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RESUME	
  
La	
  matrice	
  extracellulaire	
  est	
  un	
   réseau	
  enchevêtré	
  de	
  macromolécules	
  variées,	
  en	
  étroite	
   relation	
  
avec	
   les	
   cellules	
   qu’elle	
   environne.	
   Les	
   interactions	
   bidirectionnelles	
   qui	
   s’établissent	
   entre	
   les	
  
cellules	
  et	
  leur	
  microenvironnement	
  matriciel	
  régulent	
  mutuellement	
  leur	
  comportement	
  et	
  devenir.	
  
La	
  diversité	
  biochimique	
  des	
  constituants	
  moléculaires	
  de	
  la	
  matrice,	
  leurs	
  propriétés	
  biophysiques,	
  
leur	
  architecture	
  tout	
  comme	
  leur	
  dynamique	
  représentent	
  autant	
  de	
  signaux	
  régulateurs.	
  Parmi	
  les	
  
constituants	
   de	
   la	
   matrice,	
   la	
   fibronectine	
   (FN)	
   est	
   une	
   glycoprotéine	
   structurale	
   et	
   fonctionnelle	
  
majeure	
   intervenant	
   dans	
   de	
   nombreux	
   processus	
   physiologiques	
   et	
   pathologiques.	
   Ces	
   fonctions	
  
diverses	
   sont	
   directement	
   liées	
   à	
   la	
   dynamique	
   structurale	
   de	
   cette	
   protéine	
   et	
   à	
   sa	
   capacité	
   à	
  
interagir	
  avec	
  les	
  autres	
  molécules	
  matricielles,	
  dont	
  elle-­‐même.	
  Retrouvée	
  sous	
  forme	
  soluble	
  dans	
  
les	
   fluides	
  biologiques,	
   la	
  FN	
  est	
   incorporée	
  dans	
   les	
  matrices	
   insolubles	
  sous	
   forme	
  d’assemblages	
  
supramoléculaires	
   principalement	
   fibrillaires	
   mais	
   aussi	
   sous	
   forme	
   d’agrégats.	
   Ces	
   assemblages	
  
sembleraient	
  être	
  impliqués	
  dans	
  des	
  processus	
  physiologiques	
  et	
  pathologiques	
  distincts.	
  
	
  
Si	
   l’étude	
   des	
   assemblages	
   de	
   FN	
   est	
   rendue	
   possible	
   par	
   l’élaboration	
   de	
   modèles	
   in	
   vitro,	
   les	
  
mécanismes	
  de	
  polymérisation	
  et	
   l’effet	
  d’assemblages	
  de	
  structures	
  définies	
  sur	
   le	
  comportement	
  
cellulaire	
  restent	
  cependant	
  à	
  mieux	
  élucider	
  et	
  constituent	
  le	
  cœur	
  de	
  ce	
  travail.	
  
Les	
   travaux	
  ont	
  donc	
  consisté	
  à	
  élaborer	
  des	
  assemblages	
  de	
  FN,	
  à	
   caractériser	
   les	
  mécanismes	
  et	
  
structures	
  impliqués	
  dans	
  leur	
  polymérisation,	
  et	
  à	
  étudier	
  leur	
  influence	
  sur	
  un	
  modèle	
  de	
  cellules	
  
cancéreuses	
  ovariennes.	
  D’autre	
  part,	
  des	
  études	
  préliminaires	
   comparatives	
  ont	
  été	
  menées	
  avec	
  
un	
  analogue	
  végétal	
  de	
  la	
  FN.	
  
	
  
L’irréversibilité	
   de	
   la	
   dénaturation	
   thermique	
   de	
   la	
   FN	
   entraîne	
   la	
   formation	
   d’agrégats	
   de	
   type	
  
amyloïde.	
  Deux	
  populations	
  d’agrégats	
   coexistent	
   en	
   solution.	
   Cette	
   agrégation	
  est	
   corrélée	
   à	
  une	
  
diminution	
  de	
  l’accessibilité	
  des	
  sites	
  de	
  liaison	
  à	
  la	
  gélatine	
  et	
  des	
  sites	
  RGD,	
  et	
  à	
  une	
  diminution	
  de	
  
l’incorporation	
   dans	
   les	
   réseaux	
   matriciels.	
   De	
   plus,	
   si	
   la	
   FN	
   sous	
   sa	
   forme	
   agrégée	
   n’est	
   pas	
  
cytotoxique	
   pour	
   les	
   cellules	
   étudiées,	
   la	
   modification	
   de	
   la	
   conformation	
   de	
   la	
   FN	
   favorise	
   leur	
  
migration	
  isolée	
  et	
  aléatoire.	
  
	
  
Ces	
   résultats	
   soulèvent	
   la	
   question	
   de	
   l’implication	
   de	
   ces	
   agrégats	
   de	
   FN	
   dans	
   des	
   processus	
  
pathologiques	
  tels	
  que	
  le	
  développement	
  tumoral.	
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ABSTRACT	
  
Extracellular	
  matrix	
  is	
  a	
  complex	
  meshwork	
  of	
  various	
  macromolecules	
  that	
  have	
  a	
  tight	
  relationship	
  
with	
   the	
   surrounding	
   cells.	
   Bidirectional	
   interactions	
   between	
   cells	
   and	
   the	
   microenvironment	
  
control	
   their	
   respective	
   behaviors	
   and	
   fate.	
   The	
   biochemical	
   diversity	
   of	
   matrix	
   molecular	
  
components,	
   their	
   biophysical	
   properties,	
   their	
   architecture	
   but	
   also	
   their	
   dynamic	
   represent	
   as	
  
many	
  regulator	
  signals.	
  Among	
  the	
  components	
  of	
  the	
  matrix,	
  fibronectin	
  (FN)	
  is	
  a	
  major	
  structural	
  
and	
   functional	
   glycoprotein	
   involved	
   in	
   numerous	
   physiological	
   and	
   pathological	
   processes.	
   These	
  
various	
  functions	
  are	
  directly	
  linked	
  to	
  the	
  structural	
  dynamic	
  of	
  this	
  protein	
  and	
  its	
  ability	
  to	
  interact	
  
with	
   others	
   matrix	
   components,	
   in	
   particular	
   with	
   itself.	
   Found	
   as	
   a	
   soluble	
   protein	
   in	
   biological	
  
fluids,	
  FN	
  is	
  also	
  incorporated	
  in	
  insoluble	
  matrix	
  as	
  supramolecular	
  assemblies,	
  mainly	
  fibrils	
  but	
  also	
  
aggregates.	
  These	
  assemblies	
  could	
  be	
  involved	
  in	
  distinct	
  physiological	
  and	
  pathological	
  processes.	
  
If	
  the	
  study	
  of	
  the	
  assembly	
  of	
  the	
  FN	
  is	
  possible	
  with	
  the	
  help	
  of	
  in	
  vitro	
  models,	
  the	
  mechanism	
  of	
  
polymerization	
   and	
   the	
   effects	
   of	
   defined	
   assemblies	
   on	
   the	
   cell	
   behavior	
   still	
   have	
   to	
   be	
   better	
  
defined.	
  
	
  
Therefore,	
   this	
  work	
  consisted	
   in	
  elaborating	
  FN	
  assemblies,	
   in	
  characterizing	
   the	
  mechanisms	
  and	
  
structures	
  involved	
  in	
  their	
  polymerization	
  and	
  in	
  studying	
  their	
  influence	
  on	
  behaviors	
  of	
  a	
  model	
  of	
  
ovarian	
   cancer	
   cells.	
   Besides,	
   preliminary	
   comparative	
   studies	
   have	
   been	
   performed	
   with	
   a	
   plant	
  
analogous	
  of	
  FN.	
  
	
  
We	
  show	
  that	
   irreversible	
   thermal	
  unfolding	
  of	
  FN	
   triggers	
  amyloid-­‐like	
  aggregation.	
  Two	
  states	
  of	
  
aggregates	
   could	
   coexist	
   in	
   solution.	
   FN	
   aggregation	
   correlates	
   with	
   a	
   decrease	
   of	
   gelatin-­‐binding	
  
domain	
  and	
  RGD	
  sequence	
  accessibility,	
  and	
  a	
  decrease	
  of	
  the	
  incorporation	
  in	
  the	
  matrix	
  network.	
  
Moreover,	
  if	
  aggregates	
  are	
  not	
  cytotoxic	
  for	
  the	
  studied	
  cells,	
  conformation	
  change	
  of	
  FN	
  promotes	
  
their	
  single-­‐cell	
  and	
  random	
  migration.	
  
	
  
These	
   results	
   raise	
  questions	
   about	
   the	
   role	
  of	
   FN	
  aggregates	
   in	
  pathological	
   processes	
   like	
   tumor	
  
development.	
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   La	
  matrice	
   extracellulaire	
   (MEC)	
   est	
   un	
   réseau	
   enchevêtré	
   de	
  macromolécules	
   variées,	
   en	
  
étroite	
  relation	
  avec	
  les	
  cellules	
  qu’elle	
  environne.	
  Les	
  interactions	
  bidirectionnelles	
  qui	
  s’établissent	
  
entre	
   les	
  cellules	
  et	
   leur	
  microenvironnement	
  matriciel	
   régulent	
  mutuellement	
   leur	
  comportement	
  
et	
  devenir.	
  Les	
  cellules	
  synthétisent	
  et	
  organisent	
  cette	
  MEC,	
  et	
  en	
  retour,	
  la	
  nature	
  de	
  chacune	
  des	
  
molécules	
   matricielles	
   et	
   leur	
   concentration	
   respective	
   fournissent	
   des	
   signaux	
   biochimiques	
   aux	
  
cellules.	
   Les	
   composants	
   matriciels	
   adoptent	
   également	
   différentes	
   conformations	
   et	
   différentes	
  
organisations	
  structurales	
  générant	
  des	
  signaux	
  topographiques.	
  Les	
  molécules	
  de	
  la	
  MEC	
  présentent	
  
des	
  conformations	
  structurales	
  en	
  perpétuelle	
  dynamique	
  en	
  réponse	
  aux	
  variations	
  physiologiques	
  
et/ou	
   pathologiques	
   des	
   caractéristiques	
   biochimiques	
   de	
   l’environnement	
   telles	
   que	
   le	
   pH,	
   et	
  
également	
  en	
  réponse	
  aux	
  mouvements	
  cellulaires	
  tels	
  que	
  la	
  migration	
  et	
  la	
  protéolyse	
  associée.	
  En	
  
outre,	
   les	
   molécules	
   matricielles	
   interagissent	
   au	
   sein	
   des	
  MECs	
   pour	
   former	
   des	
   assemblages	
   et	
  
auto-­‐assemblages	
  également	
  très	
  labiles.	
  Cependant,	
  le	
  rôle	
  régulateur	
  qu’exercent	
  ces	
  assemblages	
  
sur	
  la	
  réponse	
  cellulaire	
  reste	
  encore	
  à	
  mieux	
  élucider.	
  
	
  
	
   Ainsi,	
   dans	
   notre	
   travail,	
   nous	
   nous	
   intéressons	
   à	
   cette	
   relation	
   étroite	
   qui	
   existe	
   entre	
  
l’organisation	
  supramoléculaire	
  des	
  molécules	
  matricielles	
  et	
  leur	
  fonction	
  biologique	
  qui	
  permet	
  de	
  
réguler	
  le	
  comportement	
  cellulaire.	
  
	
  
	
   Dans	
  notre	
  étude,	
  nous	
  étudions	
  plus	
  particulièrement	
  une	
  des	
  glycoprotéines	
  des	
  MECs	
  :	
  la	
  
fibronectine.	
   Elle	
   correspond	
   à	
   une	
   glycoprotéine	
   structurelle	
   et	
   fonctionnelle	
   importante	
   de	
   la	
  
matrice.	
  En	
  effet,	
  elle	
  contribue	
  à	
   l’organisation	
  et	
  à	
   la	
  stabilisation	
  de	
   la	
  matrice.	
  De	
  plus,	
  elle	
  est	
  
également	
   impliquée	
   dans	
   de	
   nombreux	
   processus	
   physiopathologiques	
   (réparation	
   tissulaire	
   ou	
  
développement	
   tumoral	
   par	
   exemple).	
   Cette	
   protéine,	
   dimérique	
   et	
   soluble	
   dans	
   les	
   liquides	
  
biologiques,	
   peut	
   former	
   des	
   assemblages	
   supramoléculaires	
   fibrillaires	
   dans	
   les	
  MECs.	
   Outre	
   leur	
  
incorporation,	
  médiée	
  par	
   les	
  cellules,	
  dans	
   les	
  réseaux	
  matriciels	
  sous	
  forme	
  de	
  fibres,	
  des	
  études	
  
récentes	
  tendent	
  à	
  montrer	
  in	
  vivo	
  sa	
  présence	
  sous	
  forme	
  d’assemblages	
  de	
  type	
  agrégat	
  dans	
  des	
  
conditions	
  pathologiques.	
  En	
  revanche,	
  l’influence	
  de	
  ces	
  agrégats	
  sur	
  le	
  comportement	
  cellulaire	
  est	
  
peu	
  connue.	
  
	
  
	
   L’objectif	
   du	
   travail	
   de	
   thèse	
   est	
   donc	
   (i)	
   de	
   déterminer	
   si	
   la	
   fibronectine	
   peut	
   s’auto-­‐
assembler	
   sous	
   forme	
   d’agrégats,	
   (ii)	
   de	
   caractériser	
   les	
   modifications	
   de	
   structures	
   et	
   les	
  
mécanismes	
   impliqués	
   dans	
   ce	
   processus	
   d’assemblage	
   et	
   enfin	
   (iii)	
   d’étudier	
   leur	
   influence	
   sur	
   le	
  
comportement	
   cellulaire.	
   Cette	
   étude	
   pourrait	
   permettre	
   de	
   mieux	
   appréhender	
   l’effet	
   de	
   la	
  
conformation	
  des	
  protéines	
  matricielles	
  au	
  cours	
  de	
  processus	
  physiopathologiques.	
  
	
  
	
   La	
  première	
  section	
  de	
  ce	
  manuscrit,	
  la	
  revue	
  bibliographique,	
  est	
  constituée	
  de	
  trois	
  parties.	
  
La	
  première	
  partie	
  décrit	
  la	
  complexité	
  du	
  microenvironnement	
  matriciel	
  et	
  des	
  réponses	
  cellulaires	
  
associées.	
   Le	
   microenvironnement	
   est	
   un	
   réseau	
   dynamique	
   et	
   enchevêtré	
   de	
   macromolécules	
  
variées.	
  L’interaction	
  de	
  la	
  matrice	
  avec	
  les	
  cellules	
  est	
  médiée	
  par	
  les	
  récepteurs	
  membranaires	
  et	
  
mène	
   à	
   différents	
   comportements	
   cellulaires.	
   Nous	
   nous	
   focaliserons	
   plus	
   particulièrement	
   sur	
   la	
  
migration.	
   La	
   deuxième	
   partie	
   de	
   la	
   bibliographie	
   expose	
   les	
  mécanismes	
   généraux	
   de	
   repliement	
  
des	
   protéines.	
   Certains	
   systèmes	
   de	
   contrôle	
   de	
   ce	
   repliement	
   sont	
   ensuite	
   décrits	
   avant	
   de	
  
présenter	
  les	
  mécanismes	
  de	
  polymérisation	
  des	
  protéines.	
  Les	
  assemblages	
  de	
  type	
  amyloïde	
  nous	
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intéresserons	
  plus	
  spécifiquement.	
  La	
  dernière	
  partie	
  présente	
  en	
  détails	
   la	
  structure,	
   l’assemblage	
  
et	
  les	
  rôles	
  fonctionnels	
  de	
  la	
  fibronectine	
  au	
  sein	
  des	
  matrices	
  extracellulaires	
  et	
  son	
  influence	
  sur	
  le	
  
comportement	
  cellulaire.	
  
La	
   deuxième	
   section	
   du	
   manuscrit	
   correspond	
   à	
   la	
   section	
   expérimentale	
   où	
   sont	
   décrits	
   les	
  
protocoles	
  expérimentaux	
  et	
  les	
  mises	
  au	
  point	
  préalables	
  à	
  l’étude.	
  
Enfin	
  la	
  troisième	
  section	
  du	
  manuscrit	
  présente	
  et	
  discute	
  les	
  résultats	
  obtenus	
  à	
  l’issu	
  des	
  travaux	
  
de	
   thèse.	
  Cette	
  section	
  est	
  constituée	
  de	
  deux	
  parties.	
   La	
  première	
  présente	
   la	
  caractérisation	
  des	
  
assemblages	
   de	
   fibronectine.	
   Dans	
   cette	
   démarche,	
   nous	
   avons	
   élaboré	
   un	
   modèle	
   in	
   vitro	
  
d’assemblage	
  de	
   la	
   fibronectine	
  à	
  partir	
   duquel	
   la	
  morphologie	
  des	
   assemblages	
  de	
   fibronectine	
  a	
  
été	
   analysée.	
   Les	
   changements	
   de	
   structures	
   et	
   les	
   mécanismes	
   de	
   polymérisation	
   permettant	
  
l’assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   ont	
   été	
   déterminés.	
   La	
   deuxième	
   partie	
   présente	
   l’étude	
   des	
  
fonctions	
   biologiques	
   de	
   la	
   fibronectine.	
   L’effet	
   de	
   son	
   assemblage	
  sur	
  :	
   la	
   viabilité	
   cellulaire,	
   son	
  
incorporation	
  dans	
  les	
  matrices	
  cellulaires,	
  l’adhérence,	
  la	
  morphologie	
  et	
  la	
  migration	
  cellulaire	
  est	
  
étudié.	
   L’ensemble	
   des	
   résultats	
   apporte	
   des	
   données	
   sur	
   la	
   relation	
   structure-­‐fonction	
   de	
   la	
  
fibronectine.	
  
