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CSL: Cellule souche leucémique  

DMSO : Dimethyl sulfoxide 

EDTA : Acide éthylènediaminetétraacétique,  
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1 Introduction : 

 
1.1 Généralités sur la LLC : Définition, origine et pathogenèse. 

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est la plus fréquente des leucémies de l’adulte dans 

les pays industrialisés, on compte chaque année 4000 nouveaux cas en France et 15000 aux 

Etats unis1. Elle se définit à la fois par une accumulation de lymphocytes B matures CD5+ 

monotypiques quiescents dans le sang associé à une hyperlymphocytose sanguine de plus de 

5000/mm3 2. L’évolution de la LLC est très variable avec un tiers de patients qui ne 

nécessitera aucun traitement, un tiers qui présentera une phase indolente suivie d’une phase de 

progression et un dernier tiers qui présentera une forme d’emblée agressive. L’émergence en 

routine de la cytogénétique et de l’immunologie a permis d’affiner les facteurs pronostiques. 

Avec les classifications clinico-biologiques de RAI BINET et le nouveau score pronostique 

IPI (TP53 délétion/mutation, statut mutationnel des immunoglobulines, β2 microglobuline, le 

stade clinique et l’âge)3–6, les mutations NOTCH, le temps de doublement de la lymphocytose 

permettent de définir le pronostic et de mieux orienter le traitement (annexe 1,2,3) 3,7–12. 

Jusqu’en 2008, le traitement standard reposait sur l’association de la fludarabine, un analogue 

de purine, et du cyclophosphamide, un agent alkylant (FC). L’introduction du rituximab (R, 

anticorps monoclonal dirigé contre le CD20, un marqueur exprimé à la surface des 

lymphocytes B dès les stades pré-B) en association avec la chimiothérapie FC s’est imposée 

comme traitement de référence de la LLC depuis 10 ans13. La principale avancée de cette 

dernière décennie a cependant concerné la prise en charge des patients réfractaires ou 

présentant des anomalies cytogénétiques de mauvais pronostic, qui concernent 30% de ces 

patients pour lesquels nous disposions de peu de possibilités thérapeutiques.  L’arrivée des 

thérapies ciblées, comme les inhibiteurs de la Bruton tyrosine kinase (BTK) (Imbruvica® ; 

Ibrutinib)13–15 ou (Zydeligl® ; Idélalisib) un inhibiteur de la phosphatidylinositol-3-kinase ont 

particulièrement amélioré la survie des patients présentant une mutation de TP53 en première 

intention (tableau 1). L'ibrutinib est recommandé comme traitement de première intention 

pour tous les patients présentant une aberration de TP53 en l'absence de contre-indication. 

Malgré une efficacité améliorée l’Ibrutinib permet une survie globale estimée à 25%16. Les 

antagonistes de BCL-2 (Le Venclexta® Venetoclax) ont une efficacité thérapeutique 

indépendante des paramètres pronostiques défavorables tels qu'une aberration de la TP53 ou 

une résistance à la fludarabine. Le Venetoclax a récemment été approuvé pour le traitement 

des patients présentant une aberration de la TP53 lors de la rechute. En Europe, le Venetoclax 
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est approuvé comme traitement de première intention pour les patients ne répondant pas à 

l'ibrutinib ou à l'idélalisib associé à un anticorps anti-CD20 après chimio-immunothérapie. 

Sur la base de découvertes récentes, l'association de Venetoclax et du rituximab est également 

approuvée dans le traitement de la leucémie lymphoïde chronique en rechute. Néanmoins ce 

traitement entraine des résistances ainsi que de nombreuses neutropénies chez des patients 

déjà très immunodéprimés. 

Malgré un arsenal thérapeutique largement développé4–6, de nombreuses résistances et effets 

secondaires liés aux traitements émergent et sont responsables de rechutes parfois précoces et 

graves (figure 1). Ceci s’explique en partie par la persistance d’une maladie résiduelle liée au 

développement de niches de cellules leucémiques résistantes au traitement, associées à de 

nombreuses altérations génétiques de la cellule tumorale 17–20.  

Tableau 1 : Ière ligne de traitement chez des patients LLC fit et unfit et prise en charge 

thérapeutique des patients en rechute.21 
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Figure 1 : Arbre décisionnel de la prise en charge thérapeutique d’une LLC-B.  
Dans les stades B et C des LLC, le statut de P53 oriente la stratégie thérapeutique choisie par le 
clinicien. Environ 25 % des patients ne répondent pas aux thérapies actuelles. Abréviations : FCR : 
Fludarabine (analogue de purine) ; Cyclophosphamide (agent alkylant) ; Rituximab (anticorps 
monoclonal anti-CD20) ; Bendamustine (agent alkylant) ; Chlorambucil (agent alkylant) ; Ibrutinib 
(inhibiteur de BTK bruton tyrosine kinase) ; Idelalisib (inhibiteur de PI3K). Fit : Patient en bon état 
général ; Unfit : mauvais état général 
 

  Origine cellulaire de la LLC : 
 

La LLC est caractérisée par une accumulation de lymphocytes B matures monoclonaux qui 

s’accumulent dans le sang (niche vasculaire), les organes lymphoïdes secondaires (niches 

lymphatiques : rate, ganglions lymphatiques), et la moelle osseuse (niche médullaire). La 

diversité de ces niches s’explique en partie par l’origine cellulaire de la LLC qui s’opère de la 

façon suivante (figure 2) : Dans la moelle osseuse, la cellule souche hématopoïétique (CSH) 

subit des modifications génétiques et épigénétiques, conduisant à l’apparition d’une cellule 

souche leucémique (CSL)22,23. La CSL poursuit sa différenciation en mimant le 

développement d’un lymphocyte B normal. A chacune des étapes de la différentiation de la 

CSH en lymphocyte B mature, une transformation maligne peut s’opérer pour conduire à 

l’apparition d’une LLC, ce qui rend très complexe l’étude de cette pathologie et qui rend 

compte de l’hétérogénéité de la maladie.    

Le lymphocyte B naïf, migre ensuite dans le ganglion lymphatique pour terminer sa 

maturation et recevoir les signaux de prolifération. Dans le centre germinatif, au contact des 

cellules du microenvironnement, tels que les lymphocytes T, les fibroblastes et les cellules 

présentatrices d’antigènes (cellules dendritiques, monocytes), la cellule B maligne se divise et 
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s’accumule. La LLC peut également avoir pour origine le lymphocyte B mémoire 19,20. Le 

statut mutationnel muté correspond aux lymphocytes mémoires alors que le statut mutationnel 

non muté correspond aux lymphocytes B naïfs. La prolifération des cellules B de LLC dans le 

ganglion, conduit à l’accumulation des cellules de LLC dans le sang.26–28 

Il est intéressant de noter que les cellules B de LLC en culture, in vitro ne se divisent pas et 

meurent spontanément par apoptose29. Ceci suggère l’importance du rôle du 

microenvironnement dans la survie et la prolifération des LLC in vivo. Le ganglion semble 

être le siège d’une prolifération de la LLC documenté par l'activation substantielle du 

récepteur des cellules B (BCR) et du facteur de transcription NFĸB et par rapport aux cellules 

de LLC situées dans la moelle osseuse et dans le sang.30 

 
Figure 2 : Schéma simplifié de l’origine cellulaire de la leucémie lymphoïde chronique B (LLC). 
La cellule souche hématopoïétique (CSH) subit des modifications épigénétiques dans la moelle 
osseuse (MO) et se transforme en cellule souche leucémique (CSL). La CSL se différencie ensuite en 
lymphocyte B naïf qui migre de la moelle osseuse vers le ganglion, où il se multiplie au contact des 
lymphocytes T dans le centre germinatif (GC). La LLC est caractérisée par l’accumulation des 
lymphocytes B dans le ganglion lymphatique et dans la circulation sanguine 

 

 
 

