une meilleure réponse (S. Chen et al. 2020). 

Grâce à ces récepteurs, la cellule peut donc ressentir son environnement. De plus, ces canaux 

peuvent aussi interagir avec les mécanorécepteurs les plus connus que sont les intégrines 

(Forzisi et Sesti 2022).  

Intégrines et effecteurs : 

Les intégrines restent les mécanorécepteurs les plus connus. Composées de deux chaines, α 

et β, elles permettent l’adhésion des cellules à différentes MEC. Chez les mammifères, il existe 

18 sous-unités α et 8 sous-unités β, pouvant former jusqu’à 24 différentes paires d’intégrines 

(Humphries, Byron, et Humphries 2006). Elles ont toutes un domaine transmembranaire se 

finissant par une queue cytoplasmique qui permettra la transduction d’un signal (Campbell et 

Humphries 2011). Chaque paire d’intégrines possède une affinité particulière pour un type de 

protéines de la MEC, ou de molécules d’adhésion associées à la membrane. Par exemple, α5β1 

sera principalement activée par la fibronectine alors que l’intégrine α1β1 se liera de 

préférence à du collagène (Humphries, Byron, et Humphries 2006).  

 

Figure 7 : Ouverture de Piezo1 par la tension cellulaire par Murthy, Dubin, et Patapoutian 

(2017). Le canal est fermé à l’état basal. La tension sur la membrane plasmique, jointe avec 

le tiraillement de l’actine permet son ouverture mécanique. 
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Il existe deux conformations chez les intégrines, une dite fermée où l’intégrine est inactive et 

l’autre dite ouverte, lorsqu’elle s’active et se lie avec son ligand (Figure 8).  

De manière intéressante la signalisation des intégrines est dite bidirectionnelle, avec un signal 

d’activation qui peut aussi bien être d’inside-out que d’outside-in (Kechagia, Ivaska, et Roca-

Cusachs 2019). Dans ce dernier cas, l’intégrine se lie à la matrice et elle est ouverte par la force 

de traction. Cela transmet un signal sur la nature et la tension de son substrat, recrute les 

protéines en lien avec l’actine et les adhésions focales, et régule la migration, la survie ou la 

croissance de la cellule. Dans le premier cas, le recrutement des protéines de l’adhésion focale 

(Paxilline, Rac) par la Kindlin, co-récepteur des intégrines, modifiera la tension du 

cytosquelette via les fibres d’actine (Böttcher et al. 2017). Ceci mènera à l’ouverture de 

l’intégrine pour adhérer, comme lors de la mobilisation des cellules vers un site 

d’inflammation. Cette activation inside-out est généralement accompagnée par d’autres 

signaux indiquant à la cellule de changer l’affinité et la conformation de son intégrine.  

 

 

 

 

 

Figure 8 : Activation des intégrines par signaux outside-in et inside-out, inspirée par 

Kechagia et al. (2019) et créée par Biorender template. Signaux intra- ou extracellulaires 

provoquent le changement de conformation des intégrines et leur activation. 
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Les queues cytoplasmiques des intégrines ne contiennent pas de sites de phosphorylation et 

la signalisation en aval de ce signal d’adhésion est transmise par les protéines adaptatrices qui 

servent d’intermédiaires entre les intégrines, les kinases et le cytosquelette d’actine. 

L’interaction intégrines-matrice produit généralement ces adhésions focales (Figure 9), 

ancrant la cellule à son substrat. Cela permet l’activation et la concentration de plusieurs 

intégrines, de même que le recrutement de protéines adaptatrices, telles que la taline, la 

vinculine ou la paxilline présentes sur les fibres de stress d’actine. Ce complexe relie donc la 

MEC avec le cytosquelette au travers des intégrines. Par la suite, la signalisation des intégrines 

sera activée, notamment via les kinases dont FAK (Focal Adhesion Kinase), ILK (Integrin Linked 

Kinase) ou encore Src (Figure 9).   

  

 

 

 

 

Figure 9 : La composition d’une adhésion focale. Les adhésions focales se forment par 

l’attachement d’une intégrine à sa matrice, recrutant des protéines d’adaptation à l’actine 

(Taline, Paxilline, Vinculine, …). Elles permettent le lien entre intégrine et actomyosine, de 

même que l’activation de différentes voies tels que Src/Ras/MEK. 
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Signalisation après une adhésion focale :  
Le recrutement de kinases telles que FAK et ILK permet l’activation de différentes voies de 

signalisation (Figure 9). ILK se lie directement avec les queues des intégrines et forme le 

complexe IPP en se liant aussi avec la Parvine et PINCH-1. Ce complexe est une plateforme 

pour l’activation de différentes voies de signalisations dont AKT/PKB, promouvant la 

prolifération et la survie cellulaire (Legate et al. 2006). FAK interagit elle aussi avec de 

nombreuses signalisations. Cette kinase est en amont de l’activation de RhoA, d’ERK ou de Src 

(Mishra et Manavathi 2021). RhoA fait partie des RhoGTPases et peut activer ROCK, et cette 

signalisation permet de réorganiser le cytosquelette d’actomyosine (Amano et al. 1996) et 

donc la migration cellulaire. Dans les cancers, les RhoGTPases peuvent être dérégulées, 

entraînant notamment la suractivation de la voie Rac/Ras, en amont des MAPK, régulatrices 

de prolifération et survie cellulaire. RhoA en particulier est impliquée dans la division cellulaire 

et surexprimée dans différents cancers, dont les leucémies (Crosas-Molist et al. 2022). 

L’interaction FAK/Src active aussi différentes voies, notamment les MAPK dont ERK et 

YAP/TAZ, promouvant la tumorigenèse et prolifération des cellules (Mishra et Manavathi 

2021).    

 

Chapitre 2 - YAP/TAZ, une voie de mécanotransduction : 
Après avoir senti le signal physique, les cellules sont capables de le transduire par des voies 

de mécanotransduction. La voie Hippo-YAP/TAZ est l’une des voies de mécanotransduction la 

plus connue. Elle est impliquée dans nombre de régulations physiologiques (développement, 

homéostasie du tissu), ou pathophysiologiques (dont les cancers). Conservée chez de 

nombreux organismes, la voie Hippo a été décrite chez la Drosophile lors de la recherche de 

mutants contrôlant la taille des organes et l’homéostasie des tissus. 

 

Signalisation et régulation de la voie : 

Voie canonique :  

Les paralogues et effecteurs YAP1 (Yes-associated-protein1) et TAZ (Taffazin) sont des co-

régulateurs transcriptionnels. De manière canonique, ils se lient aux TEADs (TEA domain 

transcription factors), protéines de liaison à l’ADN, pour la transcription de gènes-cible 

(Vassilev et al. 2001; Stein et al. 2015) comme ctgf ou cyr61. Ils sont aussi connus pour se lier 

à d’autres facteurs de transcription, comme Runx2 (Zaidi et al. 2004), Smad1 (Alarcón et al. 

2009; Aragón et al. 2011), Smad2/3, membres de la famille des BMP, et ainsi dialoguer avec 

différentes voies. De manière intéressante, les protéines YAP/TAZ ne possèdent pas de 

domaines NLS et leur entrée dans le noyau est donc finement régulée. 
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Les protéines YAP/TAZ répondent à des signaux mécaniques, et cela vaut aussi indirectement 

pour ses régulateurs négatifs que sont les protéines de la voie Hippo (Figure 10). La 

polarisation de la membrane cellulaire dans les cellules épithéliales régule la présence et 

l’activation des protéines Hippo (Nie et al. 2019; Cordenonsi et al. 2011). Constituées de 

plusieurs kinases, les MST1/2 ou bien NF2 en amont de la chaîne viennent phosphoryler 

LATS1/2. Celle-ci phosphoryle YAP/TAZ sur la Ser127 ce qui provoque soit leur rétention dans 

le cytoplasme par la protéine 14-3-3, soit leur exclusion du noyau et/ou leur envoi vers le 

protéasome pour dégradation par β-TRCP (Lei et al. 2008; Bin Zhao et al. 2007; Kanai et al. 

2000; C.-Y. Liu et al. 2010).  

La voie Hippo-YAP/TAZ est donc finement régulée par la structure et l’environnement de la 

cellule. YAP/TAZ sont activées lors de différents stimuli (Panciera et al. 2017) comme 

l’étirement d’une cellule sur une surface importante (Dupont et al. 2011), l’ancrage cellulaire 

sur une matrice rigide (Dupont et al. 2011; Caliari et al. 2016), l’impact des forces de 

cisaillement dues à un flot (B. Li et al. 2019; O.-H. Kim et al. 2022) ou la faible densité cellulaire 

(Das et al. 2016; Neininger et al. 2021) (Figure 11).  

Le facteur commun de ces différents stimuli concerne la tension du cytosquelette, ou du moins 

l’organisation du cytosquelette d’actine. En effet, plusieurs études démontrent le rôle 

primordial des fibres de stress pour l’activation de YAP/TAZ (Dupont et al. 2011; Aragona et 

al. 2013).   

Figure 10 : La voie YAP/TAZ canonique, adaptée de Piccolo et al. (2014)  
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Figure 11 : Stimuli mécaniques activant YAP/TAZ par Panciera et al. (2017). Le transfert 

de YAP/TAZ au noyau est régulé par la tension cellulaire donc par son environnement 

mécanique. A gauche, les signaux inhibant YAP/TAZ restant cytoplasmique, à droite, ceux 

l’activant et promouvant leur transfert nucléaire. 
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De plus, la tension de ces fibres, étant transmise jusqu’au noyau par l’activation des LINC 

(LInker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton), facilite l’entrée de YAP/TAZ dans le noyau 

(Driscoll et al. 2015; Wu et al. 2022). Cette tension est généralement créée par l’adhésion des 

cellules à une matrice et donc par l’engagement des intégrines et de la voie en aval de cette 

activité. En effet, il a été démontré que l’engagement des intégrines, en particulier l’intégrine 

β1, entraîne l’activation de l’axe FAK-Src (N.-G. Kim et Gumbiner 2015; Elbediwy et al. 2016; 

Sabra et al. 2017), ce qui inhibe les protéines de la voie Hippo, régulatrices négatives de 

YAP/TAZ. Ainsi, les adhésions focales ont aussi leur importance dans cette régulation. Et en 

effet, une étude in sillico a étudié l’importance de la localisation de protéines FAK et RhoA : le 

transfert nucléaire de YAP/TAZ semble dépendre de la localisation de FAK à la membrane 

(Eroumé et al. 2021).   

Le transport nucléocytoplasmique de YAP/TAZ reste très dynamique et le cytosquelette est 

toujours d’importance. Ege et al. (2018) utilisent une technique élégante de FRAP et de 

photobleaching pour regarder la translocation d’un YAP1-EYFP dans les fibroblastes humains. 

L’inhibition de la contractilité des fibres de stress, par la blebbistatine, ou l’inhibition de 

l’activation de Src entraînent bien la rétention cytoplasmique de YAP1, confirmant le rôle de 

l’actine et de Src dans la localisation de YAP/TAZ (Ege et al. 2018). Une fois entré dans le noyau, 

YAP y reste un temps, se liant aux TEADs, avant d’être exportée. Et même pour cette 

exportation, le cytosquelette d’actine et Src reste capital, leur inhibition accélérant l’export 

nucléaire de YAP1 (Ege et al. 2018). Ceci conclut de l’importance de la tension de la cellule, de 

sa forme, et des protéines associées au maintien des fibres de stress dans la régulation de 

YAP/TAZ dans une cellule adhérente.  

Les protéines YAP/TAZ elles-mêmes sont capables de moduler les fibres d’actine et les 

adhésions focales, les limitant dans l’espace pour entraîner une meilleure migration cellulaire 

(Mason et al. 2019), démontrant une régulation bidirectionnelle entre le cytosquelette et la 

voie YAP/TAZ.  

Effecteurs YAP/TAZ :  

Les protéines YAP et TAZ sont des paralogues, présentant 46% d’homologie entre eux (Figure 

12). Ils ont des domaines communs tels que les sites de liaison à TEAD et à 14-3-3, une super 

hélice, un domaine transactivateur (TAD) en C-Terminal, et un site de liaison pour protéines 

ayant un domaine PDZ.  

Cependant, YAP possède un site de phosphorylation par Src et deux domaines WW alors que 

TAZ n’en présente qu’un, ce domaine permettant la liaison de protéines possédant des motifs 

PY (LATS, β-caténine, RUNX1/2…). Cette différence dans le nombre de domaines favorise la 

liaison avec différents facteurs de transcription. Aussi, YAP a deux sites de phosphodégrons 

contre un pour TAZ, ce qui permet à TAZ d’être dynamiquement plus régulé que son paralogue 

(C.-Y. Liu et al. 2010; W. Huang et al. 2012) et donc plus instable. 
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Généralement présentées comme un complexe, YAP et TAZ ont cependant des rôles qui leur 

sont spécifiques. Plouffe et al. (2018) ont mené une étude comparative en inhibant soit YAP, 

soit TAZ, soit les deux dans des cellules épithéliales humaines. L’effet phénotypique de YAP 

semble toujours plus important que celui de TAZ, concernant la taille ou le volume de la cellule 

de même que son métabolisme (Plouffe et al. 2018). Au niveau transcriptionnel, les deux 

peuvent se compenser, même si la perte de YAP provoque toujours une diminution plus 

importante que celle de TAZ. Un point à soulever est qu’en absence de TEADs, YAP ne se 

retrouve pas dans le noyau (K. C. Lin et al. 2017), soulignant l’importance d’un transport actif 

avec une autre molécule pour cette entrée. Et, en absence d’un ou des deux paralogues, la 

transcription de TEADs est diminuée démontrant une boucle régulatrice entre les différents 

éléments de la voie.  

 

 

Figure 12 : Structure des protéines YAP/TAZ et leurs domaines d’interaction par Piccolo 

et al. (2014). 
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TEADs : 

Au nombre de quatre chez les Mammifère, les TEADs possèdent un domaine TEA pour leur 

liaison à l’ADN, un site de palmitoylation, qui une fois auto-activé permet la stabilité de la 

protéine (Chan et al. 2016; Noland et al. 2016), et un domaine YBD pour leur liaison avec 

YAP/TAZ. Ces domaines ne sont pas identiques entre les quatre TEADs, suggérant des affinités 

différentes pour YAP et TAZ (S.-C. Hsu et al. 2022). La présence de TEADs dans le noyau est 

nécessaire pour que YAP/TAZ puissent elles aussi s’y rendre (K. C. Lin et al. 2017). TEADs 

peuvent avoir des rôles indépendants de la voie YAP/TAZ, pour TEAD4 en particulier. Il peut 

se lier à VGLL4 et être un antagoniste de la voie YAP/TAZ dans le cancer du poumon (Wenjing 

Zhang et al. 2014), ou à PGC-1 pour activer la respiration mitochondriale (Kumar et al. 2018). 

Sa localisation dans la cellule est dépendante de différents facteurs comme la phosphorylation 

de p38 sous stress osmotique qui bloque son transfert cytonucléaire (K. C. Lin et al. 2017). 

Aussi, TEAD4 répond à BMP4 par sa translocation dans le noyau pour activer GATA3 (Home et 

al. 2012). De manière intéressante, la transcription de BMP4 peut elle-même être sous le 

contrôle des TEADs (Lai et Yang 2013).  

Ainsi, la voie YAP/TAZ est régulée moléculairement par les kinases de Hippo, mais aussi par 

des facteurs mécaniques, et interagit avec nombres d’autres voies de signalisation dont Wnt 

et BMP. 

Interaction de YAP/TAZ avec d’autres voies :  
La voie YAP/TAZ interagit avec de nombreuses voies différentes (Figure 13). 

YAP/TAZ n’interagissent pas seulement avec les voies reliées à l’adhésion comprenant 

intégrines, FAK, Src et RhoA. Rac, GTPase promouvant la survie et acteur de l’organisation du 

cytosquelette, peut être activée par l’intégrine β1 et par la suite, activer YAP/TAZ (Sabra et al. 

2017). Les RhoGTPases dans leur ensemble, modulant les fibres d’actine, régulent ainsi 

YAP/TAZ. Elles permettent de séquestrer AMOT (Angiomotine), un inhibiteur de la voie 

YAP/TAZ, et ainsi conserver l’activation de cette dernière. Les RhoGTPases inhibent aussi 

directement (Jang 2020) ou indirectement les LATS en jouant sur le cytosquelette d’actine.  

YAP/TAZ sont aussi activées par les récepteurs EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), en 

amont des protéines Ras/Rac/MEK. Ras, régulièrement muté dans les cellules cancéreuses, 

promeut donc l’activité de la voie, notamment via la stabilisation de YAP1 (Lee et al. 2017). 

Un des mécanisme proposé est l’inhibition de SOCS5/6, capable d’entraîner la dégradation de 

YAP/TAZ, par Ras (Wenjing Zhang et al. 2014).   

YAP apparaît aussi comme un régulateur important de la voie Wnt. Faisant partie du complexe 

de dégradation de la β-caténine, il contrôle donc son recrutement au protéasome en l’absence 

de ligand Wnt (Azzolin et al. 2014). Mais aussi, il est capable d’activer une signalisation non 

canonique de Wnt et d’entraîner la sécrétion d’inhibiteurs de Wnt/β-caténine afin d’induire 

l’ostéogenèse et la migration cellulaire dans des CSM murines (Park et al. 2015).  
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La voie PI3K est aussi associée avec YAP/TAZ et les cancers. PI3K/PDK1/Akt est une voie 

connue pour être dérégulée dans différents cancers, notamment du sein, pour la survie des 

cellules tumorales et la résistance aux traitements (Carden et al. 2012). Zhao et al. (2018) 

démontrent que PI3K active YAP/TAZ dans le cancer du sein pour faciliter l’initiation tumorale. 

La localisation de PDK1 dans le cytoplasme serait plus importante que son activité kinase, 

pouvant éventuellement servir de plateforme pour les protéines inhibitrices LATS et MST (Y. 

Zhao et al. 2018). A l’inverse, YAP/TAZ elles-mêmes peuvent inhiber la transcription de PTEN, 

inhibiteur de PI3K dans un contexte diabétique ce qui entraîne la suractivation de la voie 

PI3K/PDK1 et ainsi l’inhibition des LATS/MST, créant une boucle positive entre les deux voies 

(Qian et al. 2021). 

 

 

D’autres kinases interagissent aussi avec YAP/TAZ, dont les MAPK. Concernant p38, nous 

avons déjà vu qu’il empêchait le transfert de TEADs dans le noyau lors de stress osmotique et 

prévenait ainsi l’activation de la voie YAP/TAZ (K. C. Lin et al. 2017). A l’inverse, p38 permet 

l’accumulation d’actine, ce qui entraîne l’activation par le transfert de YAP dans le noyau (D. 

Huang et al. 2016). ERK aussi est un modulateur de la voie YAP/TAZ. Il permet sa stabilisation 

Figure 13 : Voies interagissant avec YAP/TAZ par Huh et al. (2019). 
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en inhibant la transcription des gènes Hippo (You et al. 2015). Il est aussi activé par stress 

mécanique en même temps que YAP pour promouvoir la prolifération cellulaire (K. Yang et al. 

2016).  

Dans la superfamille du TGFβ, on retrouve ledit TGFβ et aussi les BMP (Bone Morphogenetic 

Proteins). Les deux axes de la famille peuvent aussi interagir avec YAP/TAZ. Alors que la voie 

canonique du TGFβ s’effectue par la phosphorylation des Smads 2/3, celles des BMP se fait 

par la phosphorylation des Smad 1/5/8, en leur C-terminale. YAP/TAZ sont connues pour 

réguler la voie TGFβ, un domaine d’interaction directe entre Smad2/3 et TAZ a déjà été 

démontré (Piccolo, Dupont, et Cordenonsi 2014). Aussi, il a été observé que la voie YAP/TAZ 

promeut celle du TGFβ par l’inhibition d’AP-1 et de Smad7 (Qin et al. 2018). Cet effet est 

retrouvé en réponse à différentes rigidités, avec une meilleure activation de TGFβ et de 

YAP/TAZ dans les cellules sur substrat rigide (Szeto et al. 2016). Concernant la voie BMP, YAP 

lui peut être recrutée sur un autre site de phosphorylation situé notamment sur Smad1 

(Alarcón et al. 2009). Par cette action, YAP stabilise les Smad1/5/8 et la transcription de leurs 

gènes-cible (Alarcón et al. 2009) dont id1. A l’inverse, lors de la différenciation neuronale, 

BMP2, ligand de la voie BMP, entraîne l’interaction de YAP avec Smad1 (Yao et al. 2014). Via 

cette interaction, le complexe est conservé dans le cytoplasme, l’inactivation de la 

signalisation YAP promeut ici la différenciation (Yao et al. 2014).  

YAP/TAZ peuvent donc interagir avec d’autres voies de signalisation afin de réguler 

l’expression génique, dépendamment de stimuli mécaniques. 

Rôle de la voie YAP/TAZ :  
Quels sont donc ses objectifs et pourquoi cette voie est-elle importante pour la cellule ? 

Découverte pour son action dans le contrôle de la taille des organes (J. Huang et al. 2005) chez 

la Drosophile, elle a également d’autres rôles. YAP/TAZ contrôle l’embryogenèse où l’on 

retrouve des forces mécaniques différentes selon les différentes étapes de développement, 

ce qui régulera l’entrée nucléaire de YAP/TAZ (Maître et al. 2016; Dattani et al. 2022; Mizutani 

et al. 2022).   

Elle peut ainsi réguler la reprogrammation cellulaire (Panciera et al. 2017), la prolifération (F.-

X. Yu, Zhao, et Guan 2015; Koo et al. 2020) et la différenciation. Son rôle dans la différenciation 

des Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM) est aussi dépendant de la rigidité du substrat. 

Comme vu précédemment, les CSM sont capables de s’engager dans différentes lignées en 

fonction du substrat sur lesquelles on les cultive (Engler et al. 2006), ce qui suggère 

l’importance de l’étalement cellulaire dans cette décision. En effet, la répression YAP est 

nécessaire pour la différenciation cartilagineuse des CSM (Karystinou et al. 2015), son activité 

étant régulé par Src (Nie et al. 2019). La différenciation des CSM en adipocytes est médiée elle 

aussi par la répression de YAP par LATS2 (An et al. 2013), de même que par l’étalement de la 

cellule due à la rigidité et la dimensionalité du substrat (Oliver-De La Cruz et al. 2019). 

Cependant, son activité, régulée par le substrat rigide, est nécessaire pour contrôler ces 

différentes trajectoires de différenciation dans les CSM (Dupont et al. 2011; Wu et al. 2022). 



38 
 

De façon surprenante, YAP/TAZ ne sont pas uniquement actives au moment du stimulus. Elles 

sont aussi les représentantes d’une mémoire mécanique. Yang et al. (2014) utilisent un 

hydrogel photodégradable, permettant de passer d’une rigidité de 10kPa à 2kPa par un 

procédé d’illumination. Grâce à cela, ils démontrent que des CSM cultivées une journée sur 

substrat dur (10kPa), non seulement montrent un transfert nucléaire de YAP/TAZ, mais celles-

ci restent nucléaires pendant trois jours même après transfert des cellules sur un substrat mou 

(2kPa) (C. Yang et al. 2014). Ceci marque une latence et une conservation du message 

mécanique dans la cellule, qui pourrait être utile lors de migration ou de cancers.  

Dans le système hématopoïétique, les cellules naviguent dans un compartiment semi-solide 

et peuvent adhérer à des niches de rigidité différente (détaillé dans le chapitre 3). Le rôle de 

YAP/TAZ dans des cellules, souvent considérées en suspension, commence donc à être étudié. 

Donato et al. (2018) démontrent dans un modèle murin que le rôle de YAP/TAZ dans 

l’hématopoïèse adulte ne serait pas nécessaire. Ils ne trouvent en effet pas de différence dans 

la capacité des cellules souches à se différencier ou à s’autorenouveler, entre souris contrôle 

ou délétées pour YAP/TAZ, se limitant à l’étude dans les cellules souches (Donato et al. 2018). 

Or, des papiers récents montrent tout de même l’implication de la voie dans la différenciation 

des cellules hématopoïétiques plus avancées. TAZ mais non YAP entraîne la différenciation en 

Th17 mais bloque celle en Treg, deux sous-populations des lymphocytes T (Geng et al. 2017). A 

l’inverse, YAP est plus important que TAZ dans la différenciation des mégacaryocytes 

(Lorthongpanich et al. 2020). Et même, les Cellules Souches Hématopoïétiques (CSH) seraient 

protégées du vieillissement grâce à l’expression de TAZ, stimulant PU.1, facteur de 

transcription régulant la différenciation des différentes lignées hématopoïétiques (K. M. Kim 

et al. 2022).  

Rôle dans le cancer :  
Au vu de son importance dans la prolifération, l’homéostasie du tissu et la différenciation 

cellulaire, la dérégulation de YAP/TAZ est retrouvée dans de nombreux cancers. La 

densification des tissus et la nouvelle organisation des cellules dans la tumeur change 

l’environnement plus souple et organisé du tissu sain dans lequel la cellule à l’habitude 

d’évoluer. Modulées par ces stimuli, les protéines YAP/TAZ connues comme oncogènes, 

promeuvent la survie des cellules cancéreuses, et leur résistance à différents traitements, 

étant relié à des cancers de mauvais prognostique (Z. Sun et al. 2015), ce dans de nombreux 

modèles.  

En effet, YAP/TAZ sont présentes dans de nombreux cancers comme le sein, le mélanome, le 

pancréas ou le foie. Elles permettent la prolifération des cellules, notamment dans le 

mélanome en s’associant avec AP-1 (Koo et al. 2020). Mais aussi, elles promeuvent la 

résistance à l’anoïkis, aussi bien dans le mélanome où l’inhibition de YAP entraîne une 

augmentation de la mort cellulaire (Bei Zhao et al. 2021), que dans le cancer de la prostate, 

où la voie YAP/TAZ reste active même après détachement cellulaire, dû à une dérégulation 

des LATS1/2 (Bin Zhao et al. 2012).  De plus, YAP/TAZ promeut aussi la migration métastatique 
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(L. Zhang et al. 2015; Bartucci et al. 2015), et l’acquisition de capacités souches dans des 

cellules tumorales (Cordenonsi et al. 2011; Castellan et al. 2021).  