Les	
  différentes	
  références	
  bibliographiques	
  citées	
  dans	
  ce	
  travail	
  ainsi	
  que	
  les	
  articles	
  soumis	
  ou	
  en	
  
cours	
  de	
  soumission	
  sont	
  répertoriés	
  à	
  la	
  fin	
  de	
  ce	
  manuscrit.	
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PREAMBULE	
  :	
  
	
   Les	
  tissus	
  d’un	
  organisme,	
  décrits	
  pour	
  la	
  première	
  fois	
  au	
  XVIIIème	
  siècle	
  par	
  Marie	
  François	
  
Xavier	
   Bichat,	
   sont	
   constitués	
   de	
   cellules	
   enveloppées	
   dans	
   une	
  matrice	
   extracellulaire	
   (MEC).	
   Au	
  
XXème	
  siècle,	
  l’isolement	
  et	
  la	
  caractérisation	
  d’un	
  grand	
  nombre	
  de	
  constituants	
  macromoléculaires	
  
à	
  partir	
  des	
   tissus	
  conjonctifs	
  a	
  permis	
  de	
  définir	
   cette	
  MEC	
   (Labat-­‐Robert	
  &	
  Robert	
  2005)	
   comme	
  
étant	
  un	
  réseau	
  enchevêtré	
  de	
  macromolécules.	
  Les	
  constituants	
  de	
  cette	
  matrice	
  sont	
  extrêmement	
  
variés	
  et	
  sont	
  en	
  étroite	
  relation	
  avec	
  les	
  cellules.	
  L’avènement	
  des	
  analyses	
  histologiques	
  ont	
  permis	
  
d’identifier	
  deux	
  types	
  d’organisation	
  architecturale	
  de	
  la	
  MEC	
  :	
  les	
  lames	
  basales	
  et	
  les	
  stromas.	
  	
  
La	
  lame	
  basale	
  est	
  une	
  fine	
  couche	
  de	
  matrice	
  compacte	
  et	
  spécialisée	
  d’une	
  épaisseur	
  de	
  50-­‐100nm	
  
sur	
   laquelle	
   repose	
   une	
   ou	
   plusieurs	
   couches	
   de	
   cellules	
   jointives	
   entre	
   elles.	
   Elle	
   est	
   notamment	
  
retrouvée	
  dans	
  les	
  tissus	
  épithéliaux.	
  Cette	
  matrice	
  basale	
  est	
  produite	
  par	
  les	
  cellules	
  qui	
  reposent	
  
sur	
  elles.	
  Dans	
   le	
  cas	
  du	
  stroma,	
  ou	
  matrice	
   interstitielle,	
   les	
  cellules	
  résidentes,	
  éloignées	
   les	
  unes	
  
des	
   autres,	
   baignent	
   dans	
   une	
   matrice	
   abondante.	
   Ces	
   cellules	
   stromales	
   correspondent	
   aux	
  
fibroblastes,	
  aux	
  cellules	
  du	
  système	
   immunitaire	
  et	
  aux	
  cellules	
  endothéliales.	
  Le	
  stroma	
  compose	
  
notamment	
   la	
  matrice	
  des	
   tissus	
   conjonctifs.	
  Cette	
  matrice	
  est	
   synthétisée	
  essentiellement	
  par	
   les	
  
cellules	
  résidentes,	
  en	
  premier	
  lieu	
  les	
  fibroblastes.	
  	
  
Si	
  la	
  lame	
  basale	
  a	
  un	
  rôle	
  de	
  compartimentation	
  et	
  de	
  support	
  structural	
  pour	
  maintenir	
  la	
  polarité	
  
cellulaire,	
  le	
  stroma	
  a	
  un	
  rôle	
  principal	
  de	
  soutien	
  mécanique.	
  Ainsi,	
  jusque	
  dans	
  les	
  années	
  1970,	
  la	
  
MEC	
   a	
   été	
   décrite	
   en	
   tant	
   que	
   support	
   structural	
   sans	
   réelles	
   activités	
   biologiques	
   autres	
   (Labat-­‐
Robert	
  &	
  Robert	
  2005).	
  Avec	
   l’étude	
  des	
  composants	
   individuels	
  de	
   la	
  MEC,	
   il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
   la	
  
matrice	
  est	
  dynamique	
  et	
  possède	
  un	
  rôle	
  fonctionnel	
  dans	
  la	
  régulation	
  des	
  cellules	
  composant	
  les	
  
tissus	
  (Hynes	
  &	
  Yamada	
  1982).	
  	
  
La	
  matrice	
  va	
  avoir	
  quatre	
  fonctions	
  principales.	
  Elle	
  a	
  son	
  rôle	
  premier	
  de	
  charpente	
  pour	
  maintenir	
  
l’architecture	
   tissulaire	
   et	
   fournir	
   les	
   propriétés	
   mécaniques	
   (rigidité	
   et	
   élasticité),	
   structurales	
  
(porosité,	
  solubilité,	
  topographie)	
  et	
  fonctionnelles	
  des	
  tissus	
  (Cox	
  &	
  Erler	
  2011).	
  Elle	
  sert	
  également	
  
de	
  barrière	
  biochimique	
  pour	
  filtrer	
   le	
  passage	
  des	
  molécules	
  dans	
   l’organisme.	
  D’autre	
  part,	
  cette	
  
matrice	
   est	
   un	
   réservoir	
   de	
   molécules	
   biologiquement	
   actives.	
   Enfin,	
   son	
   contact	
   direct	
   avec	
   les	
  
cellules	
  en	
  fait	
  un	
  régulateur	
  important	
  des	
  comportements	
  cellulaires.	
  	
  
Par	
   sa	
   composition	
   diverse,	
   la	
  matrice	
   émet	
   de	
   nombreux	
   signaux	
   qui	
   peuvent	
   être	
   biochimiques,	
  
mécaniques	
   ou	
   topographiques	
   et	
   modulent	
   ainsi	
   le	
   comportement	
   cellulaire.	
   Les	
   signaux	
  
biochimiques	
  sont	
  liés	
  à	
  la	
  nature	
  des	
  molécules	
  de	
  la	
  matrice	
  (Hakkinen	
  et	
  al.	
  2011;	
  Schlie-­‐Wolter	
  et	
  
al.	
   2013).	
   Récemment	
   Naba	
   &	
   al	
   ont	
   ainsi	
   défini	
   le	
  matrisome	
   qui	
   correspond	
   à	
   l’ensemble	
   des	
  
protéines	
  retrouvées	
  dans	
  la	
  matrice	
  (Naba	
  et	
  al.	
  2012).	
  On	
  peut	
  différencier	
  les	
  protéines	
  présentes	
  
dans	
  tous	
  les	
  tissus	
  de	
  façon	
  constitutionnelle,	
  celles	
  tissus	
  spécifiques	
  et	
  celles	
  présentes	
  de	
  façon	
  
transitoire	
  lors	
  de	
  processus	
  éphémères.	
  	
  
Les	
   paramètres	
  mécaniques	
   et	
   topographiques	
   de	
   la	
  MEC	
   sont	
   liés,	
   entre	
   autre,	
   à	
   la	
   rigidité	
   et	
   à	
  
l’organisation	
   architecturale	
   de	
   la	
   matrice.	
   De	
   plus	
   en	
   plus	
   d’études	
   montrent	
   que	
   ces	
   deux	
  
paramètres	
  sont	
  primordiaux	
  pour	
  la	
  régulation	
  des	
  comportements	
  cellulaires	
  tels	
  que	
  la	
  migration	
  
(Tzvetkova-­‐Chevolleau	
  et	
  al.	
  2008;	
  Menon	
  &	
  Beningo	
  2011;	
  Chang	
  et	
  al.	
  2013;	
  Corall	
  et	
  al.	
  2014).	
  
L’ensemble	
  de	
  ces	
  propriétés,	
  composition	
  moléculaire	
  et	
  dynamique	
  architecturale	
  des	
  MEC	
  entre	
  
autres,	
   contrôlent	
   l’organisation	
   des	
   tissus	
   mais	
   aussi	
   la	
   morphologie	
   et	
   les	
   comportements	
   des	
  
cellules	
  (Sevilla	
  et	
  al.	
  2010).	
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I. LA	
  MATRICE	
  EXTRACELLULAIRE	
  
	
   Quelle	
   que	
   soit	
   le	
   type	
   de	
  matrice,	
   stromale/basale	
   ou	
   constitutionnelle/transitoire,	
   il	
   est	
  
possible	
   d’y	
   répertorier	
   quatre	
   classes	
   de	
   molécules	
   distinctes	
   biochimiquement	
  :	
   les	
   protéines	
  
fibreuses	
  responsables	
  de	
  la	
  structure	
  et	
  l’élasticité	
  des	
  tissus,	
  les	
  polysaccharides	
  responsables	
  de	
  la	
  
résistance	
   et	
   qui	
   servent	
   de	
   réservoir	
   de	
   molécules	
   biologiquement	
   actives,	
   les	
   glycoprotéines	
  
intervenant	
  dans	
  l’adhérence	
  et	
  la	
  cohésion	
  des	
  tissus,	
  et	
  les	
  autres	
  protéines	
  associées	
  que	
  sont	
  les	
  
facteurs	
   de	
   croissance	
   et	
   les	
   enzymes	
   (Hay	
   1981;	
   Labat-­‐Robert	
   et	
   al.	
   1990;	
   Naba	
   et	
   al.	
   2012).	
   La	
  
différence	
  entre	
  les	
  différents	
  types	
  de	
  tissus	
  se	
  fait	
  par	
   la	
  composition	
  cellulaire	
  mais	
  aussi,	
  à	
  titre	
  
égal,	
   par	
   la	
   répartition	
   de	
   ces	
   quatre	
   classes	
   de	
   molécule	
   dans	
   l’espace	
   et	
   le	
   temps	
   et	
   par	
   leur	
  
dynamique	
   structurale	
   et	
   architecturale.	
   Ces	
  molécules	
  matricielles	
   peuvent	
   être	
   solubles	
   dans	
   les	
  
fluides	
  biologiques	
  et/ou	
  incorporées	
  de	
  façon	
  insoluble	
  dans	
  les	
  matrices	
  solides.	
  
	
  

I.	
  A. Composition	
  moléculaire	
  de	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  

 Les	
   protéines	
   fibreuses	
  :	
   organisation	
   structurale	
   et	
   élasticité	
   de	
  I.	
  A.	
  1.
la	
  matrice	
  

	
   Cette	
   catégorie	
   regroupe	
   l’ensemble	
   des	
   protéines	
   matricielles	
   qui	
   peuvent	
   former	
   des	
  
structures	
  fibrillaires.	
  Il	
  existe	
  ainsi	
  deux	
  types	
  de	
  protéines	
  fibreuses	
  :	
  celles	
  qui	
  forment	
  des	
  fibres	
  
structurelles	
  et	
  celles	
  qui	
   forment	
  des	
   fibres	
   élastiques.	
   Les	
   fibres	
  structurelles	
   interviennent	
  dans	
  
l’organisation	
   structurale	
   des	
   matrices.	
   Elles	
   ont	
   un	
   rôle	
   de	
   soutien	
   mécanique	
   et	
   confèrent	
   la	
  
rigidité/résistance	
  au	
  tissu.	
  Les	
  fibres	
  élastiques	
  confèrent	
  l’élasticité	
  au	
  tissu.	
  
Parmi	
   les	
   protéines	
   formant	
   des	
   fibres	
   structurelles,	
   il	
   est	
   possible	
   de	
   citer	
   les	
   collagènes.	
   Les	
  
collagènes	
  sont	
  les	
  protéines	
  les	
  plus	
  abondantes	
  du	
  corps	
  et	
  correspondent	
  à	
  environ	
  30%	
  en	
  masse	
  
des	
  protéines	
  totales	
  des	
  mammifères	
  (Ricard-­‐Blum	
  2011).	
  Il	
  est	
  recensé	
  à	
  ce	
  jour	
  28	
  membres	
  dans	
  
la	
  famille	
  des	
  collagènes	
  dont	
  les	
  collagènes	
  I,II	
  et	
  III,	
  ubiquitaires,	
  correspondent	
  ensemble	
  à	
  environ	
  
80-­‐90%	
   des	
   collagènes	
   présents	
   dans	
   le	
   corps	
   humain	
   (Lodish	
   et	
   al.	
   2000a).	
   Certains	
   types	
   de	
  
collagène	
   ont	
   une	
   localisation	
   tissulaire	
   plus	
   spécifique	
   tel	
   le	
   collagène	
   IV	
   qui	
   se	
   trouve	
  
principalement	
   dans	
   la	
   lame	
   basale.	
   Tous	
   les	
   collagènes	
   sont	
   composés	
   de	
   trois	
   chaînes	
  
polypeptidiques	
   qui	
   peuvent	
   être	
   identiques	
   ou	
   différentes.	
   Les	
   trois	
   chaînes	
   contiennent	
   la	
  
séquence	
  Gly-­‐X-­‐Y,	
  triplet	
  spiralé,	
  qui	
  favorise	
  l’assemblage	
  des	
  trois	
  chaînes	
  en	
  triple	
  hélice	
  sur	
  une	
  
partie	
   ou	
   la	
   totalité	
   de	
   la	
  molécule	
   (Figure	
   1)	
   (Ricard-­‐Blum	
   2011).	
   Ces	
   triples	
   hélices	
   de	
   collagène	
  
s’auto-­‐assemblent	
  en	
  fibrilles	
  puis	
  en	
  fibres	
  stables	
  et	
  rigides	
  nécessaires	
  au	
  maintien	
  de	
  la	
  matrice.	
  
Sur	
  la	
  base	
  de	
  la	
  composition	
  totale	
  ou	
  partielle	
  en	
  triple	
  hélice,	
  les	
  collagènes	
  peuvent	
  s’assembler	
  
en	
  fibres	
  et/ou	
  en	
  réseau	
  incorporés	
  dans	
  la	
  MEC.	
  Ces	
  fibres	
  peuvent	
  être	
  liées	
  covalemment	
  entre	
  
elles	
   par	
   les	
   enzymes	
   telles	
   que	
   la	
   lysyl	
   oxydase	
   ou	
   la	
   transglutaminase.	
   Ce	
   processus	
   permet	
  
d’augmenter	
  la	
  rigidité	
  des	
  tissus	
  (Levental	
  et	
  al.	
  2009).	
  Les	
  motifs	
  non-­‐collagéniques	
  (partie	
  n’étant	
  
pas	
   formée	
   de	
   triple	
   hélice)	
   confèrent	
   à	
   cette	
   protéine	
   des	
   sites	
   de	
   liaison	
   à	
   d’autres	
   partenaires	
  
matriciels	
  tels	
  la	
  fibronectine	
  ou	
  les	
  glycosaminoglycanes	
  (Shaw	
  &	
  Olsen	
  1991;	
  Ricard-­‐Blum	
  2011).	
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Figure	
  1	
  :	
  Représentation	
  des	
  fibres	
  de	
  collagène	
  

A.	
  Trois	
  chaînes	
  de	
  collagènes	
  s’assemblent	
  en	
  triple	
  hélice	
  grâce	
  à	
  la	
  répétition	
  du	
  motif	
  Gly-­‐X-­‐Y.	
  B.	
  Suite	
  à	
  la	
  sécrétion	
  dans	
  la	
  matrice,	
  les	
  
domaines	
   N-­‐terminal	
   et	
   C-­‐terminal	
   de	
   la	
   triple	
   hélice	
   sont	
   clivés.	
   C.	
   Les	
   monomères	
   s’assemblent	
   en	
   microfibrilles	
   puis	
   en	
   fibres	
   de	
  
collagène	
  (Goldman	
  &	
  Ausiello	
  2008).	
  

	
  
Les	
   fibres	
  élastiques	
  sont	
  composées	
  d’un	
  cœur	
  d’élastine	
  entouré	
  d’une	
  gaine	
  de	
  microfibrilles	
  de	
  
fibrilline.	
   Les	
   molécules	
   d’élastine	
   sont	
   elles-­‐mêmes	
   constituées	
   de	
   monomères	
   de	
   tropoélastine	
  
(Baldwin	
   et	
   al.	
   2013).	
   Cette	
   tropoélastine	
   est	
   constituée	
   de	
   deux	
   régions	
   :	
   la	
   boucle	
   élastique	
   N-­‐
terminale	
  qui	
  procure	
  le	
  caractère	
  élastique	
  aux	
  fibres	
  et	
  la	
  partie	
  C-­‐terminale	
  qui	
  permet	
  aux	
  fibres	
  
d’interagir	
   avec	
   les	
   cellules.	
   Ces	
   fibres	
   peuvent	
   être	
   étirées	
   jusqu’à	
   100-­‐120%	
   de	
   leur	
   longueur	
  
initiale	
   (Chèvremont	
   1975)	
   et	
   peuvent	
   retourner	
   à	
   leur	
   état	
   initial	
   après	
   relaxation.	
   Ces	
   fibres	
  
élastiques	
  sont	
  rendues	
  insolubles	
  suite	
  à	
  l’action	
  d’enzymes	
  telles	
  que	
  la	
  lysyl	
  oxydase	
  qui	
  pontent	
  
de	
   façon	
   covalente	
   les	
   fibres	
   (Baldwin	
   et	
   al.	
   2013).	
   Ces	
   fibres	
   sont	
   retrouvées	
   plus	
   abondamment	
  
dans	
  les	
  tissus	
  qui	
  nécessitent	
  une	
  grande	
  élasticité	
  dont	
  les	
  ligaments,	
  les	
  tissus	
  musculaires	
  ou	
  les	
  
vaisseaux	
  sanguins.	
  	
  
	
  

 Les	
   polysaccharides	
   matriciels	
  :	
   résistance	
   de	
   la	
   matrice	
   et	
  I.	
  A.	
  2.
réservoir	
  de	
  molécules	
  bioactives	
  

	
   Les	
   polysaccharides	
   matriciels	
   rassemblent	
   les	
   glycosaminoglycanes	
   (GAGs)	
   et	
   les	
  
protéoglycanes	
  (PGs).	
  
Les	
   GAGs	
   sont	
   constitués	
   de	
   l’enchaînement	
   d’unités	
   disaccharidiques	
   dont	
   l’une	
   des	
   deux	
   sous-­‐
unités	
  est	
  un	
  glucide	
  aminé	
  c’est-­‐à-­‐dire	
  une	
  N-­‐acetylglucosamine	
  ou	
  une	
  N-­‐acetylgalactosamine.	
  Ces	
  
chaînes	
   sont	
   sulfatées	
   et	
   chargées	
   négativement.	
   Les	
   GAGs	
   sont	
   classés	
   en	
   cinq	
   groupes	
  se	
  
différenciant	
   par	
   le	
   type	
   de	
   liaison	
   qui	
   relie	
   les	
   deux	
   sous-­‐unités	
   saccharidiques	
   ainsi	
   que	
   par	
   le	
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nombre	
   et	
   le	
   positionnement	
   des	
   groupements	
   sulfates.	
   Il	
   est	
   ainsi	
   possible	
   de	
   trouver	
   les	
  
héparanes-­‐sulfates	
  (HS),	
   les	
  chondroïtines-­‐sulfates	
  (CS),	
   les	
  dermatanes-­‐sulfates	
  (DS),	
   les	
  kératanes-­‐
sulfates	
  (KS)	
  ainsi	
  que	
  les	
  acides	
  hyaluroniques	
  (AH)	
  (Figure	
  2).	
  