  Pathogenèse de la LLC :  
1.1.2.1  Le microenvironnement lymphatique 

Les cellules de LLC reçoivent de nombreux signaux au sein des microenvironnements de la 

moelle osseuse et des organes lymphoïdes secondaires qui promeuvent la prolifération et la 

survie de la cellule tumorale et constituent des niches de résistance. En effet, il existe 

plusieurs niches comme « la niche médullaire » composée de cellules stromales, qui génèrent 

des signaux anti-apoptotiques et protègent les cellules de LLC de l’apoptose. Il existe aussi 
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« la niche lymphatique » qu’on retrouve dans les organes lymphoïdes secondaires. Ceux-ci 

ont une structure désorganisée contenant des “pseudo-follicules” composés de cellules 

stromales nurse-like (NLC), de cellules folliculaires dendritiques (FDC), de lymphocytes T et 

de cellules leucémiques (figure 3). Ces pseudo-follicules ont été identifiés comme le site de 

prolifération des lymphocytes de LLC. Le microenvironnement tumoral des ganglions 

lymphatiques et de la moelle osseuse est activement façonné par les cellules tumorales par la 

sécrétion de chimiokines pour créer des niches dans lesquelles les cellules cancéreuses 

reçoivent en retour des signaux extracellulaires favorisant la prolifération, la survie, 

l’échappement immunitaire et la résistance thérapeutique. Sur ce principe les techniques de 

cytogénétiques actuelles utilisent une stimulation in vitro par du CpG ODN et de l’IL2. Le 

CpG ODN est un agoniste du TLR9 caractérisé par des motifs CpG déméthylés qui stimulent 

le récepteur TLR9 et permet l’activation intracellulaire des voies des MAP-kinases (Mitogen 

Activated Protein kinases) et du NFKB (nuclear factor κB)). L’interleukine 2 est 

une cytokine du système immunitaire, qui contribue à la réponse naturelle du  corps à une 

infection microbienne en stimulant la prolifération lymphocytaire et la différenciation de la 

réponse des lymphocytes T. Le CpG ODN associé à l’IL2 pendant au moins 48h à 72h de 

culture permet de stimuler les cellules B de LLC pour les faire rentrer en division dans le 

cycle cellulaire et plus particulièrement au stade métaphase (pour l’obtention de caryotypes) 
31–33. Il est possible d’obtenir in vitro des cellules de LLC en prolifération sous réserve de 

simuler les effets du microenvironnement tumoral. L’importance du microenvironnement 

dans la résistance thérapeutique est illustrée par une étude récente sur l’association 

Venetoclax + Ibrutinib décrivant le développement de résistance par les cellules leucémiques 

médiée par des facteurs extrinsèques du microenvironnement comme l’IL-10, CD40L et les 

agonistes du TLR9 (CPG-ODNs).34 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Interactions moléculaires entre les LLC 
et les cellules du stroma dans les 
microenvironnements du tissu lymphoïde. 
 Le contact entre les cellules LLC, NLC, fibroblastes 
(HLF) et cellules T est établi et maintenu par les 
récepteurs de chimiokines et les molécules 
d’adhésion exprimées sur les cellules LLC. Les 
signaux médiés par ce micro-environnement 
tumoral, et l’activation du récepteur BCR 
permettent de promouvoir la survie et la 
prolifération de la cellule LLC. 
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1.1.2.2 L’activation du BCR 

Le récepteur des cellules B (BCR) est une protéine transmembranaire réceptrice localisée à la 

surface de la membrane plasmique des lymphocytes B. Le récepteur des cellules B est formé 

du CD79 et d’une immunoglobuline. L’activation du BCR due à une mutation de la chaîne 

lourde des Immunoglobulines (IGHV) et/ou à une stimulation par un autoantigène, est 

également un facteur essentiel dans la pathogenèse de la LLC28. La stimulation du BCR initie 

une cascade de phosphorylation et d’activation de molécules appartenant à différentes voies 

fortement interconnectées. Notamment, les PTKs Lyn, Btk et Syk qui vont ensuite 

phosphoryler PLCγ2, qui va à son tour activer les voies PKC et calcium, aboutissant à la 

prolongation des voies de signalisation MEK/ERK, PI3K/AKT et activant des facteurs de 

transcription (NF-κB et NFAT) nécessaires à la survie et à la prolifération des cellules de 

LLC. L’activation de la PI3K est également dépendante du BCR ainsi que du co-récepteur 

CD19. Cette voie influe en aval sur Akt, qui va phosphoryler des protéines impliquées dans le 

cycle cellulaire comme GSK3 (Glycogène Synthase Kinase 3), et également influer sur le 

maintien de l’activation de NFAT.  

1.1.2.3 Surexpression de BCL-2 et MCL-1 

La caractéristique principale des cellules de LLC est une capacité réduite à subir une apoptose 

physiologique in vitro. De nombreuses altérations génétiques et épigénétiques (mutation des 

gènes PTEN, TP53 et NOTCH, délétion de microARNs) affectent la survie des cellules de 

LLC et la réponse aux traitements. Au niveau moléculaire, la combinaison des altérations 

intrinsèques et des facteurs extracellulaires coopère pour favoriser la survie leucémique et 

conduit à une forte expression de protéines anti-apoptotiques de la famille BCL-235,36. Parmi 

celles-ci, MCL-1 (Myeloid Cell leukemia-1) joue un rôle majeur dans la physiopathologie de 

la LLC, où son expression est inversement corrélée à la réponse aux thérapies des patients33,34. 

Une étude clinique de phase I sur le ciblage de MCL-1 dans la leucémie myéloïde chronique 

et le myélome multiple souligne l’importance de MCL-1 en cancérologie 

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02979366).   

Il a été récemment montré que le microenvironnement tumoral modifie le métabolisme 

énergétique des cellules de LLC dans les niches médullaires.37–39 Une des principales 

caractéristiques des cellules cancéreuses est leur capacité à absorber avidement le glucose et à 

le convertir en lactate, même en présence d'oxygène suffisant («effet Warburg») mais il existe 

une grande hétérogénéité métabolique au sein des tumeurs. 
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1.2  Métabolisme énergétique : 
  Généralités sur le métabolisme énergétique. 

 
L’étude du métabolisme énergétique consiste en l’étude des voies métaboliques qui 

fournissent l’énergie cellulaire (ATP, adénosine triphosphate), nécessaire à la survie et à la 

prolifération des cellules de mammifères. Les deux voies métaboliques principales sont la 

phosphorylation oxydative mitochondriale (OxPhos) et la glycolyse40,41. L’utilisation de l’une 

ou l’autre de ces deux voies dépend de la demande énergétique de la cellule (état quiescent ou 

prolifératif), de l’apport nutritionnel et du microenvironnement dans lequel la cellule évolue 

(disponibilité en oxygène, etc…) (figure 4). Dans les années 1920, le prix Nobel Otto 

Warburg42, a montré que la majorité des cellules tumorales utilisent essentiellement la voie 

glycolytique (figures 4 et 5) pour métaboliser le glucose en lactate, pour produire leur énergie, 

indépendamment de la disponibilité en oxygène. Ces vingt dernières années ont permis 

d’identifier les mécanismes moléculaires qui conduisent à l’utilisation majoritaire de la 

glycolyse par les cellules tumorales. Les oncogènes c-Myc, Ras et la délétion des 

suppresseurs de tumeurs comme PTEN qui activent les voies de signalisation PI3K, Akt, HIF-

1 (hypoxia-inducible Factor 1), régulent positivement l’expression des enzymes de la 

glycolyse, ce qui favorise l’augmentation du flux glycolytique et le maintien des niveaux 

d’ATP 
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Figure 4 : Métabolisme énergétique des cellules normales et des cellules cancéreuses.
Dans une cellule différenciée, il y a deux voies de production d'énergie possible : la 
phosphorylation oxydative mitochondriale (OxPhos) et la voie de la glycolyse. 
 A. Dans le cas d’une cellule normale différenciée la glycolyse a lieu dans le cytoplasme et 
consomme une molécule de glucose et produit 2 molécules d’ATP. La phosphorylation 
oxydative se produit dans la mitochondrie utilise l’oxydation du glucose, la consommation 
d’oxygène et d’autres substrats pour produire 36 ATP.  
B. Dans le cas des cellules normales à prolifération rapide ou des cellules tumorales en 
présence d’oxygène ou pas, la majorité des cellules tumorales choisissent la glycolyse aérobie 
(Effet Warburg) comme voie métabolique. 
 