La voie YAP/TAZ est aussi impliquée dans la résistance aux traitements. Elle participe à la 

résistance contre les inhibiteurs de BRAF ou NRAS dans le mélanome et dans le cancer du 

poumon non à petites cellules (L. Lin et al. 2015). Dans le cas du mélanome, l’actine des 

cellules résistantes aux inhibiteurs de BRAF est remodelée, ce qui entraîne le transfert 

nucléaire de YAP (M. H. Kim et al. 2016). Ce transfert est aussi dû à la rigidité du substrat de 

la MEC et l’activité de YAP dans les cellules résistantes, augmentant la sécrétion des protéines 

matricielles (Girard et al. 2020). En plus, la MEC médiera l’organisation de ses protéines et la 

contractibilité des cellules, participant ainsi à leur résistance (Girard et al. 2020). Cela 

démontre l’importance de YAP dans la résistance au traitement mais aussi le dialogue entre 

la cellule et son environnement physique, dont l’accumulation de MEC permet la protection 

des cellules au traitement. 

Une étude sur un large profil de tumeurs a permis de discriminer des cancers dits YAPon contre 

des cancers dits YAPoff (Pearson et al. 2021). Dans cette étude, la majorité des cancers solides 

et adhérents (mélanome, cancer du sein ou colorectal…) étaient considérés YAPon, définissant 

des tumeurs ayant un taux important de YAP. Dans ce cas-ci, YAP montrait des caractéristiques 

pro-tumorales, en s’associant préférentiellement aux TEADs et à AP-1 pour entraîner 

l’expression de gènes prolifératifs. Dans le cas des cancers YAPoff, concernant des cancers dits 

semi-adhérents ou liquides (gliomes de bas grade, cancer du poumon à petites cellules, 

leucémies…), YAP était silencé. Cependant, en réexprimant la protéine YAP dans ce type de 

cancers, elle s’associait avec facteurs de transcription bHLH pour permettre l’expression de 

protéines de la MEC et des gènes permettant l’adhésion, entraînant l’arrêt de prolifération 

cellulaire (Pearson et al. 2021). Pearson et al. (2021) mettent aussi en avant la possibilité d’un 

switch entre un cancer YAPon devenant YAPoff pour permettre la résistance thérapeutique. 

Cette régulation différentielle de YAP dans différents types de cancer améliore la 

compréhension de leur fonctionnement et donc le développement de nouveaux traitements. 

C’est pourquoi, lorsque l’on se concentre sur le compartiment hématopoïétique, il semblerait 

que la voie YAP/TAZ ait des effets différents comparé aux cancers solides. Dans les Myélome 

Multiples (MM), l’hypothèse décrite ci-dessus semble se valider. L’activation de YAP mène à 

la mort cellulaire (Maruyama et al. 2018), de même, la réexpression de TAZ resensibilise les 

MM à leur traitement, en inhibant myc (Grieve et al. 2019). Un autre exemple montre que la 

réactivation de YAP entraîne l’apoptose induit par des dommages de l’ADN en interagissant 

avec p73, que ce soit dans le MM ou dans différentes leucémies (Cottini et al. 2014). A 

l’inverse, dans la leucémie pro-myélocytaire aigüe, YAP/TAZ promeut la survie, comme son 

inhibition à la Verteprofine (VP) provoque l’apoptose (M. Chen et al. 2017). Cependant, 

Donato et al (2018) nuancent ces résultats. Utilisant des modèles murins pour la Leucémie 

Aiguë Myéloïde, avec un génotype présentant l’oncogène MLL-AF9 avec ou sans mutant NRAS, 

ils comparent leur modèle contrôle avec ceux délétés pour YAP/TAZ. Ils ne retrouvent pas de 

différences d’initiation leucémique entre les deux conditions, concluant que dans ce cas de 
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leucémie-ci, YAP/TAZ n’était nécessaire ni dans son établissement, ni comme suppresseur de 

tumeurs (Donato et al. 2018).   

C’est pourquoi, on peut en effet s’interroger sur le rôle de YAP/TAZ dans les maladies 

hématologiques. Alors que le rôle de YAP/TAZ n’est plus à démontrer dans les cancers solides, 

il semblerait plus controversé dans les cancers semi-adhérents, ou YAPoff. De plus, les études 

décrites ci-dessus étudient les leucémies lors de stade « diagnostic ». Que se passe-t-il donc 

lors de chimiorésistance dans les cancers liquides ?  

Chapitre 3 - Système hématopoïétique  

Hématopoïèse et éléments dérivés du sang 
L’hématopoïèse est le processus d’obtention des différents éléments matures du sang. Elle 

permet la production de billion de cellules sanguines par jour dans la moelle osseuse. Ce 

renouvellement quotidien des cellules est possible grâce aux cellules souches 

hématopoïétiques (CSH). Ces CSH sont retrouvées au sein de la moelle osseuse où elles se 

divisent de manière asymétrique, permettant leur autorenouvèlement ou bien leur 

différenciation. Par ce biais, elles donnent naissance à un progéniteur commun multipotent, 

qui engendrera lui-même deux progéniteurs, soit un progéniteur commun lymphoïde ou un 

progéniteur commun myéloïde. Le premier donnera naissance aux cellules matures 

lymphoïdes : les lymphocytes B, producteurs d’anticorps, les lymphocytes T, qui détruisent les 

cellules étrangères par contact direct, et les cellules NK (Natural Killers) ayant des propriétés 

cytotoxiques permettant la régulation du tissu (élimination de cellules cancéreuses ou 

infectées par un virus). Le progéniteur commun myéloïde est donc à la tête des cellules 

matures myéloïdes. On retrouvera les érythrocytes, transportant l’oxygène dans le sang, les 

plaquettes, permettant la coagulation sanguine et les cellules de l’immunité innée, 

neutrophiles, basophiles, éosinophiles et monocytes, en première ligne contre une infection 

ou inflammation (Figure 14). 

Plusieurs facteurs solubles tels que des facteurs de l’inflammation (IL-3, -6, -11, -12), ou de 

croissance comme le GM-CSF (Granulocyte Macrophage Cell Stimulating Factor) et G-SCF 

(Granulocyte Cell Stimulating Factor), ckit/SCF (Stem Cell Factor) ou TPO (thrompoeitin) 

régulent ce processus de différenciation (Ogawa 1993; Metcalf 1998). Certains de ces facteurs 

ont des actions plus larges, et sont impliqués dans les différenciations spécialisées dans 

certaines lignées sanguines en aval. Par exemple, le G-CSF stimule le développement des 

progéniteurs multipotents (F.-C. Yang et al. 1998), la différenciation des neutrophiles (Lotem 

et Sachs 2002) et dans le recrutement et la mobilisation des cellules-souches (Link 2000). Il 

sert aujourd’hui de traitement pour la récupération des CSH dans le sang périphérique. 

Comme facteurs de croissance plus spécialisés, on retrouvera aussi : l’EPO (Erythropoietin) 

pour la différenciation érythrocytaire, la TPO pour la différenciation plaquettaire, le M-CSF 

(Macrophage Cell Stimulating Factor) pour celle des macrophages, le GM-CSF à celle des 

granulocytes/macrophages et cellules dendritiques (Lotem et Sachs 2002).   
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Comme toutes cellules, les différentes composantes de la hiérarchie hématopoïétique 

peuvent se distinguer par des marqueurs de surface (Figure 14). Chez l’humain, un marqueur 

commun à une majorité de cellules sanguines, exceptés dans les érythrocytes et les 

plaquettes, est le CD45. Les CSH immatures sont canoniquement caractérisées comme étant 

Lin- (lineage) CD34+ CD38-. Ce terme de « Lineage » regroupe un ensemble de marqueurs 

retrouvés à la surface des cellules hématopoïétiques matures et différenciées. Par exemple, il 

peut comprendre CD14 chez les monocytes, CD16 chez les cellules NK, CD20 chez les 

lymphocytes B… Si les cellules n’expriment aucun de ces marqueurs, elles sont donc 

considérées comme indifférenciées et Lin-. En plus de ce quatuor, Lin- CD45+ CD34+ CD38-, 

les CSH vont exprimer des récepteurs de ligand important à leur régulation tels que le CD117, 

récepteur du SCF (Yin et al. 1997) ou bien le CD123, récepteur de l’IL-3 (Sato et al. 1993). Elles 

sont aussi positives pour CD90/Thy1 (Baum et al. 1992) et ALDH (Storms et al. 1999), elles 

seront négatives pour le CD45RA. Des études démontrent cependant que certaines CSH 

peuvent être CD34- (Anjos-Afonso et al. 2013) c’est pourquoi, les marqueurs moléculaires ne 

Figure 14 : Hématopoïèse pyramidale adapté de Alessandro Rizzo, Abcam et Sudo et al. 

(2013) et Doulatov et al. 52012) : Hématopoïèse et les marqueurs associés aux différents 

types cellulaires chez l’humain.  

HSC : hematopoeitic stem cell ; MPP : Multipotent Progenitor; CLP: Common Lymphoid Progenitor; CMP: 

Common Myeloid Progenitor; GMP: Granulocyte-Monocyte Progenitor; MEP: Megakaryocyte-Erythroid 

Progenitor; ETP: Early T-cell Progenitor. 
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suffisent pas toujours à définir le type cellulaire. Les cellules supposées souches sont aussi 

validées au niveau fonctionnel : in vitro, c’est surtout la capacité d’autorenouvèlement qui 

sera évaluée via des expériences de CFC (Cell-Forming Cells assay) ou de LT-CIC (Long-Term 

Culture Initiating Cells). La première permet l’identification et la quantification des cellules 

progénitrices tandis que la deuxième souligne la présence de cellules souches. Une autre 

méthode de validation des caractères souches d’une cellule hématopoïétique est la 

transplantation dans des souris immunodéprimées pour évaluer leur capacité à recréer tout 

l’arbre hématopoïétique. Il existe deux sous-types de CSH, les « long-term » et « short-term ». 

Les CSH long-term seront plus quiescentes alors que les short-term ont un taux de 

prolifération plus important. Un panel de marqueurs dits SLAM (signaling lymphocyte 

activation molecule) permet de discriminer CSH et progéniteurs chez la souris, avec les CSH 

les plus immatures qui expriment CD150+ CD244+ CD48- (Kiel et al. 2005).  

Par la suite, la CSH devient un progéniteur commun multipotent humain exprimant CD34+ 

CD38- CD90-, puis CD34+ CD38+ CD90- CD45RA+ lors de son engagement lymphoïde ou CD34+ 

CD38+ CD90- CD45RA- dans son engagement myéloïde. Les cellules différenciées, elles 

acquièrent leurs marqueurs Lin spécifiques, preuve de leur engagement finale dans leur lignée 

(Figure 14).  

 

Figure 15 : Modèle revisité de l’hématopoïèse par Laurenti et al. (2018). Le pool des CSH se 

retrouve dans les grandes aires grisées. Les cellules sont classées dans les différentes 

catégories selon l’expression de leurs marqueurs de surface. Le nombre de couleurs 

désignent la potentialité de différenciation de la cellule : les noires sont multipotentes, puis 

une ou plusieurs couleurs, la cellule sera uni-, bi-, voire tri-linéaire. La couleur désigne vers 

quelle lignée cellulaire la cellule ira se différencier. 
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Ce concept de hiérarchie pyramidale de l’hématopoïèse a depuis été revisité. Bien que la 

caractérisation par marqueurs de surface reste la même, des études démontrent un 

continuum entre les CSH et les progéniteurs. CSH et progéniteurs peuvent être très 

hétérogènes (Laurenti et Göttgens 2018) (Figure 15). Certaines CSH restent 

multipotentes pour permettre leur autorenouvèlement mais leurs cellules-filles sont limitées 

dans le choix de leur lignée de différenciation : chez la souris, certaines seront engagées vers 

la lignée myéloïde ou lymphoïde (Dykstra et al. 2007; Muller-Sieburg et al. 2004), voire 

mégacaryocytaire (Carrelha et al. 2018). Velten et al. (2017) proposent un modèle de CLOUD-

HSPC (Continuum of LOw-primed UnDifferentiatied-Hematopoietic Stem and Progenitor Cells) 

: la différenciation ne passerait pas par la succession discrète de différents progéniteurs 

stables, les changements d’état seraient plus dynamiques et fluides. En effet, des progéniteurs 

avec biais de différenciation uni-, bi- ou trilinéaire sont retrouvés, tôt dans la différenciation 

(Laurenti et Göttgens 2018).  

L’hématopoïèse est donc finement régulée, notamment, par la présence de récepteur-ligand 

qui permet la formation du système sanguin et immunitaire. En plus, elles sont aussi régulées 

par le contexte environnemental.  

L’hématopoïèse se fait dans la moelle osseuse, à l’intérieur même de nos os, compartiment 

clos et non-extensible, dans lequel se retrouve une niche complexe impliquant différents 

types cellulaires, mais aussi des protéines de la MEC et présentant une rigidité différentielle.  

 

Moelle osseuse, niche médullaire et régulation des CSH :  
En 1978, Ray Schoelfield proposait l’hypothèse de la présence de niches médullaires dans la 

moelle osseuse (Schofield 1978), que l’on retrouve chez l’adulte, à l’intérieur des os longs et 

plats. Ces niches seraient l’endroit idéal pour préserver les capacités de régénération des CSH. 

Cette notion de niche a été décrite dans d’autres modèles que le système 

hématopoïétique comme dans les cryptes intestinales et les follicules pileux (Rompolas, Mesa, 

et Greco 2013). Dans ces différentes configurations, le constat est le même, la localisation des 

cellules souches dans ses différentes niches régule leurs fonctions (Rompolas, Mesa, et Greco 

2013).  

Originellement, deux niches différentes ont été décrites, notamment chez la souris : l’une près 

de l’os, appelée niche ostéoblastique ou endostéale, et l’autre aux alentours des vaisseaux 

sanguins, la niche périvasculaire (Figure 16). La première niche permet à un pool de CSH de 

rester quiescentes, protégées du stress génotoxique, jusqu’à leur mobilisation après un stress 

hématologique qui les pousseront à entrer en division asymétrique. Dans la seconde, on 

retrouvera aussi des CSH, maintenues en quiescence mais plus rapidement mobilisées pour 

leur différenciation et prolifération en progéniteurs ou cellules différenciées, qui, elles, 

migreront dans les vaisseaux et le sang périphérique. La localisation des cellules au sein des 

niches régulera donc leurs propriétés et les CSH peuvent naviguer entre ces deux niches. Dans 

l’ensemble de ces niches vont se répartir d’autres types cellulaires qui seront à même de 
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contrôler et réguler les propriétés des cellules souches. On retrouvera donc des cellules telles 

que des ostéoclastes, des cellules nerveuses de Schwann, des cellules endothéliales et des 

cellules souches mésenchymateuses qui pourront se différencier principalement en 

adipocytes ou ostéoblastes. Un autre facteur d’importance qui change d’une niche à l’autre 

est la rigidité de l’environnement : on parle d’une rigidité allant de 0,3kPa à 30-40kPa 

dépendamment de la niche, plus rigide au plus près de l’os comparé à la souplesse des 

vaisseaux sanguins, notamment chez le porc (Jansen et al. 2015). 

Une grande partie des études concernant la localisation et la structure des niches proviennent 

du modèle murin où les outils techniques et génétiques sont disponibles et les questions 

éthiques moindres comparé à l’humain.  

 

 

Régulation cellulaire :  

Ostéoblastes : 

Dans la niche ostéoblastique, ostéoblastes et ostéoclastes bataillent lors du renouvèlement 

du tissu osseux. Les premiers sont dérivés de la différenciation des cellules-souches 

mésenchymateuses (CSM) et se différencient eux-mêmes en ostéocytes pour former de l’os. 

Les seconds, sont dérivés de la lignée hématopoïétique résultant de la fusion de macrophages 

du tissu osseux et ont pour rôle la résorption de l’os. Les ostéoblastes (OB) participent à la 

Figure 16 : Composition cellulaire des niches médullaires adaptée de Pinho et al. (2019).  

Nes-GFP
high/low

 : periarteriolar nestin GFPhigh/low cells, CAR-cell : CXC-chemokine ligand 12 (CXCL12)-

abundant reticular cells, HSC : Hematopoetic Stem Cell, Treg : regulatory T cells, DARC : duffy antigen 

receptor for chemokines, IL-7 : interleukin-7, OPN : osteopontin, SCF : stem cell factor, TGFβ, transforming 

growth factor-β. 
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maintenance des CSH. Chez la souris, la perte des ostéoblastes dans la niche entraîne la 

diminution du nombre de CSH de même que de l’hématopoïèse (Visnjic et al. 2004). En effet, 

les OB humains sont capables de sécréter différents facteurs permettant l’expansion des CSH 

(Taichman, Reilly, et Emerson 1999). De plus, les OB murins sécrètent du CXCL12, qui dans 

cette niche, promeut la différenciation des progéniteurs lymphoïdes (Ding et Morrison 2013; 

Y.-M. S. Hsu et al. 2012). La voie BMP (Bone Morphogenetic Proteins) joue aussi un rôle dans 

l’interaction OB-CSH. L’inactivation du récepteur BMPR1A sur les OB murins augmente leur 

nombre et celui des CSHs, indiquant que la voie BMP peut réguler la taille de la niche 

ostéoblastique (J. Zhang et al. 2003). Les OB sécrètent aussi d’autres facteurs impactant les 

CSH : l’ostéopontine, aussi retrouvée dans la MEC, régule négativement l’expansion du pool 

de CSH (Stier et al. 2005), alors que la thrombopoïétine (Yoshihara et al. 2007) et 

l’angiopoïétine (Arai et al. 2004), entraînent l’adhésion des CSH aux OB et leur mise en 

quiescence pour les protéger de l’apoptose (Figure 16). 

CSM Nestin+ : 

Il semblerait néanmoins que les rôles des OB soient en partie partagés par la présence en 

faible quantité de CSM dites Nestin+ ou high, accolées aux artérioles parcourant la niche 

ostéoblastique (Figure 16). En effet, Méndez-Ferrer et al. (2010) ont mis en évidence des 

propriétés précédemment associées aux ostéoblastes. Observées colocalisées avec les CSH 

dans la moelle de la souris, les CSM Nestin+ sécrèteraient directement nombre de facteurs 

permettant la maintenance et le recrutement des CSH dans la moelle osseuse : CXCL12 

(appelé aussi Stromal Derived Factor 1), SCF, VCAM1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1), 

osteopontine, angiotensine… Ce sous-type de CSM est majoritairement quiescent et donc 

protégé lors de l’administration de drogues comme le 5FU (Kunisaki et al. 2013), mais leur 

perte entraîne une relocalisation des CSH et poussent à leur prolifération (Kunisaki et al. 

2013).  

La niche ostéoblastique, composée des OB et des CSM Nestin+, assure donc le maintien et la 

protection des CSH dans un état quiescent grâce au CXCL12, l’ostéopontine, le TGFβ et 

l’angiopontine.  

Cellules réticulées associées au CXCL12/CAR cells: 

Il existe une autre population de CSM importantes : les CSM dites Nestin- ou dim, ou encore 

CAR cells (CXCL12 abundant reticular cells) (Pinho et Frenette 2019). Plus présentes dans la 

niche périvasculaire murines, ces CSM sont localisées sur les sinusoïdes (Figure 16) et sont 

capables de se différencier en ostéoblastes ou en adipocytes (Omatsu et al. 2010). Ces cellules 

régulent le nombre de CSH dans la moelle en maintenant les CSH indifférenciées, mais aussi 

les progéniteurs érythrocytes et lymphoïdes, grâce à leur production de CXCL12 et SCF  

(Omatsu et al. 2010). Les CSH dans cette niche sont plus activées et plus à même d’être 

mobilisées pour leur différenciation. Cette régulation par des CSM CXCL12 high a été reportée 

récemment chez l’humain (Aoki et al. 2021). 
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Adipocytes :  

Produit de la différenciation des CSM, le rôle des adipocytes est encore incertain. Leur 

présence s’intensifie pourtant avec l’âge (Pinho et Frenette 2019), dérégulant l’hématopoïèse. 

Ils sont considérés comme un régulateur négatif de l’hématopoïèse. Naveiras et al. (2009) 

montrent que chez un modèle murin « fatless », incapable de former des adipocytes, la greffe 

des CSH dans les souris était accélérée. Ils démontrent la même chose en utilisant un 

inhibiteur de PPARγ, facteur de transcription primordial dans la différenciation adipocytaire 

(Naveiras et al. 2009). Zhu et al. (2013) les rejoignent sur cette conclusion, utilisant le même 

inhibiteur dans un autre contexte, celui de la chimiothérapie. Généralement, celle-ci promeut 

la production d’adipocytes. Dans ce cas-ci, bloquer la différenciation adipocytaire optimise la 

récupération des CSH après chimiothérapie (Zhu et al. 2013).  

Cependant, les adipocytes joueraient aussi un rôle positif. Après une irradiation, le système 

hématopoïétique est endommagé, et il lui faut se reconstituer. C’est dans ce contexte que B. 

O. Zhou et al. (2017) ont regardé le rôle des adipocytes, dans les os longs murins. 

Premièrement, ils observent que les adipocytes sécrètent du SCF. Puis, inhibant une par une 

les autres sources de SCF (cellules endothéliales, CAR cells), ils démontrent que le SCF produit 

par les progéniteurs adipocytaires est plus impliqué que celui des autres sources dans la 

régénération du système hématopoïétique. 

La régulation positive ou négative des CSH par les adipocytes pourrait provenir du site de la 

moelle osseuse (Zhou et al. 2018). Dans les os longs, cette régulation serait positive : les 

adipocytes promouvant la maintenance des CSH par la sécrétion de SCF (B. O. Zhou et al. 

2017). Dans les vertèbres coccygiennes plus riches en adipocytes, elle serait négative 

(Naveiras et al. 2009) : ils inhiberaient la vascularisation, qui par la suite, perturberait la 

régénération hématopoïétique (B. O. Zhou et al. 2017). 

Cellules endothéliales (CE) :  

Les cellules endothéliales tapissent les différents vaisseaux, qu’ils soient artériolaires, 

sinusoïdaux ou artères centrales, et sont source de cytokines ou de protéines de la MEC qui 

vont impacter les cellules de la niche. Chez la souris, ces vaisseaux peuvent aussi être classifiés 

en deux compartiments : les vaisseaux dits L (low level of endothelial markers) représentant 

majoritairement les sinusoïdes, et les vaisseaux dits H (high level of endothelial markers : 

CD31+/endomucin+). Les vaisseaux H, localisées dans l’endostéum, connectent les artérioles 

entre-elles et sont entourées de progéniteurs ostéoblastiques (Kusumbe et al. 2016). Ils sont 

capables de sécréter du SCF (Kusumbe et al. 2016; Comazzetto et al. 2019) afin de réguler la 

maintenance des CSH dans leur niche.  

Les CE artériolaires sont responsables de la protection des CSH (Doan et al. 2013), elles 

accélèrent la reconstitution du système hématopoïétique après irradiation (Chute et al. 2007), 

notamment par la sécrétion d’EGF (Doan et al. 2013). De plus, les CE sécrètent aussi du 

CXCL12, permettant le maintien des CSH (Ding et Morrison 2013; Ding et al. 2012). Elles 

produisent aussi Notch, régulant leur autorenouvèlement (Ramasamy et al. 2014), et à 
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l’inverse, produisent des interleukines (IL-7, IL-33) régulant l’expansion des progéniteurs et la 

régulation des progéniteurs lymphocytaires (J. Chen et al. 2020).  

Un important dialogue existe entre CE et ostéogenèse, notamment par la différenciation des 

ostéoblastes. En effet, les CE sont force d’angiogenèse au travers de leur propre signalisation 

par Notch (Ramasamy 2017). L’altération de la voie Notch réduit donc la croissance des 

vaisseaux mais aussi l’ostéogenèse et entraîne un défaut de l’os (Ramasamy 2017). Les CE 

régulent la différenciation ostéoblastique, en sécrétant du BMP-2 (Kaigler et al. 2005) mais 

aussi HIF-1 (Hypoxia Inductible Factor 1) (J. Chen et al. 2020). Cela impactera indirectement le 

maintien des CSH dans la niche.  

Les CE régulent donc les CSH et leurs progéniteurs, mais aussi d’autres types cellulaires tels 

que les ostéoblastes. En addition de cela, plusieurs rapports démontrent que la perméabilité 

des vaisseaux joue un rôle important. La structure même des deux types de vaisseaux, 

artérioles ou sinusoïdes impacte l’hématopoïèse. Les artérioles sont moins perméables, 

soutenant le maintien des CSH grâce à un contact limité avec les ROS (Reactive Oxigen 

Species). Les sinusoïdes à l’inverse permettent le passage des cellules différenciées dans le 

sang périphérique et sont donc plus perméables. Cela entraîne une forte concentration de 

ROS, augmentant le trafic des CSH et leur propension à se différencier (Itkin et al. 2016).  

Régulation nerveuse :  

En plus des cellules stromales et endothéliales, la moelle osseuse est innervée, principalement 

par des fibres sympathiques et des fibres sensorielles (Mach et al. 2002). Alors que l’étude de 

l’impact des fibres sensorielles est encore à ses débuts, certains éléments soulignent celui des 

fibres sympathiques (Pinho et Frenette 2019). Elles permettraient une régulation circadienne 

de la sécrétion de G-CSF (Méndez-Ferrer et al. 2008). Celui-ci agirait sur les neurones 

adrénergiques, entraînant la suppression des OB et par la suite une synthèse réduite de 

CXCL12 (Katayama et al. 2006). Le CXCL12 est un facteur important pour le maintien des CSH 

dans leur niche (Méndez-Ferrer et al. 2010; Omatsu et al. 2010). Son inhibition par le G-CSF 

mobilise donc les CSH hors de la moelle (Katayama et al. 2006). Les cellules gliales entourant 

les neurones ont aussi leur rôle à jouer. Les cellules non-myélinisées de Schwann viennent 

activer le TGFβ latent de la moelle osseuse (Yamazaki et al. 2011). Sécrété par les macrophages 

présents dans la moelle (M. Zhao et al. 2014; Jiang et al. 2018), le TGFβ régule également la 

quiescence des CSH (Jiang et al. 2018). Cependant, la voie TGFβ n’est que peu activée dans les 

CSH de la moelle osseuse (Yamazaki et al. 2011). L’explication apportée serait que les cellules 

gliales permettent d’activer le TGFβ sécrété dans la MEC et réguleraient spatialement la 

quiescence des CSH (Yamazaki et al. 2011).  