Les	
   PGs	
   sont	
   des	
   chaînes	
   protéiques	
   de	
   10	
   à	
   400	
   kDa	
   auxquelles	
   sont	
   liés	
   des	
   GAGs	
   en	
   quantité	
  
variable.	
   Il	
   existe	
   une	
   grande	
   diversité	
   de	
   PGs	
   puisque	
   la	
   longueur	
   et	
   la	
   composition	
   de	
   la	
   chaîne	
  
protéique	
  ainsi	
  que	
  le	
  nombre	
  de	
  ramifications	
  et	
  la	
  composition	
  en	
  GAGs	
  sont	
  très	
  variables.	
  	
  
Si	
   les	
   GAGs	
   de	
   type	
   HS,	
   CS,	
   DS	
   et	
   KS	
   sont	
   toujours	
   sulfatés	
   et	
   liés	
   à	
   une	
   protéine	
   centrale	
   donc	
  
toujours	
   retrouvés	
   sous	
   forme	
  de	
  protéoglycanes,	
   l’acide	
  hyaluronique	
  est	
   la	
   seule	
   famille	
  de	
  GAG	
  
non-­‐sulfaté	
   qui	
   est	
   retrouvée	
   sous	
   une	
   forme	
   non-­‐liée	
   covalemment	
   à	
   une	
   protéine	
   (Gandhi	
   &	
  
Mancera	
   2008).	
   Si	
   la	
   majorité	
   de	
   ces	
   polysaccharides	
   est	
   retrouvée	
   sous	
   forme	
   «	
  libre	
  »	
   dans	
   la	
  
matrice	
  extracellulaire,	
  il	
  existe	
  également	
  des	
  catégories	
  de	
  polysaccharides	
  qui	
  sont	
  membranaires	
  
tels	
  que	
  les	
  syndécanes	
  (protéoglycanes	
  à	
  héparanes-­‐sulfates).	
  	
  
	
  

	
  
Figure	
  2:	
  Représentation	
  des	
  protéoglycanes	
  et	
  glycosaminoglycanes	
  

Représentation	
   schématique	
   des	
   protéoglycanes	
   libres	
   (A)	
   et	
   transmembranaires	
   (B).	
   Représentation	
   des	
   unités	
   disaccharidiques	
  
composant	
  les	
  glycosaminoglycanes	
  (C)	
  (Montreuil,	
  Villegenthart	
  &	
  Schachter	
  1997).	
  

	
  
La	
   diversité	
   de	
   composition	
   de	
   la	
   chaîne	
   protéique	
   et	
   des	
   GAGs	
   confère	
   aux	
   PGs	
   des	
   fonctions	
  
biologiques	
  et	
  structurales	
  variées.	
  Grâce	
  à	
  ses	
  différents	
  domaines	
  d’interaction,	
  le	
  cœur	
  protéique	
  
des	
   PGs	
   interagit	
   avec	
   les	
   autres	
   composants	
   de	
   la	
  matrice	
   et	
   participe	
   à	
   la	
   formation	
   du	
   réseau	
  
enchevêtré	
   qu’est	
   la	
  MEC.	
   Le	
   nombre	
   important	
   de	
   groupements	
   sulfatés	
   présents	
   dans	
   les	
  GAGs	
  
charge	
  les	
  PGs	
  négativement.	
  La	
  répulsion	
  entre	
  les	
  charges	
  négatives	
  rend	
  ainsi	
  les	
  PGs	
  hydrophiles.	
  
Le	
  rayon	
  hydrodynamique	
  important	
  des	
  GAGs	
  leur	
  permet	
  d’occuper	
  une	
  place	
  importante	
  dans	
  les	
  
matrices	
  procurant	
  ainsi	
  une	
  résistance	
  aux	
  forces	
  de	
  compression	
  et	
  servant	
  de	
  réservoir	
  à	
  eau	
  et	
  
ions	
   divalents	
   (Gandhi	
   &	
   Mancera	
   2008).	
   Certains	
   PGs,	
   notamment	
   ceux	
   à	
   héparanes-­‐sulfates	
  
membranaires	
  comme	
  les	
  perlécanes,	
  interagissent	
  directement	
  avec	
  certains	
  facteurs	
  de	
  croissance	
  
tel	
  le	
  FGF	
  et	
  facilitent/limitent	
  leur	
  liaison	
  à	
  leur	
  récepteur	
  (Kim	
  et	
  al.	
  2011).	
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 Les	
  glycoprotéines	
  :	
  cohésion	
  de	
  la	
  matrice	
  I.	
  A.	
  3.

	
   Parmi	
   les	
   molécules	
   constituantes	
   de	
   la	
   MEC,	
   il	
   existe	
   une	
   sous-­‐catégorie	
   complexe	
   qui	
  
permet	
  l’interaction	
  entre	
  les	
  différents	
  composants	
  de	
  la	
  matrice	
  et	
  assurent	
  la	
  cohésion	
  des	
  tissus	
  :	
  
les	
   glycoprotéines.	
   Ces	
   molécules	
   sont	
   des	
   chaînes	
   protéiques	
   auxquelles	
   sont	
   liés	
   des	
   motifs	
  
glycosylés.	
  Ces	
  protéines	
  sont	
  dites	
  complexes	
  de	
  par	
  leur	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  (plusieurs	
  milliers	
  
de	
  Da)	
  et	
  de	
  par	
   leur	
  structure	
  organisée	
  en	
  modules	
  (Figure	
  3).	
  Ces	
  modules	
  sont	
  repliés	
  de	
  façon	
  
individuelle.	
  Au	
  sein	
  de	
  ces	
  modules	
  se	
  trouvent	
  des	
  séquences	
  en	
  acides	
  aminés	
  qui	
  permettent	
  à	
  la	
  
molécule	
  de	
  se	
  lier	
  à	
  d’autres	
  protéines	
  et/ou	
  de	
  s’auto-­‐assembler	
  pour	
  former	
  un	
  réseau	
  complexe.	
  
	
  

	
  
	
  Figure	
  3	
  :	
  Exemples	
  de	
  glycoprotéines	
  

Représentation	
   schématique	
   de	
   deux	
   glycoprotéines	
  :	
   la	
   fibronectine	
   (a)	
   et	
   la	
   thrombospondine	
   (b).	
   Ces	
   protéines	
   sont	
   constituées	
   de	
  
plusieurs	
  modules	
  représentés	
  par	
  différentes	
  formes	
  géométriques	
  (FN1	
  :	
  module	
  de	
  type	
  I	
  de	
  la	
  fibronectine,	
  FN2	
  :	
  module	
  de	
  type	
  II	
  de	
  
la	
  fibronectine,	
  FN3	
  :	
  module	
  de	
  type	
  I	
  de	
  la	
  fibronectine,	
  EGF	
  :	
  module	
  de	
  type	
  EGF,	
  FBG	
  :	
  module	
  de	
  type	
  fibrinogène)	
  et	
  peuvent	
  contenir	
  
des	
   motifs	
   de	
   glycosylation.	
   Ces	
   modules	
   sont	
   spécialisés	
   dans	
   l’interaction	
   avec	
   d’autres	
   partenaires	
   moléculaires.	
   Certaines	
   de	
   ces	
  
interactions	
  sont	
  représentées	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  fibronectine	
  (Hynes	
  &	
  Naba	
  2012).	
  

	
  
En	
  plus	
  de	
  former	
  des	
  réseaux,	
  ces	
  glycoprotéines	
  matricielles	
  ont	
   la	
  possibilité	
  de	
   lier	
  des	
  facteurs	
  
de	
   croissance	
   qui	
   peuvent	
   induire	
   des	
   voies	
   de	
   signalisation	
   que	
   les	
   glycoprotéines	
   seules	
   ne	
  
pourraient	
   pas.	
   Certaines	
   sont	
   uniquement	
   circulantes	
   mais	
   beaucoup	
   d’entre	
   elles	
   sont	
   solubles	
  
dans	
  les	
  liquides	
  biologiques	
  et	
  peuvent	
  être	
  incorporées	
  dans	
  les	
  matrices	
  solides	
  (Tableau	
  1).	
  
	
  

Glycoprotéines	
  solubles	
   Fibronectine	
  
Vitronectine	
  
Fibrinogène	
  
Facteur	
  Von	
  Willebrand	
  	
  
Immunoglobulines	
  

Glycoprotéines	
  matricielles	
   Fibronectine	
  
Vitronectine	
  
Laminine	
  
Thrombospondine	
  
Ostéopontine	
  
Ténascine	
  
Fibrine	
  
Fibrilline	
  

Tableau	
  1	
  :	
  Exemples	
  de	
  glycoprotéines	
  circulantes	
  et	
  matricielles	
  
Les	
  glycoprotéines	
  circulantes	
  sont	
  retrouvées	
  sous	
  forme	
  soluble	
  dans	
  les	
  liquides	
  biologiques.	
  Les	
  glycoprotéines	
  matricielles	
  sont	
  liées	
  
aux	
  cellules	
  et/ou	
  incorporées	
  dans	
  les	
  réseaux	
  matriciels	
  insolubles.	
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 Les	
  protéines	
  associées	
  à	
  la	
  matrice	
  :	
  organisation	
  de	
  la	
  matrice	
  et	
  I.	
  A.	
  4.
régulation	
  des	
  comportements	
  cellulaires	
  

	
   D’après	
  la	
  définition	
  récente	
  du	
  matrisome	
  par	
  Hynes	
  (Naba	
  et	
  al.	
  2012),	
  aux	
  trois	
  catégories	
  
de	
  molécules	
  décrites	
  précédemment	
  sont	
  associées	
   les	
  enzymes	
  et	
   les	
   facteurs	
  bioactifs	
   (FB).	
  Ces	
  
deux	
   types	
   de	
   molécules	
   jouent	
   un	
   rôle	
   indirect	
   dans	
   l’organisation	
   de	
   la	
   matrice.	
   Les	
   enzymes	
  
agissent	
   sur	
   la	
   matrice	
   extracellulaire	
   en	
   la	
   modifiant	
   (dégradation	
   et	
   pontage)	
   alors	
   que	
   les	
   FB	
  
agissent	
   sur	
   les	
   cellules	
   en	
   stimulant	
   certaines	
   réponses	
   cellulaires	
   dont	
   la	
   réorganisation	
   de	
   la	
  
matrice.	
  
	
  

I.	
  A.	
  4.	
  a. Les	
  enzymes	
  

	
   Les	
   enzymes	
   associées	
   à	
   la	
   matrice	
   sont	
   de	
   deux	
   sortes	
  :	
   les	
   enzymes	
   liantes	
   ou	
   ligases	
  
(lyases)	
  et	
  les	
  enzymes	
  dégradantes	
  dont	
  les	
  protéases.	
  	
  
Les	
  enzymes	
  liantes	
  ont	
  pour	
  fonction	
  première	
  de	
   lier	
   covalemment	
   les	
  molécules	
  entre	
  elles	
  afin	
  
de	
  renforcer	
  les	
  réseaux	
  formés	
  dans	
  la	
  matrice.	
  Parmi	
  ces	
  enzymes	
  se	
  trouvent	
  la	
  transglutaminase	
  
(TGase)	
  et	
   la	
   lysyl	
  oxydase	
   (LOX)	
  qui	
  peuvent	
  ponter	
   les	
   fibres	
  de	
  collagène	
  et	
  de	
   fibrilline	
   (Qian	
  &	
  
Glanville	
  1997;	
  Ricard-­‐Blum	
  2011).	
   La	
  TGase	
  catalyse	
   la	
   formation	
  de	
   liaisons	
  peptidiques	
  entre	
   les	
  
groupements	
   amines	
   de	
   la	
   chaîne	
   latérale	
   de	
   la	
   lysine	
   et	
   le	
   groupement	
   carboxyle	
   de	
   la	
   chaîne	
  
latérale	
  du	
  glutamate.	
  La	
  LOX	
  catalyse	
  la	
  production	
  de	
  fonctions	
  aldéhydes	
  sur	
  les	
  résidus	
  lysine	
  des	
  
protéines.	
  Ces	
  aldéhydes	
   réagissent	
  avec	
   les	
  autres	
  aldéhydes	
  et/ou	
   les	
  autres	
   lysines	
  pour	
   former	
  
des	
  liaisons	
  covalentes.	
  Ces	
  enzymes	
  peuvent	
  également	
  avoir	
  des	
  activités	
  connexes	
  indépendantes	
  
de	
   leur	
   activité	
   catalytique.	
   La	
   TGase	
   et	
   LOX	
   peuvent	
   servir	
   respectivement	
   de	
   récepteur	
  
membranaire	
  pour	
  les	
  molécules	
  matricielles	
  et	
  de	
  protéines	
  d’adhérence	
  permettant	
  de	
  faire	
  le	
  lien	
  
entre	
  les	
  cellules	
  et	
  la	
  matrice	
  environnante	
  (Akimov	
  &	
  Belkin	
  2001;	
  Bignon	
  et	
  al.	
  2011;	
  données	
  non-­‐
publiées	
  Umana	
  Diaz,	
  Matrix	
  Biology	
  Europe	
  2014).	
  
Les	
  molécules	
   extracellulaires	
   peuvent	
  être	
   dégradées	
   par	
   les	
   enzymes	
   dégradantes.	
   Ces	
   enzymes	
  
sont	
   nombreuses	
   et	
   ont	
   des	
   modes	
   d’actions	
   variés	
   dépendants	
   de	
   l’activité	
   de	
   leur	
   site	
   actif	
  
(Tableau	
  2).	
  La	
  dégradation	
  est	
  effectuée	
  par	
  trois	
  mécanismes	
  différents	
  mais	
  complémentaires	
  :	
  la	
  
protéolyse	
  diffuse	
  par	
   les	
  protéases	
   solubles	
   sécrétées	
  dans	
   la	
  matrice,	
   la	
  protéolyse	
  péricellulaire	
  
localisée	
   à	
   la	
   surface	
   cellulaire	
   par	
   l’intermédiaire	
   des	
   enzymes	
   membranaires,	
   la	
   dégradation	
  
enzymatique	
   intracellulaire	
   suite	
   à	
   l’internalisation	
   des	
   molécules	
   extracellulaires	
   (Wolf	
   &	
   Friedl	
  
2011).	
   Les	
   enzymes	
   dégradantes	
   ont	
   plusieurs	
   rôles.	
   L’action	
   de	
   ces	
   dernières	
   permet	
   le	
  
renouvellement	
  de	
  la	
  matrice	
  tout	
  en	
  frayant	
  un	
  chemin	
  pour	
  le	
  déplacement	
  des	
  cellules	
  au	
  sein	
  de	
  
cette	
  matrice	
  (Corall	
  et	
  al.	
  2014).	
  De	
  plus,	
  cette	
  dégradation	
  par	
  les	
  enzymes	
  permet	
  la	
  libération	
  des	
  
facteurs	
   de	
   croissance	
  qui	
   sont	
   séquestrés	
   dans	
   la	
  matrice	
   (Feige	
  &	
  Baird	
   1992).	
   Ces	
   enzymes	
  ont	
  
également	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   les	
   processus	
   de	
   modifications	
   post-­‐traductionnelles	
   des	
  
molécules.	
   Elles	
   permettent	
   aux	
   précurseurs	
   d’acquérir	
   leur	
   forme	
   «	
  active	
  »	
   avec	
   notamment	
   le	
  
clivage	
  des	
  pro-­‐MMPs	
  en	
  MMP	
  et	
  des	
  pro-­‐collagènes	
  en	
  collagènes	
  (Nishida	
  et	
  al.	
  2008;	
  Fukui	
  et	
  al.	
  
2002).	
   Cette	
   maturation	
   est	
   primordiale	
   pour	
   l’organisation	
   des	
   molécules	
   dans	
   les	
   réseaux	
  
matriciels.	
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Enzymes	
  
liantes	
  

Transglutaminase,	
  réaction	
  de	
  liaison	
  entre	
  la	
  lysine	
  et	
  le	
  glutamate	
  
Lysyl	
  oxydase,	
  réaction	
  de	
  liaison	
  entre	
  deux	
  fonctions	
  aldéhydes	
  ou	
  entre	
  aldéhyde	
  et	
  lysine	
  

Enzymes	
  
dégradantes	
  

Métalloprotéases	
   matricielles	
   et	
   métalloprotéases	
   transmembranaires,	
   fonctionnement	
  
dépendant	
  d’ion	
  métallique	
  zinc,	
  calcium	
  et	
  manganèse	
  (Nagase	
  et	
  al.	
  2006)	
  
ADAMs,	
  fonctionnement	
  dépendant	
  du	
  zinc	
  (Seals	
  &	
  Courtneidge	
  2003)	
  
ADAMTs,	
  fonctionnement	
  dépendant	
  du	
  zinc	
  (Porter	
  et	
  al.	
  2005)	
  
Sérine	
  protéases,	
  clive	
  autour	
  des	
  résidus	
  sérines	
  (Hedstrom	
  2002)	
  
Cathepsine,	
  mécanismes	
  d’action	
  variés,	
  fonctionne	
  à	
  pH	
  basique	
  

Tableau	
  2	
  :	
  Exemples	
  d’enzymes	
  liantes	
  et	
  dégradantes	
  
Les	
  enzymes	
  liantes	
  correspondent	
  aux	
  enzymes	
  qui	
  lient	
  covalemment	
  les	
  molécules	
  de	
  la	
  matrice	
  entre	
  elles.	
  Les	
  enzymes	
  dégradantes	
  
correspondent	
  aux	
  enzymes	
  qui	
  dégradent	
  les	
  molécules	
  matricielles.	
  

	
  

I.	
  A.	
  4.	
  b. Les	
  facteurs	
  bioactifs	
  liés	
  à	
  la	
  matrice	
  

	
   La	
  MEC	
  est	
  un	
  réservoir	
  de	
  facteurs	
  bioactifs	
   (FB).	
  Ces	
  derniers	
  n’ont	
  pas	
  de	
  rôle	
  structurel	
  
mais	
   ont	
   un	
   rôle	
   fonctionnel	
   à	
   proprement	
   dit	
   puisqu’ils	
   correspondent	
   à	
   des	
   molécules	
   qui	
  
stimulent	
  la	
  croissance,	
  la	
  prolifération	
  ou	
  encore	
  la	
  différenciation	
  cellulaire.	
  Ces	
  FB	
  sont	
  localisés	
  à	
  
l’extérieur	
  de	
  la	
  cellule	
  sous	
  forme	
  de	
  précurseurs	
  biologiquement	
  inactifs.	
  Sous	
  cette	
  forme	
  latente,	
  
les	
   FB	
   sont	
   désignés	
   sous	
   l’appellation	
   de	
   crynopectine.	
   Ces	
   crynopectines	
   sont	
   classées	
   en	
   deux	
  
catégories	
  dites	
  I	
  et	
  II	
  (Feige	
  &	
  Baird	
  1992).	
  	