 

 
 

  Métabolisme énergétique dans les hémopathies malignes B 
Pour la première fois démontrée dans le contexte des lymphomes B Diffus à Grandes Cellules 

(LBDGC), l’identification d’empreintes métaboliques distinctes (glycolyse ou OxPhos), au 

sein de cette même entité tumorale a relancé le débat sur l’utilisation exclusive de la glycolyse 

par les cellules tumorales.43,44 

Depuis 2012, le nombre d’études démontrant l’existence de sous-groupes dépendants du 

métabolisme OxPhos n’a cessé d’augmenter (cancer du poumon, pancréas, leucémies 

myéloïdes aigues et leucémies myéloïdes chroniques). 45–48 

Dans le contexte de la LLC il a été montré l’existence d’un changement métabolique (de la 

voie OxPhos à la voie glycolytique) lors d’un contact avec des cellules stromales, ce qui 

suggère une hétérogénéité métabolique dans la LLC induite par le microenvironnement 

tumoral.37,39 

Récemment il a été mis en évidence des caractéristiques de changement métabolique 

dans les cellules de LLC en co-culture avec des cellules stromales médullaires37,39. Notre 

hypothèse de départ est que des changements métaboliques peuvent être opérés par les 

Figure 5 : Schéma simplifié de la 
glycolyse. 
Le glucose est transporté dans la 
cellule par le transporteur de glucose 
GLUT1, où il va subir des réactions 
d’oxydation. Par des réactions 
d’oxydation du glucose qui mettent en 
jeu l’activité de dix enzymes 
glycolytiques, la glycolyse conduit à la 
production d’acide lactique (H+, 
lactate) et de deux ATP. 
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cellules de LLC en contact avec des fibroblastes ganglionnaires. Face à l’importance des 

voies de signalisation du BCR et à la complexité des interactions cellulaires et 

moléculaires mises en jeu par le microenvironnement des cellules de LLC, la mise au 

point d’un modèle organoïde ex-vivo en 2D où 3D reproduisant au mieux le 

microenvironnement de la niche de résistance des ganglions ou de la moelle osseuse 

apparaît essentielle pour identifier et valider de nouvelles cibles thérapeutiques dans des 

conditions se rapprochant au mieux des conditions physiopathologiques.  

 

Nos objectifs étaient : 

i/ De mettre au point une technique de co-culture ex-vivo de LLC en 2D et 3D  pour 

mieux reproduire la niche tumorale des cellules B de LLC dans le ganglion. 

ii/ D’étudier ce modèle de niche lymphatique en mesurant la viabilité, la prolifération, le 

métabolisme et la production des cytokines des cellules de LLC.  
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2 Matériels et Méthodes : 
2.1 Patients  

 Critères d’inclusion  
 
Il s’agit d’une étude clinique non-interventionnelle prospective ouverte monocentrique selon 

la loi du 9 août 2004 du code de la Santé Publique (2004 – 806). Cette étude porte sur 30 

patients pour lesquels le diagnostic de LLC a été établi. Les cellules de LLC ont été obtenues 

à partir de prélèvements sanguins effectués sur des patients suivis en consultation régulière 

dans les Départements d’Hématologie et de Médecine Interne (Pr T.Cluzeau et Dr JM. 

Karsenti et Pr E. Rosenthal) du CHU de Nice. 

Patients pour lesquels le diagnostic de LLC a été établi sur le plan cytologique et 

phénotypique (score de Matutes), 

 Patients de plus de 18 ans, 

 Patients ayant signé le formulaire de non opposition, (annexe N°4) 

 Patients bénéficiant d’un régime de sécurité sociale,  

 Patients non traités, pour lesquels certains des paramètres clinico-biologiques (bilan 

phénotypique, caryotype, facteurs pronostiques comme l’expression de CD38 et de ZAP, 

statut mutationnel) sont connus et pour lesquels un bilan biologique sanguin est prescrit dans 

le cadre du suivi normal de leur maladie.  

 Critères de non inclusion : 
 

 Patients présentant une autre maladie hématologique susceptible d’interférer avec la LLC.  

 Femme enceinte et population de malade vulnérable 

 Patient sous curatelle 

 

Considérant la complexité des expériences de co-culture, nous estimons que des résultats 

reproductibles sur les cellules de 30 patients permettront de mettre en évidence des différences 

significatives dans l’activation des voies intracellulaires de signalisation des cellules leucémiques et 

des cellules stromales. Nous avons déterminé le seuil de significativité au risque alpha de 5%. 

 

2.2 Sources cellulaires  
Les cellules leucémiques proviennent de prélèvements effectués auprès de patients suivis dans 

le département d’Hématologie et de Médecine Interne du CHU de Nice, après consentement 

éclairé, dans le cadre d’un protocole approuvé par le CCTIRS et la CNIL (Annexe 4). A partir 
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des prélèvements sanguins, les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) sont 

isolées par gradient de densité (technique Ficoll-Hypaque) et congelées dans un mélange 90% 

SVF 10% DMSO à -150°C. A partir de sources commerciales, nous avons obtenu une lignée 

de fibroblastes médullaires HS5 (ATCC) et des fibroblastes primaires normaux de ganglion 

humain ou HLF (Human Lymphatic Fibroblasts, ScienceCell).  

 

2.3 Techniques de culture cellulaire 
Les cellules leucémiques sont cultivées en milieu RPMI 1640 (Gibco) complémenté avec 

10% de SVF, 1% de Pyruvate de Sodium et 1% de Pénicilline/Streptomycine. Les fibroblastes 

(HS5 et HLF) sont cultivés en milieu DMEM (Gibco) complémenté avec 10% de SVF et 1% 

de Pénicilline/Streptomycine.  

Co-culture directe : Les fibroblastes sont ensemencés à 105 cellules/ puits en plaque 24 puits 

dans 1mL de milieu spécifique, 24h plus tard, les cellules leucémiques sont déposées à 4.106 

cellules/ puits dans 1mL de RPMI, pour un volume total de 2ml. La co-culture est maintenue 

pendant 48h. Les cellules leucémiques cultivées seules en contrôle sont dans un milieu 

constitué à 50% de RPMI et à 50% du milieu spécifique soit des fibroblastes (DMEM). 

Stimulation des cellules de LLC : Les cellules de LLC ont été stimulés à J0 de co-culture avec 

du CpG ODN (ODN 2006, Invivogen) à 1,5μg/ml et de l’IL2 (Miltenyi Biotech) à 50ng/ml. 

2.4  Microscopie  
 
Microscopie optique  
Les cultures cellulaires sont observées et photographiées avec un microscope digital à 

transmission EVOS (AMG).  

Le microscope à champ large était un support inversé DMI6000 (Leica, Allemagne), utilisant 

les objectifs 20X NA sec 0,4 ou 40X NA sec 0,75. Les cubes utilisés étaient GFP (BP 470/40, 

500, BP 525/50) et RFP (BP 546/12, 560, BP605 / 75). Les acquisitions ont été effectuées 

avec une caméra DFC360 FX (Leica, Allemagne). 

 

2.5  Cytométrie en flux  
 Marquages intracellulaires  

 
Pour réaliser les marquages cellulaires, un aliquot de 150μl de cellules en co-culture 

correspondant à 50000 cellules est marqué par un mélange d’anticorps de surface : CD45- V 
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500, CD20-V450, CD19-APCH7, CD3-APC, CD5-PC7 (BD Biosciences) incubés pendant 15 

min dans le noir à température ambiante. Les cellules sont ensuite lavées avec 3mL de de 

cellwash (BD Sciences) fixées (kit Dako Intrastain, réactif A) puis perméabilisées (kit Dako 

Intrastain, réactif B) 

On incube ensuite les cellules avec les anticorps dirigés contre les molécules intracellulaires 

Bcl2 et Ki-67 couplées respectivement au FITC et à la PE-cy5 et leurs contrôles isotypiques 

pendant 15 minutes puis lavées. L’analyse est effectuée sur un cytomètre FACSCanto II (BD 

BioSciences).   