D’autres facteurs physiques participent à la régulation des CSH dans leur niche. 
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Régulation par l’environnement physique :  

Hypoxie : 

Originellement, la niche ostéoblastique est moins perfusée que sa consœur périvasculaire, 

malgré la présence d’artérioles. Il existe alors un gradient d’hypoxie dans la moelle. De 

manière intéressante, certaines propriétés des CSH démontrent leur évolution dans un milieu 

hypoxique : elles expriment HIF-1, habituellement dégradé lors d’un niveau d’oxygène 

supérieur à 5%, ou incorporent Pimo (pimonidazole) marqueur important de l’hypoxie. La 

surexpression de HIF-1 promeut la greffe et le recrutement des CSH (Speth et al. 2014), celles 

répondantes au CXCL12 exprimés par les cellules endothéliales en milieu hypoxique (Ceradini 

et al. 2004). Cependant, une étude de Nombela-Arrieta et al. (2013) chez la souris démontrent 

que les CSH présenteraient des propriétés liées à l’hypoxique. Or, leur étude par imagerie 

montre que les CSH sont localisées à côté des artérioles, et que des cellules Pimo+ et Pimo- 

partagent la même localisation et même milieu. Ceci suggère que la localisation n’est pas le 

facteur déterminant dans l’expression de ces propriétés hypoxiques, mais plutôt leur profil 

métabolique (Nombela-Arrieta et al. 2013).  

Molécules d’adhésion 

Par leur fonction même, les cellules hématopoïétiques, considérées et cultivées en 

suspension, sont de fait, étroitement en relation avec leur environnement, et expriment donc 

les récepteurs appropriés. Si l’on considère un leucocyte recruté sur un site d’inflammation : 

lors de sa mobilisation, il migrera le long de la paroi du vaisseau sanguin, jusqu’à s’extravaser 

pour rejoindre le tissu inflammé (Chae et al. 2018). L’expression différentielle de ces protéines 

d’adhésion changera donc l’infiltration immunitaire et le recrutement des leucocytes (Chae et 

al. 2018). Pour ces propriétés, les sélectines sont cruciales pour permettre ce roulement sur 

l’endothélium ; elles s’associent et se dissocient avec leur ligand, présent sur d’autres types 

cellulaires, de façon très rapide (Kulkarni et Kale 2020). D’autres récepteurs sont exprimés 

comme Notch, reliant les CSH aux ostéoblastes, la N-Cadhérine et l’éphrine qui permettraient 

l’interaction avec les CSM (Kulkarni et Kale 2020). Pour son interaction avec la MEC, les CSH 

expriment CD44 se liant particulièrement au hyaluronan. Et évidemment, on retrouvera 

nombre d’intégrines (Kulkarni et Kale 2020; Gruszka et al. 2019) à la surface des CSH qui 

permettront non seulement de sentir la rigidité du substrat et mais aussi de médier l’adhésion, 

en particulier les paires α4β1, α5β1 et αLβ2 (Kulkarni et Kale 2020).  

Rigidité :  

La moelle osseuse est donc composée de différentes niches, et celles-ci n’ont pas la même 

rigidité.  

Il est communément admis que la moelle osseuse constitue une matrice allant de 0.3kPa à 

30kPa, selon la composition de celle-ci. Jansen et al. (2015) observent des rigidités différentes 

au sein de la moelle osseuse de porcs, suggérant que le tissu présente une hétérogénéité 

d’élasticité et de viscosité. Choi et al. (2017) démontrent que les cellules souches sont 

sensibles à cette rigidité. La composition de la matrice autant que sa rigidité entraînent des 
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préférences de différenciation des CSH. Utilisant des cellules souches murines, ils les ont 

cultivés sur des substrats de différentes rigidités (3,7kPa, 44kPa, et sur du verre de l’ordre du 

GPa) et tapissés de matrices variées (collagène, fibronectine, laminine). Ils observent que le 

collagène pousse à la différenciation érythrocytaires ou macrocytaire, surtout sur substrats 

rigides (Choi et Harley 2017). La fibronectine augmente le nombre de colonies macrocytaires 

sur tous types de rigidités et le nombre de colonies mégacaryocytaires, augmentées avec la 

rigidité. La laminine favorise uniquement la différenciation érythrocytaire, encore une fois, 

augmentée avec la rigidité. Choi et al. (2017) démontrent donc l’importance de composantes 

de l’environnement telles que la rigidité ou la composition de la matrice lors de la 

différenciation hématopoïétique.  

Ces deux constituants font partie de la même pièce, sachant que l’organisation des protéines 

de la MEC permet de moduler la rigidité de celle-ci. La répartition des différentes protéines de 

la MEC au travers des différentes niches est, elle, dépendante en partie des cellules qui les 

sécrètent.  

Cette rigidité provient non seulement de la rigidité intrinsèque des cellules composants les 

niches, mais aussi des protéines de la MEC produites par elles, ou présentes dans les niches. 

MEC :  

De très nombreuses protéines de la MEC sont présentes dans la moelle osseuse, régulant 

diverses propriétés comme l’adhésion, la prolifération, la différenciation, la quiescence, le 

vieillissement et le retour (« homing ») des cellules dans la niche (Lee-Thedieck, Schertl, et 

Klein 2022). On retrouve différentes classes de protéines, des glycoprotéines comme les 

laminines, la fibronectine ou les tenascines, les collagènes dont le collagène I et III, et les 

protéoglycanes dont le syndecan et le perlecan et le hyaluronan.  

Les laminines sont réparties au niveau des membranes basales, et sont sécrétées par les 

cellules endothéliales, c’est pourquoi on retrouvera une majorité de laminines dans la niche 

périvasculaire (Lee-Thedieck, Schertl, et Klein 2022). Elles sont formées par trois chaînes α, β, 

γ qui s’assemblent pour former au moins 16 différents isoformes. Les laminines (LM) 

contenant de l’α4 ou α5, se situent au niveau de la membrane basale des vaisseaux (Sorokin 

et al. 1997; Susek et al. 2018) et soutiennent l’adhérence des cellules hématopoïétiques (Gu 

et al. 1999). LM-4 permet la prolifération des cellules souches et des progéniteurs 

hématopoïétiques, de même que leur capacité de homing dans la moelle osseuse après 

transplantation (Susek et al. 2018). Cai et al. (2022) montrent aussi l’importance des laminines 

contenant de l’α4. Sa délétion dans le modèle murin réduit les capacités de régénération du 

système hématopoïétique, inhibant la différenciation et maturation des progéniteurs 

myéloïdes. En absence de LM-4, ils observent aussi un effet pro-leucémique, avec 

l’augmentation de la prolifération des cellules leucémiques et de leur chimiorésistance (Cai et 

al. 2022). Godavarthy et al. (2021) utilisant des cellules primaires humaines démontrent que 

leur prolifération et leur migration est réduite lorsque l’expression du récepteur à la laminine 
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α5 est inhibé. Les laminines contrôlent donc la prolifération et la migration dans la moelle 

osseuse.  

La fibronectine est un autre facteur important. Composante principale de la MEC, elle permet 

aussi l’interaction avec d’autres protéines de la MEC, comme les protéoglycanes, l’héparane 

ou les collagènes, permettant la création de larges unités de matrice (Lee-Thedieck, Schertl, 

et Klein 2022). Elle peut être sécrétée à la fois par les mégacaryocytes (Malara et al. 2014) ou 

bien les CSM directement (Wagner et al. 2005). Elle est connue pour réguler la différenciation 

en érythrocytes, même s’il semblerait que moduler la rigidité change cette préférence (Choi 

et Harley 2017). De plus, sa présence dans l’ensemble de la niche, semble lui permettre une 

variété de régulation cellulaire et c’est pourquoi il est difficile de discerner précisément ses 

rôles (Wirth et al. 2020). Cependant, ses récepteurs et elle-même ont été impliqués 

positivement dans la migration, la rétention des cellules souches et dans la différenciation. A 

l’inverse, il semblerait que l’interaction des intégrines ou du CD44 avec la fibronectine réduise 

la prolifération des CSH (Wirth et al. 2020). 

Dans la famille des collagènes, les collagènes I et VI sont les plus sécrétés par les CSM et 

adipocytes (Marinkovic et al. 2020), régulant la différenciation des CSM. Le collagène I est 

aussi sécrété par les OB, tapissant la niche ostéoblastique (Blair et al. 2017), mais aussi certains 

vaisseaux (Ben Shoham et al. 2016). La déposition du collagène sur les vaisseaux précède celle 

de la niche, suggérant que les cellules endothéliales régulent indirectement la structure de la 

moelle osseuse (Ben Shoham et al. 2016). Le collagène I inhibe la formation des plaquettes et 

des ostéoclastes (Lee-Thedieck, Schertl, et Klein 2022). Il promeut moins l’adhésion des 

cellules hématopoïétiques contrairement au collagène VI in vitro (Klein et al. 1995), à 

l’exception des progéniteurs érythroïdes et myéloïdes (Koenigsmann et al. 1992).  

 

Dérégulation de la moelle :  
La régulation de l’hématopoïèse est donc finement régulée autant par des facteurs solubles, 

que des facteurs physiques à la fois cellulaires ou extra-cellulaires. Ces propriétés sont 

impactées par le vieillissement, et leurs dérégulations peuvent aussi être à l’origine de 

cancers, dont les leucémies (Lazzari et Butler 2018; de Haan et Lazare 2018). 

Vieillissement : 
Pour commencer, avec l’âge, les CSH ont des capacités d’autorenouvèlement et de 

reconstruction limitées (Lazzari et Butler 2018). Non seulement à cause de la fatigue du 

système hématopoïétique global, mais aussi par un biais de différenciation, amenant les CSH 

à s’engager préférentiellement dans la lignée myéloïde, délaissant le compartiment 

lymphoïde (Pang et al. 2011). Ces changements peuvent venir de la cellule elle-même. Il a été 

observé que la transcription de certains gènes, en particulier liés à la réparation et la 

réplication de l’ADN, de même que du maintien de l’intégrité et du remodelage de la 

chromatine était diminuée (Chambers et al. 2007). A l’inverse, ceux promouvant la 
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prolifération des CSH, ou associés au stress cellulaire (Flach et al. 2014), et à l’inflammation 

étaient augmentés (Chambers et al. 2007).  

En outre, l’entièreté de la moelle osseuse vieillit et le reste des cellules qui la compose avec 

elle, impactant la régulation extrinsèque des CSH.  Le taux d’ostéopontine se réduit, 

perturbant la polarité et potentiel de greffes des CSH murines (Guidi et al. 2017). Un manque 

d’innervation dans la moelle osseuse entraîne un vieillissement prématuré des CSH 

(Maryanovich et al. 2018), et à l’inverse, la co-culture de cellules endothéliales murines 

« jeunes » permet la réjuvénation de « vieilles » CSH murines (Poulos et al. 2017). Le 

vieillissement des cellules endothéliales entraîne une réduction de la sécrétion de Notch, HIF-

1, et de SCF, ce qui non seulement réduira le nombre de vaisseaux de type H, mais aussi une 

perte du maintien des CSH (Kusumbe et al. 2016). Les CSM sont aussi dérégulées, se 

différenciant principalement en adipocytes, et la perte des ostéoblastes impactera le maintien 

et la quiescence des CSH de la niche (Moerman et al. 2004).  

Hématopoïèse clonale (HC) :  
Ces altérations du micro-environnement permettent le développement d’hématopoïèse 

clonale. Malgré toutes les protections possibles par le micro-environnement, les CSH et 

progéniteurs peuvent finir par acquérir des mutations, dues au vieillissement ou à l’exposition 

de mutagènes environnementaux, au stress cellulaire ou autres. L’hématopoïèse clonale est 

donc la transmission de ce patrimoine génétique muté par les cellules immatures qui 

continuent de proliférer et de se différencier. L’expansion d’un clone contenant des mutations 

somatiques peut être la porte d’entrée pour multiples pathologies, dont les cancers sanguins, 

ou cardiovasculaires. En effet, les CSH acquièrent malgré tout, des mutations au cours du 

temps, certaines seront éliminées, d’autres sélectionnées, sur un temps long. C’est pourquoi, 

on observe une majorité de HC chez l’individu âgé (≈70 ans) (Challen et Goodell 2020). Le plus 

souvent, les mutations acquises augmentent les capacités de prolifération et 

d’autorenouvèlement, ou bien créent un effet synergique avec l’acquisition de deuxièmes 

voire de troisièmes mutations. Les domaines les plus touchés sont les régulateurs 

épigénétiques, les facteurs d’épissage et les gènes de réponses aux dommages de l’ADN 

(Challen et Goodell 2020). Par exemple, DNMT3A est le gène le plus fréquemment retrouvé 

muté dans l’HC, il encode une méthyltransférase responsable de la méthylation de l’ADN 

pendant le développement et l’engagement des cellules souches (Challen et Goodell 2020). 

Les mutations dnmt3a, fortement présentes chez les patients leucémiques, et peuvent être 

associées avec des mutations touchant FLT3, aussi bien dans les leucémies lymphoïdes que 

myéloïdes. Dans ce dernier cas, elles sont considérés comme facteur de mauvais prognostique 

(Blau et al. 2016).  

De manière intéressante, la sélection d’un clone ne serait pas seulement reliée à sa fitness 

dans la moelle, l’environnement lui-même aurait son importance (J. N. Cooper et Young 2017). 

Alors que les mutations sur DNMT3 sont principalement retrouvées dans l’HC, on retrouve 

principalement des mutations sur TP53 ou TET2 dans les hémopathies malignes non-

myéloïdes (J. N. Cooper et Young 2017). Cela suggère que même si DNMT3 est initiateur de 
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l’HC, il n’est pas conservé lors de l’expansion des clones dans le développement des 

hémopathies. En effet, exclu de la sélection par l’environnement, il ne serait donc pas 

nécessaire dans l’adaptation du clone à cette niche. Cet impact de l’environnement dans 

l’hétérogénéité clonale est aussi présente lors de syndrome myélodysplasique ou de LAM 

secondaire à un traitement chimiothérapique (Wong et al. 2015; Gillis et al. 2017). Avec l’âge, 

l’acquisition d’une mutation hétérozygote sur TP53 est fréquente. Cependant, l’expansion du 

clone TP53+/- est possible chez un patient âgé, traité par chimiothérapie pour un cancer 

solide, provoquant le développement de syndromes myélodysplasiques ou de LAM 

secondaires (Wong et al. 2015). Cela suggère que la chimiothérapie est importante dans la 

sélection de ce clone tout comme l’environnement en général. L’âge ou bien l’auto-immunité 

peuvent aussi être des facteurs de sélection environnementaux (J. N. Cooper et Young 2017). 

Ainsi, nous avons pu entrevoir la régulation fine de l’hématopoïèse au sein de la moelle 

osseuse, par différents facteurs, et ceux-ci sont impactés par le vieillissement, pouvant 

provoquer par la suite pathologies et autres cancers dont les leucémies.  

 

Chapitre 4 - Les Leucémies Aigües Myéloïdes :  

Définition :  
La Leucémie Aiguë Myéloïde (LAM) est la leucémie la plus fréquente chez l’adulte. Plus de 

20 000 nouvelles personnes ont développé une LAM en 2022 aux Etats-Unis. En France, en 

2018, la prévalence était de 3 428 cas pour un taux d’incidence de 3,1 pour 100 000 chez 

l’homme et 2,3 pour 100 000 chez la femme. Les patients ont un âge médian de 72 ans et leur 

survie moyenne à 5 ans est estimée à 30%. Dépendante de l’âge du patient, la survie à 5 ans 

passe de 69% pour les sujets de 30 ans à 6% pour ceux de 80 ans (SPF 2021).   

La LAM est une hémopathie maligne, due à un blocage de différenciation entraînant la 

prolifération anormale de blastes myéloïdes immatures dans la moelle osseuse et le sang 

périphérique (Figure 17). Elle entraîne ainsi des symptômes due à ce défaut d’hématopoïèse 

tels que de la fièvre, des troubles de la coagulation (ecchymoses, saignements), de 

l’essoufflement, de la fatigue. Le diagnostic commence par une prise de sang dans laquelle 

sont comptés le nombre et le type de leucocytes présents, avant de valider par un 

myélogramme l’envahissement de la moelle osseuse et par quel type cellulaire.  

La LAM est très hétérogène non seulement moléculairement, car on retrouvera multiples 

profils mutationnels différents entre deux patients, mais aussi biologiques, où toute la 

pyramide de cellules sanguines immatures peut être touchée (Figure 17). La LAM rejoint l’idée 

de l’hématopoïèse clonale, résultant de l’expansion d’un ou de plusieurs clones dérégulés, 

prenant le dessus sur l’hématopoïèse normale.  
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Due à cette hétérogénéité, plusieurs classifications ont vu le jour : la classification FAB (French-

American-British) concernant le type de cellules en expansion, moins utilisée de nos jours, ou 

bien la classification ELN (European Leukemia Network) se basant plus sur les profils 

moléculaires et génétiques.  

Classifications :  
En 1976, la classification FAB voit le jour. Elle permet de classer différentes leucémies au vu 

de leur stade de différenciation grâce à des caractéristiques morphologiques et 

cytochimiques. Il existe 8 catégories pour les leucémies myéloïdes (M0-M8) des plus 

immatures aux plus matures (Bennett et al. 1976; Segeren et van ’t Veer 1996).   

Cependant, grâce au développement d’outils moléculaires et génétiques, une classification 

plus fine est apparue, la classification ELN. Après plusieurs mises à jour, sa dernière version 

date de 2022, et permet de relier des profils moléculaires et génétiques avec un pronostic vital 

(Döhner et al. 2022). Elle met en relation le pourcentage de blastes, les mutations et 

aberrations chromosomiques retrouvées avec un pronostic possible (Döhner et al. 2022) 

(Figure 15), afin d’établir une ligne thérapeutique adaptée.  

Figure 17 : Leucémie Aiguë Myéloïde par Riether, Schürch, et Ochsenbein (2015). Les 
mutations entraînant le blocage de différenciation peuvent toucher toutes les cellules 
durant l’hématopoïèse. Leurs propriétés d’autorenouvèlement permettront l’expansion 
des clones leucémiques, et l’acquisition de nouvelles mutations. 
B, B cell; E, erythrocyte; G, granulocyte; NK, natural killer cell; M, monocyte; MEP, megakaryocyte-

erythrocyte progenitor; P, platelet; T, T cell. 
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Ce sont donc en réalité à des LAM auxquelles nous faisons face, chacune avec ses 

caractéristiques et évolutions, même si par souci de facilité, je conserverai son appellation au 

singulier. 

  

Figure 18 : Classification ELN 2022 par Döhner et al. (2022). Selon la caractérisation 

moléculaire et génétique des clones leucémiques retrouvés au diagnostic, le risque peut être 

évalué et les traitements adaptés.  
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Etiologie :  
La LAM est donc une maladie très diverse, de même que ses causes (Figure 19). L’acquisition 

de mutations étant l’un des facteurs principaux, certaines maladies génétiques génèrent un 

terrain favorable à développer une LAM comme la trisomie 21 ou le syndrome de Klinefelter. 

Des études mettent en causes l’exposition à des agents physiques ou chimiques comme le 

benzène ou la cigarette (Deschler et Lübbert 2006). De manière intéressante, la LAM peut 

aussi être la prochaine étape d’autres maladies : elle peut survenir après exposition à la 

chimiothérapie pour un autre cancer, comme le sein, on parle alors de LAM secondaires dues 

aux thérapies. Elle peut aussi être la version acutisée d’un syndrome myélodysplasique (SMD) 

ou d’une leucémie myéloïde chronique (LMC) (Deschler et Lübbert 2006).  

 

 

Cependant, la majorité des cas proviennent de mutations de novo, entraînant donc la 

prolifération et la survie excessive des cellules, leur différenciation incomplète, et un 

métabolisme différentiel.   

 

Profils mutationnels :  
L’apparition de mutations est d’origine multiple, et leur accumulation peut entraîner 

l’initiation tumorale. Pour la LAM, on discerne cette accumulation dans deux voire trois classes 

de mutations différentes.  

Figure 19 : Etiologie des LAM par Deschler et Lübbert (2006). 
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Mutations de classe I :  

Elles touchent principalement des récepteurs de surface, activant constitutivement des voies 

touchant à la prolifération et la survie des progéniteurs hématopoïétiques comme FLT3-ITD, 

N-Ras et SCFR.  

FLT3, normalement récepteur d’un ligand activant prolifération, survie et différenciation dans 

l’hématopoïèse normale, est présent à 60-92% dans les LAM et est muté dans 30% des cas (J. 

Yu et al. 2020). Deux mutations différentes sont retrouvées : soit la duplication d’une partie 

du gène FLT3-ITD (intern duplication tandem) ou une mutation locale FLT3-TKD. Dans le cas 

de la duplication, le pronostic est de risque intermédiaire (Döhner et al. 2022). Sa sévérité 

dépend des mutations qui le côtoie : le risque de rechute augmente s’il est accompagné de 

mutations touchant DNMT3A, IDH1/2 ou TET2 (J. Yu et al. 2020). De son côté, l’association de 

FLT3-TKD et de NPM1 muté semble être de pronostic favorable (Courtney D. DiNardo et al. 

2018). RAS, RhoGTPase contenant contenant 3 isoformes (N-, K-, H-RAS), contrôle la survie et 

la croissance cellulaire, et chaque isoforme peut être muté. Les mutations sur RAS 

représentent 15 à 50% des mutations rencontrées dans la LAM. Chez l’adulte, il semblerait 

que la mutation RAS seule ne change pas drastiquement la survie des patients, alors que la 

mutation N-RAS chez l’enfant serait beaucoup plus dramatique (Xin Liu et al. 2019). 

Correspondant à l’hypothèse de l’obtention de deux mutations dans les deux différentes 

classes pour initier la leucémogenèse, la mutation de RAS seule n’a pas d’impact majeure. 

SCFR, récepteur du SCF, important régulateur de la quiescence des cellules hématopoïétiques, 

est surtout représenté dans les LAM CBF (Core Binding Factor). La mutation sur le SCFR 

accélèrerait la rechute, sans avoir d’impact sur la survie générale (Ayatollahi et al. 2017). 

Mutations de type II :  
Elles seront responsables du blocage de différenciation et d’apoptose dans les cellules 

leucémiques en touchant des facteurs de transcription.  

Les mutations touchant CEBPα, facteur de transcription important dans la différenciation 

myéloïde, concernent 7 à 15% des patients LAM, et peuvent être présentes en N- et 

C- terminal de la protéine (J. Yu et al. 2020). De manière intéressante, la double mutation des 

deux allèles a un meilleur pronostic que les simples mutations mono-alléliques (H.-Y. Li et al. 

2015). RUNX1, facteur de transcription régulant l’hématopoïèse définitive, est souvent 

retrouvé transloqué dans la LAM. Elle forme RUNX1-RUNX1T1, -MECOM ou encore RUNX1-

CBFA2T3, bloquant la différenciation myéloïde (Gonzales et al. 2021). Les mutations RUNX1 

(non-associées avec une translocation) plus présentes chez les sujets âgés, sont souvent 

corrélées avec un mauvais prognostique, car impliquées dans de la chimiorésistance (Gaidzik 

et al. 2016). MLL (Mixed Lineage Leukemia) sont associés à un mauvais prognostique (Issa et 

al. 2021), même si l’événement n’est pas suffisant pour initier la LAM (J. Yu et al. 2020). Il est 

retrouvé dans 3 à 11% des LAM de novo, plus fréquemment chez les patients avec des 

caryotypes normaux. 
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Mutations de classes III :  

On touche ici à des régulateurs de l’épigénétique, que l’on retrouve à 40% dans les LAM. Cinq 

gènes, DNMT3A, TET2, IDH1/2 et ASXL1 sont généralement associés avec une mauvaise 

survie dans la LAM, même si elle n’est pas toujours significative (Al-Bulushi et al. 2022). Ils sont 

tout cinq des régulateurs de l’épigénétique dans la LAM. Les mutations touchant DNMT3A, 

ASXL1 et TET2 peuvent déjà être présentes en amont, lors de l’hématopoïèse clonale. 

DNMT3A est une enzyme méthyltransférase, avec un effet drastique sur la maladie lorsque 

mutée en R882 (J. Yu et al. 2020). Elle a un effet synergique avec IDH2 mutée, bloquant la 

différenciation par sécrétion de prostaglandine, et causant l’émergence d’un syndrome 

myélodysplasique chez la souris (Xiaotian Zhang et al. 2020). IDH1/2 sont détectés chez 20% 

des patients et leur mutation entraîne à l’hyper-méthylation de certains gènes touchant à la 

différenciation ou la prolifération (J. Yu et al. 2020). ASXL1 muté est surtout retrouvé chez les 

patients âgés. Son inhibition génétique chez la souris entraîne des dérégulations dans la 

différenciation, avec une amplification du compartiment myéloïde (J. Yu et al. 2020). Il est 

souvent accompagné de multiples mutations, dont RUNX1 et IDH2.  

Autres mutations importantes :  

En plus, de ces trois classes importantes, on retrouve d’autres types de mutations amplifiant 

la LAM. TP53, gène régulateur du cycle cellulaire et surtout présent chez les patients 

possédant un caryotype complexe, même s’il représente moins de 10% des patients de novo. 

Il est cependant associé à un mauvais pronostic, et peut aussi être impliqué dans la 

chimiorésistance (Kadia et al. 2016). NPM1, protéine chaperonne impliquée dans la 

biosynthèse des ribosomes, est retrouvée mutée dans 30% des LAM. En fonction de son 

association ou non avec celle de FLT3-ITD, le pronostic auquel il est associé passe de bon à 

intermédiaire (Döhner et al. 2022).  