  
Les	
  crynopectines	
  de	
  type	
  I	
  correspondent	
  aux	
  molécules	
  qui	
  sont	
  sécrétées	
  à	
  l’extérieur	
  de	
  la	
  cellule	
  
et	
   sont	
   séquestrées	
   dans	
   la	
   MEC	
   par	
   interaction	
   avec	
   les	
   autres	
   composants	
   matriciels.	
   Ces	
  
crynopectines	
   se	
   lient	
   aux	
   collagènes	
   et	
   aux	
   glycoprotéines,	
  mais	
   sont	
   principalement	
   séquestrées	
  
par	
   interaction	
  avec	
  les	
  héparanes-­‐sulfates.	
  Ainsi,	
  ces	
  facteurs	
  bioactifs	
  peuvent	
  être	
  présentés	
  à	
   la	
  
cellule	
  en	
  phase	
  solide	
   liés	
  aux	
  molécules	
  matricielles,	
  ou	
  sous	
   forme	
  solubles	
  après	
  protéolyse	
  de	
  
ces	
   dernières.	
   Le	
   bFGF	
   (basic	
   Fibroblast	
   Growth	
   Factor)	
   et	
   le	
   TGFβ	
   (Tissue	
   Growth	
   Factor	
  β)	
   font	
  
parties	
  de	
  cette	
  catégorie.	
  Les	
  crynopectines	
  de	
  type	
  II	
  sont	
  quant	
  à	
  elles	
  séquestrées	
  sous	
  forme	
  de	
  
précurseurs	
   transmembranaires	
   et	
   leur	
   libération	
   est	
   dépendante	
   de	
   l’action	
   des	
   enzymes	
   de	
   la	
  
matrice.	
  C’est	
  le	
  cas	
  du	
  TGFα	
  (Tissu	
  Growth	
  Factor	
  α)	
  et	
  de	
  l’EGF	
  (Epithelial	
  Growth	
  Factor)	
  (Feige	
  &	
  
Baird	
  1992).	
  
Les	
  mécanismes	
  de	
  régulation	
  de	
  la	
  biodisponibilité	
  des	
  crynopectines	
  sont	
  réunis	
  sous	
  le	
  terme	
  de	
  
crinopexie.	
  Ainsi,	
  l’action	
  des	
  crynopectines	
  est	
  dépendante	
  d’une	
  part	
  de	
  leur	
  maturation	
  et	
  clivage	
  
en	
   facteur	
   de	
   croissance,	
   et	
   d’autre	
   part	
   de	
   leur	
   libération	
   de	
   leur	
   milieu	
   de	
   séquestration.	
   La	
  
disponibilité	
   des	
   FB	
   est	
   contrôlée	
   dans	
   le	
   temps	
   et	
   l’espace	
   par	
   un	
   remaniement	
   contrôlé	
   de	
   la	
  
matrice	
  et	
  une	
  régulation	
  de	
  leur	
  biosynthèse.	
  
	
  
La	
  matrice	
   extracellulaire	
   est	
   donc	
   une	
   charpente	
   complexe	
   et	
   dynamique	
   constituée	
   de	
  molécules	
  
diverses	
  enchevêtrées	
  mais	
  est	
  également	
  un	
  réservoir	
  de	
  molécules	
  bioactives.	
  L’ensemble	
  coopère	
  
pour	
  former	
  des	
  assemblages	
  et	
  maintenir	
  une	
  homéostasie	
  architecturale	
  et	
  fonctionnelle	
  des	
  tissus.	
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I.	
  B. Dynamique	
  de	
  la	
  matrice	
  

	
   La	
  matrice	
  n’est	
  pas	
  un	
  compartiment	
   statique	
  mais	
  dynamique	
  puisque	
  sa	
  composition	
  et	
  
son	
   organisation	
   changent	
   perpétuellement	
   dans	
   le	
   temps	
   et	
   l’espace.	
   Ce	
   remaniement	
   de	
   la	
  
matrice,	
   appelé	
   remodelage	
   matriciel,	
   résulte	
   d’une	
   balance	
   entre	
   la	
   synthèse	
   et	
   le	
   dépôt	
   des	
  
molécules	
  de	
  la	
  MEC	
  d’une	
  part	
  et	
  la	
  dégradation	
  par	
  les	
  protéases	
  et	
  glycosidases	
  d’autre	
  part.	
  De	
  
plus,	
   l’organisation	
   et	
   les	
   propriétés	
   de	
   cette	
   matrice	
   en	
   terme	
   d’architecture,	
   de	
   rigidité	
   et	
   de	
  
capacité	
   de	
   contraction	
   sont	
   également	
   des	
   paramètres	
   primordiaux	
   dans	
   les	
   comportements	
  
cellulaires.	
  	
  
	
  

 Dépôt	
  des	
  protéines	
  matricielles	
  I.	
  B.	
  1.

	
   La	
  production	
  et	
   le	
  dépôt	
  des	
  molécules	
  de	
   la	
  MEC	
  sont	
  des	
  processus	
  cellulaires	
  contrôlés	
  
qui	
   se	
   font	
   en	
   réponse	
   à	
   différents	
   signaux	
   tels	
   que	
   les	
   facteurs	
   de	
   croissance	
   ou	
   la	
   rigidité	
   de	
   la	
  
matrice.	
  Ce	
  dépôt	
  de	
  molécules	
  est	
  nécessaire	
  pour	
  différents	
  processus	
  physiologiques	
  comme	
  par	
  
exemple	
   la	
   production	
   transitoire	
   de	
   fibronectine	
   lors	
   du	
   développement	
   embryonnaire	
   et	
  
l’angiogenèse	
   (Kostourou	
   &	
   Papalazarou	
   2014).	
   Des	
   dépôts	
   aberrants	
   de	
   la	
   matrice	
   sont	
  
généralement	
   des	
   indicateurs	
   pathologiques.	
   Par	
   exemple,	
   une	
   accumulation	
   de	
   fibronectine	
   est	
  
observée	
  dans	
  les	
  carcinomes	
  buccaux	
  (Harada	
  &	
  al.	
  1994	
  ;	
  Salo	
  et	
  al.	
  2014).	
  Des	
  études	
  récentes	
  ont	
  
montré	
   que	
   différents	
   types	
   de	
   tumeurs	
   sont	
   associés	
   à	
   une	
   accumulation	
   fibrillaire	
   anormale	
   de	
  
collagène	
  IV	
  (Fang	
  et	
  al.	
  2013).	
  Cette	
  accumulation	
  est	
  responsable	
  de	
  la	
  rigidification	
  du	
  tissu	
  et	
  une	
  
accumulation	
   anormale	
   de	
   néovaisseaux.	
   In	
   vitro,	
   cette	
   rigidification	
   de	
   la	
   matrice	
   limite	
   la	
  
maturation	
  de	
   la	
  membrane	
  basale	
  et	
  empêche	
  par	
  conséquent	
   la	
   formation	
  des	
  acini	
  mammaires	
  
(Kass	
  et	
  al.	
  2007).	
  
	
  

 Activité	
  cryptique	
  des	
  molécules	
  de	
  la	
  matrice	
  I.	
  B.	
  2.

	
   Comme	
  il	
  a	
  été	
  évoqué	
  précédemment	
  la	
  dégradation	
  de	
  la	
  matrice	
  joue	
  un	
  rôle	
  important	
  
dans	
  le	
  contrôle	
  de	
  la	
  biodisponibilité	
  des	
  facteurs	
  de	
  croissance	
  piégés	
  dans	
  la	
  MEC	
  (cf.	
  I.A.4).	
  
D’autre	
   part,	
   les	
   molécules	
   de	
   la	
   MEC	
   possèdent	
   souvent	
   des	
   sites	
   d’interaction	
   ou	
   d’activité	
  
biologique	
   qui	
   sont	
   cryptiques	
   c’est-­‐à-­‐dire	
   masqués	
   dans	
   la	
   conformation	
   native	
   de	
   la	
   molécule.	
  
Ainsi,	
  les	
  fragments	
  et	
  les	
  séquences	
  cryptiques	
  correspondent	
  à	
  des	
  régions	
  d’une	
  protéine	
  qui	
  sont	
  
enfouies	
  dans	
  la	
  protéine	
  et	
  qui	
  ne	
  sont	
  exposées	
  que	
  lorsque	
  la	
  protéine	
  est	
  respectivement	
  digérée	
  
ou	
  change	
  de	
   conformation.	
  Ces	
   fragments	
  et	
  séquences	
  ont	
  des	
  activités	
  distinctes	
  de	
  celle	
  de	
   la	
  
molécule	
   initiale	
   entière.	
   L’exposition	
   de	
   ces	
   sites	
   cryptiques	
   peut	
   se	
   faire	
   par	
   trois	
  mécanismes	
  :	
  
changement	
   d’accessibilité	
   suite	
   à	
   une	
  modification	
   de	
   conformation,	
   accessibilité	
   modulée	
   par	
  
interaction	
  avec	
  d’autres	
  partenaires	
  ou	
  libération	
  par	
  protéolyse.	
  La	
  dégradation	
  par	
  les	
  protéases	
  
permet	
  de	
  libérer	
  des	
  fragments	
  protéiques	
  à	
  activité	
  biologique	
  comme	
  par	
  exemple	
  l’endostatine,	
  
la	
  tumstatine	
  ou	
  l’anastelline	
  qui	
  sont	
  des	
  fragments	
  anti-­‐angiogéniques	
   issus	
  du	
  collagène	
  et	
  de	
   la	
  
fibronectine,	
   ou	
   les	
   fragments	
   de	
   collagène	
   I	
   qui	
   sont	
   chimioattractants	
   pour	
   les	
   cellules	
  
endothéliales	
  et	
  immunitaires	
  dont	
  les	
  macrophages	
  (Hamano	
  et	
  al.	
  2003;	
  Tran	
  et	
  al.	
  2005;	
  Neskey	
  et	
  
al.	
  2008;	
  Lu	
  et	
  al.	
  2011).	
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 Restructuration	
  des	
  matrices	
  I.	
  B.	
  3.

	
   Le	
  remodelage	
  matriciel	
  est	
  souvent	
  accompagné	
  d’une	
  modification	
  de	
  l’organisation	
  de	
  la	
  
matrice.	
   Cette	
   restructuration	
   de	
   la	
   matrice	
   peut	
   être	
   due	
   à	
   la	
   modification	
   de	
  
l’architecture/assemblage,	
  au	
  pontage	
  covalent	
  des	
  molécules	
  et	
  à	
  la	
  rigidification	
  de	
  la	
  matrice.	
  	
  
Dans	
  les	
  tumeurs	
  mammaires,	
  la	
  liaison	
  covalente	
  des	
  fibres	
  de	
  collagène	
  suite	
  à	
  une	
  surexpression	
  
de	
   l’enzyme	
   LOX	
   (Lysyl	
   oxydase)	
   est	
   accompagnée	
   d’une	
   rigidification	
   et	
   d’une	
   réorientation	
   des	
  
fibres	
   de	
   collagènes	
   d’une	
   structure	
   désordonnée	
   à	
   une	
   structure	
   linéaire	
   et	
   rigide	
   (Figure	
   4)	
  
(Levental	
  et	
  al.	
  2009).	
  Cette	
  rigidification	
  du	
  tissu	
  liée	
  au	
  pontage	
  covalent	
  par	
  LOX	
  semble	
  être	
  une	
  
cause	
  à	
  l’origine	
  de	
  la	
  progression	
  tumorale.	
  Il	
  a	
  également	
  été	
  suggéré	
  que	
  les	
  fibroblastes	
  associés	
  
au	
   cancer	
   (cancer	
   associated	
   fibroblasts)	
   permettent	
   de	
   réorganiser	
   les	
   fibres	
   désordonnées	
   de	
  
fibronectine	
  en	
  fibres	
  parallèles	
  les	
  unes	
  aux	
  autres.	
  Cette	
  réorganisation	
  en	
  fibres	
  linéaires	
  favorise	
  
ainsi	
  la	
  migration	
  rapide	
  et	
  directionnelle	
  et	
  l’invasion	
  des	
  cellules	
  de	
  tumeur	
  mammaire	
  (Yang	
  et	
  al.	
  
2011;	
  Corall	
  et	
  al.	
  2014).	
  La	
  réorganisation	
  structurale	
  lors	
  du	
  remodelage	
  de	
  la	
  matrice	
  est	
  donc	
  un	
  
paramètre	
   déterminant	
   pour	
   la	
   progression	
   des	
   cellules	
   puisqu’elle	
   favorise	
   la	
   formation	
   de	
  
structures	
  rigides	
  et	
  fibrillaires	
  de	
  molécules	
  qui	
  servent	
  de	
  support	
  conducteur	
  pour	
  le	
  déplacement	
  
des	
  cellules.	
  	
  
	
  

	
   	
  
Figure	
  4	
  :	
  Réorganisation	
  du	
  réseau	
  matriciel	
  de	
  collagène	
  au	
  cours	
  du	
  développement	
  tumoral	
  

Image	
  de	
  microscopie	
  multiphotonique	
  par	
  génération	
  de	
  seconde	
  harmonique	
  montrant	
  la	
  linéarisation	
  des	
  fibres	
  de	
  collagène	
  au	
  cours	
  
de	
  la	
  progression	
  tumorale	
  mammaire.	
  En	
  haut	
  à	
  gauche,	
  tissu	
  normal.	
  En	
  haut	
  à	
  droite,	
  tumeur	
  pré-­‐maligne.	
  En	
  bas	
  à	
  gauche,	
  tumeur.	
  En	
  
bas	
  à	
  droite,	
  tissu	
  adjacent	
  à	
  la	
  tumeur	
  (d’après	
  Levental	
  et	
  al.	
  2009).	
  

	
  
Lors	
   du	
   remodelage	
   de	
   la	
   matrice,	
   les	
   trois	
   processus	
   que	
   sont	
   le	
   dépôt,	
   la	
   dégradation	
   et	
   la	
  
réorganisation	
   agissent	
   ensemble	
   mais	
   dans	
   des	
   proportions	
   différentes.	
   Un	
   remodelage	
   anormal	
  
peut	
  se	
  traduire	
  par	
  une	
  dérégulation	
  des	
  comportements	
  cellulaires	
  et	
  des	
  processus	
  pathologiques	
  
comme	
  la	
  fibrose	
  ou	
   les	
  cancers.	
  L’organisation	
  anormale	
  de	
   la	
  matrice	
  dans	
   le	
  cas	
  des	
  pathologies	
  
reflète	
  l’importance	
  du	
  rôle	
  de	
  cette	
  dernière	
  dans	
  la	
  régulation	
  des	
  comportements	
  cellulaires.	
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En	
  résumé	
  :	
  
La	
  matrice	
  extracellulaire	
  est	
  un	
   réseau	
  enchevêtré	
  de	
  macromolécules	
  diverses.	
  Cette	
  matrice	
  est	
  
constituée	
  de	
  :	
  
• protéines	
  fibreuses	
  qui	
  servent	
  de	
  soutien	
  mécanique	
  et	
  confèrent	
  l’élasticité	
  des	
  tissus	
  
• polysaccharides	
  qui	
  assurent	
  la	
  fonction	
  de	
  résistance	
  et	
  de	
  réservoir	
  des	
  tissus	
  
• glycoprotéines	
  qui	
  assurent	
  la	
  cohésion	
  des	
  tissus	
  
• molécules	
   associées	
   régulatrices	
  :	
   facteurs	
   de	
   croissance	
   (molécules	
   qui	
   stimulent	
   ou	
   inhibent	
  

certains	
   comportements	
   cellulaires)	
   et	
   enzymes	
   (jouent	
   un	
   rôle	
   dans	
   la	
   structuration	
   et	
   le	
  
renouvellement	
  de	
  la	
  matrice)	
  

Cette	
  matrice	
  est	
  soumise	
  à	
  un	
  remodelage	
  dynamique	
  qui	
  correspond	
  à	
  une	
  balance	
  étroite	
  entre	
  :	
  
• la	
  synthèse/dépôt	
  des	
  molécules	
  
• la	
  dégradation	
  par	
  les	
  enzymes	
  	
  
• l’organisation	
  structurale	
  des	
  composants	
  matriciels	
  
	
  
De	
   part	
   sa	
   diversité	
   constitutionnelle	
   et	
   de	
   sa	
   dynamique,	
   cette	
   matrice	
   peut	
   moduler	
   le	
  
comportement	
  cellulaire	
  par	
   l’intermédiaire	
  de	
  récepteurs	
  membranaires.	
  Ces	
  derniers	
  sont	
  décrits	
  
dans	
  la	
  suite.	
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II. INTERACTIONS	
  CELLULES-­‐MATRICE	
  ET	
  COMPORTEMENT	
  CELLULAIRE	
  
II.	
  A. Les	
  récepteurs	
  cellulaires	
  :	
  intermédiaires	
  entre	
  matrice	
  et	
  cellules	
  

	
   Les	
  molécules	
  de	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  interagissent	
  entre	
  elles	
  mais	
  également	
  avec	
  les	
  
cellules	
   environnantes.	
   Les	
   récepteurs	
   cellulaires	
   intégrés	
   à	
   la	
   membrane	
   plasmique	
   servent	
  
d’intermédiaire	
   dans	
   cette	
   interaction	
   entre	
   les	
   cellules	
   et	
   les	
   molécules	
   extracellulaires	
   et	
  
permettent	
  de	
  relier	
  le	
  compartiment	
  extracellulaire	
  au	
  compartiment	
  intracellulaire.	
  
	
  

 Les	
  protéoglycanes	
  transmembranaires	
  II.	
  A.	
  1.