 Viabilité cellulaire  
Après 48h de co-culture, les cellules leucémiques sont récupérées, centrifugées puis lavées en 

Phosphate Buffered Saline (PBS). La mort cellulaire est évaluée par le Kit Annexin-V FITC 

PI (BD Pharmingen) (figure 6).  L’analyse est effectuée sur un cytomètre FACS Canto II.   

 

 

Figure n°6 : Technique de fenêtrage en cytométrie de flux : Stratégie de fenêtrage en cytométrie 

de flux (Facs BD Canto) pour l’analyse de la survie des cellules de LLC en Annexin/Pi. 

2.6 Immunohistochimie 
 
Pour étudier la distribution cellulaire au sein des sphéroïdes nous avons réalisés des coupes de 

(4 μm) de sphéroïdes inclus en paraffine puis colorées à l’HES. Ces coupes ont été traitées 

pour déparaffinisation, réhydratation et récupération d'antigène à l'aide de procédures standard 

(réactifs EnVision FLEX, Agilent, Dako). Nous avons ensuite réalisé des marquages avec un 

anticorps dirigé contre le KI67 (M3641, Agilent, Dako). L’analyse anatomopathologique a été 

réalisée par le Dr Lanteri au laboratoire d’Anatomo-Pathologie, Pr Michiels, CHU de Nice.  
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2.7 Western-Blot 
Les cellules leucémiques sont centrifugées puis lysées dans un tampon RIPA (Tris 1M, NaCl 

5M, Na déoxycholate 10%, Triton 10%, SDS 20%, inhibiteurs de phosphatases :  

Orthovanadate 1mM, NaF 5Mm et NaPPI 20mM, cocktail d’inhibiteurs de protéases 

(Roche)). Après une centrifugation de 15 minutes à 14 000 rpm à 4°C, les protéines sont 

récupérées et dosées par la méthode colorimétrique de Bradford. 30 à 50μg de protéines sont 

additionnées de tampon de reprise Laemmli (Na2HPO4 40mM – SDS 3% – Glycérol 10% – 

Bleu de Bromophénol 0,01% – β-mercaptoéthanol 5%) puis dénaturées 5min à 95°C. Les 

protéines sont séparées sur gel de polyacrylamide (électrophorèse SDS-PAGE) puis 

transférées sur une membrane de PVDF (Millipore). La membrane est colorée au rouge 

Ponceau, découpée puis incubée 1h à température ambiante dans une solution saturante (Tris 

10mM pH=7,4 – NaCl 150mM – EDTA 1mM – Tween 20 0,1% – BSA 3% – Gélatine 0,5%).  

Elle est ensuite incubée une nuit à 4°C avec l’anticorps primaire. Après 3 lavages en tampon 

de lavage (Tris 10mM pH=7,6 – NaCl 150mM – Triton X-100 1%), la membrane est incubée 

1h à température ambiante avec l’anticorps secondaire couplé à la molécule HRP. Après 3 

lavages, les protéines d’intérêt sont révélées par chimioluminescence (Enhanced 

ChemiLuminescence, Amersham).   

2.8  Etude des cytokines  
La mesure des cytokines produites dans les co-cultures des cellules de LLC et fibroblastes a 

été mesurée avec le Kit ProcartaPlex Multiplex Immunoassay (Thermo Fisher Scientific) : IL-

1α, d'IL-1β, d'IL-6, de TNF-α et de GM-CSF. Un total de 50 μl de co-culture dans des 

conditions de culture différentes et chez deux patients différents a été analysé conformément 

aux instructions du fabricant. La concentration de chaque analyte a été obtenue en interpolant 

l'intensité de fluorescence sur une courbe standard de dilution à 7 points fournie par le 

fabricant. 

2.9 Analyse des métabolites  
Les cellules de LLC ont été cultivées seules ou en co-culture avec des fibroblastes HS5 ou 

HLF dans des conditions stimulées (CpG ODN+ IL2) dans 12 puits. Le milieu a été recueilli à 

partir des cellules après 48 heures de culture. 

Les échantillons de milieu ont été analysés sur un analyseur biochimique de glucose et de 

lactate YSI 2900 (YSI 2950 Biochemistry Analyzer) (Yellow Springs Instruments). Les 

résultats ont été normalisés avec le nombre de cellules estimé par analyse facs. Des étalons de 

glucose et de lactate ont été analysés tous les cinq échantillons pour garantir l'étalonnage et la 

précision des instruments. 
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2.10 Test ATP 
Pour évaluer d’où provient l’énergie des cellules de LLC, nous avons réalisé un test ATP mis 

au point par l’équipe du Dr Ricci 49 (Centre Méditerrannéen de Médecine Moléculaire, 

INSERM U1065, Nice). Le principe repose sur les capacités de l’enzyme luciférase à 

convertir un composé appelé la luciférine en oxyluciferin, produit de lumière ou « 

luminescence » mesurable par un luminomètre. L'ATP a été mesurée en utilisant le kit Cell 

Titer Glo (Promega). Deux cent mille cellules ont été remises en suspension dans 80 μl de 

RPMI puis réparties dans une plaque de 96 puits. Les cellules ont ensuite été traitées en 

triplicates pendant une heure avec du PBS (témoin) ou de l'iodoacétate de sodium (I9148, 

Sigma-Aldrich) (100 μM) pour inhiber la glycolyse, ou une combinaison d'iodoacétate (100 

μM) et d'oligomycine A (O4876, Sigma-Aldrich) (10 μg/ml) pour obtenir la quantité 

résiduelle d’ATP, chaque point a été réalisé en triplicate (figure 7). Un traitement de courte 

durée (1h) a été choisi pour éviter un changement métabolique lors de l'inhibition de la 

glycolyse et pour éviter la mort cellulaire lors de l'inhibition des deux voies métaboliques. 

Cent μl de mélange du réactif Glo du Kit Cell Titer ont ensuite été ajoutés à chaque puits pour 

un volume final de 200 μl. Les plaques ont été analysées pour la luminescence avec un 

Luminoscan (Berthold Technologies). Nous avons vérifié que les mesures d'ATP étaient dans 

la gamme linéaire de la détection. La différence entre la production totale d'ATP et l'ATP 

produit sous oligomycine permet d’estimer le pourcentage d’'ATP Oxphos par rapport à la 

production totale d’ATP totale. L'ATP produit par la voie de la phosphorylation oxydative est 

représenté par le pourcentage d'ATP total produit par les cellules.

 

 
2.11 PCR 

Les ARN cellulaires sont purifiés à l’aide d’un kit d’extraction d’ARN (miRNeasy Mini Kit) 

selon les instructions du fournisseur (Qiagen). La concentration et la pureté des échantillons 

sont analysées au spectrophotomètre Nanodrop à 260 et 280nm. Les ARN sont rétrotranscrits 

à l’aide du kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Ambion®, Life 

Technologies). Des couples d’amorces spécifiques sont utilisés pour l’amplification PCR 

Figure n°7 : Les inhibiteurs 

métaboliques : L’iodoacétate est 

un inhibiteur de la glycolyse et 

l’oligomycine inhibe l’ATPase 
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analysée en temps réel par l’appareil StepOne (Applied Biosystems). Les résultats sont 

normalisés avec des gènes de ménage (HPRT…). 

2.12 Analyse statistique  

Les variables quantitatives sont exprimées par leur médiane (minimum - maximum) et les 

variables qualitatives par leurs fréquences absolue et relative (%). Pour comparer les mêmes 

cellules soumises à des conditions différentes d’expérience, le test des rangs signés de 

Wilcoxon a été utilisé. Pour comparer les patients selon leur statut génétique ou leurs 

caractéristiques démographiques, le test non paramétrique de Mann et Whitney et le test exact 

de Fisher étaient choisis en fonction du type de données. Le seuil de significativité était défini 

au risque alpha de 5%. L’analyse statistique a été réalisée avec Prism (version 6, GraphPad 

software - San Diego, CA, USA) et EasyMedStat (www.easymedstat.com – Neuilly-sur-

Seine, France). 