D’autres mutations concernant le spliceosome sont aussi importantes. Protéines permettant 

l’épissage des ARN, leurs mutations empêchent la bonne édition des transcrits. Apparaissant 

surtout dans les syndromes myélodysplasiques (SMP), elles sont conservées dans la LAM, 

notamment celles induites post traitement (Taylor et Lee 2019). Parmi les protéines du 

spliceosome, SF3B1, SRFS2, U2AF1 et ZRSR2 sont les plus mutées (Yoshida et al. 2011). Dans 

le cas de SF3B1, il est corrélé avec un bon diagnostic dans les SMP (Huber et al. 2022), mais 

son rôle est encore controversé (Z. Zhou et al. 2020). Dans la LAM, cette mutation concerne 

6% des patients et est retrouvé chez des patients à mauvais pronostic (Huber et al. 2022). 

SRFS2 est, elle, retrouvée chez 13 à 25% des patients, principalement chez les personnes les 

plus âgées, plus fréquemment les hommes, et ayant une LAM secondaire aux traitements 

(Grimm et al. 2021). SRFS2 est donc lié à des patients ayant un mauvais pronostic (Grimm et 

al. 2021). Cependant, la mutation SRSF2 ne semble pas être elle-même responsable du 

mauvais pronostic, la survie des patients n’étant pas différentes chez une cohorte de patients 

chinois (J. Yang et al. 2016). A l’inverse, les patients doublement mutés pour ASXL1 et SRSF2 

étaient plus à risque que ceux n’ayant qu’une des deux mutations (Richardson et al. 2021). 
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Cellules-Souches Leucémiques :  
En plus de l’aspect mutationnel, le statut de la cellule dans la hiérarchie et le continuum de 

différenciation est important. Etant hétérogène, si le clone amplifié est très immature, il est 

d’autant plus à même de générer d’autres clones, immatures ou non, pour le maintien de la 

LAM. Cela rejoint la théorie des cellules souches cancéreuses (CSC) et leur répartition au sein 

de la tumeur, ou de la moelle dans le cas de la LAM. Testant deux hypothèses différentes, 

Wang et al. (2005) démontrent que la répartition des Cellules Souches Leucémiques (CSL) ne 

se fait pas de manière aléatoire. En effet, le modèle aléatoire entraîne une répartition assez 

homogène des cellules présentes dans la tumeur, si l’on parle de tumeurs solides, dont une 

faible proportion serait des cellules souches (J. C. Y. Wang et Dick 2005) (Figure 20). De plus, 

selon ce modèle, l’activité pro-tumorale serait donnée à toutes les populations cellulaires et 

ne pourrait pas être enrichie. A l’inverse, la deuxième hypothèse implique que les populations 

au sein de la tumeur sont hétérogènes mais seule une rare sous-population, constituée de 

celles souches cancéreuses, aurait des capacités d’initiation tumorale (J. C. Y. Wang et Dick 

2005). Dans ce cas-ci, il est important de cibler cette population particulière pour éviter les 

rechutes, et surtout, elle peut être isolée. C’est le cas dans la LAM où plusieurs études 

permettent l’isolation de CSL qui survivent au travers des greffes sériées, provoquant de 

nouveau une leucémie chez des souris (Lapidot et al. 1994; Bonnet et Dick 1997). 

 

Figure 20 : Modèles des Cellules Souches Cancéreuses par J. C. Y. Wang et Dick (2005). (a) 

Toutes les cellules ont une capacité faible de prolifération et de formation de nouvelles 

tumeurs. (b) Seulement certaines cellules au sein de la tumeur forment de nouvelles 

tumeurs, elles sont fonctionnellement distinctes des autres cellules. 
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Les CSL ressemblent aux CSH par plusieurs aspects : certains de leurs marqueurs sont 

conservés (CD34+CD38-), ainsi que leur capacité de repopulation de la moelle et 

d’autorenouvèlement. Cependant, les CSL ont des expressions de marqueurs différentes ou 

expriment des marqueurs spécifiques, que l’on peut cibler par la suite. Les cellules souches et 

progéniteurs leucémiques expriment CD33 et CD123, autant au diagnostic qu’après rechute 

(Haubner et al. 2019). L’expression du CD123 n’est pas spécifique aux cellules leucémiques, 

mais la différence d’expression entre cellules normales et leucémiques fait de lui un bon 

marqueur (Testa et al. 2002) et une cible importante dans la lutte contre la LAM (Shi et al. 

2019). Le CD47 est aussi exprimé dans la population totale des cellules LAM (Ponce et al. 

2017). Une fois exprimé, il envoie un signal aux cellules immunitaires de « soi » qui empêche 

ceux-ci de venir détruire la cellule. Sur les cellules cancéreuses, il sert donc comme un leurre 

et permet le camouflage lors de la surveillance immunitaire, son inhibition permet en effet le 

retour de la phagocytose des cellules cancéreuses chez la souris (Majeti et al. 2009). Sur les 

cellules souches en particulier, on retrouve en plus TIM3, promouvant l’autorenouvèlement 

des CSL (Haubner et al. 2019). En plus de cela, les cellules leucémiques immatures 

CD34+CD38- expriment aussi CD45RA (Kersten et al. 2016), à l’inverse des cellules normales 

pour qui CD45RA est un marqueur de l’engagement des progéniteurs. Des thérapies ciblées 

contre certains de ces marqueurs ont été développés pour limiter les rechutes, en 

combinaison avec une thérapie conventionnelle. 

Thérapies :   
En effet, avec la forte hétérogénéité cellulaire de la LAM, différents traitements existent. En 

première ligne se trouve communément un traitement par chimiothérapie, complété ou non 

par des thérapies ciblées en fonction de la caractérisation moléculaire des clones. Une autre 

solution thérapeutique est la greffe de moelle osseuse. 

Traitement par chimiothérapies :  
Depuis longtemps, la première ligne est donc la chimiothérapie : composée d’une 

combinaison de Cytarabine (Aracytidine/Ara-C) et d’anthracyclines. Le premier est un 

analogue des pyrimidines et viendra s’intégrer dans l’ADN dans les cellules en cours de 

réplication, durant la phase S, ce qui inhibera leur prolifération et perturbera les 

topoisomérases (Hospira 2022). Les anthracyclines viendront aussi s’intégrer dans l’ADN pour 

provoquer sa fragmentation et inhiber sa réparation. Plusieurs d’entre-elles sont utilisées 

dans la LAM dont la Daunorubicine, l’Epirubicine, la Doxorubicine et l’Idarubicine (Weiss 

1992). Ces deux différents traitements ont donc pour cible les cellules ayant un fort taux de 

prolifération. Le protocole de soin est généralement constitué de différentes phases : une 

phase d’induction, de consolidation puis de maintenance afin d’optimiser l’éradication des 

clones leucémiques.  

Phase d’induction :  

Cette première phase a pour but de réduire le nombre de blastes dans le sang afin d’atteindre 

la rémission complète de la moelle osseuse avec moins de 5% de blastes, plus de 1000 
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neutrophiles et plus de 100 000 plaquettes (Cheson et al. 2003). Pour cette phase, on parle 

aussi de régime « 3+7 » signifiant 3 jours d’anthracyclines et 7 jours de traitements par Ara-C 

en intraveineuse quotidienne, et ce pendant 40 jours (Kantarjian 2016). Des études ont 

comparé et essayé d’optimiser les doses d’Ara-C ou d’anthracyclines afin de pouvoir soigner 

sujets jeunes ou âgés (Luger 2017). Il semblerait que l’augmentation des doses puisse 

accélérer la réponse, mais non pas le temps de rémission. Seulement le groupe de moins de 

60 ans a pu bénéficier de l’augmentation de Daunorubicine (Fernandez et al. 2009). 

Concernant les patients de plus de 60 ans, ils sont traités par agents hypométhylants (ex. 

Vidaza), mais la survie ne s’en trouve pas forcément améliorée (Quintás-Cardama et al. 2012). 

Le traitement des sujets âgés reste donc problématique avec un fort taux de rechute.  

Phase de consolidation :  

Lors de la phase de consolidation, l’objectif est de maintenir la rémission pour éviter la 

rechute. Elle se compose des mêmes traitements qu’en phase d’induction mais les doses 

peuvent être augmentées. Pour les patients les plus jeunes, des traitements plus dosés de plus 

courte durée permettent un allongement du temps avant rechute (Weick et al. 1996).  

Post induction, la greffe autologue (par les cellules saines du patient lui-même) peut être 

considérée si le pronostic du patient est intermédiaire ou mauvais. La greffe allogénique 

(grâce à un donneur) sera préférable s’il reste au patient des cellules avec des lésions après 

les phases d’induction/consolidation, suggérant un risque de rechute important. Dans les deux 

cas, les patients sont irradiés pour détruire la moelle osseuse pathologique et sont greffés 

avec les cellules du donneur, ce qui entraînera la formation d’un nouveau système 

hématopoïétique. Une fois encore, les greffes sont proposées aux sujets jeunes, plus aptes à 

supporter l’entièreté du protocole et d’y répondre favorablement (Yanada et al. 2004). Dans 

les cas d’un mauvais pronostic, l’avantage de la greffe vis-à-vis d’une chimiothérapie à fortes 

doses n’a pas été démontré (Usuki et al. 2012).  

Thérapies ciblées :  
Dès lors que l’analyse moléculaire a été effectuée, le patient peut avoir accès à des 

traitements ciblés. Que ce soient des anticorps monoclonaux contre des marqueurs de surface 

ou des traitements chimiques contre certaines mutations, ces molécules sont en plein essor 

pour améliorer la survie du patient.  

Parmi les anticorps monoclonaux, il existe le Gemtuzunab ozogamicin (GO), spécifique au 

CD33 et qui est couplé à un composant cytotoxique (ozogamicin). Son addition lors de la phase 

de consolidation peut être un apport pour la survie de patients présentant des mutations dans 

le CBF ou ayant un risque intermédiaire (Luger 2017). De la même manière, a été développé 

un anticorps contre le CD123, le flotetuzumab (Shi et al. 2019). Puis ont été développés des 

traitements oraux ou intraveineux contre certains récepteurs, comme la midostaurine ou le 

gilteritinib contre FLT3-ITD. D’autres toucheront des mutations comme celles de IDH1/2, ou 

des voies de signalisations dont Hedgehog (Kayser et Levis 2022). 
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Une autre molécule dont l’utilisation est croissante depuis quelques années est le Venetoclax. 

Molécule inhibant la protéine anti-apoptotique Bcl2, il est utilisé de plus en plus tôt dans la 

prise en charge du patient. Il est surtout adressé aux patients âgés, en combinaison avec des 

agents hypométhylants (Vidaza) (C. D. DiNardo et al. 2020) ou des faibles doses d’Ara-C (A. H. 

Wei et al. 2019). Cependant, des rapports notent déjà l’apparition de résistance à cette 

molécule, via l’acquisition d’une mutation sur p53 (C. D. DiNardo et al. 2020).  

Ainsi, post induction, plusieurs axes de traitement s’offrent aux patients, que ce soit la greffe 

ou bien la consolidation par chimiothérapies, en combinaison ou non avec des thérapies plus 

ciblées. Malgré cela, le nombre de rechute dû à un fort taux de résistance aux traitements 

reste important.  

Chimiorésistance à l’Ara-C :  
Pour résister au stress induit par l’Ara-C, les cellules évoluent et acquièrent différents 

systèmes de résistance.  

L’Ara-C est donc un analogue des pyrimidines. Il doit cependant être transformé avant effet, 

que ce soit pour réussir à entrer dans la cellule et être phosphorylé, puis l’ADN doit s’ouvrir 

pour permettre son intégration dans la double hélice. Ces processus impliquent différents 

gènes respectivement hENT1 (human equilibrative nucleoside transporter1), dCK 

(Deoxycytidine kinase), et la TopoαII (topoisomérase). Il semblerait que les cellules résistantes 

voient l’expression de ces gènes réduits afin de se protéger de la chimiothérapie (Kulsoom, 

Shamsi, et Afsar 2018).  

D’autres mécanismes de chimiorésistance sont souvent reliés aux capacités de protection des 

cellules souches leucémiques. Afin d’éviter l’import de la molécule, des protéines d’efflux sont 

exprimées dans les cellules, comme les transporteurs ABC (Megías-Vericat et al. 2022). Ces 

transporteurs sont régulièrement impliqués dans l’efflux de drogues dans plusieurs cancers. 

Pour sa sortie pourtant, l’Ara-C utilisera préférentiellement MRP7 et MRP8 (Multidrug 

Resistance Protein) traduites depuis abcc10 et abcc11 (Y. Guo et al. 2009). Néanmoins, il 

semblerait que ce ne soit pas les seules à être impliquées. Lewuillon et al. (2022) démontre 

l’importance de ABCB1 dans la résistance à l’Ara-C. Les cellules exprimant fortement ABCB1 

et ayant des propriétés souches médient la résistance grâce à la surexpression de ORAI1, 

protéine membranaire permettant l’entrée de calcium et promouvant la prolifération 

(Lewuillon et al. 2022).  

Dans d’autres cas, la CSL essaie de rester en quiescence, cachée dans la niche endostéale 

(Ishikawa et al. 2007). L’expression de mi-RNA ou l’activation de certaines voies dont PI3K/Akt 

permettent leur maintien en quiescence (van Gils, Denkers, et Smit 2021). Aussi, il a été 

démontré des dérégulations dans l’épigénétique ou bien dans le métabolisme. Certains gènes 

sont hypométhylés, comme LSD1, ce qui permet l’arrêt de différenciation et l’augmentation 

de l’autorenouvèlement, et des inhibiteurs sont en cours de phase clinique.  
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Micro-environnement dans la LAM :  
En plus de ces mécanismes de résistance intrinsèque, la cellule leucémique reste en 

interaction avec l’environnement médullaire. Cette interaction peut aussi promouvoir la 

résistance de la cellule. En effet, les CSL prennent la place des CSH saines pour profiter de la 

protection des niches médullaires. Les cytokines régulant l’hématopoïèse normale sont 

récupérées par les CSL contribuant à la chimiorésistance, comme le CXCL12 (Anderson et al. 

2022; Viñado et al. 2022) ou le TGFβ. En effet, l’inhibition de ces cytokines permet la re-

sensibilisation des cellules au traitement (Nervi et al. 2009; Tabe et al. 2013). Les 

CSL remodèlent aussi le reste du micro-environnement afin de créer un environnement qui 

est d’autant plus favorable à leur maintien, et permissif au développement des leucémies 

(Figure 21).  

Changements mécaniques :  

On observe tout d’abord des perturbations au niveau de la matrice elle-même, et de sa 

rigidité. Les cellules leucémiques et hématopoïétiques partagent des mécanorécepteurs 

communs, dont les intégrines, mais leurs expressions peuvent changer. En effet, les CSL ont 

une expression plus importante des intégrines β1α1, -α2, -α3, -α6, et de CD98, co-récepteur 

des intégrines qui amplifie leur signalisation (Gruszka et al. 2019). Les CSL conservent 

néanmoins le reste des marqueurs d’adhésions des CSH comme les intégrines α4β1 ou CD44 

qui interagiront respectivement avec VCAM et les E-Sélectines présentes sur les cellules 

endothéliales. L’interaction des intégrines α2β1 avec le collagène participe à la résistance aux 

anthracyclines par l’activation de la voie Rac1 (Naci et al. 2019). De même, l’engagement de 

l’intégrine α4β1 des CSL est source de chimiorésistance chez la souris (Takuya Matsunaga et 

al. 2003). Cette interaction est retrouvée chez l’humain, ce qui activerait la signalisation NF-

kB afin de promouvoir des signaux de survie dans une coculture de CSM et de cellules 

leucémiques (Jacamo et al. 2014). C’est pourquoi, l’inhibition de cette paire d’intégrines 

semble aider à la re-sensibilisation des cellules résistantes (Layani-Bazar et al. 2014; T. 

Matsunaga et al. 2008). On retrouve le même effet protecteur de l’adhésion dans la Leucémie 

Myéloïde Chronique où les cellules résistantes persistent dans la moelle via leur interaction 

avec le stroma, entraînant leur quiescence (Jeanpierre et al. 2021).  

Ces changements d’expression des intégrines dénotent un changement dans la composition 

de la MEC, comme la cellule s’adapte à son environnement. En effet, une fibrose apparaît dans 

un tiers des leucémies, tout sous-types confondus (A. Islam et al. 1984), même si plus présente 

dans les leucémies mégacaryotiques (Imbert, Nguyen, et Sultan 1992). Dans ce cas-ci, il a été 

observé des dépôts importants de collagène ou de réticuline qui viennent tapisser la moelle 

osseuse (Kuter et al. 2007). Cette fibrose de la moelle osseuse est un facteur de mauvais 

pronostic (Xia Zhang et al. 2022). En plus de cette rigidification des substrats, la pression 

intramédullaire augmente aussi (Petrakis et al. 1954). Ceci suggère que les cellules en 

sur-prolifération dans un espace clos et non-extensible comme l’os viennent se presser les 

unes aux autres et contre leur environnement.  
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Ainsi, la majorité des mécanorécepteurs des cellules saines est conservée sur les cellules 

leucémiques, et elles en expriment d’autres de manière plus spécifique. Certains, comme les 

intégrines α4β1, sont impliqués dans la chimiorésistance. De plus, les forces physiques au sein 

de la moelle se modifient, avec une rigidification et un confinement plus important dans le 

compartiment leucémique. 

 

 

Régulation cellulaire :  

La modulation de l’environnement mécanique participe aussi à la dérégulation du reste des 

cellules de la niche, en parallèle de son remodelage par les cellules leucémiques.  

Concentrons-nous tout d’abord sur le rôle des CSM. Grâce à leur capacité de différenciation 

en ostéoblastes ou en adipocytes, ou par la sécrétion de différents facteurs, elles font partie 

des régulateurs principaux de la moelle osseuse. Dans la LAM, diverses études démontrent un 

biais dans leur différenciation soit vers la différenciation ostéoblastique, ou bien adipocytaire. 

Battula et al. (2017) montrent que les CSM de patients LAM seraient plus à même de se 

différencier en ostéoblastes, voire d’être incapable de s’engager dans la différenciation 

adipocytaire (Battula et al. 2017). Ils décrivent aussi un dialogue entre les trois types 

Figure 21 : Exemples de changements du micro-environnement médullaire dans la LAM. 

La niche médullaire est remodelée par les cellules leucémiques. La matrice devient plus 

rigide grâce à dépôt important de collagène et de fibronectine (A). Les cellules en sur-

prolifération dans un espace clos augmentent la pression dans la moelle osseuse (B). Les 

CSM se différencient préférentiellement en adipocytes qu’en ostéoblastes (C). La structure 

vasculaire est modifiée, on y observe notamment une perméabilisation des vaisseau (D). 
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cellulaires : les CSL sécrétant des BMP pour permettre la différenciation ostéoblastique des 

CSM, puis les progéniteurs ostéoblastiques sécrétant du CTGF pour le maintien des CSL lors 

de leur greffe chez la souris (Battula et al. 2017). Azadniv et al (2020) à l’inverse observent que 

les CSM provenant de moelle osseuse de patients LAM montrent une prédisposition à la 

différenciation adipocytaire (Azadniv et al. 2020). De même, d’autres études démontrent 

l’augmentation de cette différenciation (Weickert et al. 2021) ou du moins une réduction de 

la différenciation ostéoblastique (Geyh et al. 2016). Ce dernier groupe souligne aussi une 

diminution de la prolifération des CSM de même qu’une dérégulation dans leur capacité à 

maintenir  des CSH saines, au profit des cellules leucémiques (Geyh et al. 2016). De plus, les 

CSM seraient plus aptes à supporter la prolifération et la survie des cellules leucémiques 

(Corradi et al. 2018). Ces dernières interagissent aussi directement sur les adipocytes déjà 

présents dans la niche. Sous la régulation des cellules leucémiques, les adipocytes activent 

leur lipolyse, sécrétant des acides gras. Récupérés par les cellules leucémiques, ils promeuvent 

leur survie (Shafat et al. 2017). Ceci démontre l’intervention des cellules leucémiques et leurs 

capacités à remodeler la niche en leur faveur et en diminuant la maintenance des CSH, 

notamment via la dérégulation des CSM.  

Un autre facteur important est la structure de l’endothélium. Le remodelage de la niche 

endostéale, en particulier des sinusoïdes, réduit la capacité de la niche à maintenir les CSH 

saines, et favorise le développement de la LAM chez la souris (Duarte et al. 2018). Le sauvetage 

du nombre de cellules endothéliales (CE) et de sinusoïdes a permis une meilleure réponse au 

traitement (Duarte et al. 2018). De même, Passaro et al. (2017) concluent un remodelage 

similaire (irrégularités dans l’organisation des sinusoïdes, réduction du diamètre et 

augmentation de la perméabilisation des vaisseaux) qui  augmente le taux d’hypoxie au sein 

de la moelle (Passaro et al. 2017). Ces changements sont la conséquence de la sécrétion de 

NO (nitric oxide) par les cellules leucémiques. De manière intéressante, le NO pourrait être un 

facteur de mauvais pronostic aussi chez l’humain, comme il est aussi sécrété de manière 

importante. Et en effet, son ciblage permet d’améliorer la réponse des cellules à l’Ara-C 

(Passaro et al. 2017). D’autres facteurs tels que le VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor 

1) promeuvent la leucémogenèse, en favorisant la survie des cellules leucémiques, tandis que 

l’inhibition de son récepteur sur les cellules leucémiques permet une meilleure réponse au 

traitement (Méndez-Ferrer et al. 2020).   

Ainsi, le micro-environnement cellulaire est donc dérégulé par la présence de cellules 

leucémiques, modulant aussi les facteurs solubles sécrétés, notamment les BMP.  

  



65 
 

Bone Morphogenetic Proteins (BMP) : 

Généralités de fonctionnement de la voie :  

La voie BMP est à la fois une voie de mécanotransduction, et une voie répondant à des signaux 

ligand-récepteur (Kopf et al. 2014) (Figure 22). Premièrement découvertes d’utilité dans la 

formation osseuse d’où elles tirent leur nom, les BMP sont en réalité exprimées dans multiples 

tissus (cerveau, vaisseaux…) et impliquées dans la carcinogenèse (Bach, Park, et Lee 2017; 

Chapellier et al. 2015; Laperrousaz et al. 2013).  

Les BMP font partie de la superfamille du TGFβ et sont réparties en différents sous-groupes 

en fonction de leur arbre phylogénique : BMP2/4, BMP5 à BMP8, BMP9/10 et GDF 5/6/7 

(Zylberstein 2018). Chaque ligand a une affinité particulière pour leur récepteur parmi lesquels 

on retrouve des 5 récepteurs de type I (ALK1, 2, 3, 5, 6) et 3 récepteurs de type II (BMPR-II, 

ACTR-IIA, ACTR-IIB) (Khodr et al. 2021).  

Une fois traduits, les ligands sont modifiés par le réticulum endoplasmique avant d’être 

sécrétés. Certains le sont sous forme de précurseur, ils devront alors être clivés afin d’être 

totalement activés. C’est le cas de BMP2 et BMP4, structuralement homologues, qui sont 

clivés par la Furine, protéine de la MEC (Zylbersztejn et al. 2018).   

En homo- ou hétéro-complexes, les BMP se lient généralement à un récepteur de type II. Un 

récepteur de type I est par la suite recruté et phosphorylé après cette interaction. Il est 

cependant possible que deux récepteurs de type I interagissent ensemble pour transduire le 

message seuls (Miyazono, Kamiya, et Morikawa 2010). Néanmoins, la phosphorylation du 

récepteur de type I entraîne l’activation de la voie soit canonique ou non-canonique des BMP. 

La première est caractérisée par la phosphorylation des Smad 1/5/8. Après activation, elles 

interagissent avec le co-récepteur Smad4, permettant l’entrée du complexe dans le noyau 

(Figure 22). Se liant aux SBE (Smad Binding Element), les Smads agiront en facteurs de 

transcription pour l’expression de gènes-cible comme ceux de la famille des runx (Runt Related 

Transcription Factor), dont Runx1 et des id (Inhibitor of Differentiation), dont ID1. Dans le 

deuxième cas, les BMP peuvent activer d’autres voies dont les MAPK (ERK, p38) (Gallea et al. 

2001; Guicheux et al. 2003), PI3K (P. Huang et al. 2017), JAK/STAT (Jeanpierre et al. 2021), Rho 

(Groysman, Shoval, et Kalcheim 2008) et LIMK (Saxena, Agnihotri, et Sen 2018), ces deux 

dernières voies étant associées au cytosquelette.  

A l’inverse, il existe des antagonistes aux BMP (Figure 22). Tout d’abord, servant de 

rétrocontrôles négatifs, Smad7 inhibe la signalisation TGFβ et BMP alors que Smad6, est plus 

spécifique à l’inhibition de la voie BMP (Goto et al. 2007). Puis l’on retrouve des antagonistes 

solubles tels que Chordin (S. Piccolo et al. 1997), Noggin (Groppe et al. 2002), Follistatine et 

FLRG (Maguer-Satta et Rimokh 2004), ou bien des corépresseurs tel que BAMBI (Onichtchouk 

et al. 1999). 
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La structure des Smads 1/5/8 elle-même est complexe. Les Smads sont composées de deux 

domaines MH pour leur interaction avec l’ADN, reliés par une région linker, puis d’un domaine 

de phosphorylation en C-terminal pour la liaison avec les récepteurs BMP (Massagué, Seoane, 

et Wotton 2005). La région linker présente de nombreux autres sites de phosphorylation en 

plus d’un domaine PY (Massagué, Seoane, et Wotton 2005). Ces sites permettent non 

seulement l’interaction avec d’autres protéines comme YAP (Alarcón et al. 2009) mais 

participent aussi à l’auto-régulation de la voie elle-même (Figure 23). Leur phosphorylation 

par GSK3β permet le recrutement de MAPK dont ERK (Sapkota et al. 2007), entraînant l’arrivée 

de Smurf1 sur le motif PY des Smads. Smurf1 est une ubiquitine ligase, qui marquera les Smads 

pour leur dégradation par le protéasome, inhibant ainsi la voie canonique (Sapkota et al. 

2007). Cela fait de ERK, à la fois, membre de la signalisation non-canonique et activateur de la 

voie BMP, et son régulateur négatif par le recrutement de Smurf1. 

Figure 22 : Fonctionnement et régulation de la voie des BMP, par Zylbersztejn et al. (2018). 