	
   Même	
   s’ils	
   sont	
  majoritairement	
   retrouvés	
   sous	
   forme	
   libre	
  dans	
   la	
  matrice	
   extracellulaire	
  
(cf.	
  I.A.2),	
  il	
  existe	
  également	
  des	
  protéoglycanes	
  membranaires	
  dont	
  notamment	
  les	
  syndécanes.	
  Ils	
  
possèdent	
   un	
   domaine	
   extracellulaire,	
   un	
   domaine	
   transmembranaire	
   hydrophobe	
   et	
   une	
   queue	
  
cytoplasmique.	
   Les	
   syndécanes	
   constituent	
   une	
   famille	
   de	
   4	
   membres	
   de	
   protéoglycanes	
  
membranaires	
  comprenant	
   les	
  syndécanes-­‐1,	
  -­‐2,	
   -­‐3	
  et	
  -­‐4.	
  Ces	
  protéoglycanes	
  sont	
  constitués	
  d’une	
  
chaîne	
   protéique	
   sur	
   laquelle	
   s’attachent	
   essentiellement	
   des	
   GAGs	
   à	
   héparanes-­‐sulfates	
   sauf	
   les	
  
syndécanes-­‐1	
  qui	
   contiennent	
  également	
  des	
  chaînes	
  chondroïtines-­‐sulfates	
   (Tkachenko	
  2005).	
   Sur	
  
cette	
   base	
   commune,	
   ces	
   protéoglycanes	
   membranaires	
   possèdent	
   une	
   composition	
   variée	
  
déterminant	
  leur	
  capacité	
  à	
  lier	
  différents	
  partenaires.	
  Ces	
  protéoglycanes	
  membranaires	
  agissent	
  en	
  
synergie	
  avec	
   les	
  autres	
   récepteurs	
  cellulaires	
  dont	
   les	
   intégrines	
  et	
   les	
   récepteurs	
  aux	
   facteurs	
  de	
  
croissance.	
  Ces	
  syndécanes	
  peuvent	
  reconnaître	
  diverses	
  molécules	
  de	
  la	
  matrice	
  dont	
  les	
  protéines	
  
fibreuses	
  comme	
  le	
  collagène	
  ou	
  les	
  glycoprotéines	
  comme	
  la	
  fibronectine,	
   la	
  thrombospondine	
  ou	
  
la	
  ténascine	
  (Koda	
  et	
  al.	
  1985;	
  Stepp	
  et	
  al.	
  2010;	
  Sun	
  et	
  al.	
  1989;	
  Salmivirta	
  et	
  al.	
  1991).	
  Grâce	
  à	
  ces	
  
différentes	
   interactions,	
   ces	
   protéoglycanes	
   membranaires	
   interviennent	
   dans	
   la	
   régulation	
   de	
  
différents	
  comportements	
  cellulaires.	
  Les	
  syndécanes-­‐4	
  sont	
  très	
  peu	
  exprimés	
  par	
   les	
  cellules	
  sauf	
  
dans	
  des	
  contextes	
  spécifiques	
  tels	
  que	
  la	
  réparation	
  tissulaire	
  (Bernfield	
  &	
  al.	
  1999;	
  Midwood	
  et	
  al.	
  
2006).	
   Les	
   syndécanes-­‐2	
   ont	
   été	
  montrés	
   comme	
   favorisant	
   la	
  migration	
   des	
   cellules	
   cancéreuses	
  
mammaires	
   alors	
   qu’en	
   présence	
   de	
   fibronectine,	
   les	
   syndécanes-­‐1	
   limitent	
   la	
   migration	
   des	
  
fibroblastes	
  (Stepp	
  et	
  al.	
  2010;	
  Lim	
  &	
  Couchman	
  2014).	
  	
  
	
  

 Les	
   récepteurs	
   spécifiques	
   des	
   molécules	
   matricielles	
  :	
   les	
  II.	
  A.	
  2.
intégrines	
  

	
   Les	
   intégrines	
  constituent	
  une	
  famille	
  de	
  récepteurs	
  hétérodimériques	
   transmembranaires	
  
impliqués	
  dans	
  la	
  reconnaissance	
  des	
  molécules	
  de	
  la	
  MEC.	
  Les	
  intégrines	
  sont	
  constituées	
  de	
  deux	
  
sous-­‐unités,	
  α	
  et	
  β,	
  associées	
  de	
   façon	
  non-­‐covalente.	
   Il	
  existe	
  18	
  sous-­‐unités	
  α	
  et	
  8	
  sous-­‐unités	
  β	
  
dont	
   la	
   combinatoire	
   génère	
   24	
   hétérodimères	
   fonctionnels	
   qui	
   ont	
   une	
   répartition	
  
cellulaire/tissulaire	
   différente	
   (Zent	
   &	
   Pozzi	
   2010a;	
   Campbell	
   &	
   Humphries	
   2011).	
   Les	
   intégrines	
  
jouent	
   un	
   rôle	
   primordial	
   dans	
   l’adhérence	
   cellule-­‐matrice,	
   en	
   intervenant	
   dans	
   la	
   formation	
   des	
  
contacts	
   focaux,	
   et	
  dans	
   l’adhérence	
   cellule-­‐cellule.	
   Les	
   intégrines	
   peuvent	
   être	
   regroupées	
   en	
  
fonction	
  de	
  la	
  séquence	
  reconnue	
  dans	
  le	
  ligand	
  matriciel.	
  Par	
  exemple,	
  les	
  intégrines	
  αv,	
  α5,	
  α8	
  et	
  
αIIb	
   reconnaissent	
   la	
   séquence	
   RGD.	
   Elles	
   peuvent	
   aussi	
   être	
   regroupées	
   en	
   fonction	
   de	
   leur	
  
combinaison	
   entre	
   sous-­‐unités	
  α	
   et	
  β	
   (Figure	
   5).	
   Certaines	
   sous-­‐unités	
   peuvent	
   se	
   combiner	
   avec	
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différentes	
   autres	
   sous-­‐unités,	
   alors	
   que	
   certaines	
   ne	
   vont	
   avoir	
   qu’un	
   seul	
   partenaire	
   possible	
  
comme	
  dans	
   le	
  cas	
  de	
   l’intégrine	
  α5β1.	
  Cette	
  association	
  entre	
   les	
   sous-­‐unités	
  α	
  et	
  β	
   confèrent	
   la	
  
spécificité	
  d’affinité	
  au	
  ligand.	
  Par	
  exemple,	
  les	
  intégrines	
  α5β1	
  lient	
  spécifiquement	
  la	
  fibronectine.	
  
Il	
  n’en	
  reste	
  pas	
  moins	
  que	
  chaque	
  ligand	
  peut	
   lier	
  différents	
  récepteurs	
  cellulaires.	
  La	
  fibronectine	
  
est	
   reconnue	
   par	
   12	
   des	
   combinaisons	
   d’intégrines	
  :	
  αvβ1,	
  αvβ3,	
  αvβ5,	
  αvβ6,	
  αvβ8,	
  α4β1,	
  α4β7,	
  
α5β1,	
  α8β1,	
  α9β1,	
  αIIbβ3	
  (spécifique	
  aux	
  plaquettes)	
  et	
  αMβ2	
  (spécifique	
  aux	
  leucocytes)	
  (Leiss	
  et	
  
al.	
  2008;	
  Niu	
  &	
  Chen	
  2011).	
  
	
  

	
   	
  
Figure	
  5	
  :	
  Classification	
  des	
  intégrines	
  

Regroupement	
   des	
   intégrines	
   en	
   fonction	
   de	
   leur	
   association	
   entre	
   sous-­‐unités	
   α	
   et	
   β.	
   Certaines	
   spécificités	
   des	
   intégrines	
   sont	
  
représentées	
  :	
  en	
  bleu	
  se	
  trouvent	
   les	
   intégrines	
   liant	
   la	
  séquence	
  RGD,	
  en	
  violet	
   les	
   intégrines	
  reconnaissant	
   les	
  collagènes,	
  en	
  vert	
   les	
  
intégrines	
  reconnaissant	
  les	
  laminines	
  (d’après	
  Zent	
  &	
  Pozzi	
  2010a).	
  

	
  
Structure	
  des	
  intégrines	
  
Toutes	
  les	
  intégrines	
  sont	
  composées	
  d’un	
  large	
  domaine	
  extracellulaire	
  qui	
  permet	
  de	
  lier	
  le	
  ligand	
  
extracellulaire,	
  d’une	
  partie	
  transmembranaire	
  et	
  d’une	
  courte	
  partie	
  cytoplasmique	
  permettant	
  de	
  
lier	
  les	
  partenaires	
  du	
  cytosquelette	
  intracellulaire	
  (sauf	
  β4)	
  (Zent	
  &	
  Pozzi	
  2010a).	
  	
  
La	
  partie	
   transmembranaire	
  des	
   intégrines	
  est	
  constituée	
  d'une	
  hélice	
  α	
  et	
  permet	
  à	
   l’intégrine	
  de	
  
s’insérer	
  dans	
  la	
  bicouche	
  lipidique	
  de	
  la	
  membrane	
  plasmique.	
  	
  
La	
  partie	
  extracellulaire	
  des	
  intégrines,	
  l’ectodomaine,	
  lie	
  le	
  ligand	
  extracellulaire.	
  La	
  reconnaissance	
  
du	
  ligand	
  se	
  fait	
  grâce	
  au	
  domaine	
  I	
  («	
  inserted	
  »),	
  noté	
  αI	
  et	
  βI	
  respectivement	
  selon	
  qu’il	
  se	
  trouve	
  
sur	
  la	
  sous-­‐unité	
  α	
  ou	
  β.	
  Ce	
  domaine	
  I	
  représente	
  environ	
  la	
  moitié	
  de	
  l’ectodomaine.	
  Il	
  est	
  présent	
  
chez	
   toutes	
   les	
   intégrines	
   β	
   et	
   seulement	
   une	
   partie	
   des	
   intégrines	
  α	
   (Figure	
   6).	
   Dans	
   le	
   cas	
   des	
  
intégrines	
   α	
   ne	
   possédant	
   pas	
   de	
   domaines	
   I,	
   l’intégrine	
   β	
   sert	
   de	
   sous-­‐unité	
   liant	
   le	
   ligand.	
   Ce	
  
domaine	
  I	
  contient	
  un	
  site	
  de	
  liaison	
  des	
  ions	
  métalliques	
  divalents	
  («	
  metal-­‐ion-­‐dependant	
  adhesion	
  
site	
  »	
  :	
  MIDAS).	
  Dans	
  les	
  milieux	
  physiologiques,	
  les	
  intégrines	
  peuvent	
  acquérir	
  deux	
  conformations	
  	
  
dépendantes	
  de	
  la	
  présence	
  en	
  cations	
  :	
  fermée	
  ou	
  ouverte	
  (Niu	
  &	
  Chen	
  2011).	
  
La	
  partie	
  cytoplasmique	
  des	
   intégrines	
  est	
  généralement	
  une	
  courte	
  chaîne	
  peptidique.	
  Les	
  parties	
  
proximales	
  à	
  la	
  membrane	
  des	
  parties	
  cytoplasmiques	
  interagiraient	
  entre	
  elles	
  par	
  un	
  pont	
  salin	
  et	
  
une	
   interaction	
   hydrophobe	
   pour	
   garder	
   les	
   deux	
   sous-­‐unités	
   α	
   et	
   β	
   associées	
   dans	
   une	
  
conformation	
  inactive.	
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Figure	
  6	
  :	
  Intégrines	
  avec	
  et	
  sans	
  domaine	
  I	
  

Représentation	
   des	
   sous-­‐unités	
  α	
   avec	
   et	
   sans	
   domaine	
   I	
   et	
   leur	
   association	
   avec	
   leur	
   sous-­‐unité	
   β.	
   En	
   bleu	
   les	
   intégrines	
  α	
   avec	
   le	
  
domaine	
  I,	
  en	
  vert	
  les	
  intégrines	
  α	
  sans	
  domaine	
  I	
  et	
  en	
  rouge	
  les	
  intégrines	
  β	
  (d’après	
  Niu	
  &	
  Chen	
  2011).	
  

	
  

 Dynamique	
  des	
  structures	
  d’adhérence	
  II.	
  A.	
  3.

	
   La	
   liaison	
   entre	
   les	
   intégrines	
   transmembranaires	
   et	
   les	
   molécules	
   extracellulaires	
   est	
  
renforcée	
   par	
   l’assemblage	
   spatio-­‐temporel	
   de	
   molécules	
   cytosoliques	
   sur	
   la	
   face	
   interne	
   de	
   la	
  
membrane	
   plasmique	
   (Zaidel-­‐Bar	
   et	
   al.	
   2007;	
   Geiger	
   &	
   Zaidel-­‐Bar	
   2012).	
   L’interaction	
   intégrine-­‐
molécule	
   matricielle	
   n’est	
   donc	
   que	
   la	
   première	
   étape	
   de	
   la	
   formation	
   de	
   larges	
   complexes	
  
dynamiques	
  de	
  communication	
  entre	
  les	
  cellules	
  et	
  la	
  matrice	
  que	
  sont	
  les	
  structures	
  d’adhérence.	
  
Ces	
  structures	
  d’adhérence	
  peuvent	
  contenir	
  plus	
  de	
  150	
  molécules	
  différentes.	
  Ces	
  molécules	
  sont	
  
recrutées	
   en	
   fonction	
   des	
   propriétés	
   moléculaires/structurales/mécaniques	
   de	
   l’environnement	
  
(Geiger	
   &	
   Zaidel-­‐Bar	
   2012).	
   Ces	
   points	
   d’adhérence	
   ont	
   donc	
   une	
   composition	
   et	
   organisation	
  
variable	
  dans	
  le	
  temps	
  dont	
  l’étude	
  est	
  regroupée	
  sous	
  le	
  concept	
  d’adhésome	
  (Geiger	
  &	
  Zaidel-­‐Bar	
  
2012).	
  
La	
  mise	
  en	
  place	
  de	
  ces	
  structures	
  d’adhérence	
  est	
  nécessaire	
  pour	
  stabiliser	
  et	
  renforcer	
  les	
  points	
  
d’ancrage	
  à	
  la	
  matrice	
  et	
  initier	
  la	
  signalisation	
  intracellulaire.	
  	
  
	
  
Constitution	
  des	
  structures	
  d’adhérence	
  
Suite	
  à	
  l’interaction	
  du	
  ligand	
  avec	
  l’intégrine,	
  trois	
  groupes	
  de	
  molécules	
  vont	
  s’assembler	
  sur	
  la	
  face	
  
cytosolique	
  pour	
  former	
  les	
  structures	
  d’adhérence	
  (Figure	
  7)	
  (Zaidel-­‐Bar	
  et	
  al.	
  2007).	
  Les	
  protéines	
  
de	
   structure,	
   comme	
   la	
   taline,	
   servent	
   d’intermédiaire	
   pour	
   lier	
   la	
   partie	
   cytoplasmique	
   des	
  
intégrines	
   à	
   l’actine	
   du	
   cytosquelette.	
   Les	
   protéines	
   adaptatrices	
   lient	
   à	
   la	
   fois	
   les	
   protéines	
   de	
  
structure	
  et	
  l’actine	
  pour	
  consolider	
  ce	
  point	
  d’ancrage,	
  telles	
  la	
  vinculine	
  et	
  l’α-­‐actinine	
  liant	
  la	
  taline	
  
à	
  l’actine.	
  Enfin,	
  les	
  protéines	
  de	
  signalisation	
  telles	
  que	
  Arp2/3,	
  FAK	
  ou	
  les	
  Rho	
  GTPases,	
  possèdent	
  
des	
  activités	
  catalytiques	
  permettant	
  respectivement	
  la	
  polymérisation	
  de	
  l’actine,	
  l’enclenchement	
  
de	
  voies	
  de	
  signalisation	
  telles	
  que	
   la	
  voie	
  des	
  MAP	
  kinases	
  et	
  des	
  remaniements	
  du	
  cytosquelette	
  
actino-­‐myosinique	
  (Zent	
  &	
  Pozzi	
  2010a).	
  
La	
   mise	
   en	
   place	
   de	
   ces	
   structures	
   d’adhérence	
   complexes	
   permet	
   de	
   recruter	
   et	
   d’initier	
   la	
  
polymérisation	
  des	
  filaments	
  d’actine.	
  Cette	
  polymérisation	
  favorise	
  à	
  son	
  tour	
  le	
  regroupement	
  des	
  
intégrines	
  (signalisation	
  inside-­‐out)	
  amplifiant	
  ainsi	
  le	
  phénomène	
  d’ancrage	
  à	
  la	
  matrice.	
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Figure	
  7	
  :	
  Représentation	
  des	
  structures	
  d’adhérence	
  

	
  
Types	
  de	
  structure	
  d’adhérence	
  
Trois	
  types	
  de	
  structure	
  d’adhérence	
  sont	
  généralement	
  décrits	
  dans	
  la	
  littérature.	
  Elles	
  ont	
  toutes	
  la	
  
même	
  composition	
  moléculaire	
  de	
  base	
   (cf.	
   II.A.3.a)	
  mais	
   se	
  différencient	
  par	
   leur	
  morphologie	
  et	
  
leur	
   distribution	
   à	
   la	
   surface	
   cellulaire.	
   Il	
   s’agit	
   des	
   complexes	
   focaux,	
   des	
   contacts	
   focaux	
   et	
   des	
  
adhésions	
  fibrillaires	
  (Geiger	
  2001;	
  Biggs	
  &	
  Dalby	
  2010).	
  	
  
Les	
  complexes	
   focaux,	
  de	
  moins	
  de	
  1	
  µm	
  de	
  diamètre,	
   sont	
   retrouvés	
  à	
   l’extrémité	
  des	
  cellules	
  et	
  
des	
  protubérances	
  membranaires.	
  Ils	
  peuvent	
  murir	
  en	
  structures	
  plus	
  stables	
  que	
  sont	
  les	
  contacts	
  
focaux	
  (Figure	
  8.a).	
  
Les	
   contacts	
   focaux	
   sont	
   organisés	
   sous	
   forme	
   de	
   tiret	
   de	
   1	
   à	
   5	
   µm	
   à	
   l’extrémité	
   des	
   faisceaux	
  
d’actine	
   à	
   la	
   périphérie	
   des	
   cellules.	
   La	
   présence	
   de	
   ces	
   structures	
   est	
   inversement	
   corrélée	
   à	
   la	
  
motilité	
  des	
  cellules	
  (Figure	
  8.b).	
  
Les	
  adhésions	
  fibrillaires	
  correspondent	
  à	
  des	
  structures	
  d’adhérence	
  de	
  plus	
  de	
  5	
  µm	
  de	
  long.	
  Elles	
  
sont	
  surtout	
   localisées	
  au	
  centre	
  de	
   la	
  cellule.	
  Elles	
  sont	
  absentes	
  des	
  cellules	
  en	
  migration	
  et	
  sont	
  
caractérisées	
   par	
   la	
   présence	
   de	
   larges	
   fibres	
   de	
   stress	
   structurées	
   parallèlement	
   aux	
   fibres	
   de	
  
fibronectine	
  sous-­‐jacentes	
  à	
  la	
  cellule	
  (Figure	
  8.b).	
  