3 Résultats 
3.1 Caractéristiques des patients  
 
Nous avons inclus dans cette étude 30 patients dont les caractéristiques clinico-biologiques 

sont résumées dans le tableau 2. Nous avons répertorié pour chacun des patients leur âge, leur 

sexe, la date du diagnostic et celle du prélèvement, le score de Matutes, le stade de Binet, la 

lymphocytose au diagnostic ainsi que la cytogénétique. 
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Tableau 2 : Caractéristique des patients : 

 

 

Numéro Sexe DDN Age DD Réception Matutes Binet Lymphocytose CD38 ZAP70 Cytogénetique
1 H 26/05/1953 65 13/02/2004 20/03/2019 5  A 22000 NC NC Del 11q, Tri 12
2 F 22/04/1936 83 06/02/2019 12/02/2019 5  C 311000 NC NC NC
3 F 25/12/1944 74 30/09/2013 15/04/2019 5  A 7100 NC NC Tri 12
4 H 05/09/1935 83 24/11/2016 17/12/2018 5  A 12000 NC NC NC
5 F 21/06/1930 88 02/03/2005 20/12/2018 5  A 50000 Neg Pos monosomie X
6 H 28/05/1951 68 28/12/2018 20/12/2018 5  A 66000 NC NC monosomie 5 et 7
7 H 16/11/1944 74 12/10/2015 17/12/2019 5  A 9500 NC NC Del 11q
8 H 24/10/1937 81 02/05/2013 09/05/2019 5  A 23000 NC NC NC
9 F 23/06/1940 78 01/08/2011 10/05/2019 5  A 8704 NC NC Del 13q

10 H 11/03/1962 57 20/05/2019 20/05/2019 5  A 5300 NC NC Normal
11 F 18/02/1947 72 21/05/2019 21/05/2019 5  A 7820 Neg Neg Tri 12
12 F 01/02/1927 92 16/05/2019 03/06/2019 5  A 66000 NC NC Tri 12
13 H 30/08/1941 77 13/12/2010 03/06/2019 5  B 4200 NC NC NC
14 H 17/02/1940 79 12/06/2012 12/06/2019 5  A 18600 NC NC Normal
15 F 16/05/1945 74 04/08/2011 17/06/2019 5  A 11500 Neg Neg Normal
16 F 01/09/1936 82 16/06/2019 22/07/2019 5  A 7400 NC NC Normal
17 H 21/06/1944 75 11/01/2006 25/06/2019 5  A 10200 Neg Neg NC
18 F 11/09/1937 81 27/11/2015 25/06/2019 5  A 13400 NC NC Del13q
19 H 17/05/1930 89 07/08/2010 25/06/2019 4  A 500 Neg Neg Del 13q
20 F 04/05/1944 75 16/05/2012 16/07/2019 4  B 11200 Pos Neg Del 17p,del6q
21 H 16/12/1956 62 26/01/2011 16/07/2019 5  A 6900 Neg Neg NC
22 H 05/07/1941 78 29/09/2010 18/07/2019 5  A 17800 Neg Neg t(14,18)
23 H 13/01/1946 73 23/07/2019 23/07/2019 5  A 25000 NC NC NC
24 H 01/09/1942 76 12/01/2016 25/07/2019 5  A 100940 NC NC Tri 12
25 F 01/03/1942 77 23/05/2019 29/07/2019 5  A 65000 NC NC Del 13q
26 H 13/02/1955 64 30/07/2019 30/07/2019 5  A 5000 NC NC Normal
27 F 13/06/1950 69 15/04/2019 05/08/2019 5  A 19000 NC NC NC
28 H 30/04/1948 71 08/11/2016 06/08/2019 4  A 6700 NC NC Normal
29 H 14/10/1936 82 21/08/2015 14/08/2019 5  A 9950 NC NC Normal
30 H 02/01/1950 69 13/08/2019 14/08/2019 5  A 30600 NC NC NC



 
 

31 
 

 

 

Tableau 2 : L’âge médian au diagnostic était de 71 ans (51-92), et étudiés à l’âge de 76 ans 

(57-92). Le délai de développement de la maladie était de 3,8 ans (0-15 ans). Les patients 

avaient un score de Matutes moyen évalué à 4,90 avec IC 95% (4,786-5,014). 27/30 patients 

(90%) avaient un stade de Binet A, 2/30 (7%) Binet B, 1/30 (3%) Binet C au diagnostic. Huit 

patients ont eu une évaluation du statut CD38/ Zap 70 avec 1/8 Zap 70+ et 1/8 CD38+. Vingt-

et-un patient avaient un statut cytogénétique identifié. Sept (33%) ne présentaient pas 

d’anomalie génétique et 14 (67%) en présentaient au moins une, incluant : trisomie 12 

(n=5/21), délétion 13q (n=4/21), délétion 11q (n=2/21) et délétion 17p (n=1/21), dont un 

patient présentant une double anomalie trisomie 12 et délétion 11q. Les autres anomalies 

cytogénétiques n’étaient pas caractéristiques de la LLC : monosomie X (n=1), monosomies 5 

et 7 (n=1), translocation 14/18 (n=1), délétion 6q (n=1), délétion 3 (n=1). 

3.2 Anomalies cytogénétiques et index de prolifération  
 
Nous avons recherché l’effet des anomalies cytogénétiques sur la viabilité et la prolifération 

des cellules de LLC en co-culture avec des fibroblastes HS5 ou HLF avec ou sans stimulation. 

 Les patients avec des anomalies cytogénétiques (n=14) avaient un index de prolifération 

(Ki67) plus élevé comparé au groupe sans anomalies cytogénétiques (n=7) (médiane = 0,6 
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versus 0,3). Nous avons obtenu des résultats non significatifs sur le plan statistique compte 

tenu du faible nombre de patients testés. L’index de prolifération était plus élevé dans le 

groupe avec anomalies cytogénétiques aussi bien avec une co-culture par HS5 à 48h (médiane 

= 1,7 versus 0,5), qu’une stimulation par CpG ODN IL2 (médiane =3,1 versus 0,3). En 

revanche pour la co-culture avec HLF l’index de prolifération à 48h était plus élevé dans le 

groupe sans anomalies cytogénétiques (médiane=2,25 versus 1,3) p>0,05 Test de Mann 

Whitney. La stimulation des cellules de LLC avec la co-culture HLF augmente aussi l’index 

de prolifération à 48h pour le groupe sans anomalies cytogénétiques (médiane=3,2 versus 2,2) 

p>0,05 Test de Mann Whitney. Dans le groupe avec anomalies cytogénétiques il y’avait des 

hyperlymphocytoses bien plus élevées que dans le groupe sans anomalies cytogénétiques 

(médiane=15600 vs 7400), et avec une proportion plus importante de femme (57,1 versus 

42,9) p=0,3 test de Fisher. 

3.3 Co-culture des cellules de LLC avec des fibroblastes médullaires (HS5) et 
ganglionnaires (HLF) : mesure de la viabilité, de la prolifération et de la sécrétion 
des cytokines 

Nous avons dans un premier temps mis en place un système de co-culture de LLC avec des 

fibroblastes HS5 qui est connu pour augmenter la viabilité des cellules de LLC. Puis dans un 

second temps nous avons étudié l’influence des fibroblastes ganglionnaire et médullaire avec 

et sans stimulation sur la viabilité et la prolifération des cellules de LLC ainsi que la 

production de cytokines. 
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 Figure N°8 : La co-culture HLF+LLC augmente la viabilité la prolifération et la 
production des cytokines inflammatoires. 
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Figure n°8 : A- Les cellules de LLC en co-culture à 48h avec HS5 et HLF ont une tendance à 
se regrouper entres-elles. B- La viabilité des cellules de LLC est augmentée de manière 
significative entre LLC et LLC+HLF : p = 0,0055 entre LLC et LLC HLF stim p=0,0017, 
entre HLF et HLF stim avec une p=0,0072, entre LLC et HS5 : p = 0,0006 et entre LLC et 
LLC+ HS5 stim p=0,0003, LLC. C- La prolifération est augmentée de manière significative 
entre LLC et LLC+HLF p=0,0181, LLC et LLC + HLF stim p=0,0017 LLC+HLF et 
LLC+HLF stim p=0,0008. D- Mesure des cytokines en pg/mL dans les conditions de co-
culture avec HS5 (niche médullaire) par la technique de microbeads procartaplex. La co-
culture avec HS5 entraine une augmentation de la production de IL1β, TNFα et de GMCSF. 
La stimulation des cellules de LLC entraine une augmentation de la sécrétion des cytokines 
d’IFNγ, IL1β, TNFα. E-Mesure des cytokines en pg/mL dans les conditions de co-culture 
avec HLF par la technique de microbeads procartaplex. La co-culture avec HLF entraine une 
augmentation de la production de IL1β, TNFα, GMCSF et IL6. La stimulation des cellules de 
LLC avec HLF entraine une augmentation de la sécrétion des cytokines d’IFNγ, IL1β, TNFα, 
IL6, IL8, GMCSF. 