L’interaction ligand/récepteur permet la phosphorylation des Smads1/5/8 puis leur 

interaction avec Smad4 permettant leur transfert dans le noyau et la transcription de gènes-

cible. Cette interaction peut aussi activer des voies non-canoniques telles que les MAPK. Il 

existe des antagonistes naturels sous forme soluble, de récepteur répressif ou de Smads 

inhibitrices (Smad6/7). 
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Mécanobiologie :   
Les MAPK ne sont pas les seules à impacter la voie BMP. Cette voie aussi peut être modulée 

par l’environnement.  

Des stimuli mécaniques modulent aussi la voie des BMP. Premièrement, l’intégration des 

ligands à la MEC permet une régulation spatiale des BMP, et une meilleure cinétique. En effet, 

les BMP intégrées à la MEC stimulent plus longuement les cellules comparées aux BMP 

présentées de manière soluble dans le milieu (Gilde et al. 2016; Fourel et al. 2016; M. Brunner 

et al. 2018). Deuxièmement l’adhésion des cellules à cette MEC via les intégrines entretient le 

dialogue avec la voie BMP. En effet, BMP2 liée à la Fn et l’interaction de l’intégrine αVβ3 à la 

MEC initient la différenciation et la migration cellulaire dans des myoblastes par l’activation 

de ILK/Src/FAK qui inhibe l’action de GSK3 et promeut donc l’activation de la voie BMP2/BMPR 

par les Smads (Fourel et al. 2016). Dans le même sens, l’inhibition de l’intégrine β1 dans des 

pré-ostéoblastes diminue l’expression des gènes-cible des BMP, mais sans modifier la 

phosphorylation des Smads (M. Brunner et al. 2018), suggérant une régulation de la 

localisation des Smads par les intégrines. A l’inverse, dans des chondrocytes, l’interaction 

intégrine β1 et collagène II active ERK qui vient réprimer la voie Smad (Lian et al. 2019). Ceci 

souligne l’importance de la MEC, du type cellulaire mais aussi de l’intégrine impliquée, avec 

des conséquences opposées en fonction de l’activation et localisation des Smad 1/5/8.   

D’autres stimuli mécaniques modulent la voie BMP. C’est le cas de la rigidité du substrat. 

Utilisant des myoblastes cultivés sur biofilm mous (200kPa) ou rigides (400kPa), avec 

différentes BMP intégrées dedans, Sales et al. (2022) ont regardés les comportements 

Figure 23 : Structure des Smads 1/5/8, adaptée de Sapkota et al. 2007. Composée de 

deux domaines MH : MH1 permettant l’interaction avec l’ADN, MH2 avec le co-

récepteur Smad4. La région linker présente plusieurs sites de phosphorylation, des 

sérines ou thréonines (bleu) phosphorylées par GSK3β, ou des sérines (orange) 

phosphorylées par les MAPK. Cela permet le recrutement de différentes protéines, 

comme Smurf1 pour sa dégradation ou YAP1 via le domaine PY. 
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cellulaires de même que les voies et récepteurs qui y sont impliquées. Prenons l’exemple de 

l’intégration du BMP4 dans la Fn. Il régit majoritairement l’adhésion de la cellule sur biofilm 

souple, alors que sur substrat rigide, il permet l’étirement cellulaire (Sales et al. 2022). La 

rigidité augmentant, l’expression de PINCH-1 augmente (L. Guo et al. 2019). PINCH-1 est une 

protéine des adhésions focales et inhibe Smurf1. Elle est donc un régulateur positif des Smads, 

permettant une meilleure activation de la voie BMP sur substrat rigide (40 kPa) que souples 

(0,35kPa) dans la différenciation des CSM en ostéoblastes (L. Guo et al. 2019). La compression 

aussi permet de stimuler la différenciation ostéoblastique. L’application d’une pression 

cyclique sur des CSM a mis en évidence une surexpression de BMP2 par les CSM, maintenant 

leur différenciation malgré la réduction de la migration (Schreivogel et al. 2019).    

En plus de la rigidité extrinsèque, la localisation des récepteurs BMP dépend de l’organisation 

de la cellule. Les récepteurs ont été observés dans différentes protrusions de la cellule, et sont 

aussi régulés par la polarisation de la cellule notamment par l’association avec AMOT130, une 

forme d’épissage d’AMOT, membre des jonctions serrées des cellules (P. Brunner et al. 2020). 

Lors de l’activation des BMP, BMPR1 et BMPR2 activent les Smads. En même temps, AMOT130 

et les BMPR2 peuvent s’associer, menant à l’internalisation du complexe et la libération des 

Smads 1/5 phosphorylées dans le cytoplasme, et à la transcription des gènes-cible (P. Brunner 

et al. 2020). Ainsi AMOT accélère le recyclage et la signalisation des récepteurs BMP à l’apex 

de la cellule (P. Brunner et al. 2020). Les récepteurs permettent aussi de sentir leur 

environnement : chez la Drosophile, la cellule forme des protrusions dont les extrémités 

expriment des BMPR afin d’aller capter les BMP dans un autre compartiment (Wilcockson et 

Ashe 2019).  

Non seulement les BMP peuvent dialoguer avec différentes voies de mécanotransduction 

dont YAP/TAZ et les intégrines, mais elles sont aussi des senseurs de l’environnement 

mécanique et d’importantes régulatrices de l’adhésion et de la différenciation cellulaire. 

BMP et système hématopoïétique : 

Conditions physiologiques : 

Les BMP ont leur importance dans la régulation du système hématopoïétique. Elles modulent 

la différenciation et l’autorenouvèlement des CSH, notamment par la régulation de Nanog et 

Oct4 (Toofan et Wheadon 2016). Primordiale lors du développement embryonnaire, la 

délétion de BMP2/4/7 est létale dans les modèles murins (Zylbersztejn et al. 2018).  

Chez l’adulte, récepteurs et Smads sont exprimés dans les CSH (Bhatia et al. 1999) et les 

cellules du micro-environnement sont les principales sources de BMP (ostéoblastes, cellules 

stromales, plaquettes et mégacaryocytes) (Toofan et al. 2014). BMP4 aide à la différenciation 

(Bhatia et al. 1999), notamment la différenciation mégacaryocytaire (Jeanpierre et al. 2008), 

ou érythrocytaire (Maguer-Satta et Rimokh 2004; Perry, Harandi, et Paulson 2007). De 

manière intéressante, le BMP4 présent dans la moelle osseuse permet la régulation de 

l’intégrine α4 sur les CSH, activant la voie non canonique p38 afin de réguler l’adhésion des 

CSH (Khurana et al. 2013), de même que le nombre et la repopulation des CSH chez la souris 
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(Goldman et al. 2009). De plus, ses effets peuvent être doses-dépendants : un fort taux de 

BMP4 menant à la différenciation des CSH alors qu’un faible taux activera leur prolifération 

(Bhatia et al. 1999). 

Exemple de dérégulation avec les leucémies : 

Permettant non seulement d’intégrer les forces mécaniques mais aussi régulant la 

différenciation hématopoïétique, les BMP sont impliquées dans les leucémies.  

Notre équipe a déjà démontrée dans le cas de la leucémie myéloïde chronique (LMC), un fort 

taux de BMP4 dans la moelle (Laperrousaz et al. 2013). Celui-ci participe à la résistance aux 

inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK), principal traitement contre la LMC. Sécrété par les cellules 

stromales, il amène la cellule leucémique à y adhérer et à se mettre en quiescence (Jeanpierre 

et al. 2021), promouvant la persistance des cellules en la cachant des traitements. Ainsi, la 

maladie peut revenir lors de l’arrêt des ITK, réduisant la pression de sélection et permettant 

la reprise de prolifération des cellules leucémiques. Lors d’un stade plus avancé, la cellule 

résistante devient indépendante de son micro-environnement et même en place une voie 

autocrine ; elle secrète elle-même BMP4 qui interagit avec BMPR1B pour maintenir son statut 

de résistance (Grockowiak et al. 2017). 

Dans le cas de la LAM, nous avons observé l’impact du BMP4 dans la dédifférenciation des 

cellules. En effet, on retrouve un taux important de BMP4 dans le plasma de la moelle osseuse 

chez des patients LAM comparé à des moelles normales (Voeltzel et al. 2018). Celui-ci interagit 

avec BMPR1A des cellules leucémiques permettant l’acquisition de propriétés souches 

(Voeltzel et al. 2018). D’autres équipes montrent aussi l’implication des BMP dans la LAM. 

Notamment, l’interaction BMP4/BMPR1 amène à la transcription de MIXL1, protégeant les 

cellules leucémiques de l’apoptose (Raymond et al. 2014). Aussi dans les LAM pédiatriques, 

celles présentant CBFA2T3-GLIS2 ont une expression de BMP2/4 et ID1 augmentée, entraînant 

de plus fortes capacités d’autorenouvèlement (Gruber et al. 2012). 

Ainsi, la voie des BMP permet l’intégration de signaux solubles et physiques, et peut 

communiquer avec d’autres voies de mécanotransduction, dont YAP/TAZ et Rho. Elle régule 

l’hématopoïèse normale et se retrouve dérégulée dans la LAM. 
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Contexte de la recherche :  
La Leucémie Aiguë Myéloïde est la plus fréquente des leucémies touchant l’adulte, 

particulièrement le sujet âgé. Malgré les innovations thérapeutiques, le taux de mortalité 

reste élevé, 30% des patients rechutent après 5 ans de traitement. La LAM peut toucher les 

cellules souches hématopoïétiques comme les progéniteurs. De plus, notre équipe a déjà 

démontré que l’environnement médullaire leucémique poussait les cellules à se 

dédifférencier. Ceci est un problème, car si une Cellule Souche Leucémique (CSL) acquière une 

mutation ou autre phénotype permettant la résistance, elle le transmettra par la suite à ses 

cellules-filles, augmentant le nombre de cellules insensibles au traitement. C’est par la 

persistance de ces cellules au sein des niches médullaires que naît la chimiorésistance, et c’est 

pourquoi comprendre les mécanismes de cette persistance est particulièrement importante.  

Cependant, la cellule n’est pas seule dans son environnement. Des facteurs solubles et 

physiques régulent ses propriétés. Il existe différentes niches dans lesquelles les cellules 

adhèrent, ayant des rigidités différentes, et dans le cas de la LAM, la MEC peut se rigidifier 

d’autant plus, par l’augmentation du dépôt de collagène et fibronectine (A. Islam et al. 1984). 

En outre, la pression aussi augmente à cause de la surpopulation de cellules dans l’os (Petrakis 

1954), démontrant que les facteurs physiques de la moelle osseuse d’un patient LAM comparé 

à un donneur sain sont modifiés. Au regard de la chimiorésistance, plusieurs études 

démontrent l’importance de l’adhésion cellulaire, ce qui permet aux cellules leucémiques de 

persister dans leur environnement, protégées du traitement, notamment par l’induction de 

quiescence (Matsunaga et al. 2003 ; Jeanpierre et al. 2021).   

Les cellules hématopoïétiques et leucémiques sont sensibles à ces changements mécaniques, 

et des dérégulations dans certaines voies de mécanotransduction, permettant la réponse 

cellulaire face à ces stimuli, ont déjà été décrits. Les Bone Morphogenetic Proteins (BMP) en 

font partie : elles régulent l’hématopoïèse normale (Jeanpierre et al. 2008) mais sont 

dérégulées dans la LAM (Voeltzel et al. 2018; Raymond et al. 2014). La voie YAP/TAZ est une 

autre voie de mécanotransduction, pouvant dialoguer avec les BMP (Alarcón et al. 2009). Peu 

décrites dans le modèle hématopoïétique, les protéines YAP/TAZ sont connues comme 

oncogènes dans de nombreux cancers.  

Au vu des propriétés mécaniques de la moelle osseuse et la régulation des voies de 

mécanotransduction dans la LAM, nous nous sommes alors demandés si elles pouvaient jouer 

un rôle lors de la chimiorésistance.  

Objectifs de la recherche : 

La caractérisation des cellules résistantes :  

Pour permettre cette caractérisation, j’ai travaillé avec des cellules sensibles ou résistantes à 

l’Ara-C, une chimiothérapie encore fréquemment utilisée en clinique. Par la suite, j’ai regardé 

l’expression de nos voies d’intérêt, à savoir BMP et YAP/TAZ, et des marqueurs liés à 

l’adhésion (intégrines, P-FAK, F-actine). De plus, j’ai aussi regardé leurs propriétés physiques, 
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notamment l’adhésion et comment cette propriété variait dans différents contextes 

physiques (substrat de rigidité différente, compression (Prunet et al. 2020)).   

Les dialogues entre les voies et leurs conséquences fonctionnelles : 

Par la suite, je me suis intéressée à savoir si YAP/TAZ et BMP pouvaient interagir entre-elles 

dans notre modèle, sachant que c’est en effet le cas dans certains contextes et qu’elles 

peuvent toutes les deux être régulées par les intégrines et le cytosquelette. 

Utilisant des inhibiteurs, soit de BMPR1B/ERK (E6201) ou bien de YAP/TAZ (Verteporfine – VP), 

j’ai étudié si les cellules résistantes redevenaient sensibles au traitement ou non, si cela 

modifiait leur adhésion, ou leur survie au long terme dans un système 3D modélisant la moelle 

osseuse humaine (Voeltzel et al. 2021; 2022). De plus, j’ai regardé les effets qu’un inhibiteur 

avait sur sa voie d’intérêt mais aussi l’autre. Pour cela, j’ai investigué les changements dans 

l’activation des voies de signalisation par Western-Blot ou par qPCR, de même je me suis 

intéressée à la localisation des effecteurs par immunofluorescence. Aussi, j’ai observé les 

modulations des intégrines et du cytosquelette après traitements.  

Cela a permis de poser une nouvelle pierre sur la compréhension de la mécanotransduction 

dans les cellules leucémiques résistances au traitement.  

 

Les résultats suivants n’ont pas encore été publiés, mais ils seront tout de même formatés en 

ce sens et donc rédigés en anglais. Ils seront par la suite discutés dans un autre chapitre. 
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Introduction:  
Hematopoiesis occurs in the bone marrow (BM) where the hematopoietic stem cells (HSC) can 

self-renew or differentiate into the different blood lineages. These properties are tightly 

regulated by their microenvironment (or niche). Stromal cells are one of the main players as 

they can secrete both cytokines and proteins of the extracellular matrix (ECM), like fibronectin 

(Fn) or collagen. These two components, soluble and physical factors, are important regulators 

for the HSC. Indeed, two niches have been described in the BM, either the stiff endosteal 

niche, near the bone layer, and the soft perivascular niche, near the sinusoid vessels. HSC are 

sensitive to this stiffness substrate cues which regulate their differentiation ability (Choi et 

Harley 2017). Interacting with these niches, HSC adhere, and sense cytokines embedded in 

the extracellular matrix (ECM), like the TGFβ (Jiang et al. 2018; Yamazaki et al. 2011).  

A dysregulated hematopoiesis can lead to acute myeloid leukemia (AML). AML is a very 

heterogeneous disease resulting in the hyperproliferation of immature myeloid blasts due to 

lack of differentiation. Usually treated by chemotherapy like Cytarabine (Ara-C) and 

anthracyclines, it is still a public health problem. Despite the new targeted treatments arising 

nowadays, the mortality rate after 5 years of treatment stays high, reaching 70%, due to the 

persistence of chemoresistant clones into the BM. In addition to better fitness due to certain 

molecular abnormalities, the selection of resistant clones could be supported by the 

dysregulation of the BM microenvironment. ECM in the AML-BM can become stiffer, with 

fibrosis and collagen deposit increasing throughout AML course (A. Islam et al. 1984; Zahr et 

al. 2016). Pressure inside of the BM also increases (Petrakis 1954) suggesting that cells are 

confined and pressed onto each other and their microenvironment. Interestingly, adhesion of 

leukemic cells, especially through interaction of α4β1 integrins, have enhanced 

chemoresistance properties (Takuya Matsunaga et al. 2003; Jacamo et al. 2014).  

As physical factors are modified in AML, this suggests that mechanotransduction factors like 

the BMP or YAP/TAZ pathways will also be impaired. Indeed, the BMP family is an important 

regulator for differentiation or auto-renewal decisions in the HSC compartment (Jeanpierre et 

al. 2021; Bhatia et al. 1999), and is dysregulated in leukemias. In chronic myeloid leukemia, 

they are linked with quiescence (Jeanpierre et al. 2021) and chemoresistance through BMP4-

BMPR1B interaction (Grockowiak et al. 2017). In AML, BMP4 is responsible of acquisition of 

stem like features (Voeltzel et al. 2018), and anti-apoptotic properties through the expression 

of mixl1 gene (Raymond et al. 2014). The BMP signaling is activated by mechanical stimuli, but 

also by the ligand/receptor interaction, triggering the signaling cascade. The canonical 

signaling goes through phosphorylation of the Smad1/5/8 proteins whereas non-canonical 

signaling includes JAK/Stat, PI3K, MAPK such as ERK or p38 signaling. Thus, the transcription 

factors enter the nucleus to transcribe target genes (id’s and runx’s family…) (Zylbersztejn et 

al. 2018).  

The BMP pathway can also crosstalk with several other pathways such as the integrin 

signaling. Responsible for sensing the environment, the integrins can form focal adhesion, 

linking the actin cytoskeleton to the ECM thanks to adaptor proteins and by activating FAK 
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(Focal Adhesion Kinase) through phosphorylation. With the BMP signaling, they control cell 

proliferation (Fourel et al. 2016), or differentiation (M. Brunner et al. 2018). BMP and integrin 

pathways can also crosstalk with YAP/TAZ (Lian et al. 2019; Alarcón et al. 2009; Sabra et al. 

2017). The YAP/TAZ pathway is one of the major mechanotransduction pathway known in 

adherent cells. Usually inhibited by the Hippo pathway, YAP/TAZ proteins are freed with cell 

stretching and adhesion to stiff matrix (Panciera et al. 2017). It will then enter the nucleus, 

binding to TEADs, DNA binding proteins, before transcribing target genes (cyr61, ctgf). They 

regulate migration, proliferation as well as differentiation and self-renewal. Dysregulated in 

several cancers, YAP/TAZ are recognized oncogenes. Besides, Pearson et al. (2021) ran a meta-

analysis over adherent and semi-adherent/non-adherent cancers: they were respectively 

YAPon or YAPoff, depending on its expression. Interestingly, the re-expression of YAP in YAPoff 

cancer resulted in cell cytostasis, with expression of integrins and ECM (Pearson et al. 2021). 

While re-expression of YAP/TAZ in multiple myelomas seemed to lead to cell death 

(Maruyama et al. 2018; Grieve et al. 2019), their inhibition would cause apoptosis in 

promyelocytic AML (M. Chen et al. 2017). However, the role of YAP/TAZ pathway is not well 

described in leukemias, even less in leukemic chemoresistance. 

Thus, having dysregulated mechanical environment and mechanotransduction pathways in 

leukemic cells and the BM, we wondered how these pathways could impair AML 

chemoresistance. Using AML cell lines and primary samples of patient after relapse, we 

investigated the role of both BMP and YAP/TAZ pathways in AML chemoresistance. We first 

characterized the cells regarding cell mechanical properties (adhesion, stiffness, confinement) 

and these pathways. Then, we looked to downstream signaling to understand how they could 

interact with one another, investigating the potential of new therapeutic combinations.  

Materiel & Methods:  

Cell lines:  
AML cell lines used were cultured in RPMI 1640 with 10% FBS. Resistant cells were 

permanently cultured with chemotherapy (Cytarabine/Ara-C) at 1µM. ML2-sensitive (ML2-S) 

and ML2R-resistant (ML2-R) cell lines, as well as OCI-AML3-S and OCI-AML3-R, obtained from 

F. Mazurier (Rennes, France), were cultured in RPMI 1640 10% FBS media. ML2-S-GFP and 

ML2-R-mCherry were derived from them. HS27A and HMEC-1 cell lines were obtained from 

ATCC and cultured in RPMI 1640 containing 10% FBS or MCBD131 containing 10% FBS, 1% 

glutamax, hydrocortisone at 1µg/ml and EGF at 10ng/ml. shRNA against BMPR1B plasmid was 

transduced in ML2-R while overexpressing BMP4 plasmid was added to the HS27A cell line.  

Bone marrow samples were obtained either from healthy BM donors for allogeneic transplant 

or from peripheral blood (PB), or the BM of AML patients. All donors provided written 

informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki. Studies were approved by 

local ethics committee bylaws. Mesenchymal stem cells (MSC) were isolated from BM samples 

and cultured as described in Laperrousaz et al. (2013) and Schallmoser et al. (2008). Primary 

Mesenchymal Stromal Cells (MSC) were isolated prior to Ficoll gradient used to isolate the 

MonoNuclear Cells (MNC). 
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Treatments:  
Different treatments were used, mainly E6201 at 100nM (Strategia), SCH772984 at 1µM 

(Euromedex, S7101), BMP4 at 10ng/ml (R&D System, 314-BP), Verteporfin at 0.25µM (Sigma, 

SML0534), Blebbistatin at 20µM (Sigma, B0560). 

RT-qPCR:  
RNA extraction was made using Trizol Reagent, then using DirectZol by Zymo Research 

extraction kit. Following, a Reverse Transcription using SuperScript enzyme from Takara kit 

was made, then qPCR using SyberGreen from a Takara kit as fluorescent DNA intercalant, and 

amplicons read by a Light Cycle 480 (Roche). Housekeepers’ genes such as HPRT 

(Hypoxanthine-Guanine-Phospho-Rybosyl-Transferase) and TBP (TATA-box Binding Protein) 

were used as reference for analysis. Normalization was performed using healthy cytapheresis, 

and control cells, if necessary.  

Western-Blot: 
Cells were harvested, pelleted, and lysed with RIPA buffer. Then proteins were quantified by 

spectrophotometry along with BSA standard curve. 30µg of proteins were loaded in a 10% 

acrylamide gel. PVDF membranes previously incubated in ethanol were used for dry transfer 

using the Transblot Turbo from BioRad. Then, membranes incubated for 1h of saturation with 

5% BSA or milk at room temperature. The primary antibodies were incubated at 4°C overnight. 

Primary antibodies used were anti phospho-Erk (Cell Signaling Technology, #4370) at 1:8000, 

anti-phospho-Smad1/5/8 (Cell Signaling Technology, #13820) 1:500, anti-BMPR1b (Abcam, 

ab78417) at 1:500, anti-GAPDH (Cell Signaling Technology, #8884) at 1:10000 dilution in 5% 

BSA. Also, anti-Erk (Cell Signaling Technology, #4695), anti-Smad1/5/8 (Santa Cruz, sc-6031-R) 

at 1:1000, anti-TAZ (Cell Signalling Technology, #72804) at 1:500, anti-Pan-TEADs (Cell 

Signalling Technology, #13295) at 1:1000 dilution in 5% dry milk. After TBST washes, 

membranes were incubated at room temperature for 1 hour with HRP conjugated goat anti-

rabbit or goat anti-mouse secondary antibodies at 1:10000 in 1% milk. Then washed back with 

TBST before ECL revelation. Proteins were quantified using ImageLab software.  

FACS:  
Cells were stained with antibodies tagged with fluorescent probes and their counterpart IgG 

for 20min at 4°C in the dark. Then, cells were washed with PBS. Antibodies were all purchased 

from BD Bioscience, we used conjugated BV500 anti-CD45, conjugated APC-H7 anti-CD45RA, 

conjugated BV605 CD90, conjugated APC CD34, conjugated PeCy7 CD38, conjugated PeCy5 

CD38, conjugated BV711 CD123, conjugated PE CD47. 

Apoptosis assay: 
After treatments, cells were washed with PBS then Binding Buffer. AnnexinV stain (BD 

Bioscience, 556547) was added to the cells and incubated for 15min at room temperature in 

the dark. After 2 washes with Binding Buffer, cells were kept on ice. PI was added 5 to 15 min 

before going to the cytometer.  

Immuno-fluorescence staining: 
For adherent cells: either adherent to fibronectin on glass coverslip or hydrogel from Matrigen 

company or stromal cells. Cells were gently washed with PBS then fixed for 20 min in PFA 4% 
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at room temperature. They were washed 3 times with PBS before incubation for 30min at 

room temperature with blocking and permeabilizing solution (BSA3%+ Triton 0.3% +PBS1X) 

The cells were washed 2 times with PBS. Then the coverslips are moved out from the well to 

parafilm for incubation of primary antibody, diluted in 1%BSA-PBS, overnight at 4°C. The next 

day, the coverslips are washed 3 times with PBS before incubation of secondary antibodies 

and nuclear stain, diluted in 3%BSA-PBS, for 45min. Finally, after 4 washes, the coverslips are 

dried and mounted in DAKO mounting medium.  

For confinement system: After two 10min washes with PBS 1X, cells were fixed with PFA4% 

for 40min. After a 10min wash with PBS, the molds were removed and protocol as usual was 

followed. To note: when put on the parafilm, circles with Dakopen were drawn to reduce the 

surface of incubation to fit with 30µl of antibodies. At the end, coverslips were cut with a 

diamond pen for mounting onto the slides. 

Primary antibodies used were anti-Pan-TEADs (Cell Signalling Technology, #13295) at 1:600, 

anti-BMPR1B (Santa Cruz, sc-293428) at 1:300, anti-Smad1 (Santa Cruz, sc-7965) at 1:200, 

Phalloidin-rhodamine (Life, R415) at 1:800, Anti-P-FAK Tyr397 (Thermofisher, 700255) at 

1:400. Then we added secondary antibodies: Goat anti-mouse Alexa Fluor 405 (Invitrogen, 

A31553) at 1:1000, Goat anti-mouse IgG Dylight 488 (Thermo scientific, 35502) at 1:1000 and 

Sytox Deep Red (Thermofisher, S11380) at 1:30000 to stain the nucleus. 

Adhesion assay: 
Wells or hydrogels were coated with fibronectin (Sigma, F0895-2MG) at 40µg/ml diluted in 

0.1M NaHCO3, incubated for 30min at 37°C, then washed with PBS before seeding the cells at 

0.2MC/ml. Wells were also coated with stromal cells seeded a day prior the experiment. 

Confinement assay:  
Mold formation: Adapting the protocol from Prunnet et al. (2020), agarose 2% was made. All 

components were kept on a heating plate or bath at 78°C. Then the agarose molds were 

formed, either at a 30µm height (control) or 9µm (experiment). They were kept in PBS time to 

sterilize them under UV light, 20min on each side. Then, PBS was replaced by complete RPMI 

and let at least 2h to overnight at 37°C into the incubator.  