	
  
Il	
   existe	
   des	
   variantes	
   à	
   ces	
   structures	
   qui	
   sont	
   plus	
   spécifiques	
   à	
   l’invasion	
   et	
   qui	
   sont	
   regroupés	
  
sous	
   la	
  notion	
  d’invadosome	
  :	
   les	
  podosomes	
  et	
   les	
   invadopodes	
   (Figure	
  8.c	
  et	
  d).	
  Ces	
  deux	
   types	
  
d’invadosomes	
   ont	
   une	
   structure	
   tubulaire	
   d’un	
   diamètre	
   inférieur	
   à	
   2	
   µm	
   et	
   sont	
   associés	
   à	
   la	
  
sécrétion	
  de	
  protéases	
  (Linder	
  2009;	
  Murphy	
  &	
  Courtneidge	
  2011).	
  Les	
  podosomes	
  ont	
  une	
  longueur	
  
inférieure	
  à	
  2	
  µm,	
  une	
  durée	
  de	
  vie	
  de	
  quelques	
  minutes	
  et	
  sont	
  constitués	
  d’un	
  cœur	
  de	
  filaments	
  
d’actine	
   entourés	
   de	
   molécules	
   des	
   contacts	
   focaux	
   telles	
   que	
   la	
   vinculine.	
   Les	
   invadopodes	
   ont	
  
quant	
  à	
  eux	
  une	
  longueur	
  supérieure	
  à	
  2	
  µm,	
  une	
  durée	
  de	
  vie	
  de	
  quelques	
  heures,	
  sont	
  constitués	
  
de	
  molécules	
   similaires	
   aux	
   podosomes	
   et	
   les	
   filaments	
   d’actine	
   sont	
   entourés	
   de	
   cortactine.	
   Les	
  
invadopodes	
   ont	
   une	
   capacité	
   de	
   dégradation	
   plus	
   importante	
   et	
   sont	
   associées	
   aux	
   cellules	
  
cancéreuses	
  alors	
  que	
   les	
  podosomes	
   sont	
   retrouvés	
  dans	
   les	
   cellules	
   saines	
   telles	
  que	
   les	
   cellules	
  
endothéliales	
   ou	
   cellules	
   immunitaires	
   (Linder	
   2009;	
  Murphy	
  &	
   Courtneidge	
   2011;	
  Hu	
   et	
   al.	
   2011;	
  
Guiet	
  et	
  al.	
  2012;	
  Siddiqui	
  et	
  al.	
  2012).	
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a)	
   	
  b)	
   	
  

c)	
   	
  d)	
   	
  
	
  

Figure	
  8	
  :	
  Les	
  différents	
  type	
  de	
  structure	
  d’adhérence	
  
Image	
   de	
  microscopie	
   à	
   fluorescence	
   des	
   différents	
   types	
   de	
   structure	
   d’adhérence.	
   a)	
   Complexes	
   focaux.	
   b)	
   Triangle	
   blanc	
   :	
   contacts	
  
focaux	
   localisés	
   au	
   bord	
   de	
   la	
   cellule	
   et	
   représentés	
   en	
   rouge	
   par	
   le	
   marquage	
   de	
   la	
   paxilline,	
   Flèche	
   blanche	
  :	
   adhésions	
   fibrillaires	
  
localisées	
  au	
  centre	
  de	
  la	
  cellule	
  et	
  représentées	
  en	
  vert	
  par	
  le	
  marquage	
  des	
  intégrines	
  α5.	
  c)	
  Podosomes	
  (insert)	
  marqués	
  en	
  bleu	
  pour	
  
l’actine	
  (cœur	
  du	
  podosome)	
  et	
  rose	
  pour	
  la	
  vinculine	
  (contour	
  du	
  podosome)	
  dans	
  les	
  macrophages.	
  d)	
  Invadopodes	
  (insert)	
  marqués	
  en	
  
bleu	
   pour	
   l’actine	
   (cœur	
   de	
   l’invadopode)	
   et	
   en	
   rose	
   pour	
   la	
   cortactine	
   (contour)	
   dans	
   les	
   cellules	
   cancéreuses	
   de	
  mélanome	
   (d’après	
  
Geiger	
  2001;	
  Cukierman	
  et	
  al.	
  2001;	
  Linder	
  2009).	
  

	
  

II.	
  B. Signalisation	
  matrice-­‐dépendante	
  et	
  réponse	
  cellulaire	
  

	
   La	
  MEC	
   a	
   un	
   rôle	
   important	
   de	
   transmission	
   des	
   signaux	
   extracellulaires	
   à	
   la	
   cellule.	
   Les	
  
signaux	
  émanant	
  de	
  la	
  matrice	
  sont	
  intégrés	
  par	
  les	
  cellules	
  et	
  induisent	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  et	
  
des	
  réponses	
  cellulaires	
  adaptées	
  aux	
  propriétés	
  du	
  microenvironnement.	
  
	
  

 Rôle	
  des	
  intégrines	
  dans	
  la	
  signalisation	
  :	
  activation	
  et	
  interaction	
  II.	
  B.	
  1.
avec	
  le	
  ligand	
  

	
   Les	
  intégrines	
  sont	
  au	
  cœur	
  de	
  la	
  transmission	
  des	
  signaux	
  de	
  l’extérieur	
  vers	
  l’intérieur	
  de	
  la	
  
cellule	
  (ouside-­‐in)	
  mais	
  également	
  de	
  l’intérieur	
  vers	
  l’extérieur	
  (inside-­‐out).	
  	
  
Leur	
  activation	
  est	
  dépendante	
  de	
   la	
  présence	
  de	
  cations	
  divalents.	
  En	
  absence	
  de	
   liaison	
  des	
   ions	
  
magnésiums,	
  calcium	
  ou	
  manganèse,	
  les	
  intégrines	
  ont	
  une	
  conformation	
  «	
  fermée	
  »	
  et	
  inactive	
  qui	
  
ne	
  liera	
  que	
  faiblement	
  le	
  ligand	
  (Figure	
  9.a).	
  Dans	
  cette	
  conformation	
  fermée,	
  les	
  sous-­‐unités	
  α	
  et	
  β	
  
sont	
   très	
   proches	
   l’une	
   de	
   l’autre	
   et	
   la	
   partie	
   extracellulaire	
   des	
   intégrines	
   est	
   repliée	
   vers	
   la	
  
membrane	
  plasmique.	
   Les	
  parties	
  proximales	
  à	
   la	
  membrane	
  des	
  parties	
  cytoplasmiques	
  des	
   sous-­‐
unités	
   interagiraient	
   entre	
   elles	
   par	
   un	
   pont	
   salin	
   et	
   une	
   interaction	
   hydrophobe.	
   La	
   liaison	
   des	
  
cations	
  permet	
  aux	
  intégrines	
  d’acquérir	
  une	
  conformation	
  «	
  ouverte	
  »	
  et	
  active	
  qui	
  leur	
  permet	
  de	
  
lier	
  le	
  ligand	
  extracellulaire	
  avec	
  une	
  plus	
  forte	
  affinité	
  (Figure	
  9.b)	
  (Zent	
  &	
  Pozzi	
  2010a).	
  Cette	
  liaison	
  
permet	
  ainsi	
  de	
   réguler	
   l’adhérence	
  des	
   cellules	
  dans	
   le	
   temps	
  et	
   l’espace.	
   Le	
   cytosquelette	
  et	
   ses	
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protéines	
   associées	
   contrôlent	
   l’affinité	
   des	
   intégrines	
   pour	
   leur	
   ligand	
   extracellulaire	
  via	
   une	
  
signalisation	
   inside-­‐out.	
   Des	
   protéines	
   de	
   structure	
   d’adhérence	
   comme	
   la	
   taline	
   et	
   la	
   kindline	
   se	
  
lient	
  aux	
  intégrines	
  facilitant	
  ainsi	
  l’acquisition	
  de	
  leur	
  conformation	
  active	
  et	
  la	
  liaison	
  à	
  leurs	
  ligands	
  
extracellulaires.	
  Dans	
   cette	
   conformation	
  ouverte,	
   les	
  deux	
   sous-­‐unités	
  α	
   et	
  β	
   s’éloignent	
   l’une	
  de	
  
l’autre	
  et	
  la	
  tête	
  extracellulaire	
  s’étend.	
  Le	
  ligand	
  se	
  lie	
  ainsi	
  dans	
  la	
  cavité	
  libre	
  entre	
  les	
  deux	
  sous-­‐
unités	
  α	
  et	
  β.	
  La	
  liaison	
  du	
  ligand	
  extracellulaire	
  permet	
  de	
  regrouper	
  les	
  intégrines	
  et	
  de	
  mettre	
  en	
  
place	
  une	
  signalisation	
  bidirectionnelle	
  en	
  activant	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  outside-­‐in	
  modifiant	
  le	
  
comportement	
  cellulaire	
  (Figure	
  9.c).	
  	
  
	
  

	
  
Figure	
  9	
  :	
  Activation	
  des	
  intégrines	
  

a)	
  Conformation	
   repliée	
  et	
   inactive	
  des	
   intégrines	
  en	
  absence	
  de	
  cations	
  divalents.	
  b)	
  Conformation	
  ouverte	
  et	
  active	
  des	
   intégrines	
  en	
  
présence	
  des	
  cations	
  divalents.	
  Les	
  protéines	
  intracellulaires	
  dont	
  la	
  taline	
  et	
  la	
  kindline	
  se	
  lient	
  aux	
  intégrines	
  facilitant	
  ainsi	
  l’acquisition	
  
de	
   leur	
   conformation	
  active	
  et	
   la	
   liaison	
  à	
   leurs	
   ligands	
  extracellulaires	
  via	
   une	
   signalisation	
   inside-­‐out.	
   c)	
  Regroupement	
  des	
   intégrines	
  
pour	
  mettre	
  en	
  place	
  une	
  signalisation	
  outside-­‐in	
  (d’après	
  Zent	
  &	
  Pozzi	
  2010a).	
  

	
  

 Signalisation	
  de	
  l’extérieur	
  vers	
  l’intérieur	
  de	
  la	
  cellule	
  II.	
  B.	
  2.

	
   La	
   liaison	
   des	
   ligands	
   matriciels	
   aux	
   intégrines	
   permet	
   d’initier	
   une	
   signalisation	
   de	
  
l’extérieur	
  vers	
   l’intérieur	
  de	
  la	
  cellule	
  (outside-­‐in)	
  qui	
  aboutit	
  à	
  une	
  modulation	
  du	
  comportement	
  
cellulaire.	
  La	
  partie	
  cytoplasmique	
  des	
  intégrines	
  ne	
  possède	
  pas	
  d’activité	
  enzymatique	
  intrinsèque.	
  
La	
  transmission	
  des	
  signaux	
  nécessite	
  donc	
  le	
  recrutement	
  de	
  molécules	
  intracellulaires	
  qui	
  peuvent	
  
exercer	
   un	
   rôle	
   de	
   consolidation	
   de	
   l’interaction	
   cellule-­‐matrice	
   et/ou	
   présenter	
   une	
   activité	
  
enzymatique,	
   telles	
   que	
   les	
   protéines	
   kinases	
   (cf.	
   II.A.3).	
   Ainsi,	
   le	
   recrutement	
   des	
   protéines	
  
cytosoliques	
   suite	
   à	
   l’interaction	
   cellule-­‐matrice	
   via	
   les	
   intégrines	
   initie	
   différentes	
   voies	
   de	
  
signalisation	
  dont	
  celles	
  des	
  FAK/MAPK,	
  celles	
  des	
  PI3K	
  et	
  celles	
  des	
  PKC.	
  Ces	
  dernières	
  aboutissent	
  à	
  
l’expression	
  de	
  gènes,	
  à	
  l’influx	
  de	
  messagers	
  biochimiques	
  (ouverture	
  de	
  canaux	
  par	
  exemple)	
  et/ou	
  
à	
   des	
   remaniements	
   du	
   cytosquelette	
   intracellulaire,	
   et	
   induisent	
   ainsi	
   une	
   grande	
   diversité	
   de	
  
réponses	
  cellulaires	
  (Figure	
  10)	
  (Hood	
  &	
  Cheresh	
  2002).	
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Figure	
  10	
  :	
  Voies	
  de	
  signalisation	
  induites	
  suite	
  à	
  la	
  liaison	
  intégrine-­‐matrice	
  

Représentation	
  de	
  certaines	
  voies	
  de	
  signalisation	
  mis	
  en	
  place	
  suite	
  à	
  l’interaction	
  intégrine-­‐cellule	
  (d’après	
  Hood	
  &	
  Cheresh	
  2002).	
  

	
  
Parmi	
  la	
  signalisation	
  outside-­‐in,	
   il	
  est	
  possible	
  de	
  citer	
  la	
  mécanotransduction.	
  Elle	
  correspond	
  aux	
  
mécanismes	
   par	
   lesquels	
   les	
   cellules	
   perçoivent	
   et	
   convertissent	
   un	
   signal	
   mécanique	
   et	
  
topographique	
  extracellulaire	
  en	
  signal	
   intracellulaire.	
   Les	
  signaux	
  mécaniques	
  correspondent	
  aux	
  
propriétés	
   mécaniques	
   de	
   l’environnement	
   comme	
   la	
   rigidité,	
   la	
   compression,	
   l’extension	
   ou	
   la	
  
charge	
  de	
  surface.	
  Les	
  signaux	
  mécaniques	
  et	
  topographiques	
  peuvent	
  être	
  convertis	
  en	
  différentes	
  
réponses	
   cellulaires	
  :	
   signal	
   électrique	
   des	
   cellules	
   nerveuses,	
   ouverture/fermeture	
   de	
   canaux	
  
ioniques,	
   modification	
   de	
   l’expression	
   des	
   gènes	
   etc.	
   (Ingber	
   2006;	
   Liu	
   et	
   al.	
   2010).	
   Cette	
  
mécanotransduction	
   est	
   médiée	
   par	
   la	
   MEC,	
   les	
   récepteurs	
   cellulaires,	
   le	
   cytosquelette	
   et	
   les	
  
molécules	
  de	
  signalisation	
  intracellulaires	
  (Huang	
  et	
  al.	
  2004).	
  
L’activation	
  des	
   intégrines	
  et	
   la	
  mise	
  en	
  place	
  des	
   contacts	
   focaux	
  participent	
  à	
   cette	
   transmission	
  
des	
   signaux	
   mécaniques	
   dans	
   la	
   cellule.	
   Les	
   forces	
   de	
   tensions	
   exercées	
   sur	
   les	
   molécules	
  
transmembranaires	
  dont	
   les	
   intégrines	
  et	
   les	
  canaux	
  à	
   ions	
  pourraient	
  engendrer	
  des	
  modifications	
  
de	
  leur	
  conformation	
  et	
  induirait	
  ainsi	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  cytosoliques	
  (Ingber	
  2003;	
  Schwartz	
  
2010;	
   Orr	
   et	
   al.	
   2006).	
   Ces	
   modifications	
   de	
   conformation	
   pourraient	
   être	
   nécessaires	
   pour	
  
l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  médié	
  par	
   les	
   intégrines	
  α5β1.	
  Des	
  études	
  ont	
  montré	
  que,	
  sur	
  des	
  
supports	
   recouverts	
   de	
   fibronectine,	
   les	
   forces	
   de	
   traction	
   exercées	
   par	
   les	
   intégrines	
   α5β1	
  
augmentent	
   avec	
   la	
   rigidité	
   des	
   supports	
   (Elosegui-­‐Artola	
   et	
   al.	
   2014).	
   La	
   réponse	
  des	
   cellules	
   aux	
  
forces	
  mécaniques	
  peut	
  également	
  se	
  traduire	
  par	
  un	
  remodelage	
  de	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  avec	
  
par	
   exemple	
   des	
   dépôts	
   de	
   collagène	
   et	
   de	
   fibronectine	
   (Schwartz	
   2010).	
   La	
   production	
   de	
   ces	
  
molécules	
  pourrait	
  aider	
  à	
  résister	
  à	
  ces	
  forces	
  mécaniques.	
  
	
  

 Différentes	
  réponses	
  cellulaires	
  II.	
  B.	
  3.

	
   Les	
   signaux	
  émanant	
  de	
   la	
  matrice	
   sont	
   intégrés	
  par	
   les	
   cellules	
  pour	
   induire	
  des	
   réponses	
  
cellulaires	
  adaptées	
  aux	
  propriétés	
  du	
  microenvironnement	
  à	
  un	
  endroit	
  et	
  un	
  temps	
  donné.	
  
Les	
  signaux	
  de	
  la	
  matrice	
  peuvent	
  mener	
  les	
  cellules	
  vers	
  différents	
  comportements.	
  L’adhérence	
  et	
  
l’étalement	
   correspondent	
   aux	
   processus	
   par	
   lesquels	
   les	
   cellules	
   s’attachent	
   à	
   leur	
   support	
   et	
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fournissent	
   les	
  premiers	
  signaux	
  de	
  survie	
  à	
   la	
  cellule	
  (Bruckert	
  et	
  al.	
  2002;	
  Chamaraux	
  et	
  al.	
  2008;	
  
Socol	
  et	
  al.	
  2010).	
  Suite	
  à	
   leur	
  adhérence,	
   les	
  cellules	
  acquièrent	
  une	
  morphologie	
  c’est-­‐à-­‐dire	
  une	
  
forme	
  qui	
  est	
  caractéristique	
  de	
  chaque	
  type	
  cellulaire.	
  Sur	
  un	
  support	
  en	
  2D,	
  alors	
  que	
  les	
  cellules	
  
épithéliales	
  ont	
  une	
  morphologie	
  pavimenteuse,	
   les	
   fibroblastes	
  ont	
  une	
   forme	
  étirée	
  propice	
  à	
   la	
  
migration.	
   La	
   polarité	
   apico-­‐basale	
   est	
   une	
   propriété	
   des	
   cellules	
   épithéliales.	
   Cette	
   polarité	
   est	
  
caractérisée	
   par	
   l’expression	
   de	
  molécules	
   transmembranaires	
   et	
   cytosoliques	
   différentes	
   selon	
   la	
  
localisation	
  apicale	
  ou	
  basale	
  (Gibson	
  &	
  Perrimon	
  2003).	
  La	
  différenciation	
  correspond	
  au	
  processus	
  
par	
  lequel	
  une	
  cellule	
  se	
  spécialise	
  en	
  un	
  type	
  cellulaire	
  spécifique	
  (Keller	
  2005).	
  Par	
  opposition,	
  les	
  
cellules	
  souches	
  sont	
  indifférenciés	
  mais	
  peuvent	
  se	
  différencier	
  en	
  différent	
  type	
  cellulaire.	
  Suite	
  à	
  
leur	
   adhérence	
   et	
   différenciation,	
   la	
   prolifération	
   permet	
   aux	
   cellules	
   de	
   se	
   multiplier.	
   Enfin,	
   la	
  
migration	
  correspond	
  au	
  processus	
  qui	
  permet	
  aux	
  cellules	
  de	
  se	
  déplacer	
  en	
  fonction	
  des	
  propriétés	
  
du	
  microenvironnement	
  matriciel	
  (Petrie	
  et	
  al.	
  2009).	
  