3.4 Co-culture en 2D  
 
Nous avons observé au microscope les co-cultures de LLC avec des fibroblastes médullaires 

HS5 et ganglionnaires HLF. 
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 Figure N°9: Mise au point d’une technique en 2D de co-culture de LLC + fibroblastes  
 

 

 

 

Figure n°9 : A-Analyse en microscopie de la co-culture 2D avec des fibroblastes HS5 et 

stimulation des cellules de LLC par la combinaison CpG ODN + IL2. Cette co-culture à pour 

but de reproduire la niche médullaire. On observe que les cellules de LLC se trouvent 

essentiellement en periphérie des fibroblastes. B- Contraitement à l’image précedente les 

cellules de LLC en co-culture avec les fibroblastes HLF se trouvent prinicipalement dans les 

fibroblastes donnant un aspect de fibroblastes « granuleux ». Résultats observés sur une 

dizaine de champs. 

3.5   Co-culture en 3D : Formation du sphéroïde de LLC en co-culture avec des 
fibroblastes : 

 

Nous avons formé des sphéroïdes à partir du système de co-culture en 2D à l’aide de 

collagène et d’agarose. Les sphéroïdes ont ensuite été analysés dans le service 

d’anatomopathologie avec une coloration HES et en immunohistochimie avec un marqueur 

caractéristique de l’entrée dans le cycle cellulaire (KI67). 

A 

B 
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 Figure n°10 : Formation du sphéroïde de LLC et analyse en IHC 
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Figure n°10 : A-Schématisation de la technique de formation du sphéroïde : On dépose 20 μL 

de 50000 cellules de LLC dans du RPMI dans un diamètre 100, formation du sphéroïde dans 

un délai de 1 à 3 jours. On dépose ensuite le sphéroïde dans un milieu contenant 100 μL de 

collagène du milieu MEM et 1*105 de fibroblastes (HS5 ou HLF). B-A J1 on observera la 

formation des sphéroïdes d’environ 300 microns de densité différentes avec HS5 (rangée du 

haut) et HLF (rangée du bas). Aucun sphéroïde n’est obtenu dans un milieu ne contenant pas 

de fibroblastes. C- Coloration du sphéroïde en HES avec visualisation des sphéroïdes en 

coupes transversales (rangée du haut) et marquage en immunohistochimie avec KI67 positive 

à 90% (rangée du bas). 

3.6 Activation des voies de signalisation et des protéines anti apoptotiques dans les 

cellules de LLC en co-culture avec les fibroblastes ganglionnaires HLF (contrôle 

HS5)  

 
Nous avons ensuite comparé la production des voies de signalisation et des protéines anti- 

apoptotiques dans systèmes de co-culture avec HS5 et HLF 

 Figure n°11 : La niche lymphatique augmente les voies de signalisation et active NFKB 
qui augmente la production des protéines anti-apoptotiques 
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Figure n°11 : A- Activation des voies de signalisations dans la cellule LLC induite par la co-

culture avec des fibroblastes ganglionnaires HLF (fibroblastes ganglionnaires HLF ou 

médullaires HS5). Les voies de signalisations activées sont ERK, AKT, NFKB et STAT3. B- 

Les cellules de LLC co-cultivées avec des fibroblastes augmentent la production de NFKB 

qui induit l’augmentation des protéines anti-apoptotiques : MCL1, BCL2. Quand ces co-

cultures sont en plus stimulées par du CpG ODN + IL2 on observe une surproduction de ces 

protéines anti-apoptotiques avec in fine activation de la voie NFKB qui induit une 

augmentation de la viabilité et de la prolifération. C- Schématisation de l’effet anti-

apoptotique des cellules du microenvironnement et de l’activation du BCR sur les cellules de 

LLC qui entraine une perte de la cytotoxicité des traitements. 

 
3.7 Différences d’expression géniques dans les cellules de LLC seules et en co-

culture  
 
Nous avons comparé les différences d’expression de MCL1, BCL2 et NFKB dans les 

différents systèmes de co-culture  

 Figure N°12 : Différences d’expression de BCL2, MCL1, NFKB dans les cellules de LLC 
après 48h de co-culture et de stimulation, chez deux patients différents en stade A de 
LLC. 
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Figure n°12 : A-Pour le patient#1 : L ’expression de MCL1 est augmentée dans les 
conditions de co-culture avec HS5, HLF et LLC+HS5 stimulé, tandis que BCL2 est diminuée. 
L’expression de NFKB est augmentée en condition de co-culture avec HS5, HLF et 
LLC+HS5 stimulé. B-Pour le patient#2 : L’expression de MCL1 est augmentée dans les 
conditions de co-culture HS5 et HLF, l’expression de BCL2 est augmentée en condition de 
co-culture avec HLF. Et NFKB est augmentée dans toutes les conditions par rapport à la 
condition de LLC seule 
 

 
3.8 Profils métaboliques des cellules de LLC seules et en co-culture  
 
Nous avons étudié le métabolisme énergétique des cellules de LLC dans les différentes 

conditions de co-culture stimulées ou non, ainsi que le niveau de production des métabolites 

(glucose, lactate). 

 
 Figure N°13 : Adaptation métabolique des cellules de LLC en co-culture avec HLF 

(contrôle HS5) chez 5 patients différents (en stade A) 
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Figure n°13 : A- Ce graphique représente le pourcentage d’ATP issue de la phosphorylation 
oxydative dans le métabolisme des LLC dans différentes conditions chez 5 patients 
différents : A l’état normal la cellule de LLC utilise principalement de l’ATP issu de la 
phosphorylation oxydative. Lorsqu’elle est co-cultivée avec des fibroblastes médullaires (HS-
5) la cellule de LLC à une tendance à augmenter l’apport d’ATP issue de la voie oxydative. 
La co-culture avec HLF semble utiliser un pourcentage de contribution d’ATP Oxphos plus 
bas. Les stimulations permettent à la cellule de LLC d’être plus glycolytiques excepté pour la 
co-culture avec HLF (tendances non significatives) 
B- La cellule de LLC en culture seule consomme peu de glucose et produit peu de lactate. En 
présence de HS5 elles consomment deux fois plus de glucose et produisent deux fois plus de 
lactate. La co-culture avec HLF reproduit ce phénomène mais avec un effet atténué. Les 
stimulations des cellules de LLC en co-culture semblent augmenter la consommation de 
glucose et la production de lactate.  
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4  Discussion  
 
De manière générale les cellules tumorales utilisent et détournent le microenvironnement qui 

les entourent pour assurer leur survie et leur prolifération37. De même, pour se développer 

dans la moelle osseuse et les organes lymphoïdes secondaires, les cellules de LLC créent des 

niches propices à leur survie et à leur développement. La cellule de LLC quiescente dans le 

sang et bloquée en phase G050 meurt rapidement dès lors qu’elle est cultivée in vitro. On 

décrit ainsi trois niches tumorales : la niche vasculaire (sang), la niche médullaire (moelle 

osseuse) et la niche lymphatique (ganglion lymphatique). 