Culture in system:  A day prior, we seeded stromal cells to let them adhere. Then, if coculture 

was made, resistant leukemic cells were added. Finally, the molds were adjusted onto the 

culture, and cells were left either 1 or 3 days in culture, to made IF or harvest supernatant or 

RNA.  

Statistical methods:  
Mean comparisons were performed with a bilateral Mann-Whitney or t-test (paired or 

unpaired as required), using GraphPad Prism software (La Jolla, CA). Significant P values are 

indicated by asterisks in the figures. 

Primers table: 

HPRT FW TGACCTTGATTTATTTTGCATACC 

HPRT RV CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 

TBP FW CACGAACCACGGCACTGATT 
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TBP RV TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC 

ID1 FW GTTACTCACGCCTCAAGGAGC 

ID1 RV AGAAGAAATGAGACCGGCGGG 

ID2 FW TATTGTCAGCCTGCATCACC 

ID2 RV AATTCAGAAGCCTGCAAGGA 

RUNX1 FW TGGAAGAGGGAAAAGCTTCA 

RUNX1 RV CCGATGTCTTCGAGGTTCTC 

RUNX3 FW CTTCAAGGTGGTGGCATTG 

RUNX3 RV GCTCAGCGGAGTAGTTCTCG 

BMP2 FW ACGCTCTTTCAATGGACGTG 

BMP2 RV GGAAGCAGCAACGCTAGAAG 

BMP4 FW CTTTACCGGCTTCAGTCTGG 

BMP4 RV GGGATGCTGCTGAGGTTAAA 

BMPR1B FW CTGTGGTCACTTCTGGTTGC 

BMPR1B RV TTCCTTTCTGTGCAGCATTC 

CTGF FW GGAGTGGGTGTGTGACGAG 

CTGF RV CTTCCAGTCGGTAAGCCGC 

Cyr61 FW CAGGACTGTGAAGATGCGGT 

Cyr61 RV GCCTGTAGAAGGGAAACGCT 

shBMPR1B #1 (5’-3’) 
TGCTGTTGACAGTGAGCGAAACGAATGTAATAAAG 
ACCTATAGTGAAGCCACAGATGTATAGGTCTTTATT 
ACATTCGTTCTGCCTACTGCCTCGGA 

shBMPR1B #2 (5’-3’) 
TGCTGTTGACAGTGAGCGCTCCGGTATAAAAGACAA 
GAAATAGTGAAGCCACAGATGTATTTCTTGTCTTTTA 
TACCGGAATGCCTACTGCCTCGGA 
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Results:  
Resistant cells display more adherent features than sensitive cells.  

We first wanted to investigate if cell adhesion was correlated to chemoresistance in our 

models, as studies had described adhesion like a protective behavior against treatments. 

Using 2 different AML cell lines, (ML2 or OCI-AML3) both have been derived to be either 

sensitive (-S) or resistant (-R) to Ara-C 1µM treatment (Suppl Data Fig 1A). Thus, seeding cells 

on either stromal cells (HS27A cell line) or Fn coated coverslip, we counted the number of cells 

left after 24h (Fig 1A). On both substrates, AML resistant cells were more adherent than the 

sensitive ones (Fig 1A, Suppl Fig 1B). We next wanted to assess if increased expression of main 

mechanoreceptors of the cells, enable to form focal adhesion, were linked to 

chemoresistance. Β1 integrins and CD47/IAP (Integrin Associated Protein) are linked with 

chemoresistance (Jacamo et al. 2014; Takuya Matsunaga et al. 2003; Chao et al. 2019). CD47 

can enhance integrins signalling and helps with the adhesion (Brown et Frazier 2001). Thus, 

we observed that both β1 integrins and CD47 were overexpressed in AML chemoresistant cells 

(Fig 1B). CD123/IL-3R, also linked with chemoresistance (Testa, Pelosi, et Frankel 2014), tend 

to be upregulated in resistant cells compared to sensitives (Suppl Fig 1C).  Downstream of the 

integrins comes the activation of the Focal Adhesion Kinase (FAK). Immunofluorescence for 

FAK showed that FAK was more active in adherent resistant cells compared to their sensitive 

counterparts (Fig 1C-D) and it goes along with a stronger actin cytoskeleton (Fig 1C-D). To go 

further, we also wondered if these increased adhesion properties to adhere were linked with 

the intrinsic properties of the cell itself. M. FAIVRE at the INL has developed a microfluidic 

system to measure the cell intrinsic stiffness (Faivre et al. 2020). It works using the additional 

hydrodynamic resistance associated with the flow of a cell in a microfluidic constriction. 

Referred to as the pressure drop measurement, it characterizes the intrinsic mechanical 

signature of AML cells. In this technique, the microfluidic chip is composed of two identical 

channels illustrated in Fig 1E (left panel): a test channel (upper one) and a reference one 

(lower one). The cells suspension to be characterized is injected in the upper channel whereas 

a solution of contrast agent is injected in the lower one, using pressure driven flows. The two 

channels merge on the right side of the chip and the distribution of the two fluids (co-flow 

virtual interface) is visualized thanks to the contrast agent. In absence of cells flowing in the 

upper channel, the virtual interface is centered, hence traducing the equilibrium between the 

pressures in both channels. When a deformable cell enters the upper channel, an additional 

hydrodynamic resistance is added to the upper channel resistance, leading to changes in the 

local pressure profile, thus inducing a displacement of the virtual interface (red dashed line). 

Thanks to an appropriate calibration, the deflation of the interface can be converted into a 

pressure drop measurement, thus providing a method to characterize the stiffness of cells 

with a much more important throughput than classical techniques such as AFM or optical 

tweezers (Fig 1E).  Thanks to this device, we observed that AML resistant cells were less stiff, 

thus more deformable, than sensitive cells (Fig 1E, right panel), and this was also confirmed 

by AFM (Suppl Fig 1D).  
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Fig 1: Leukemic resistant cells adhere to substrates. (A) Left panel, quantification by Fiji software of adherent 

cell number either on fibronectin (Fn) or stromal cell lines (HS27A) ± SEM. Right panel: representative picture 

of ML2-S (green), ML2-R (magenta) and HS27A (only stained by nucleus – DAPI). (B) Ratio of resistant to 

sensitive cells MFI of β1 integrins and CD47 on ML2 and OCI-AML3 ±.SEM (C) Immunostaining of P-FAK and F-

Actin on ML2-S and ML2-R. (D) Quantification of the (C) by Fiji software ± SEM. (E) Schematics of the 

microfluidic system (left panel) and measurement of ML2-S and ML2-R pressure drop (right panel) ± SEM. (F) 

Experimental protocol for immunofluorescence on hydrogels substrates. (G) Number of adherent cells on soft 

(0.5kPa) or stiff (4kPa) matrices. (H) Immunostaining of P-FAK and (I) F-actin of ML2-R on soft or stiff matrices. 

Quantification of the pictures. *P≤0.05; **P ≤0.01; ***P ≤0.001; ****P ≤0.0001. 
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In addition, we stained for Flotillin1 (n=1). Flotillin1 is a protein included in the lipid raft along 

with cholesterol. Increases in cholesterol content render the cell softer (Shentu et al. 2010). 

ML2-R may express more Flotillin1 (Suppl Fig 1F), which suggests they might have more lipid 

rafts, thus it could explains partially their higher softness. Thus, it also suggests that resistant 

cells have better adherent properties thanks to their lower stiffness. Indeed, preliminary 

results of ML2-R treated with Blebbistatin 2h prior adhesion showed a tendency for enhanced 

adhesion (Suppl Fig 1G) linked with higher expression of β1 integrins (Suppl Fig 1G). 

Blebbistatin inhibits the actomyosin cytoskeleton and would then make the cell becoming 

softer. Thus, cells are more deformable, enabling them to spread more and attach better with 

their higher expression of β1 integrin, P-FAK activation as well as stronger cytoskeleton.  

Moreover, these cells are navigating into the BM, exposed to different substrate stiffness. 

Evolving between endosteal and perivascular niche, they encounter stiffness range from 0.3 

to 30kPa. Using commercial coverslip coated with hydrogels, we investigated how the 

resistant cells would adhere to these substrates. We compared soft hydrogels at 0.5kPa and 

stiff at 4kPa, that we first coated with Fn (Fig 1F). After adhesion of cells, we treated with 

Ara-C. 24h later, we stained for P-FAK and F-actin and counted the number of cells (Fig 1F). 

ML2R cells were more adherent to softer substrate (Fig 1G), coming along with more FAK 

activated (Fig 1H) and F-actin cytoskeleton (Fig 1I). Thus, depending on cells localization in the 

BM, they would behave differently, preferentially hiding onto soft substrates.  

BMP and YAP/TAZ pathways are implicated in chemoresistance.  

As mechanical properties are dysregulated in resistant cells, we wondered about the impact 

on the mechanotransduction pathways, BMP and YAP/TAZ as well as ion channels like Piezo 

and some of the Transient Receptor Potential (TRP) Channels. Piezo was found on leukemia 

cell membrane (Vasileva et al. 2021), and is dysregulated in several cancers (F. Zhao et al. 

2022). In the same line, TRP channel were expressed on solid cancers and leukemic cell lines, 

especially TRPV1, TRPV2 and TRPM2. However, the role of the TRPV family is still debated in 

AML cells (Maggi et al. 2021), whereas inhibition of TRPM2 led to increased apoptosis in 

response to doxorubicin (S. Chen et al. 2020).  

Using a primary dataset of paired sample at diagnosis and after relapse (GSE106291, Shlush 

et al. (2017)), we looked at the expression of these different pathways. While no changes 

appeared regarding the ion channels (Piezo, TRPV1, TRPV2) (Fig 2A), elements of the YAP/TAZ 

signaling were overexpressed after relapse: TEAD4 DNA binding protein and cyr61, YAP/TAZ 

target gene (Fig 2B). Regarding the BMP pathway, we observed the specific overexpression of 

BMPR1B after relapse (Fig 2C), suggesting that YAP/TAZ signaling and BMPR1B receptor were 

important to maintain chemoresistance.  
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Interested to know if expression of these genes at diagnosis would have been a good prognosis 

factor, we first looked throughout the different AML subtypes. Thanks to the dataset from 

Nehme et al. (2020) (GSE147515), we looked at their expression at diagnosis. Especially, we 

looked at the differences between the control cells from Bone Marrow of Healthy Donor and 

cells from patients with a complex karyotype as they are associated with poor prognosis 

(Döhner et al. 2022). Piezo and TRPM2 did not seem to be differentially expressed (Suppl Fig 

2A). BMPR1B and ID1, being both BMP target gene and linked with chemoresistance in several 

cancer (Z. Zhao et al. 2020), were overexpressed (Suppl Fig 2B), as well as TEAD4 and Cyr61 

(Suppl Fig 2C) in the complex karyotype group. Then, we asked if their expression could be a 

prognosis factor at diagnosis, so we looked at the Event Free Survival (EFS) curve. Neither 

TEAD4, cyr61 or TAZ could anticipate early relapse (Suppl Fig 2D) nor ID1 (Suppl Fig 2E). 

However, patients from all subtypes of AML having a high expression of BMPR1B at diagnosis 

had a shorter time before relapsing, compared to low expression BMPR1B patients (Fig 2D), 

and it worsened if we focussed on patients with complex karyotype (Fig 2E).  

FIG 2: Implication of YAP/TAZ and BMPR1B mechanotransduction pathways in chemoresistance. (A – C) 

Transcriptomics data coming from GSE106291, dataset of paired primary samples at diagnosis and after 

relapse, all AML subtypes. N=11. (A) Read counts of Piezo, TRVP1 and TRPV2. (B) Read counts of TAZ, TEAD4 

and Cyr61. (C) Read counts of BMPR1A, BMPR1B and ID1. (D – G) Event Free Survival (EFS) curve made with 

transcriptomic data at diagnosis from GSE147515. All subtypes n=68. (D) EFS regarding BMPR1B expression. 

(E) EFS curve regarding BMPR1B, complex karyotype only, n=12. n.s non-significant; *P≤0.05; **P ≤0.01. 
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Thus, while BMPR1B and YAP/TAZ elements are involved in chemoresistance, BMPR1B seems 

to also be a prognosis factor at diagnosis.  

BMPR1B/BMP4 activates canonical signaling:  

We then started the characterization of our AML cell lines regarding these two 

mechanotransduction pathways. Regarding BMP signaling, resistant cells expressed more 

BMPR1B compared to the sensitive cells (Fig 3A), same as patients after relapse. Wondering 

if the BMP pathway would be sensitive to mechanical stimuli as described in adherent cells 

(Kopf et al. 2014b), we looked at its expression on ML2-R cells on soft or stiff substrates by 

immunostaining. BMPR1B staining decreased on stiff substrate, suggesting that its expression 

is sensitive to mechanical stimulus (Fig 3B).  

Stiffness is not the only change going through the BM during AML course. Cells undergo lots 

of pressure due to their hyperproliferation in the closed environment such as the bone 

(Petrakis et al. 1954). We used the confinement system from Prunet et al. (2020) (Fig 3C). The 

system is made of an 2% agarose mold and can be of different height. The system being 

permeant to oxygen and nutrients, we have been able to make 72h culture with it (Fig 3C). 

We then used 30µm as control where the cells are not confined and 9µm as test condition.  

Confining coculture ML2-R with HS27A stromal cells, we stained for BMPR1B after a day of 

confinement. Interestingly, the receptor seemed to gather in more numerous and brighter 

foci, looking towards the interface with the stromal cells (n=1) (Fig 3D). This suggests that 

receptors localization change through confinement and that the cells would differently 

interact with their niche or respond to soluble molecules, especially during AML progression. 

Then, we wondered if the receptor would only re-localize because of the mechanical 

stimulation or because of a change in the presence of its ligand. Interestingly, we previously 

demonstrated that BMP4 was overexpressed in AML BM plasma compared to Normal Bone 

Marrow (NBM) (Voeltzel et al. 2018). However, no changes in BMP4 secreted by NBM or AML 

Mesenchymal Stromal Cells (MSC) was found in 2D culture. Using primary MSC coming from 

NBM of Healthy Donors or AML-BM patients, we confined them for 3 days before harvesting 

mRNA.  Looking for BMP2 and BMP4 expression, the confinement of cells seemed to trigger 

an opposite cell response. Confined NBM MSC tended to overexpress BMP2 while AML MSC 

would rather express BMP4 (Fig 3E). The same tendency was observed in ELISA measurement 

(Suppl Fig 3A). As endothelial cells are also part of BM environment and secreting BMP 

(Helbing 2017), we confined HMEC-1 endothelial cell line too. They also overexpressed BMP4 

under confinement (Fig 3F).  
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FIG 3: BMPR1B/BMP4 activates canonical pathway in resistant AML. (A) Representative blot of BMPR1B in 

ML2-S and ML2-R and its quantification using ImageLab software. (B) Immunostaining of BMPR1B from ML2-

R on soft or stiff matrices and its quantification using Fiji software. (C) Schematic of the confinement system, 

adapted from Prunnet (2020). (D) BMPR1B staining (yellow) in ML2-R cherry or HS27A-turquoise, either 

confined or not. Arrows represent BMPR1B focii. (E) BMP2 and BMP4 expression in primary NBM (n=3) or 

AML (n=4) BM MSC after 72H of confinement, ± SEM. (F) BMP4 expression in HMEC after 72H of confinement 

± SEM. (G) Representative blot of P-Smad, total Smad and GAPDH in ML2-S and ML2-R treated or not with 

BMP4 for 30min, and  its quantification on the right using ImageLab software ± SEM. (H) ID1 expression in 

ML2-S or ML2-R after 48H of BMP4 treatment ± SEM.  *P≤0.05; **P ≤0.01. 
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So, we demonstrated that resistant cells expressed more BMPR1B, which change expression 

and localization under mechanical stress. In addition, stromal cells express more ligand, 

especially BMP4, under confinement. While at basal levels, AML resistant cells tended to 

activate the Smad pathway (Suppl Fig 3B), non-canonical ERK pathway was decreased (Suppl 

Fig 3C) while p38 was increased compared to their sensitive counterparts (Suppl Fig 3D). 

Interestingly, they do not overexpress Smad canonical BMP target genes, such as Runx1 or ID1 

(Suppl Fig 3E). Thus, we investigated the impact of short term BMP4 exposure on both ML2-S 

and ML2-R, on downstream signaling (Fig 3G). While AML sensitive cells would rather activate 

non-canonical ERK signaling in response to BMP4 (Suppl Fig 3F), AML resistant cells were 

phosphorylating Smad1/5/8, effectors of BMP canonical signaling (Fig 3G). Further, this led to 

increased expression of id1, BMP target gene and linked with chemoresistance, in ML2-R cells 

only (Fig 3I). Interestingly, it did not increase Twist1 expression (Suppl Fig 3G), previously 

described as enhancing CML treatment resistance (Grockowiak et al. 2017). In addition, we 

did not observe Smad1 translocation into the nucleus after 1h of BMP4 stimulation (Suppl Fig 

3H), suggesting that Smad1 might not drive the signalling.  

Thus, physical changes impact both leukemic and stromal cells, in their interaction together 

and the cell response depending on BMP pathway. 

 

Indirect interaction of TAZ/TEADs and BMP signaling: 

We then wondered if the overexpression of the several YAP/TAZ elements from AML patients 

at relapse would also be confirmed in AML cell lines, in a similar manner as for BMPR1B. 

Proteins expression of TAZ and TEADs were increased in both ML2-R and OCI-AML3-R (Fig 4A), 

as well as cyr61 gene expression (Fig 4B), validating that our cell lines have a similar profile 

than primary cells at relapse. Interestingly, our cells did not express YAP protein (Suppl Fig 

4A). Thus, we wondered if TAZ/TEAD would have a role in AML chemoresistance. Using the 

Verteporfine (VP) as TAZ/TEADs inhibitor, it tended to decrease TEADs and TAZ expression 

after 24H of treatment in AML resistant cells (Suppl Fig 4B). Looking at apoptosis, we observed 

an increased percentage of AnnexinV/PI positive cells after VP treatment in the ML2-R, which 

seemed stronger than in the ML2-S (Fig 4C). This suggests that TAZ/TEADs could be implicated 

in survival of resistant cells to Ara-C. Interestingly, inhibition of TAZ/TEADs led to inhibition of 

Smad phosphorylation (Fig 4D) and ERK activation (Suppl Fig 4C) as well as id1 and cyr61 

expression (Fig 4E), suggesting a possible crosstalk between both pathways. It also suggests 

that decrease of id1 expression could lead to re-sensitization.  

Thus, we wondered what would happen if we inhibited BMPR1B receptor. Using a chemical 

inhibitor, the E6201, that we previously used in CML (Jeanpierre et al. 2021), we looked at 

downstream signaling. Contrary to CML cell lines, ML2-R cells expressed ERK pathway and for 

the same concentration E6201 has affinity for both BMPR1B and MEK kinase (Weiguo Zhang 

et al. 2016). ERK pathway was indeed inhibited (Fig 4F), but the effect on the Smad pathway 

was less stringent (Fig 4G). Moreover, BMP target genes (id2, runx1) were overexpressed with 
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E6201 treatment after 24h; at the exception of id1 (Fig 4H). Interestingly, cyr61 YAP/TAZ target 

gene was also modulated, tending to decrease (Fig 4H). To discriminate the effect between 

BMPR1B or ERK inhibition, we used in parallel the SCH772984 (SCH) which inhibits specifically 

ERK phosphorylation. After validating its effect on ERK (Suppl Fig 4D), the SCH treatment 

inhibited Smad phosphorylation (Suppl Fig 4E). This suggests that E6201 inhibits ERK pathway, 

but still might influence BMPR1B signaling, as SCH highly decreased Smad phosphorylation 

which is less evident with E6201. However, proliferation was reduced after 72h of E6201 (Fig 

4I) which was independent from cell death (Suppl Fig 4F): E6201 treatment for 72H would 

better lead to cytostasis (Fig 4I). 

Both BMP/ERK and TAZ/TEADs are known to crosstalk with the integrin pathway. Integrins can 

regulate proliferation along with BMP (Fourel et al. 2016), as well as enhancing YAP/TAZ 

pathway (Sabra et al. 2017). AML resistant cells being more adherent with increased β1 

integrin expression, we wondered how this latter would be impaired by the inhibitors. 

Harvesting adherent ML2-R on top of Fn coated well, we looked at both total (Fig 4J) and 

activated form (Fig 4K) of β1 integrin by FACS. Both treatments decreased the number of total 

integrins at cell membrane (Fig 4J). However, the few integrins expressed were less activated 

with E6201 and more activated with VP (Fig 4K). Oddly, these few activated integrins did not 

seem to trigger the rest of the integrin pathway. Intensity of F-Actin and P-FAK IF staining 

decreased with VP treatment (Suppl Fig 4G). However, it did not have a striking effect on cell 

adhesion at 24H (Suppl Fig 4H).  

Thus, while inhibition of the YAP/TAZ pathway impairs Smad signaling and cell survival, 

inhibition of BMPR1B/ERK impairs cell proliferation. The first led to decreased of id1 

expression and increased integrin activation while the latter decreased it.  
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Fig 4: TAZ/TEADs and BMP signaling interact together indirectly. (A) TAZ and TEADs representative blots in 

ML2-S and –R as well as OCI-AML3-S and –R, and its quantification normalized on sensitive cells using 

ImageLab software ± SEM. (B) cyr61 expression from ML2 and OCI-AML3 cells normalized the sensitive cells 

± SEM. (C) Apoptosis staining by AnnexinV/PI in ML2-S and ML2-R after 48h of treatment UT, or VP. (D) 

Representative blot of P-Smad, total Smad and GAPDH after 24h of VP treatment and its quantification using 

ImageLab software. (E) id1 and cyr61 expression after 24h of VP treatment. (F) Representative blot of ERK 

signalling and (G) Smad signalling after 24h of E6201 and their quantification using ImageLab software. (H) 

BMP target genes expression and cyr61 expression after 24H of E6201 treatment. (I) Number of cells after 

72H of E6201 treatment. (J-K) MFI of β1 integrin total (J) or activated (K) on ML2-R adherent cells after E6201 

or VP treatment.  
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Inhibiting mechanotransduction pathways leads to depletion of AML CD45+ cells in human 

leukemic niche. 

We then wondered if these mechanisms would be repeated in primary resistant cells. We used 

primary MonoNuclearCells (MNC) from patients after relapse (n= 4). These cells have been 

first characterized by FACS at D0 after thawing, then put for either 1 day under Ara-C or 3 days 

with treatments (Ara-C, Ara-C+E6201, Ara-C+VP) in coculture with HS27A overexpressing 

BMP4 (HS27A oeBMP4), to reproduce the high content of BMP4 in the BM, and finally added 

to a 3D bone marrow like system (Fig 5A).  

At D0, cells were highly heterogeneous: looking at their CD34, CD38, CD45RA, CD90 markers, 

samples included stem cells and blasts. They were also expressing resistant markers (CD123+, 

CD47+) (Fig 5B). After a day cocultured with HS27A oeBMP4 and treated with Ara-C, we still 

observed primary cells: they were still adherent and expressing both BMPR1B and TEADs (Fig 

5C). On a longer term, cocultured MNC and HS27A oeBMP4 were treated for 3 days. E6201 

reduced more strongly the number of CD45+ cells than VP treatment (Fig 5D) and decreased 

β1 integrin expression while VP did not (Fig 5E).  

We then wondered if these treatments would impair cell chemoresistance in a more complex 

system and longer chemotherapy exposure. Reproducing a humanized bone marrow, our lab 

developed a 3D system made of MSC cell lines (HS27A) and endothelial cell lines (HMEC-1) 

(Voeltzel et al. 2022; Arizkane et al. 2022) (Fig 5F). We used BMP4 overexpressing HS27A cell 

lines to reproduce what would happen in a confined AML bone marrow. Then, according to 

protocol, we made HS27A differentiate into osteoblasts, culturing cells in a combined osteo-

differentiation medium with the HMEC medium (Voeltzel et al. 2022). After 2 weeks, the 

system presented a bone like structure (Fig 5F). Adding primary MNC from AML patients after 

relapse, we designed an experiment plan to reproduce chemotherapy kinetics (Fig 5G). After 

a day into the systems, the leukemic cells were either let untreated or treated with Ara-C 

alone, or in combination with E6201 or VP for 3 days. Then, the treatments were removed for 

the 3 following days, and we did this cycle once again (Fig 5G). After 2 weeks of treatment, 

systems were dissociated, and cells stained for FACS to attest the number of CD45+ cells and 

their markers of interest: β1 integrin and CD47 for adhesion and CD123 as immature and 

resistance markers. We observed, after two weeks of treatment, that CD45+ cells were kept 

into the system even under Ara-C treatment, validating their resistant status (Fig 5H). 

However, AML CD45+ cells were depleted with both E6201 and VP treatments, suggesting that 

both treatments could help to eliminate resistant clones (Fig 5H). Interestingly, β1 integrin, 

CD47 and CD123 markers did not change much under E6201 treatment, where VP tended to 

overexpress them, especially the CD123 (Fig 5I).  
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Fig 5: Inhibiting mechanotransduction pathways leads to depletion of CD45+ cells in 3D system. (A) 

Experimental design of the use of primary MNC at relapse. (B) FACS plot of heterogeneous primary samples 

status regarding CD34, CD38, CD90, CD45RA, CD123 and CD47 at D0. (C) Immunostaining for BMPR1B and 

TEADs on primary MNC at relapse in two different samples. (D) Number of CD45+ cells cocultured with HS27A 

oeBMP4 left after 3 days of treatments (E6201, VP). (E) MFI of β1 integrin on MNC adherent to HS27A 

oeBMP4, after 72H of treatments (Ara-C, Ara-C+E6201, Ara-C+VP). (F) Schematics of 3D system protocol. (G) 

Experimental design of the treatments kinetics. (H) Percentage (left panel) and number (right panel) of 

CD45+ cells left after 2 cycles of treatments in the 3D system with or without treatments (Ara-C, Ara-

C+E6201, Ara-C+VP). (I) Percentage of β1 integrin, CD47 and CD123+ cells in CD45+ cells after 2 cycles of 

treatments (Ara-C, Ara-C+E6201, Ara-C+VP) in the 3D system. 
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Optimisation – extra results: 
To try to target more specifically the BMP pathway, we also tried other inhibitors. For the BMP 

pathway, K22088 was sold to be a BMPR type I specific inhibitor with a better affinity for 

BMPR1B than BMPR1A at low concentrations (10nM). Also, it was highlighted that at 100nM, 

it would produce a strong and robust inhibition of the Smad phosphorylation. So, we treated 

with the K22088 for 24h and stimulated the Smad signalling with BMP4 for 30min. It did not 

seem to produce the expected results and did not block BMP4 response (Fig Extra 1A). Also, 

we tried the LDN193189 (LDN). It targets most of the BMPR1 receptors and would decrease 

Smad phosphorylation. Looking for a role of the Smad pathway as driver of chemoresistance, 

we looked at the proliferation rate of ML2-R treated with different doses of LDN in 

combination or not with Ara-C. The addition of Ara-C did not seem to reduce more 

proliferation than LDN alone (Fig Extra 1B). 