La	
   modulation	
   de	
   ces	
   comportements	
   cellulaires	
   aura	
   des	
   répercussions	
   sur	
   les	
   processus	
  
physiologiques	
   et	
   pathologiques.	
   Par	
   exemple,	
   la	
   prolifération	
   et	
   la	
   migration	
   cellulaire	
   sont	
  
primordiales	
  dans	
  la	
  mise	
  en	
  place	
  des	
  différents	
  tissus	
  lors	
  du	
  développement	
  embryonnaire.	
  Dans	
  
les	
  tissus	
  adultes,	
  une	
  dérégulation	
  de	
  ces	
  deux	
  comportements	
  mène	
  à	
  des	
  processus	
  pathologiques	
  
comme	
  le	
  développement	
  tumoral.	
  
	
  
Finalement,	
  les	
  interactions	
  cellule-­‐matrice	
  sont	
  très	
  complexes	
  dues	
  :	
  
• à	
  la	
  variété	
  de	
  ligand	
  reconnaissant	
  les	
  récepteurs	
  
• au	
  nombre	
  important	
  de	
  combinaison	
  d’intégrines	
  et	
  de	
  récepteurs	
  
• au	
  nombre	
  important	
  de	
  combinaison	
  récepteur-­‐ligand	
  
• au	
  nombre	
  important	
  de	
  paramètres	
  mécaniques	
  
• au	
  nombre	
  important	
  de	
  molécules	
  intervenant	
  dans	
  la	
  formation	
  des	
  structures	
  d’adhérence	
  
• au	
  nombre	
  important	
  de	
  voies	
  de	
  signalisation	
  pouvant	
  être	
  mises	
  en	
  place	
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En	
  résumé	
  :	
  
L’interaction	
   de	
   la	
   matrice	
   extracellulaire	
   avec	
   les	
   cellules	
   est	
   médiée	
   par	
   les	
   récepteurs	
  
transmembranaires	
   à	
   la	
   surface	
   cellulaire.	
   Les	
   récepteurs	
   spécifiques	
   des	
   molécules	
   matricielles	
  
correspondent	
   aux	
   intégrines.	
   Les	
   intégrines	
   participent	
   à	
   la	
   constitution	
   des	
   structures	
  
d’adhérences	
  :	
  
• les	
  complexes	
  focaux	
  
• les	
  contacts	
  focaux	
  
• les	
  adhésions	
  fibrillaires	
  
Ces	
   structures	
   d’adhérence	
   sont	
   des	
   complexes	
   protéiques	
   ayant	
   pour	
   rôle	
   de	
   transmettre	
   les	
  
signaux	
   de	
   l’environnement	
   extracellulaire	
   vers	
   la	
   cellule	
   en	
   mettant	
   en	
   place	
   des	
   voies	
   de	
  
signalisation	
  intracellulaire.	
  Ces	
  signaux	
  peuvent	
  être	
  :	
  
• biochimiques,	
  dépendants	
  de	
  la	
  composition	
  moléculaire	
  de	
  la	
  matrice	
  
• mécaniques,	
  dépendants	
  des	
  propriétés	
  mécaniques	
  (rigidité,	
  élasticité	
  etc.)	
  de	
  la	
  matrice	
  
• topographiques,	
  dépendants	
  de	
  l’organisation	
  architecturale	
  de	
  la	
  matrice	
  
• électriques,	
  dépendants	
  des	
  charges	
  de	
  surface	
  environnante	
  
Les	
  réponses	
  cellulaires	
  aux	
  différents	
  signaux	
  extracellulaires	
  sont	
  variées	
  :	
  
• adhérence	
  
• polarisation	
  apico-­‐basale	
  
• différenciation	
  
• prolifération	
  
• migration	
  
	
  
Dans	
  la	
  suite,	
  nous	
  nous	
  focaliserons	
  plus	
  particulièrement	
  sur	
  la	
  migration.	
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III. MATRICE	
  EXTRACELLULAIRE	
  ET	
  MIGRATION	
  CELLULAIRE	
  
	
   Dans	
   les	
  organismes	
  multicellulaires,	
   la	
  migration	
   cellulaire	
  est	
  un	
  processus	
  physiologique	
  
nécessaire	
   au	
   développement	
   embryonnaire	
   et	
   aux	
   processus	
   de	
   réparation	
   tissulaire.	
   Un	
  
dérèglement	
  de	
  cette	
  migration	
  des	
  cellules	
  peut	
  mener	
  à	
  des	
  processus	
  pathologiques	
   tels	
  que	
   le	
  
développement	
   tumoral.	
   La	
   MEC	
   représente	
   un	
   support	
   structural	
   dont	
   la	
   composition	
   et	
  
l’organisation	
  topographique	
  sert	
  de	
  «	
  guide	
  »pour	
  cette	
  migration.	
  	
  
	
  

III.	
  A. Morphologie	
  de	
  la	
  cellule	
  en	
  migration	
  

	
   Lors	
   de	
   la	
   migration,	
   les	
   cellules	
   ont	
   une	
   morphologie	
   asymétrique	
   et	
   polarisée	
  
caractéristique	
  avec	
  un	
   front	
   avant	
  ou	
   front	
  de	
  migration,	
  et	
  un	
   front	
   arrière	
  de	
  migration	
   (Figure	
  
11.a).	
  	
  
Au	
   niveau	
   du	
   front	
   avant	
   de	
  migration	
   de	
   la	
   cellule	
   se	
   forment	
   des	
  protubérances	
  membranaires	
  
nécessaires	
  à	
  la	
  reconnaissance	
  et	
  à	
  l’adhérence	
  à	
  la	
  matrice	
  via	
  la	
  formation	
  de	
  contacts	
  focaux.	
  Ces	
  
protubérances	
   membranaires	
   sont	
   essentiellement	
   des	
   lamellipodes	
   et	
   filipodes,	
   extensions	
  
cytoplasmiques	
  dont	
   la	
   structure	
  est	
  maintenue	
  par	
  des	
  architectures	
  différentes	
  des	
   filaments	
  du	
  
cytosquelette	
  d’actine	
  intracellulaire.	
  Les	
  filipodes	
  sont	
  des	
  extensions	
  cytoplasmiques	
  de	
  moins	
  de	
  
0.5	
  µm	
  de	
  diamètre	
  et	
  de	
  10-­‐200	
  µm	
  de	
  long	
  alors	
  que	
  les	
  lamellipodes	
  sont	
  beaucoup	
  plus	
  larges	
  à	
  
l’avant	
   de	
   la	
   cellule	
   en	
   migration	
   (Adams	
   2002).	
   Des	
   structures	
   protubérantes	
   associées	
   à	
   une	
  
activité	
  de	
  protéolyse	
  péricellulaire	
  accrue,	
  les	
  invadosomes	
  (cf.	
  II.A.3)	
  peuvent	
  également	
  se	
  former	
  
sur	
   la	
   face	
   ventrale	
   des	
   cellules	
   à	
   l’interface	
   avec	
   la	
  matrice	
   (Linder	
   2009;	
  Murphy	
  &	
   Courtneidge	
  
2011).	
  	
  
La	
  direction	
  de	
  	
  formation	
  des	
  protubérances	
  détermine	
  l’axe	
  de	
  migration	
  des	
  cellules.	
  La	
  formation	
  
de	
   ces	
   protubérances	
   est	
   dictée	
   par	
   la	
   chimioattraction,	
   la	
   topographie	
   et	
   la	
   localisation	
   de	
  
complexes	
  protéiques	
  cytosoliques	
  spécifiques	
  (Petrie	
  et	
  al.	
  2009).	
  A	
  l’intérieur	
  de	
  ces	
  protubérances	
  
se	
   stabilisent	
   des	
  microtubules	
   qui	
   permettent	
   le	
   transport	
   antérograde	
   depuis	
   l’appareil	
   de	
  Golgi	
  
vers	
   l’avant	
  de	
   la	
  cellule	
  de	
  matériels	
  nécessaires	
  à	
   la	
   formation	
  des	
  contacts	
   focaux.	
  L’appareil	
  de	
  
Golgi	
  et	
   le	
  centrosome	
  se	
  trouvent	
  dans	
  la	
  zone	
  périnucléaire	
  antérieure	
  au	
  noyau.	
  Le	
  front	
  arrière	
  
de	
   la	
   cellule	
   est	
   impliqué	
   dans	
   le	
   maintien	
   de	
   la	
   directionnalité	
   et	
   de	
   la	
   polarité	
   des	
   cellules	
   en	
  
générant	
  la	
  contraction	
  des	
  filaments	
  d’actomyosine,	
  un	
  désassemblage	
  des	
  contacts	
  focaux	
  et	
  une	
  
inhibition	
  des	
  protubérances	
  latérales	
  permettant	
  à	
  la	
  cellule	
  de	
  se	
  déplacer	
  vers	
  l’avant	
  (Figure	
  11.a)	
  
(Petrie	
  et	
  al.	
  2009).	
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a)	
   	
  	
  
	
  

b)	
   	
  c)	
   	
  
Figure	
  11	
  :	
  Morphologie	
  de	
  la	
  cellule	
  en	
  migration	
  	
  

a)	
  Image	
  de	
  microscopie	
  confocale	
  de	
  fibroblastes	
  en	
  migration	
  sur	
  une	
  matrice	
  à	
  topographie	
  linéaire	
  et	
  ne	
  présentant	
  qu’un	
  seul	
  axe	
  de	
  
migration.	
  La	
  flèche	
  blanche	
  représente	
  la	
  direction	
  de	
  migration	
  (barre	
  d’échelle	
  :	
  10	
  µm).	
  b)	
  Représentation	
  d’une	
  cellule	
  en	
  migration	
  
sur	
   un	
   support	
   à	
   topographie	
   linéaire	
   ne	
   présentant	
   qu’un	
   seul	
   axe	
   de	
  migration.	
   c)	
   Représentation	
   d’une	
   cellule	
   en	
  migration	
   sur	
   un	
  
support	
   en	
   deux	
   dimensions	
   sans	
   topographie	
   de	
   surface	
   et	
   présentant	
   plusieurs	
   axes	
   de	
   migration.	
   Les	
   flèches	
   bleues	
   pointent	
   les	
  
protubérances	
  (d’après	
  Petrie	
  et	
  al.	
  2009).	
  

	
  
Dans	
   le	
   cas	
   des	
   cellules	
   cultivées	
   sur	
   un	
   support	
   à	
   topographie	
   de	
   surface	
   linéaire,	
   les	
   cellules	
   ne	
  
présentent	
  qu’une	
  protubérance	
  et	
  n’ont	
  donc	
  qu’un	
  seul	
  axe	
  de	
  migration	
  (Figure	
  11.a	
  et	
  b).	
  Cet	
  axe	
  
de	
  migration	
  permet	
  aux	
  cellules	
  d’avoir	
  une	
  migration	
  directionnelle.	
  Lorsqu’elles	
  sont	
  cultivées	
  sur	
  
un	
  support	
  sans	
  topographie	
  de	
  surface	
  définie,	
  les	
  cellules	
  forment	
  plusieurs	
  protubérances	
  et	
  ont	
  
une	
   migration	
   plus	
   aléatoire	
   (Figure	
   11.c).	
   Les	
   cellules	
   migrent	
   alors	
   dans	
   la	
   direction	
   de	
   la	
  
protubérance	
  la	
  plus	
  stable	
  (Petrie	
  et	
  al.	
  2009).	
  	
  
	
  

III.	
  B. Les	
  différents	
  types	
  de	
  migration	
  

 La	
  migration	
  isolée	
  vs	
  collective	
  III.	
  B.	
  1.

	
   Il	
  existe	
  plusieurs	
  modes	
  de	
  migration	
  cellulaire	
  :	
   il	
  est	
  possible	
  de	
  différencier	
  les	
  cellules	
  à	
  
migration	
   collective	
   des	
   cellules	
  à	
  migration	
   isolée.	
  Dans	
   le	
   cas	
  de	
   la	
  migration	
   isolée,	
   les	
   cellules	
  
restent	
   très	
   peu	
   en	
   contact	
   entre	
   elles	
   au	
   cours	
   de	
   leur	
   déplacement	
   et	
   ont	
   des	
   directions	
   de	
  
déplacement	
  aléatoires.	
  Dans	
   le	
  cas	
  de	
   la	
  migration	
  collective,	
   les	
  cellules	
  restent	
  en	
  contact	
  entre	
  
elles	
   lors	
  de	
   leur	
  déplacement.	
   La	
   vitesse	
  de	
  déplacement	
  des	
   cellules	
  et	
   le	
  degré	
  de	
   coordination	
  
entre	
   les	
   cellules	
   pendant	
   la	
   migration	
   sont	
   variables	
   entre	
   les	
   types	
   cellulaires.	
   La	
   migration	
  
collective	
   permet	
   aux	
   cellules	
   mobiles	
   de	
   transporter	
   les	
   cellules	
   «	
  statiques	
  »	
   avec	
   elles	
   et	
   à	
  
l’ensemble	
   des	
   cellules	
   d’agir	
   collectivement	
   pour	
   avoir	
   un	
   impact	
   plus	
   robuste	
   que	
   lors	
   de	
   la	
  
migration	
   isolée.	
   Différents	
   types	
   de	
   migration	
   collective	
   sont	
   recensés.	
   Lors	
   de	
   la	
  migration	
   en	
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feuillet,	
   les	
  cellules	
  restent	
  en	
  contact	
  étroit	
   leur	
  permettant	
  ainsi	
  de	
  migrer	
  ensemble	
  vers	
   l’avant	
  
(Figure	
   12.a).	
   Il	
   est	
   possible	
   de	
   distinguer	
   quelques	
   cellules	
   au	
   niveau	
   du	
   front	
   de	
   migration	
   qui	
  
«	
  dirigent	
  »	
   le	
   reste	
   des	
   cellules	
   et	
   se	
   déplacent	
   ensemble	
   vers	
   l’espace	
   libre.	
   Cette	
  migration	
   en	
  
feuillet	
   se	
   fait	
   essentiellement	
   sur	
   des	
   supports	
   en	
   deux	
   dimensions.	
   Dans	
   ce	
   type	
   de	
   migration,	
  
toutes	
  les	
  cellules	
  contribuent	
  activement	
  au	
  mouvement	
  de	
  migration.	
  Néanmoins,	
  par	
  rapport	
  aux	
  
cellules	
  qui	
  se	
  trouvent	
  à	
  l’arrière	
  du	
  feuillet,	
  les	
  cellules	
  dans	
  le	
  front	
  avant	
  ont	
  une	
  migration	
  et	
  une	
  
polarisation	
  plus	
  importante	
  et	
  forment	
  plus	
  de	
  protubérances.	
  	
  
Le	
  deuxième	
  type	
  de	
  migration	
  collective	
  est	
  la	
  migration	
  en	
  cohorte.	
  Les	
  cellules	
  restent	
  également	
  
en	
   contact	
   étroit	
   entre	
  elles	
  mais	
  ne	
  migrent	
  pas	
   toutes	
   ensemble	
   (Figure	
  12.b).	
  Une	
  ou	
  plusieurs	
  
cellules	
  commencent	
  à	
  migrer,	
  et	
   les	
  autres	
  cellules	
  suivent.	
  Les	
  cellules	
  dans	
   le	
  front	
  de	
  migration	
  
sont	
   polarisées	
   avec	
   un	
   front	
   avant	
   libre	
   et	
   un	
   front	
   arrière	
   lié	
   aux	
   cellules	
   à	
   l’arrière.	
   Les	
  
protubérances	
  formées	
  par	
  ces	
  cellules	
  vont	
  dicter	
  la	
  direction	
  de	
  déplacement.	
  
Enfin,	
   la	
  migration	
  collective	
  peut	
  être	
  en	
   flux.	
  Ce	
  terme	
  indique	
  que	
  les	
  cellules	
  migrent	
  ensemble	
  
mais	
   avec	
   un	
   arrangement	
   plus	
   lâche	
   et	
   moins	
   ordonné	
   que	
   dans	
   les	
   deux	
   types	
   de	
   migration	
  
précédents	
  (Figure	
  12.c).	
  Dans	
  ce	
  cas,	
  les	
  cellules	
  migrent	
  ensemble	
  mais	
  ne	
  sont	
  pas	
  tout	
  le	
  temps	
  
en	
  contact	
  entre	
  elles.	
  Les	
  cellules	
  sont	
  toutes	
  allongées	
  et	
  polarisées	
  et	
  ont	
  une	
  vitesse	
  de	
  migration	
  
élevée	
  (Rørth	
  2009).	
  
	
  

	
  	
  	
  	
  

a) 	
  

b) 	
  

c) 	
  
Figure	
  12	
  :	
  Types	
  de	
  migration	
  collective	
  

Représentation	
  des	
   trois	
  principaux	
   types	
  de	
  migration	
  collective.	
  a)	
  Migration	
  en	
   feuillet.	
  b)	
  Migration	
  en	
  cohorte.	
  c)	
  Migration	
  en	
   flux	
  
(d’après	
  Mayor	
  &	
  Carmona-­‐Fontaine	
  2010).	
  

	
  
Lors	
   des	
   processus	
   pathologiques	
   impliquant	
   la	
   migration	
   comme	
   la	
   dissémination	
   tumorale,	
   le	
  
déplacement	
  des	
  cellules	
  correspond	
  à	
  une	
  collaboration	
  entre	
  les	
  deux	
  types	
  de	
  migration	
  collective	
  
et	
   isolée.	
  Cependant,	
  un	
  mode	
  de	
  migration	
  collective	
  est	
  préférentiellement	
  utilisé	
  par	
   les	
  cellules	
  
de	
  cancers	
  épithéliaux	
  alors	
  que	
  la	
  migration	
  individuelle	
  semble	
  plus	
  propice	
  à	
  la	
  dissémination	
  des	
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cellules	
   de	
   leucémies,	
   lymphomes	
   et	
   tumeurs	
   solides	
   comme	
   les	
   sarcomes	
   (Hegerfeldt	
   &	
   al.	
  
2002	
  ;	
  Friedl	
  &	
  Wolf	
  2003).	
  	
  
Le	
   comportement	
   migratoire	
   des	
   cellules	
   peut	
   être	
   modifié	
   en	
   fonction	
   des	
   conditions	
   du	
   milieu	
  
environnant.	
   Ainsi,	
   les	
   cellules	
   à	
   migration	
   individuelle	
   peuvent	
   passer	
   à	
   un	
   mode	
   de	
   migration	
  
collective	
  et	
  inversement	
  	
  (Moll	
  &	
  al.	
  1993;	
  Haeger	
  et	
  al.	
  2014).	
  	