Le microenvironnement des ganglions lymphatiques est situé dans une matrice extra-

cellulaire à structure spatiale produite par des fibroblastes et une matrice stromale de cellules 

dendritiques et réticulaires folliculaires permettant la migration des cellules B, T et 

dendritiques51,52. Cette structure permet un processus de migration dynamique facilitant la 

communication entre les cellules B et les zones d'activation des cellules T lors de réponses 

immunitaires acquises53. Deux régions principales peuvent être distinguées histologiquement 

dans les ganglions lymphatiques : le cortex et la médullaire. Le cortex est divisé en deux 

parties : le paracortex (zone des cellules T) et la zone plus superficielle des cellules B, 

constituée de follicules primaires et de centres germinaux (après la rencontre d'un antigène). 

Les follicules des cellules B sont le site principal des réponses humorales, alors que le 

paracortex est le site où les lymphocytes circulants pénètrent dans les ganglions lymphatiques 

et où les cellules T interagissent avec les cellules dendritiques. Dans les cordons 

paracorticalaires périphériques des ganglions lymphatiques se trouvent des régions enrichies 

en lymphocytes T qui sont frontalières avec des lymphocytes B et délimitées par des sinus 

lymphatiques. Les cordons sont pénétrés par des fibres réticulaires constituées de collagène de 

type 1 et de type 3, contenues dans les manchons des FRC (cellules fibroblastique réticulaires) 

formant un conduit. Au centre de chaque cordon se trouve une veinule endothéliale (VHE) 

entourée de couches concentriques de FRC. Le conduit FRC draine la lymphe dans le canal 

per veinulaire. A côté des modèles 2D et in vivo, la mise en place de modèles d’étude 

reproduisant en 3 dimensions la matrice extra cellulaire et les cellules, apparait ainsi 

particulièrement importante. Les modèles animaux actuels pour étudier des interactions micro 

environnementales dans la LLC sont très limités. Seul un modèle en 3D reproduisant cette 

matrice avec un collagène pourrait aboutir à recréer ce micro-environnement. 
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Nous avons décrit un système de co-culture en 2D puis en 3D ex vivo permettant de 

reproduire la niche lymphatique in vivo. Peu de modèles cellulaires permettent de reproduire 

les conditions in vivo. C’est un modèle difficile à mettre en place compte tenu de la fragilité 

des cellules de LLC, et de la difficulté à obtenir des sphéroïdes à partir de cellules tumorales 

circulantes. Plusieurs auteurs ont décrits des systèmes de co-culture en 2D 22,34,54–56. (tableau 

3). Le premier modèle in vitro de pseudo follicules de LLC mis au point par Plander 34 en 

2009 était formé exclusivement de cellules primaires humaines (Bone marrow stem cells et 

LLC). L’ajout de cytokines (sCD40L, IL-2, IL-10, IL-4) entrainait la prolifération des cellules 

de LLC. Ces dernières surexprimaient des antigènes jouant un rôle important dans les 

interactions entre cellules T-B, tels que CD40, MHC II et les molécules d'adhérence. Par 

ailleurs, l’IL4 augmentait l'expression du facteur 4 régulateur de l'interféron et induisait un 

immunophénotypage spécifique pouvant impliquer une différenciation plasmocytaire. Trois 

ans plus tard, un autre modèle de microenvironnement ganglionnaire de LLC56 est mis au 

point par transfection de deux lignées cellulaires de fibroblastes de souris avec CD40L ou 

CD31 humain. Ces trois systèmes de co-culture ont nettement amélioré la survie des cellules 

LLC et ont induit un changement du phénotype des LLC, caractérisé par une expression 

accrue de CD38, CD69, CD44 et ITGA4 (CD49d). A noter que ce phénotype était absent 

après la co-culture sur des fibroblastes de souris non transfectés. Contrairement aux cellules 

HMEC-1 non transfectées, celles stimulées par CD40L et CD31 ont induit l'expression de 

ZAP70 et une prolifération des cellules LLC. En 2014, Purroy56 met au point une co-culture 

des cellules de LLC avec une lignée de cellules BMSC UE6E7T-2, et stimulées par du 

CD40L et des CpG ODN solubles pendant 24 à 48H qui augmente la viabilité et la 

prolifération des cellules de LLC. En 2017 Primo et al55 ont trouvé que la combinaison CpG 

+ IL2, HS5, sérum humain associés à des fractions plasmatiques et érythrocytaires de LLC 

représentaient les meilleures conditions de co-culture. De manière générale la combinaison 

CpG + IL2 a fourni de meilleurs résultats en termes de protection contre l'apoptose et de 

prolifération par rapport aux autres stimulations. L’incorporation de stimuli supplémentaires 

(BAFF, anti-BCR, sCD40L, HS5) à la combinaison CpG + IL2 a constamment amélioré la 

prolifération, mais au prix d’une apoptose accrue, à l’exception notable de l’utilisation 

concomitante de CpG + IL2 et HS5 (au ratio 1 : 100) qui a montré les meilleurs effets. En 

2019 Schleiss et al22 a décidé d’optimiser ce système de co-culture en y ajoutant une 

stimulation par BCR. La combinaison d’anti-IgM avec [CD40L + IL-4 + IL-21] induit une 

prolifération de 41% des échantillons, allant jusqu’à 4 générations de cellules en prolifération 

à J6.  
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Nous avons créé dans un premier temps une niche lymphatique en 2D, en cultivant nos 

cellules de LLC à une concentration de 106/ml dans un 24 puits sur des fibroblastes 

ganglionnaires ou médullaires cultivés la veille à une concentration de 105/ ml dans 1 ml de 

DMEM pendant 24h dans un 24 puits. A J0 de co-culture nous avons stimulé nos cellules 

avec du CpG ODN+ IL2. Nous avons choisi de ne pas utiliser le CD40L car il induit des 

modifications clonales non liées à la pathologie57.  

Dans notre modèle à 48h de co-culture les cellules de LLC avec des fibroblastes ont une 

viabilité et un KI67 significativement augmentés. La viabilité est due en partie à une 

augmentation de l’expression des protéines anti-apoptotiques MCL1 et BCL2. Cette 

augmentation pourrait être théoriquement être expliquée par l’apparition de duplication (dup) 

du bras long du chromosome 1, très nombreuses dans les hémopathies lymphoïdes B et 

présentes dans la LLC qui entrainerait une augmentation de l’expression de MCL1 (1q21). 

MCL1 est une protéine anti-apoptotique majoritairement augmentée par la stimulation du 

microenvironnement et plus précisément par les NLC58. La prolifération est due à une 

augmentation des voies de signalisation qui augmente la voie NFKB induite par la stimulation 

du microenvironnement (augmentation de la prolifération par l’activation des signaux du 

microenvironnement induite par la voie du TLR9 liée à MYD88 amplifié par l’activation de 

l’IL2).52 La production des cytokines inflammatoire telles que :  IL-6, IL-10 or TGF-β peut 

aussi participer à l’augmentation de la viabilité et de la prolifération.22,59 

Dans un deuxième temps, nous avons commencé à reproduire notre modèle 2D en 3D.  

L’atout majeur de la 3D est la possibilité de mettre en contact les cellules LLC avec leur 

fibroblastes dans un gel de collagène qui augmente leurs interactions et qui miment plus 

fidèlement ce qui se passe dans le ganglion52,60. Les cellules ne sont plus déposées dans des 

puits en plastique mais sur un gel d’agarose, contenues dans du collagène dans lequel on 

ajoute les FRC. Le confinement des cellules tumorales rassemblées dans un plus petit volume 

en interaction avec des cellules fibroblastiques ganglionnaires nourricières leur permettent 

une augmentation de la prolifération comme en témoignent les colorations histochimiques de 

coupes de sphéroïdes 3D montrant une nette augmentation de marquage KI-67. Les 

fibroblastes ganglionnaires semblent agir comme une augmentation des molécules 

d’adhérence (ou leur activation) pour les cellules de LLC puisqu’elles permettent au bout de 

24H de co-culture le rapprochement des cellules de LLC formant des sphéroïdes de densité 

variable et de morphologie différentes, (sphéroïdes non visibles dans les co-culture sans 

fibroblastes).  
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Nos principaux résultats montrent que la viabilité et la prolifération des cellules de LLC est 

augmentée dans notre modèle ex-vivo de ganglion associé à une modification de la production 

des cytokines et du métabolisme. 