Our last try was to use a shRNA against BMPR1B. The team produced its own shBMPR1B, 

inducible with Doxycycline. BMPR1B transcript was reduced in both shRNA tested (Fig Extra 

1C) as well as id1 expression under BMP4 treatment. However, it was not reproduced at 

protein levels (Fig Extra 1D). Also, it did not seem to enhance cell death (Fig Extra 1E) or reduce 

proliferation (Fig Extra 1F). Thus, we kept using the E6201, despise its off-target effect on ERK 

pathway.  

 

  

Figure Extra 1: Others BMP inhibitors. (A) Smad signalling after 24H of K22088 (100nM) with or without 

30min stimulation of BMP4. (B) Proliferation rate of 72H of LDN treatment with different doses, on 

combination or not with Ara-C. (C) BMPR1B expression fold-change of shBMPR1B +Dox to –Dox in shctrl, 

shBMPR1B #1, shBMPR1B #2. (D) ID1 expression in shBMPR1B ctrl, -#1 and -#2 after 48H of BMP4 treatment. 

(E) BMPR1B protein expression of shctrl, shBMPR1B #1, shBMPR1B #2. (F) AnnexinV/PI double positive cells 

of shctrl, shBMPR1B #1, shBMPR1B #2 with or without Ara-C for 48H. 
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Supplementary figures: 
 

 

   

Suppl Fig 1: Adherent and stiffness characteristics of resistant cells: (A) Proliferation assay on ML2S and 

OCI-AML3S after 72H of Ara-C treatment. (B) Number of adherent cells between OCI-AML3-S and OCI-

AML3-R ± SEM. (C) Ratio of resistant to sensitive cells of CD123 MFI from ML2 and OCI-AML3 ± SEM. (D) 

AFM on ML2-S (red) or ML2-R (grey) cells. (E) Flottilin1 staining on ML2-S and Ml2-R cells (n=1) (F) Number 

of adherent cells after 2h of blebbistatin treatment prior to adhesion. (G) MFI of β1 integrin after 2h of 

Blebbistatin treatment on ML2-R (left panel) or OCI-AML3-R (right panel).  
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Suppl Fig 2: Genes expression at diagnosis and prognosis factors. (A-C) RNA expression at diagnosis from 

dataset GSE147515. (A) Expression for ion channel: Piezo, TRPM2. (B) Expression of BMP target gene ID1 

and receptor BMPR1B. (C) Expression for YAP/TAZ elements pathway: TEAD4, Cyr61. (D-E) Event Free 

Survival (EFS) curve made from diagnosis expression from dataset GSE147515. (D) EFS on YAP/TAZ 

signalling: EFS from TAZ expression, TEAD4 and cyr61 expression. (E) EFS regarding ID1 expression. 
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Suppl Fig 3: BMP signalling characterisation. (A) ELISA of BMP4 secreted by MSC either coming from NBM 

or AML-BM after 72H of confinement ± SEM. (B-D) Phosphorylation level  of Smad (B), Erk (C) and p38 (D) 

quantified by ImageLab in ML2-S and ML2-R at basal level ± SEM. (E) Expression of BMP target genes id1, 

id2, runx1, runx3 in ML2-S and ML2-R at basal levels ± SEM. (F) Phosphorylation of Erk pathway after 30min 

of BMP4 treatment in ML2-S and ML2-R ± SEM. (D) Twist1 expression after 48h of BMP4 treatment. (E) 

Immunofluorescence for Smad1 in ML2-R UT or after 1h of BMP4 stimulation. 
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Suppl Fig 4: Dialogue between TAZ/TEAD and BMPR1B/ERK.  (A) FACS for YAP protein expression. (B) 

Decrease of TAZ and TEADs protein level in Western-Blot and IF after 24H of VP treatment in ML2-R. (E) ERK 

signalling after 24H of VP treatment in ML2-R. (D) ERK and (E) Smad signaling after 24h of SCH772984 (SCH) 

treatment in ML2-R and its quantification. (F) Percentage of double stained AnnexinV/PI cells after 48H of 

E6201 treatment in ML2-R. (G) P-FAK and F-Actin representative immunostaining and their quantification 

using Fiji software in ML2-R adherent to Fn treated with VP for 24H. (H) Number of adherent cells on Fn 

coated coverslip after 24H of VP treatment. 
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POINTS CLE :  
- Les cellules LAM résistantes à la chimiothérapie (Ara-C) sont plus adhérentes que les 

cellules sensibles. 

- L’expression du récepteur BMPR1B permettrait de prédire le temps avant rechute des 

patients, et leur réponse au traitement. 

- Le récepteur BMPR1B serait régulé par les forces mécaniques telles que la rigidité 

matricielle ou le confinement des cellules. 

- La voie TAZ/TEADs est exprimée dans les cellules résistantes et régulerait les propriétés 

de chimiorésistance des cellules. 

- Les voies BMPR1B/ERK et TAZ/TEADs modulent l’activité des intégrines. 

- L’inhibition de ces deux voies en combinaison avec l’Ara-C permet la déplétion des 

cellules leucémiques résistantes dans un modèle complexe de système 3D 

reproduisant de la moelle osseuse humaine.  
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CONCLUSIONS & DISCUSSIONS : 
Durant ma thèse, je me suis intéressée à comprendre les mécanismes de résistance des 

cellules LAM à l’Ara-C, en me concentrant sur les voies de mécanotransduction BMP et 

YAP/TAZ. Les patients atteints de LAM ont un taux de mortalité élevé, surtout ceux ayant un 

profil moléculaire et génétique lié à un mauvais pronostic (Döhner et al. 2022), dont les 

cellules présentant un caryotype complexe. Les lignées utilisées dans cette étude font toutes 

deux parties de cette catégorie, avec des mutations sous-jacentes différentes. De plus, les 

cellules résistantes de ces deux lignées présentent des caractéristiques communes : une 

expression de BMPR1B, de TEADs et de cyr61 élevées mais une absence de YAP, une adhésion 

plus importante et la présence de β1 intégrine élevée. Certains mécanismes peuvent donc 

être transversaux à différents sous-types de LAM. De plus, nous développons d’autres 

modèles de résistance au Venetoclax et au Vidaza, afin d’étudier si ces mécanismes seraient 

transversaux à d’autres résistances. Cela constituerait un argument de poids pour développer 

des molécules spécifiques afin d’améliorer la survie et la qualité de vie des patients.  

L’impact des rigidités intrinsèques et extrinsèques : 

Le rôle de la rigidité intrinsèque et des intégrines dans l’adhésion :  

Parmi les propriétés communes, ML2-R et OCI-AML3-R adhèrent mieux et expriment 

l’intégrine β1 de manière plus importante à la surface de la cellule comparées aux cellules 

sensibles.  

L’adhésion des cellules leucémiques promeut la chimiorésistance (D. Li et al. 2018) et certaines 

études soulignent aussi le rôle de de l’intégrine α4β1 (VLA-4) en tant que médiateur de cette 

adhésion (Matsunaga et al. 2003; Jacamo et al. 2014). L’acquisition du complexe VLA-4 

promeut la résistance par l’augmentation de protéines anti-apoptotiques (Bcl2) des cellules 

adhérentes à la fibronectine (Fn) (Matsunaga et al. 2003). Mis dans un environnement plus 

complexe, l’interaction des cellules leucémiques avec les cellules stromales active la voie NFkB 

chez ces dernières. Celui-ci promeut l’adhésion des cellules leucémiques par l’expression de 

facteurs solubles ou de surface (Jacamo et al. 2014). Récemment Li et al. (2022) montrent que 

l’ARN de l’intégrine α4 est stabilisée par l’ajout d’une méthylation m6A par l’enzyme METTL3. 

La surexpression de METTL3 dans les cellules résistantes à l’idarubucine, et non à l’Ara-C, 

augmente leur capacité de migration et de homing, aussi bien in vitro qu’in vivo (M. Li et al. 

2022). Dans nos conditions, il semblerait que l’intégrine β1 soit impliquée, les cellules 

résistantes l’exprimant de manière plus importante. Cependant, il reste encore à déterminer 

si elle est bien un des éléments centraux de cette résistance. Un premier essai avec l’anticorps 

bloquant contre l’intégrine β1 (clone P4C10) ne suggère pas de changement important sur 

l’adhésion à 24H, ni dans la prolifération sur 72H (data non montrées). Par la suite, en plus de 

répéter ce résultat, ce traitement nous servira à étudier l’impact de l’intégrine β1 sur les 

effecteurs en aval (Smad, ERK, TAZ/TEAD…). Cependant, il est à noter que l’anticorps n’est pas 

spécifique de la paire d’intégrine α4β1, seulement de β1, ce qui pourrait expliquer un effet 

réduit du traitement.  
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L’adhésion des cellules résistantes n’est pas uniquement causée par l’augmentation des 

intégrines. Elle peut être liée à la rigidité intrinsèque de la cellule, plus particulièrement à la 

déphosphorylation des protéines ERM. L’ezrine fait partie des protéines ERM avec la radixine 

et la moésine, reliant des protéines transmembranaires au cytosquelette d’actine. Son 

expression est associée à une plus faible survie chez les patients LAM (Lipreri da Silva et al. 

2021). De manière intéressante, Kihara et al. (2021) démontrent que ce n’est pas tant le 

cytosquelette d’actine, mais plutôt par la phosphorylation des protéines ERM, qui régulerait 

l’adhésion des cellules hématopoïétiques. Ce même groupe avait précédemment démontré 

que la déphosphorylation des protéines ERM médiait l’adhésion des leucocytes, en utilisant la 

lignée cellulaire des KG1-A, lignée de cellules leucémiques (Tachibana et al. 2020). Par la suite, 

ils observent notamment que moins la cellule est rigide, plus elle adhère, confirmant nos 

résultats qu’une forte adhésion chez les ML2-R était reliée avec moins de rigidité intrinsèque. 

Or, ils montrent aussi que désorganiser le cytosquelette d’actine avec la cytochalasine B, 

malgré une réduction de la rigidité cellulaire, n’augmentait pas l’adhésion, au contraire. Un 

autre groupe démontre que l’inhibition de la moésine permet la formation de pseudopodes 

chez les leucocytes, permettant leur migration à la poursuite d’une bactérie (Xiaowen Liu et 

al. 2015). Cela s’expliquerait en effet car les protéines ERM phosphorylées stabilisent la 

conformation de l’actine, qui a besoin d’être dynamique lors de l’adhésion. Utilisant la 

Blebbistatine, inhibiteur de la myosine II et non de l’actine, il semblerait que les cellules 

adhèrent mieux. Désorganisant l’architecture du cytosquelette et sa contractilité, la 

blebbistatine aurait un effet comparable à la déphosphorylation des protéines ERM. De plus, 

inhiber la contraction cellulaire pourrait aussi entraîner une perte de rigidité. Pour tester cette 

hypothèse entre contractilité et adhésion, nous pourrions stabiliser l’actine des cellules grâce 

au traitement par Jasplakinolib afin d’observer l’adhésion. La stabilisation forcée de l’actine 

devrait empêcher sa réorganisation et prévenir l’effet de la déphosphorylation des ERM et 

donc l’adhésion. De plus, nous avons remarqué une tendance à l’augmentation de l’intégrine 

β1 à la surface de la cellule après traitement à la Blebbistatine, qui contribuerait à l’adhésion. 

Ce résultat rejoint celui de Schiller et al. (2013) démontrant que les intégrines α5β1 n’étaient 

pas touchées par l’inhibition de la myosine, contrairement à αVβ3, suggérant que α5β1 

participent principalement à la transmission des forces du cytosquelette.  

Revenant sur la rigidité intrinsèque, nous avons démontré que les ML2-R étaient moins rigides 

que les ML2-S par système micro-fluidique et par AFM. Cependant, la distribution de la 

population des ML2-R était homogène, alors que celle des ML2-S était beaucoup plus 

dispersée, avec des clones rigides et d’autres possédant une rigidité semblable aux ML2-R. 

Cela suggère que la rigidité de la cellule serait un facteur de sélection pour la chimiorésistance. 

Dans notre modèle, les ML2-S et -R sont polyclonales. Et, après 72h de traitement à l’Ara-C, 

environ 15% des ML2-S sont toujours vivantes. De plus, certaines ML2-S adhérent à la Fn 

même en faible quantité. Les cellules sensibles adhérentes pourraient donc être plus enclines 

à devenir résistantes. La question de l’initiation de la chimiorésistance est ici posée : une partie 

des cellules serait intrinsèquement résistante à l’Ara-C. Il n’est cependant pas impossible que 

d’autres clones l’acquièrent par la suite. De manière intéressante, des cellules sensibles au 
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traitement deviennent généralement plus rigides (M. Islam et al. 2017). Cependant, celles 

encore vivantes après 15h de traitement étaient plus souples, rejoignant notre résultat (M. 

Islam et al. 2017). Ce groupe utilise un système micro-fluidique permettant de trier les cellules 

par leur rigidité. Cela pourrait nous être utile sur cette question de l’initiation de la 

chimiorésistance. Pourrait-on corréler les ML2-S les plus souples comme ayant le plus fort taux 

de BMPR1B ou de TAZ/TEAD ? Seraient-elles plus adhérentes et plus résistantes ?  

Par la suite, nous pourrions même imaginer mesurer la rigidité intrinsèque des cellules 

primaires afin d’avoir une idée sur leur réponse au traitement et anticiper ainsi la ligne 

thérapeutique.  

Par ailleurs, les ML2-R présenteraient un cytosquelette d’actine plus important que les ML2-S. 

Alors que cela pourrait augmenter leur capacité à former des adhésions focales, il est 

généralement admis que la présence d’actine rigidifie la cellule (Pogoda et al. 2012; Wakatsuki 

2000; Kihara et al. 2021), et non l’inverse. Ces études comparent des cellules saines ou bien 

regardent les différences entre cellules saines et tumorales. On pourrait imaginer que pour 

des propriétés d’invasion ou d’adhésion plus importantes, l’actine soit régulée différemment 

entre cellules cancéreuses sensibles ou résistantes à un traitement. De plus, l’actine n’est pas 

le seul membre du cytosquelette à réguler la rigidité intrinsèque. La présence de microtubules 

(Swiatlowska et al. 2020) ou de cholestérol (Shentu et al. 2010) respectivement augmente ou 

diminue la rigidité intrinsèque. Un résultat préliminaire (n=1) montre un taux de Flotilline-1 

plus important dans les ML2-R comparées aux ML2-S. Les flotillines sont partenaires des 

radeaux lipidiques et cela suggèrerait que la membrane plasmique des ML2-R soit composée 

de plus de cholestérol, et ainsi moins rigide.  

Rôle de la rigidité extrinsèque : 

De manière intéressante, les propriétés même de l’environnement modulent cette adhésion. 

Puisque les cellules leucémiques, de même qu’hématopoïétiques, transitent entre niche 

endostéale et périvasculaire, il était intéressant de tester des substrats de rigidité différente. 

Nous avons utilisé des hydrogels commerciaux ayant une rigidité faible (0,5kPa) et forte (4kPa) 

afin de représenter ces différentes niches médullaires proposées entre 0,3 et 30kPa. De façon 

contre-intuitive, les ML2-R adhèrent mieux sur substrat mou et présentent un fort 

cytosquelette d’actine et une activation importante de P-FAK, comparées aux ML2-R sur 4kPa. 

Généralement les substrats rigides entraînent un étirement de la cellule plus important que 

des substrats souples (Engler et al. 2004), corrélé avec une augmentation de la présence et du 

remodelage d’actine (Gupta et al. 2015), afin de répondre à la rigidité du substrat par mécano-

réciprocité. Cependant, nous observons le contraire, l’intensité de l’actine et de FAK 

phosphorylé est diminuée dans les ML2-R sur substrat rigide. Cela suggère premièrement que 

les intégrines sont moins activées dans ce cas-ci, et que les adhésions focales sont de plus 

faible intensité, par conséquent, les cellules se détacheraient plus facilement. Ces résultats 

vont à l’encontre de Du et al. (2011) démontrant que le recyclage des intégrines se fait plus 

lentement sur substrats durs. Une autre hypothèse serait la régulation des adhésions focales 

elles même. Il a été montré que YAP, mais non TAZ, régulerait les adhésions focales (Nardone 
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et al. 2017). Face à l’absence de YAP dans notre modèle, il serait donc possible que TAZ ne 

puisse compenser cette perte. Une autre possibilité, bien plus pragmatique et 

méthodologique, serait que le tapis de Fn ait été assimilé différemment entre 0,5kPa et 4kPa. 

Pour valider cela, d’autres outils existent, notamment des hydrogels de polyéthylène dont la 

rigidité change au contact avec des UV (C. Yang et al. 2014). Un autre élément à considérer 

est que les hydrogels n’aient pas absorbé la Fn de manière similaire. L’organisation, 

l’accessibilité, la distance de la Fn pourrait avoir changé et ainsi réduire l’affinité des cellules 

à la Fn (Q. Sun et al. 2022). L’hydrophobicité du substrat change aussi la conformation de la 

Fn (Michael et al. 2003). Sur les différences de résultats que l’on observe entre hydrogels et 

les immunofluorescences faites sur lamelles de verre, les deux ont été recouverts de Fn de la 

même manière et à la même concentration. Le verre étant considéré bien plus rigide que les 

hydrogels, les cellules ne seraient donc que très peu adhérentes si l’on garde le postulat ci-

dessus. Or, ce n’est pas le cas. La dénaturation différente de la Fn pourrait donc aussi réguler 

la mécano-réciprocité de la cellule. Cependant entre hydrogels et verre, les différences de 

rigidité et de substrats sont bien plus importantes, ce qui pourraient engagées de nouveaux 

comportements cellulaires.  

Néanmoins, le résultat biologique d’une préférence pour les substrats plus mous ne serait pas 

aberrant. Déjà étant moins rigides elles même, les ML2-R dépenseraient moins d’énergie à 

adhérer sur des substrats mous que rigides. De plus, il semblerait que la souplesse du substrat 

rende les cellules plus chimiorésistantes. Que ce soit en régulant la prolifération et leur 

quiescence, comme dans le cancer du sein (Feng et al. 2013) ou du foie (Tian et al. 2019), ou 

en régulant leur autorenouvèlement comme dans l’ostéosarcome (Y. Li et al. 2020), les 

substrats mous semblent maintenir la chimiorésistance des cellules. Malgré tout, certaines 

cellules adhèrent sur le substrat à 4kPa. Mise à part l’adhésion, nous n’avons pas investigué 

d’autres fonctions pour le moment, notamment la quiescence. Ce pourrait être effectué par 

l’utilisation d’un système FUCCI (Fluorescence Ubiquitination Cell Cycle Indicator), permettant 

d’identifier les différentes phases du cycles cellulaires par l’expression de protéines-fusion 

fluorescentes. Ce système a déjà été utilisé pour démontrer la quiescence des cellules 

chimiorésistantes et leur habilité à induire l’angiogenèse dans des tumeurs 

d’adénocarcinomes (Yano et al. 2016). 

BMPR1B, senseur de la cellule : 
Une autre caractéristique que partage lignées résistantes et patients après rechute est 

l’augmentation de BMPR1B.  

BMP et leur régulation par la mécanique : 

Le récepteur BMPR1B semble être mécano-sensible comme son intensité baisse avec 

l’augmentation de rigidité. Il semble aussi se relocaliser lors du confinement des cellules, 

orienté vers les cellules stromales. Il est imaginable que les cellules soient comprimées lors de 

l’évolution de la maladie. Notamment lors de l’initiation ou de la rechute, les cellules 

prolifèrent excessivement dans l’espace non-élastique qu’est l’os. De plus, la pression 
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intramédullaire des patients LAM est augmentée (Petrakis et al. 1954). La relocalisation du 

récepteur BMPR1B pourrait donc permettre une meilleure communication intercellulaire 

entre cellules leucémiques et stromales. 

Il existe d’autres exemples où la mécanique extrinsèque ou intrinsèque régule la voie BMP. 

Avec la rigidité, le recyclage des intégrines et des récepteurs BMP est diminué, stabilisant leur 

activité et régulant la différenciation des CSM (Du et al. 2011). Guo et al. (2019) vont plus loin 

en démontrant que ce processus est possible grâce à PINCH-1. Formant un complexe avec ILK 

(Integrin Linked Kinase) et Parvin, PINCH-1 est un composant important pour l’adhésion 

cellulaire et les adhésions focales (Karaköse et al. 2015). Son expression est augmentée avec 

la rigidité, stabilisant les intégrines à la membrane (L. Guo et al. 2019). Ainsi, la rigidité du 

substrat activerait la voie des BMP et des intégrines. Nos résultats montrent l’inverse, P-FAK 

et BMPR1B diminuent d’intensité avec la rigidité. Est-ce dû à la spécificité du modèle 

hématopoïétique ou bien de la chimiorésistance ?  

Par ailleurs, la voie BMP/ERK dialogue avec celles des intégrines. Fourel et al. démontrent un 

dialogue entre les intégrines αvβ3 et BMPR1 modulant la prolifération et la différenciation 

cellulaire (Fourel et al. 2016). D’autres montrent que l’intégrine β1 active la voie ERK pour 

inhiber les Smads (Lian et al. 2019) ou à l’inverse, que l’inhibition de l’intégrine β1 inhibe 

l’expression des gènes cible BMP malgré le maintien de la phosphorylation des Smads (Sabra 

et al. 2017). L’inhibition de BMPR1B/ERK par l’E6201 démontre une diminution de l’intégrine 

β1, suggérant un premier dialogue entre ces voies dans nos cellules, BMPR1B/ERK régulant 

positivement les intégrines. Cependant, nous n’en savons pas plus concernant la régulation 

inverse. Utilisant l’anticorps bloquant contre l’intégrine β1, nous pourrions étudier son effet 

sur la phosphorylation des Smads ou de ERK, de même que de l’expression des gènes-cible 

des BMP. L’étude de Sabra et al. (2017) suggère aussi que la localisation et non seulement 

l’activation des Smads importe. Cela suppose que les Smads étaient activées mais empêchées 

d’aller dans le noyau, ou bien qu’elles ne soient pas allées sur leur site de prédilection des SBE 

(Smad Binding Element) mais autre part sur l’ADN. Dans le contexte des LAM, au niveau basal, 

les ML2-R ont tendance à avoir plus de Smads phosphorylées, pourtant, leurs gènes-cible sont 

moins exprimés que dans les ML2-S. De plus, Smad1 est rarement retrouvé dans le noyau sous 

forme de foci dans les ML2-R en adhésion, et ce même après 1h de traitement BMP4. Il 

semblerait que ce puisse soit être un problème de cinétique ou que la Smad 5 ou 8 soit à 

l’origine de cette réponse au BMP4, ce qui expliquerait notamment l’absence de translocation 

nucléaire. Cela peut aussi suggérer qu’un autre complexe s’associerait avec les Smads.  

La médiation de ERK par les intégrines est aussi décrite, notamment au travers de Ras, qui est 

elle-même activé par FAK. Dans les ostéoblastes, l’intégrine β3 peut activer FAK/ERK, ce 

dernier entraînant la phosphorylation de Smad1/5, l’expression de p21, et un arrêt de 

prolifération (H.-H. Kim et al. 2003). 20 ans plus tard, Song et al. (2022) démontraient même 

que le stress mécanique sur des chondrocytes de rats activait les intégrines αVβ3, FAK et ERK 

(Song et al. 2022). FAK, en médiant les adhésions focales, est au cœur de la régulation de ERK. 

Son inhibition par la fisetine prévient le signal de fibrose dans les cicatrices fibrotiques et 
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relocalise ERK dans le cytoplasme (Lu et al. 2022). Les ML2-R, exprimant fortement FAK lors 

de l’adhésion, activeraient d’autant plus ERK et induiraient potentiellement la quiescence. 

Ceci pourrait être vérifié par l’utilisation du système FUCCI et la quantification de la voie ERK 

post adhésion. 

De plus, il existe une boucle régulatrice où ERK peut activer l’expression des intégrines. Dans 

les disques vertébraux, l’adhésion des cellules à la Fn augmente les intégrines α5β1 de même 

que ERK (Xia et Zhu 2011). L’inhibition de ERK décroit aussi l’expression des intégrines (Xia et 

Zhu 2011). Ce résultat rejoint notre effet de l’E6201 sur les intégrines où l’inhibition de 

BMPR1B/ERK diminue aussi la présence de l’intégrine β1 sur la surface cellulaire.  

L’E6201 inhibe BMPR1B et MEK (Weiguo Zhang et al. 2016). Malgré cela, le traitement à 

l’E6201 entraîne une réduction de prolifération qui n’est pas liée à l’apoptose. De plus, il 

semble ne pas avoir le même impact sur les gènes-cible des BMP, id1 paraît bénéficier d’une 

régulation propre. Alors que le reste des gènes IDs ou Runxs tendent à être sur-exprimés après 

24h de traitement, ce n’est pas le cas d’ID1. Comme ID1 est aussi un gène régulé par la voie 

YAP/TAZ (Alarcón et al. 2009), il se pourrait que l’expression de ce gène soit dépendant de 

cette voie et serait moins impacté par l’inhibition de BMPR1B/ERK. Il serait intéressant de 

tester si la combinaison de traitements E6201 et BMP4 inhibe ou non l’expression d’ID1. 