En effet il est connu que le microenvironnement tumoral agit en modifiant le métabolisme de 

base de la cellule. Le métabolisme énergétique des cellules prolifératives et tumorales est 

associé à une utilisation préférentielle des cellules de la voie de la glycolyse anaérobie même 

en présence d’oxygène41. Cette voie produit seulement 2 ATP comparée à la voie de la 

phosphorylation oxydative (2 ATP contre 38 pour la consommation d’une molécule de 

glucose) mais le turn over de production est beaucoup plus rapide et produit in fine plus 

d’ATP, ainsi que de nombreux intermédiaires pouvant être des substrats d’autres voies 

métaboliques et produire encore plus d’énergie. Nous avons caractérisé le métabolisme 

énergétique des cellules de LLC circulant dans le sang et des cellules LLC en co-culture avec 

des fibroblastes médullaires (niche médullaire) et fibroblastes ganglionnaires (niche 

ganglionnaire) pour évaluer l’impact du microenvironnement sur le métabolisme de ces 

cellules. A ce jour aucune étude n’a montré l’existence d’une hétérogénéité métabolique au 

sein des cellules de LLC dans la niche lymphatique. 

Or nous savons qu’il existe une grande hétérogénéité métabolique au sein de plusieurs 

hémopathies malignes B tels que les leucémies aigues myéloïdes et les lymphomes B diffus à 

grandes cellules. Toutes ces hémopathies malignes se caractérisent par un métabolisme 

énergétique très actif. La découverte d’une hétérogénéité de métabolisme au sein d’une 

pathologie tumorale peut être la cible de nouvelles stratégies thérapeutiques pour des patients 

en échec thérapeutique. Nos principaux résultats ont montré que les LLC  provenant du sang 

utilisent préférentiellement la phosphorylation oxydative mitochondriale plutôt que la 

glycolyse, pour produire leur énergie, un résultat en accord avec l’étude de Jitschin et al39. 

Ces résultats concordent avec les données de la littérature selon lesquelles le lymphocyte B de 

LLC quiescent en phase G0/G1 du cycle cellulaire utilise un métabolisme majoritairement 

Oxphos. Même si le lymphocyte B est une cellule qui ne se divise pas ou très peu, il possède 

de nombreux processus actifs de transcription et de traduction, suggérant que ces lymphocytes 

sont métaboliquement actifs et nécessitent une production énergétique intense pour maintenir 

leur survie cellulaire. Il est important de noter que dans les ganglions lymphatiques de LLC 

les cellules B sont entourées d’un micro-environnement tumoral qui leur confère une capacité 

proliférative plus importante et très probablement un métabolisme énergétique plus actif. Nos 

résultats permettent de confirmer que la co-culture avec des fibroblastes médullaires 
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augmente le métabolisme de la voie de la phosphorylation oxydative quand les cellule de LLC 

sont en contact avec les cellules stromales de la moelle, ces résultats sont concordant avec 

Vangapandu37 et avec Herishanu61 qui montrent que ces cellules sont associées à une 

signature moins proliférative et plus anti apoptotique dans la moelle osseuse. Nos résultats ne 

sont pas significatifs compte tenus du faible nombre de patients sur lesquels nous avons pu 

mener nos résultats, mais l’ensemble de nos données vont toutes dans le même sens. De plus 

nous montrons aussi que les cellules de LLC co-cultivées avec des HLF ont un métabolisme 

beaucoup moins Oxphos que les cellules de LLC seules. Ceci montre que les cellules de LLC 

dans la niche lymphatique ont une tendance à faire plus de glycolyse anaérobie pour produire 

de l’énergie. Ces résultats semblent cohérents avec la prolifération des lymphocytes B 

augmenté dans les adénopathies de LLC. Il est possible que la cellule de LLC tumorale utilise 

différents types de métabolisme en fonction de la niche dans laquelle elle se trouve. Il apparait 

alors tout à fait possible que le microenvironnement tumoral conditionne l’adaptation 

métabolique des cellules de LLC dans un environnement tumoral.  

 

5 Conclusion et perspectives  

Le microenvironnement tumoral joue un rôle prépondérant dans la physiopathologie de la 

LLC puisqu’il permet à la fois l’inhibition de l’apoptose et une augmentation de la 

prolifération des cellules de LLC. Il permet aussi une modification du métabolisme 

énergétique et une production de cytokines. Par ces phénomènes, le microenvironnement 

tumoral, favorise la création de niches spécifiques favorables au développement de la LLC. 

Néanmoins, il nous reste de nombreux points à élucider notamment : mieux comprendre la 

nature des interactions cellulaires et moléculaires entre les cellules de LLC et les fibroblastes 

réticulaires, identifier l’ensemble des cytokines produites par ces interactions, analyser les 

voies de signalisation activées par l’interaction des fibroblastes et des cellules de LLC et 

déterminer sur une plus grande quantité de patients le métabolisme énergétique des cellules de 

LLC en co-culture avec les HLF. Pour cela il nous faudra améliorer notre système de co-

culture en 3D en le rendant plus simple et plus rapide à établir afin de créer un modèle 

reproductible et personnalisé pour y tester de nouvelles thérapeutiques ou étudier l’apparition 

de résistances.  
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Tableau 3 : Revue de la littérature sur les différents modèles ex-vivo de LLC 
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7 Annexes : 
7.1 Annexe 1 : Score de Matutes 
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Résumé 
 
 
Introduction :  
La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est la plus fréquente des leucémies de l’adulte. 
Malgré un arsenal thérapeutique largement développé, de nombreuses résistances émergent et 
sont responsables de rechutes parfois précoces et graves. Ceci s’explique en partie par la 
persistance dans des niches de cellules leucémiques résistantes. Il n’existe pas à ce jour de 
modèle ex-vivo de ganglion lymphatique de LLC permettant d’étudier la pathologie avec son 
micro-environnement spécifique. 
Nos objectifs étaient : 
i/ De mettre au point une technique de co-culture ex-vivo de LLC en 2D puis en 3D pour 
mieux reproduire la niche tumorale des cellules B de LLC dans le ganglion. 
ii/ D’étudier ce modèle de niche lymphatique en mesurant la viabilité, la prolifération, le 
métabolisme et la production des cytokines des cellules de LLC.  

 
Matériel et méthodes : 
Un modèle ex-vivo a été mis au point, à partir des co-cultures de LLC avec soit des 
fibroblastes médullaires (HS5) pour reproduire la niche médullaire soit des fibroblastes 
ganglionnaires (HLF) pour reproduire la niche lymphatique. Ces co-cultures en 2D ont été 
stimulées par du CpG ODN et IL2 pour reproduire les signaux du microenvironnement et 
tester la viabilité, la prolifération, la production de cytokines, l’expression des protéines et le 
métabolisme énergétique. Une co-culture en 3D a été réalisée en créant des sphéroïdes de 
LLC à partir de la co-culture 2D. 
 
Résultats : 
La viabilité des cellules de LLC est augmentée dans les co-cultures de LLC avec HLF et LLC 
avec HS5 (p<0,001). La prolifération est augmentée dans les co-cultures de LLC avec HLF 
(p<0,001). La co-culture avec HS5 ou HLF modifie la production des cytokines, de 
l’expression des protéines et le métabolisme. Nous avons pu produire des modèles ex-vivo en 
3D associant cellules de LLC et fibroblastes, marqués par un Ki-67 positif en immuno-
histochimie. 
 
Conclusion : 
Les résultats déjà démontrés dans les niches médullaires se confirment dans un modèle 
ganglionnaire ex-vivo : la co-culture de LLC avec des fibroblastes ganglionnaires augmente 
leur survie et modifie leur production de cytokines et leur métabolisme. Un modèle 3D de co-
culture est réalisable et présente une opportunité de simuler la niche lymphatique de LLC. 