Il serait intéressant d’étudier plus précisément ces mécanismes, en premier lieu par 

l’utilisation d’outils plus spécifiques. Pour contre-carrer l’E6201, et investiguer le rôle du 

BMPR1B dans notre étude, nous avons aussi essayé d’autres outils. En effet, contrairement à 

la LMC (Jeanpierre et al. 2021), l’utilisation de l’E6201 a des effets indésirables sur la voie MEK, 

inhibant aussi ERK et p38. Le K22088 est décrit comme inhibant plus fortement BMPR1B que 

BMPR1A, de même qu’une diminution franche et robuste de la phosphorylation des Smads 

lorsqu’employé à 100nM. La diminution de la phosphorylation est peu visible après 24H de 

traitement, d’où l’arrêt de son utilisation. Le LDN193189 a été aussi essayé. Ciblant différents 

récepteurs de type I, il n’est pas spécifique à BMPR1B, provoquant une diminution de la 

phosphorylation des Smads. Néanmoins, il diminuerait la prolifération des cellules après 72H 

de traitement. Cependant, cette prolifération est similaire avec ou sans addition d’Ara-C. 

Originellement à la recherche d’un retour de sensibilité au traitement, ce constat m’a fait aussi 

abandonner le LDN193189. Afin de valider le résultat avec l’E6201 sur l’implication d’une 

diminution de prolifération par la voie BMP, nous pourrions utiliser de nouveau le LDN193189 

et, étudier l’apoptose ou non des cellules. Au vu de la limitation d’outils chimiques pour 

l’inhibition de BMPR1B, nous avons aussi essayé de développer un shRNA ciblant le récepteur. 

Inductible, il permet d’exprimer la GFP dans les cellules infectées post traitement à la 

Doxycycline. Les cellules induites expriment moins de BMPR1B et semblent moins répondre 

au BMP4 par la transcription d’ID1. Cependant, le taux protéique du récepteur comme de la 

phosphorylation des Smads (data non montrées) semble constant. De plus, son utilisation ne 

semblait pas changer la prolifération ou la mort cellulaire en contact avec l’Ara-C. C’est 

pourquoi, le ciblage spécifique de BMPR1B est compliqué et que son rôle dans notre modèle 

est encore mal défini. 
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Cependant, les patients ayant un fort taux de BMPR1B au diagnostic rechutent plus 

rapidement que les autres, et son expression est augmentée post rechute comparée au 

diagnostic. Cela suggère que BMPR1B est impliqué dans la chimiorésistance d’une manière ou 

d’une autre. Nos résultats tendent plus vers un rôle de senseur de l’environnement qu’étant 

responsable de la résistance elle-même. Les cellules exprimant BMPR1B auraient donc un 

avantage pour s’adapter à la présence de chimiothérapie au long terme. Il serait un facteur 

parmi d’autres pour cette lutte contre l’Ara-C, certainement par le captage de signaux 

mécaniques et moléculaires de BMP4. Cependant, dans un système complexe incluant cellules 

stromales surexprimant du BMP4 et cellules endothéliales, nous observons une déplétion 

dans le nombre de cellules primaires résistantes CD45+ après deux semaines d’alternance 

d’ajout et d’arrêt de traitement par la combinaison de l’E6201 et de l’Ara-C. Cela suggère que 

l’inhibition de l’axe BMPR1B/ERK joue un rôle dans la résistance, ou tout du moins l’adhésion 

des cellules dans la niche. L’expérience se répète avec les ML2-R. Il est à souligner que l’E6201 

touche aussi les mutations FLT3 (Weiguo Zhang et al. 2016). Le groupe confirme qu’ERK est 

inhibé, d’autant plus dans les lignées Ras mutés, même en l’absence de mutations FLT3 

(Weiguo Zhang et al. 2016). Cela rejoint nos résultats, les ML2 et les OCI-AML3 sont toutes 

deux FLT3 WT, et mutés sur N-Ras et K-Ras respectivement. Cependant, ils démontrent une 

augmentation de l’apoptose, ce que nous ne retrouvons pas. On peut donc exclure le rôle de 

FLT3 dans les lignées, cependant, nous ne connaissons pas le statut FLT3 des échantillons de 

LAM primaires utilisés. Il reste donc possible que l’E6201 agisse sur cette mutation en plus de 

BMPR1B/ERK dans ce cas-ci.  

L’importance du BMP4 : 

Il est connu que la voie BMP, de même que TGFβ, peut avoir une activité anti- ou pro-

cancéreuse (Bach, Park, et Lee 2017). Nous nous sommes concentrés sur l’étude de 

l’interaction BMPR1B-BMP4 pour plusieurs raisons. Dans les leucémies, que ce soit Leucémie 

Myéloïde Chronique ou LAM, il semblerait que le BMP4 joue un rôle important. Retrouver 

surexprimé dans le plasma médullaire des deux types de leucémies (Laperrousaz et al. 2013; 

Voeltzel et al. 2018), cependant, il ne semble pas provenir des CSM ((Binato et al. 2015; 

Azevedo et al. 2021; Voeltzel et al. 2018) lorsque cultivés en 2D. Cependant, nos résultats 

suggèrent que son expression voire sécrétion pourraient être augmentées lorsque les cellules 

sont confinées. Nous avons donc testé deux types cellulaires retrouvés dans la moelle osseuse 

et connus pour moduler la voie BMP. Le confinement d’une lignée de cellules endothéliales 

(HMEC-1) ou de cellules primaires de CSM provenant de moelle osseuse LAM entraîne une 

expression plus importante de BMP4. De manière intéressante, les CSM de moelle normale 

tendent à l’inverse à exprimer plus de BMP2. Cela suggère que le confinement cellulaire 

dérégulerait l’expression de cytokines dans la moelle osseuse en fonction des conditions 

pathologiques ou non. Il pourrait être un acteur important dans l’expansion voire la 

persistance des cellules leucémiques dans la moelle osseuse, en réponse aux traitements. 

Pour étudier plus en profondeur le rôle du BMP4, il serait intéressant de voir la localisation 

des cellules dans un système complexe. Il est possible de réaliser des coupes du système 3D 
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utilisé par l’équipe afin de faire de l’immunofluorescence multiplexe. Dans ce cas-ci, on 

pourrait voir la localisation des différents types cellulaires (cellules leucémiques, endothéliales 

et stromales), mais aussi, celle du BMP4 : en retrouve-t-on à l’interface entre cellules 

stromales et leucémiques ? En plus du BMP4, nous pourrions aussi regarder BMPR1B dans les 

cellules leucémiques, est-il près des cellules stromales ? Est-il au contact avec le BMP4 ? Nous 

pourrions aussi marquer des protéines de la MEC afin de mieux comprendre la dynamique 

entre MEC et ligand. Une autre expérience serait de mettre des cellules FUCCI pour imager le 

cycle cellulaire des cellules leucémiques et voir quel est l’environnement proche des cellules 

quiescentes ou en prolifération. De plus, nous pourrions peut-être relier un marqueur avec 

une fonction : est-ce que les cellules quiescentes seraient majoritairement BMPR1B+ ? Ou à 

proximité de BMP4 ?  

En effet, BMP4 régule la quiescence (Jeanpierre et al. 2021) et la résistance par expression de 

TWIST-1 (Grockowiak et al. 2017) dans la Leucémie Myéloïde Chronique. De plus, il permet la 

dédifférenciation des cellules leucémiques dans la LAM par le biais de BMPR1A (Voeltzel et al. 

2018) de même que l’induction de mixl1 promouvant des propriétés anti-apoptotiques 

(Raymond et al. 2014) au diagnostic. Il est aussi un facteur de résistance dans les LAM à 

caryotype normale surexprimant le gène ELL (Zha et al. 2023). Dans notre étude, la stimulation 

des cellules leucémiques par du BMP4 soluble active principalement les Smad1/5/8 et 

l’expression spécifique de id1. ID1, (Inhibitor of Differentiation-1), régule la stemness et la 

quiescence des cellules. Dans le modèle neural, la stimulation de BMP entraîne la quiescence 

des cellules souches neurales (Marqués-Torrejón et al. 2021) et les cellules exprimant 

fortement ID1 sont des cellules souches neurales de type B capables de se diviser 

asymétriquement (Nam et Benezra 2009). Il est aussi dérégulé lors de cancers : associé avec 

un mauvais pronostic dans le cancer du sein (Garcia-Escolano et al. 2021), ou promouvant 

l’initiation du cancer colorectal (O’Brien et al. 2012), ou de LAM t(8 ;21) (L. Wang et al. 2015). 

En effet, ID1 permet l’immortalisation des progéniteurs hématopoïétiques in vitro mais 

l’initiation d’un syndrome myélodysplasique dans le modèle murin (Suh et al. 2009). De plus, 

il est aussi couramment associé avec la résistance (Z. Zhao et al. 2020). Cela suggère que 

comme pour la LMC, BMP4 maintiendrait la résistance des LAM, non pas via Twist-1 dont 

l’expression n’augmente pas avec un traitement BMP4, mais plutôt par l’expression spécifique 

d’ID1. D’autant plus stimulé en présence de BMP4, l’interaction avec le micro-environnement 

resterait donc primordiale pour maintenir cette résistance.  

En effet, les ligands peuvent être intégrés dans la MEC. C’est le cas du TGFβ, qui est sécrété et 

lié à la matrice pour mieux réguler spatialement les CSH (Jiang et al. 2018; Yamazaki et al. 

2011; M. Zhao et al. 2014). Les BMP se retrouvent aussi liés à la MEC, notamment BMP4 qui 

se lie au collagène IV chez la Drosophile. Par ce fait, le champ d’action de BMP4 est limité par 

la localisation régulée du collagène (X. Wang et al. 2008) ; ces mêmes protéines de collagène 

tapissant et rigidifiant la moelle osseuse dans la LAM (Kuter et al. 2007). De plus, l’effet des 

BMP dure plus longtemps dépendamment de si elles sont liées à la matrice et comment (Gilde 

et al. 2016, Seftow-Werner et al. 2020). Il serait donc intéressant de mesurer la quantité de 
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BMP4 dans le plasma des moelles de patients après rechute pour voir si elle serait d’autant 

plus augmentée qu’au diagnostic. Néanmoins, même en absence de changement dans le 

compartiment soluble, peut-être que la quantité de BMP4 intégrée dans la matrice est plus 

élevée. Ceci maintiendrait d’autant plus la persistance des cellules leucémiques résistantes et 

adhérentes aux substrats même sous traitement. Le BMP4 ayant des effets différents sur la 

prolifération ou la différenciation des CSH dépendamment de sa concentration (Bhatia et al. 

1999), il serait intéressant d’étudier si le BMP4 a le même effet sur les cellules selon sa forme 

(soluble ou intégré à la matrice), ou sa concentration. Notamment, nous pourrions regarder 

la régulation d’ID1 et de l’équilibre quiescence/prolifération grâce au système FUCCI. On 

pourrait imaginer que post expansion des cellules LAM dans la moelle, les CSM et cellules 

endothéliales confinées sécrètent du BMP4 soluble, ce qui maintiendrait l’expansion 

myéloïde. Certaines molécules s’intègreraient dans le collagène sur lequel des clones 

BMPR1B+ viendraient adhérer. Après déplétion par la chimiothérapie, ces clones resteraient 

quiescents, jusqu’à l’apparition d’un autre signal qui les pousserait à proliférer de nouveau, 

comprimant la moelle et entraînant la sécrétion de BMP4 soluble, etc.  

 

Ainsi, la voie BMP, par l’interaction BMPR1B-BMP4, aiderait à la sélection des clones résistants 

tout en reconnaissant l’environnement moléculaire, physique et cellulaire de la moelle 

osseuse. Les intégrines via ERK permettraient aussi la régulation de la voie BMP et de la 

tension cellulaire par la formation des adhésions focales. 

TAZ/TEAD, acteur du remodelage du cytosquelette et mort cellulaire : 
Une autre particularité des lignées résistantes étudiées est la surexpression de TEADs et cyr61, 

de même que de TAZ. Nous avons observé la même tendance chez les patients après rechute 

comparé au diagnostic. Tous trois sont des éléments de la voie YAP/TAZ régulant la 

polarisation des cellules mais aussi leur prolifération dépendamment de l’environnement.  

Rôle de TAZ/TEAD dans la survie : 

La voie YAP/TAZ, de même que TEAD4, est décrite pour son rôle oncogénique dans différents 

cancers (Panciera et al. 2017). L’expression même de YAP permettrait de décrire différents 

comportements cellulaires selon les cancers. Pearson et al. 2021 mettent en effet en évidence 

des cancers dits YAPon ou YAPoff, où cancers semi-solides et leucémies tombent dans la 

deuxième catégorie. Selon l’étude, la réexpression de YAP dans les cancers YAPoff amène à 

l’expression d’intégrines et de protéines de la MEC, entraînant une stase dans prolifération 

cellulaire médiée notamment par les intégrines αvβ5 (Pearson et al. 2021). Des études dans 

les myélomes multiples rejoignent ce postulat, l’expression ectopique de YAP/TAZ dans les 

cellules ayant un effet anti-tumoral (Maruyama et al. 2018; Grieve et al. 2019). Nos résultats 

démontrent que les cellules sensibles, en effet, n’expriment pas, ou peu TAZ et expriment 

moins de TEADs. A l’inverse, les cellules résistantes expriment plus de TAZ et surtout plus de 

TEADs. Dans notre cas, l’expression de TAZ et TEADs est endogène et ne sont pas ré-exprimés 

artificiellement. Ceci pourrait expliquer les différences de comportement cellulaire, 
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promouvant l’apoptose des cellules dans les études décrites ci-dessus ou la survie dans la 

nôtre. Une autre explication serait que les études susnommées ne se concentrent pas sur des 

cellules déjà résistantes aux traitements en cours. 

De plus, nous pourrions imaginer que si certains cancers solides transitent de YAPon à YAPoff 

pour échapper au traitement, les cellules leucémiques résistantes pourraient transiter dans 

l’autre sens ; d’autant plus que l’adhésion deviendrait une propriété importante à acquérir. 

Aussi, nous pourrions tester cette hypothèse en suivant l’exemple de l’étude de Pearson et al. 

Réexprimer les protéines TAZ ou TEADs dans les cellules sensibles discriminerait non 

seulement si TAZ et TEAD ont le même effet, mais aussi si elles entrainent préférentiellement 

la mortalité ou la survie. A l’inverse, nous pourrions réprimer ces protéines dans les LAM 

résistantes pour voir si leur survie à l’Ara-C est diminuée. Ce résultat validerait l’augmentation 

d’apoptose observée lors de traitement à la VP, inhibiteur de TAZ/TEADs, qui semble 

spécifique aux cellules résistantes, suggérant que TAZ/TEADs participent à la chimiorésistance. 

De plus, le nombre de cellules primaires résistantes vivantes au sein d’un système complexe 

qu’est le 3D médullaire est réduit par la combinaison d’Ara-C+VP comparé à l’Ara-C seul. Ceci 

implique que même dans un système complexe en présence de cellules du stroma 

(ostéoblastes et cellules endothéliales), les cellules se resensibilisent ; et ce malgré 

l’augmentation de l’intégrine β1, du CD47 ou du CD123 généralement impliqués dans la 

résistance. Néanmoins, tous les échantillons ne réagissent pas de la même manière, et nous 

ne connaissons pas encore le statut de la voie TAZ/TEAD dans ces cellules, qui sera 

prochainement vérifié par qPCR.  

Régulation entre TAZ/TEAD et le cytosquelette :  

La localisation de TAZ/TEAD est régulée par les forces de traction. TAZ est retrouvé dans le 

noyau lorsque la tension est plus importante (Ege et al. 2018), et lorsque FAK est à la 

membrane (Eroumé et al. 2021). De manière intéressante, YAP était plus nucléaire sur des 

substrats mous dans le cancer du sein (C. Liu et al. 2021). Nos résultats vont dans le même 

sens, l’augmentation de la rigidité diminue l’intensité de l’actine et de P-FAK, suggérant que 

cela réduirait aussi la localisation de TAZ dans le noyau, ce qui pourrait traduire d’un caractère 

plus chimiorésistant sur substrats mous. La VP aussi diminue actine et P-FAK, et la quantité 

d’intégrine β1 totale à la surface de la cellule, dans des cellules adhérentes à la Fn. La VP 

désorganiserait alors le cytosquelette sur un court terme, même si elle ne semble pas avoir 

un effet notable sur l’adhésion, après 24h de traitement. La re-sensibilisation par la VP et la 

réorganisation du cytosquelette d’actine est aussi retrouvée dans les cellules résistantes au 

traitement dans le mélanome : YAP/TAZ restait cytoplasmique lors l’inhibition de la 

polymérisation ou de la contraction de l’actine par la Cytochalasine B ou la Blebbistatine (M. 

H. Kim et al. 2016). Cela permettait une meilleure réponse des cellules BRAF-résistantes au 

traitement (M. H. Kim et al. 2016), résultats rejoignant les nôtres. Fusco et al. (2021) montrent 

aussi dans leur modèle de neuroblastome que la VP inhibe la migration par le remodelage de 

l’actine et de la formation de lamellipodes. Elle réduit aussi l’expression des pompes à efflux 

(transporteurs ABC), augmentant la sensibilité des cellules aux thérapies (Fusco et al. 2021). 
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Dans les ML2, l’expression des pompes ABC n’étaient pas différentes entre sensibles et 

résistantes (data non montrées), il nous faudra regarder si elles sont modulées par la VP ou 

non.  

TAZ/TEAD et BMP4 : 

De manière intéressante, BMP4 est un gène cible de TAZ/TEAD (Lai et Yang 2013) mais aussi 

TEAD peut répondre à BMP4 pour la transcription de GATA3 (Home et al. 2012) durant le 

développement. Dans les MCF10A, lignée mammaire non transformée, l’association 

TAZ/TEAD4 non seulement permet l’expression et sécrétion de BMP4, mais aussi l’activation 

des Smad1/5, et ce entraînant la migration cellulaire (Lai et Yang 2013). Il serait intéressant 

de valider ce résultat dans nos lignées par ChIP seq (Chromatin ImmunoPrecipitation 

sequencage), et voir si TEAD se fixe sur le promoteur de BMP4. Ce ChIP seq nous permettrait 

aussi de trouver de nouveaux gènes-cible de TAZ/TEADs, plus spécifiques au compartiment 

LAM. En effet, nous avons regardé cyr61 et ctgf, cibles largement décrites dans le contexte 

épithélial, mais d’autres (ANKDR1, AMOLT2…) n’étaient pas exprimés par nos cellules.  

Nos résultats montrent aussi que BMP4 permet l’expression d’id1 et la VP la diminue, de 

même que la survie des cellules et la phosphorylation des Smads. Un dialogue existe donc 

entre les voies BMP et TAZ/TEAD. Pour aller plus loin et comprendre la régulation d’ID1 par 

ces deux voies, il serait intéressant de mesurer son expression après traitement de VP et 

BMP4, de même que mesurer le taux de phosphorylation des Smads. BMP4 soluble 

permettrait peut-être le sauvetage des cellules face à la VP. Cependant, dans un système 

complexe incluant cellules stromales surexprimant du BMP4 et cellules endothéliales, nous 

observons une déplétion dans le nombre de cellules primaires résistantes CD45+ après deux 

semaines d’alternance entre traitement et non traitement par la combinaison d’Ara-C et VP. 

On ne peut néanmoins pas exclure que dans un système plus complexe d’autres facteurs 

soient impliqués, provenant des cellules endothéliales et des CSM. A nouveau, l’IF multiplexe 

au sein du système 3D nous permettrait de visualiser quelles cellules sont TAZ ou TEAD 

positives et si elles sont à proximité du BMP4 ou non. Cela ne les relierait pas directement 

avec l’expression de BMP4 par les cellules leucémiques, mais permettrait aussi d’émettre 

l’hypothèse que BMP4 et voie TAZ/TEADs sont corrélés. De plus, l’intégration du système 

FUCCI avec le marquage de TAZ ou TEADs permettraient de corréler cycle cellulaire avec la 

voie TAZ/TEADs.  

De plus, nous pourrions investiguer le rôle de BMP4 relié à TAZ/TEADs dans nos cellules. Tout 

d’abord afin de valider la double interaction entre les deux voies, une collaboration naissante 

avec S. MERABET (IGFL) nous permettra d’intégrer un système BiFC (Bi-molecular 

Fluorescence Complementation) dans les ML2-R. Cette technologie couple une protéine 

d’intérêt avec une séquence N-terminale d’un fluorochrome et une autre protéine d’intérêt 

avec la séquence C-terminale d’un autre fluorochrome. Si les protéines en question se 

retrouvent à distance proche, alors la complémentation des protéines fluorescentes opère et 

un signal lumineux en résulte. Ceci permettra de visualiser en live la localisation du complexe 

répondant à différents traitements. Ainsi, en réponse au BMP4 ou à la VP, nous pourrions 
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observer, tout d’abord la formation du complexe TAZ/TEAD4 puis sa localisation. Ce système 

permettrait aussi la visualisation de ce complexe dans les cellules sur différentes rigidités ou 

bien confinées et comprendre la régulation de TAZ/TEADs dépendamment de 

l’environnement dans des cellules leucémiques résistantes. L’ajout de traitements inhibiteurs 

de BMPR1B ou TAZ/TEAD nous aiderait aussi à comprendre le dialogue des deux voies dans 

ces conditions. A ce système, nous pouvons y ajouter une technologie TurboID. Déjà utilisé 

dans l’embryon de xénope (Kanzler et al. 2022) ou dans les cellules mammaires (Cho et al. 

2020), cette méthode permet la reconnaissance de protéines partenaires d’un complexe 

protéiques. Des nanobodies viendront reconnaître le complexe BiFC TAZ/TEAD4, puis après 

crosslinking, nous pourrons récupérer les protéines interagissant avec le complexe par 

système de reconnaissance à la streptavidine/biotine. Cela permettrait de trouver d’autres 

cibles thérapeutiques.  

La VP a aussi des propriétés d’inhibition de l'autophagie, bien que son rôle anti-TAZ/TEADs 

soit bien décrit (C. Wang et al. 2015; H. Wei et al. 2017). Quelques tests avec des inhibiteurs 

plus spécifiques de la voie YAP/TAZ ont aussi été effectués. Le CA3 est spécifique de YAP alors 

que le K975 empêche la palmoylation de TEAD. Dans les deux cas, des tests de prolifération 

au bleu de Trypan n’ont pas été très concluants (data non montrées). Cependant, les cellules 

sous VP adoptent un phénotype particulier qui les rend la mortalité difficilement discernable 

au bleu de Trypan. Pour cette dernière, nous avions donc opté pour un test AnnexinV/PI. 

Cependant, ce test n’a pas été répété avec les autres inhibiteurs, et selon nos hypothèses, le 

K975 devrait être plus efficace que le CA3. 

Ainsi, il semblerait que TAZ/TEADs dans nos cellules participe à la survie cellulaire sous Ara-C 

et semble dialoguer moléculairement avec BMP. De plus, à l’inverse des BMP, l’axe TAZ/TEAD 

est généralement couplé à la prolifération et la survie dans les cancers. Dépendamment du 

contexte, nous pourrions avoir des régulations opposées, entre suspension et adhésion, de 

même qu’en présence ou non de BMP4. 

Deux voies en parallèle ? : 
E6201 et VP ont leurs aspécificités. Malgré cela, les deux traitements, combinés à l’Ara-C, 

permettent la déplétion de cellules primaires de patients après rechute, toujours présentes 

après Ara-C seul. Cela démontre un rôle important et des possibles cibles à investiguer plus 

en détails. Les deux inhibiteurs auraient des effets sur la transmission d’un message 

mécanique, même si à des niveaux différents. Par la régulation de ERK et BMP, l’E6201 

modulerait plus les intégrines et l’habilité de la cellule à former des adhésions focales ou à la 

relocalisation de certains récepteurs à la surface cellulaire. Ces effets entraîneraient une 

diminution du cycle cellulaire et un détachement des cellules, bien que non visible à court 

terme (24H) (data non montrées). L’inhibition de TAZ/TEADs par la VP toucherait plus 

directement l’organisation du cytosquelette d’actine et donc la tension cellulaire. Ceci limite 

la cellule dans sa réaction de mécano-réciprocité avec l’environnement, et dans son 

expression génique, entraînant un effet plus cytotoxique d’apoptose cellulaire. Il semblerait 
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donc que ces deux voies n’interagissent pas directement mais qu’elles soient toutes deux 

régulées par la tension cellulaire et les intégrines. Ceci pourrait aussi expliquer l’importance 

des intégrine α4β1 dans la chimiorésistance, étant partiellement en amont de ces interactions. 

De plus, nous pourrions aussi mesurer l’apoptose induite – ou non – par l’inhibiteur bloquant 

contre l’intégrine β1.  

Conclusions :  
Ainsi, nous avons souligné l’expression de BMPR1B, et de TAZ/TEADs dans les cellules 

résistantes à l’Ara-C. Les voies BMP/ERK et TAZ/TEADs sont connues pour être régulées par la 

mécanique cellulaire et environnementale dans des modèles de cellules adhérentes. Nos 

travaux montrent la régulation de cellules leucémiques, couramment cultivées en suspension, 

par cet environnement mécanique. De plus, nous montrons que les cellules résistantes 

seraient d’autant plus sensibles à cet environnement, notamment par leur capacité à y 

adhérer. Durant l’évolution de la LAM, de multiples facteurs physiques sont modifiés dans les 

niches médullaires. Il semblerait que cela affecte la réponse cellulaire au traitement. Les deux 

voies BMPR1B et TAZ/TEAD auraient des implications complémentaires. BMPR1B serait un 

atout à acquérir pour la cellule résistante afin de sentir son environnement et engagerait avec 

BMP4 pour induire l’expression d’id1 et potentiellement la quiescence ou la prolifération 

dépendamment de son statut d’adhésion. TAZ/TEAD4 dirigeraient plus la survie cellulaire, 

modulés par les forces de traction externes et internes.  

Figure 24 : Modèle proposé pour la régulation de la survie des cellules résistances dans 

la LAM. Les voies BMP/ERK fonctionnent en parallèle avec TAZ/TEAD, régulées et régulant 

l’organisation du cytosquelette et l’activité des intégrines. 
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