  
	
  

 Migration	
  directionnelle	
  vs	
  aléatoire	
  III.	
  B.	
  2.

	
   Selon	
   les	
   différents	
   paramètres	
   de	
   la	
   matrice	
   extracellulaire	
   (biochimiques,	
   mécaniques,	
  
topographiques)	
  et	
  le	
  type	
  cellulaire,	
  les	
  cellules	
  peuvent	
  avoir	
  une	
  migration	
  directionnelle	
  ou	
  une	
  
migration	
  aléatoire	
  (Figure	
  13).	
  Ces	
  deux	
  types	
  de	
  migration	
  découlent	
  généralement	
  de	
  la	
  capacité	
  
des	
  cellules	
  à	
  migrer	
  de	
  façon	
  isolée	
  ou	
  collective.	
  Ces	
  deux	
  types	
  de	
  migration	
  sont	
  dépendants	
  de	
  la	
  
composition	
  biochimique	
  et	
   la	
  structure	
  du	
  support.	
  Une	
  étude	
  récente	
  a	
  par	
  exemple	
  montré	
  que	
  
les	
   isoformes	
   de	
   la	
   laminine	
   et	
   leur	
   ratio	
   déterminent	
   la	
   capacité	
   des	
   cellules	
   à	
   migrer	
   de	
   façon	
  
directionnelle	
  ou	
  aléatoire	
  (Greciano	
  et	
  al.	
  2012).	
  Les	
  cellules	
  ont	
  une	
  préférence	
  à	
  migrer	
  de	
  façon	
  
directionnelle	
   en	
   fonction	
   d’un	
   gradient	
   de	
   facteur	
   de	
   croissance	
   ou	
   encore	
   selon	
   la	
   topographie	
  
linéaire	
   des	
   supports.	
   Il	
   a	
   ainsi	
   été	
   montré	
   que	
   les	
   cellules	
   migrent	
   plus	
   vite	
   et	
   de	
   façon	
   plus	
  
directionnelle	
   sur	
   un	
   support	
   3D	
   avec	
   une	
   topographie	
   linéaire	
   (Tzvetkova-­‐Chevolleau	
   et	
   al.	
   2008;	
  
Corall	
  et	
  al.	
  2014).	
  Les	
  cellules	
  se	
  déplacent	
  également	
  préférentiellement	
  vers	
  des	
  supports	
  rigides	
  
(Plotnikov	
  &	
  al.	
  2012;	
  Plotnikov	
  &	
  Waterman	
  2013).	
  
La	
   formation	
   de	
   protubérances	
   stables	
   détermine	
   également	
   l’axe	
   de	
   direction	
   des	
   cellules.	
   Les	
  
récepteurs	
   d’adhérence	
   exprimés	
   par	
   ces	
   cellules	
   interviennent	
   dans	
   la	
   stabilité	
   de	
   ces	
  
protubérances.	
   Par	
   exemple,	
   sur	
   des	
   supports	
   de	
   fibronectine,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
   que	
   les	
   intégrines	
  
α5β1	
   seraient	
   responsables	
   de	
   la	
   migration	
   aléatoire	
   des	
   cellules	
   alors	
   que	
   les	
   intégrines	
   αvβ3	
  
seraient	
  responsables	
  de	
  la	
  migration	
  directionnelle	
  (Danen	
  et	
  al.	
  2005).	
  Sur	
  un	
  support	
  de	
  laminine,	
  
les	
  intégrines	
  α3β1	
  favorisent	
  la	
  migration	
  directionnelle	
  des	
  cellules	
  alors	
  les	
  intégrines	
  α6β4	
  n’ont	
  
pas	
  d’influence	
  (Greciano	
  et	
  al.	
  2012).	
  	
  
	
  

a)	
   	
  b)	
   	
  
Figure	
  13	
  :	
  Représentation	
  de	
  la	
  migration	
  directionnelle	
  et	
  aléatoire	
  

Représentation	
  du	
  chemin	
  de	
  déplacement	
  d’une	
  cellule	
  qui	
  est	
  directionnelle	
  en	
  présence	
  d’un	
  gradient	
  croissant	
  de	
  facteur	
  de	
  croissance	
  
(a)	
   et	
   aléatoire	
   en	
   présence	
   d’une	
   répartition	
   homogène	
   de	
   facteur	
   de	
   croissance	
   (b).	
   Dans	
   le	
   cas	
   d’une	
  migration	
   directionnelle,	
   les	
  
cellules	
  empruntent	
  un	
  chemin	
  de	
  déplacement	
   (flèche	
  pleine)	
  de	
  distance	
  presque	
  égale	
  à	
   la	
  distance	
   la	
  plus	
  courte	
  pour	
  parcourir	
   ce	
  
même	
  chemin	
  (flèche	
  en	
  pointillée).	
  Dans	
  le	
  cas	
  d’une	
  migration	
  aléatoire,	
  les	
  cellules	
  empruntent	
  un	
  chemin	
  de	
  déplacement	
  de	
  distance	
  
plus	
  importante	
  que	
  la	
  distance	
  la	
  plus	
  courte	
  pour	
  parcourir	
  ce	
  même	
  chemin.	
  L’angle	
  de	
  déviation	
  θ	
  de	
  ce	
  chemin	
  est	
  plus	
  important	
  que	
  
dans	
  le	
  cas	
  d’une	
  migration	
  directionnelle.	
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 Stratégies	
  migratoires	
  III.	
  B.	
  3.

	
   Les	
   cellules	
   peuvent	
   avoir	
   différentes	
   stratégies	
   de	
   migration	
   :	
   individuelle	
   amiboïde,	
  
mésenchymateuse	
   individuelle	
  ou	
  mésenchymateuse	
  collective	
   (Figure	
  14)	
   (Kwon	
  et	
  al.	
  2011).	
  Lors	
  
de	
   la	
   migration	
   individuelle	
   amiboïde,	
   les	
   cellules	
   migrent	
   en	
   réorganisant	
   la	
   matrice	
  
indépendamment	
  de	
  toute	
  activité	
  protéolytique.	
  Les	
  cellules	
  adoptent	
  une	
  stratégie	
  de	
  mouvement	
  
dépendante	
   de	
   l’élasticité	
   locale	
   de	
   la	
  matrice	
   et	
   de	
   l’espace	
   disponible	
  :	
   les	
   cellules	
   changent	
   de	
  
morphologie	
   pour	
   s’adapter	
   à	
   l’espace	
   préexistant,	
   puis	
   la	
   modification	
   de	
   leur	
   cytosquelette	
  
d’actine	
   induit	
   la	
  déformation	
  de	
   la	
  matrice	
  environnante.	
   Si	
   l’espace	
  est	
   trop	
  petit,	
   les	
   cellules	
   se	
  
rétractent	
  et	
  migrent	
  dans	
  une	
  autre	
  direction	
  où	
  se	
  trouve	
  plus	
  d’espace	
  libre.	
  Les	
  cellules	
  adoptant	
  
ce	
  mode	
  de	
  migration	
   sont	
  extrêmement	
  déformables	
  et	
  ont	
  une	
  adhérence	
  au	
   support	
  diminuée	
  
par	
   rapport	
  à	
  d’autres	
   types	
  cellulaires	
   (Friedl	
  &	
  Wolf	
  2003;	
  Wolf	
  &	
  Friedl	
  2011).	
  Dans	
   le	
  cas	
  de	
   la	
  
migration	
   individuelle	
   mésenchymateuse,	
   les	
   cellules	
   ont	
   une	
   morphologie	
   allongée.	
   Le	
  
déplacement	
  de	
   la	
   cellule	
  à	
   travers	
   la	
  matrice	
  est	
  possible	
  grâce	
  à	
   la	
   contraction	
  de	
   l’actomyosine	
  
intracellulaire	
   et	
   grâce	
   à	
   la	
   dégradation	
   de	
   la	
  matrice	
   par	
   les	
   protéases	
   sécrétées	
   de	
   la	
   cellule	
   en	
  
migration.	
  Ce	
  mode	
  de	
  migration	
  est	
   souvent	
   associé	
   à	
  une	
   transition	
  épithélio-­‐mésenchymateuse	
  
des	
  cellules.	
  Enfin,	
  les	
  cellules	
  peuvent	
  présenter	
  une	
  migration	
  collective	
  mésenchymateuse	
  (Kwon	
  
et	
  al.	
  2011;	
  Oyanagi	
  et	
  al.	
  2012;	
  Yu	
  &	
  Machesky	
  2012).	
  Dans	
  ce	
  cas,	
  les	
  cellules	
  restent	
  en	
  contact	
  et	
  
celles	
   situées	
  au	
  niveau	
  du	
   front	
   avant	
  de	
  migration	
  ont	
  une	
  activité	
  protéolytique	
  déterminant	
   la	
  
direction	
  de	
  déplacement.	
  
	
  

a)	
   	
  

b)	
   	
  

c)	
   	
  
Figure	
  14	
  :	
  Stratégies	
  de	
  migration	
  

a)	
  Migration	
  amiboïde.	
  La	
  cellule	
  individuelle	
  se	
  déforme	
  pour	
  s’adapter	
  à	
  l’espace	
  disponible.	
  b)	
  Migration	
  individuelle	
  mésenchymateuse.	
  
La	
   cellule	
   individuelle	
   restructure	
   et	
   dégrade	
   l’environnement	
   pour	
   se	
   déplacer.	
   c)	
   Migration	
   collective	
   mésenchymateuse.	
   Plusieurs	
  
cellules	
  migrent	
  ensembles	
  en	
  restructurant	
  et	
  dégradant	
  la	
  matrice	
  (d’après	
  Friedl	
  &	
  Wolf	
  2003).	
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Le	
  mode	
   de	
  migration	
  mis	
   en	
   place	
   est	
   différent	
   selon	
   le	
   type	
   cellulaire.	
   Kwon	
  &	
   al	
   ont	
   classifiés	
  
certaines	
   cellules	
   cancéreuses	
   ovariennes	
   en	
   fonction	
   de	
   leur	
  mécanisme	
   d’invasion.	
   Il	
   a	
   ainsi	
   été	
  
montré	
  que	
  les	
  cellules	
  OVCAR5	
  et	
  SKOV3	
  envahissent	
  la	
  matrice	
  environnante	
  selon	
  un	
  modèle	
  de	
  
migration	
   collective	
   et	
   protéolyse-­‐dépendant	
   alors	
   que	
   les	
   cellules	
   OVCAR10	
   ont	
   un	
   mécanisme	
  
d’invasion	
   amiboïde	
   (Kwon	
   et	
   al.	
   2011).	
   En	
   fonction	
   des	
   conditions	
   du	
   milieu	
   environnant	
   et	
   en	
  
raison	
  de	
  la	
  capacité	
  des	
  cellules	
  à	
  s’adapter,	
  la	
  stratégie	
  migratoire	
  des	
  cellules	
  peut	
  être	
  modifiée.	
  
Ce	
  passage	
  d’une	
  stratégie	
  de	
  migration	
  à	
  une	
  autre	
  est	
  médié	
  par	
  une	
  modification	
  des	
  interactions	
  
cellule-­‐cellule	
  et/ou	
  une	
  modification	
  de	
  l’activité	
  protéolytique	
  (Friedl	
  &	
  Wolf	
  2003).	
  Par	
  exemple,	
  Il	
  
a	
  été	
  montré	
  que	
  les	
  cellules	
  de	
  mélanome	
  et	
  fibrosarcome	
  passent	
  d’une	
  invasion	
  individuelle	
  à	
  une	
  
invasion	
   collective	
   lorsque	
   la	
   concentration	
   en	
   collagène	
   augmente	
   dans	
   la	
  matrice	
   (Haeger	
   et	
   al.	
  
2014).	
  Lors	
  de	
  ces	
  conversions	
  de	
  mode	
  migratoire,	
   la	
  transition	
  épithélio-­‐mésenchymateuse	
  (TEM)	
  
des	
   cellules	
   est	
   observable.	
   La	
   TEM	
   permet	
   aux	
   cellules	
   de	
   passer	
   d’une	
   migration	
   collective	
   à	
  
individuelle	
   en	
  diminuant	
  notamment	
   l’expression	
  des	
  molécules	
   d’interaction	
   cellule-­‐cellule	
   et	
   en	
  
augmentant	
  l’expression	
  des	
  protéases	
  (Oyanagi	
  et	
  al.	
  2012;	
  Friedl	
  &	
  Wolf	
  2003).	
  	
  
	
  

III.	
  C. Mécanismes	
  de	
  migration	
  cellulaire	
  et	
  signalisations	
  associées	
  

 Les	
  étapes	
  du	
  processus	
  migratoire	
  III.	
  C.	
  1.

Le	
  déplacement	
  des	
  cellules	
  se	
  fait	
  en	
  plusieurs	
  étapes	
  (Figure	
  15)	
  (Wolf	
  &	
  Friedl	
  2011)	
  :	
  	
  
• Formation	
  des	
  protubérances	
  à	
  l’avant	
  de	
  la	
  cellule	
  et	
  interactions	
  avec	
  la	
  matrice	
  	
  
• Liaison	
  du	
  front	
  avant	
  de	
  la	
  cellule	
  au	
  support	
  et/ou	
  protéolyse	
  locale	
  autour	
  de	
  la	
  cellule	
  pour	
  

libérer	
  de	
  l’espace	
  	
  
• Contraction	
   des	
   filaments	
   d’actomyosine	
   permettant	
   à	
   la	
   cellule	
   de	
   changer	
   de	
   forme	
   et	
   de	
  

générer	
  des	
  forces	
  de	
  traction	
  
• Turn-­‐over	
  des	
  structures	
  d’adhérence	
  à	
  l’arrière	
  de	
  la	
  cellule	
  permettant	
  à	
  la	
  cellule	
  de	
  rétracter	
  

son	
  front	
  arrière	
  pour	
  permettre	
  le	
  glissement	
  de	
  la	
  cellule	
  vers	
  l’avant	
  
	
  

	
  
Figure	
  15	
  :	
  Etapes	
  majeures	
  de	
  la	
  migration	
  cellulaire	
  	
  

(d’après	
  Lamalice	
  et	
  al.	
  2007)	
   	
  

nism” recently shown in early postnatal angiogenesis in the
retina.26 The concept of angiogenic guidance emerged by
analogy with other guidance processes involving tip struc-
tures that contain sensor cells such as the growth cone in
axonal guidance and tracheal tip cells during tracheal branch-
ing in Drosophila.26–28 In both cases, the sensor cells use
Cdc42-induced formation of dynamic filopodia to sense
guidance cues and to migrate coordinately.29,30 Interestingly,
endothelial sprouts also extend multiple filopodia at their
distal tips, indicating that growing vascular sprouts are
endowed with specialized tip structures with potential func-
tions in guidance and migration in response to a VEGF
gradient.26 The activation of Cdc42 downstream of VEGFR-2
is also involved in the formation of stress fibers by contrib-
uting to activate the p38 pathway.23 On the other hand,
VEGFR-2–mediated activation of Rac in concert with the
activation of WAVE2 leads to the formation of lamellipodia
assuring the swimming movement of the endothelial
cells.23,31

RhoA, by contributing to phosphorylation of VEGFR-2
and activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), is also
an important determinant of endothelial cell migration.32,33

The RhoA-mediated activation of PI3K regulates cell motility
by generating phosphoinositides, like phosphoinositol3–5

triphosphate, that influence various downstream motogenic
events. In particular, the PI3K-derived inositol phosphates, in
conjunction with calcium influx generated by phospholipase
C!, regulate the function of a number of actin-regulating
protein, such as profilin, cofilin and "-actinin.12,34 PI3K also
contributes to the activation of 3-phosphoinositide-dependent

protein kinase-1 (PDK1), which leads to the activation of
Akt/PKB (Akt/protein kinase B) and of a number of kinases
of the AGC family potentially involved in cell migration.35

Notably, as described below, eNOS is activated by Akt/PKB
and, by producing NO, plays a role in endothelial cell
migration and angiogenesis.35 In addition to regulate endo-
thelial cell migration via activation of the PI3K/NO pathway,
the molecular link between VEGFR-2 and RhoA further
involves activation of the Rho-associated kinase (ROCK) and
focal adhesion kinase (FAK) phosphorylation on Ser732.
This elicits an unfolding of FAK that unmasks Tyr407
making it accessible to Pyk2, also activated by VEGF
downstream of "v#3 integrins.36,37 This aspect will be ad-
dressed in more details in the section on “haptotactic cell
migration.”

Role of NO
The role of NO as a major regulator of cell migration and
angiogenesis is suggested by the observation that it is quickly
produced by eNOS following its activation downstream of
the VEGFR-2/PI3K/Akt-PKB axis in endothelial cells acti-
vated by VEGF.35 It is further supported by the finding that
knockout mice for eNOS show impaired angiogenesis in
response to ischemia.38,39 Moreover, inhibition of NO pro-
duction blocks the chemotactic actions of VEGF, and NO
transduces the increase of migration that results from VEGF
exposure of bovine lung microvascular endothelial cells
expressing an activated form of PKB.40,41 Interestingly, eNOS
is located in caveolae, a subset of lipid rafts that are prevalent
on the plasma membrane of endothelial cells.42 This partic-
ular localization is of utmost importance in modulating the

Figure 3. Major steps of endothelial cell
migration. A, Endothelial cell migration
can be divided in 6 sequential events: (i)
Cdc42 dependent sensing of the motile
stimuli by filopodia; (ii) cellular extension
involving the Rac1-dependent formation
of protruding lamellipodia; (iii) attachment
of the protrusions to the extracellular
matrix at focal adhesions; (iv) stress
fiber–mediated contraction of the cell
body allowing forward progression; (v)
rear release by stress fiber–mediated
traction forces; and (vi) recycling of the
adhesive and signaling components. The
major signaling events associated with
each of these 6 steps are indicated in B.
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nism” recently shown in early postnatal angiogenesis in the
retina.26 The concept of angiogenic guidance emerged by
analogy with other guidance processes involving tip struc-
tures that contain sensor cells such as the growth cone in
axonal guidance and tracheal tip cells during tracheal branch-
ing in Drosophila.26–28 In both cases, the sensor cells use
Cdc42-induced formation of dynamic filopodia to sense
guidance cues and to migrate coordinately.29,30 Interestingly,
endothelial sprouts also extend multiple filopodia at their
distal tips, indicating that growing vascular sprouts are
endowed with specialized tip structures with potential func-
tions in guidance and migration in response to a VEGF
gradient.26 The activation of Cdc42 downstream of VEGFR-2
is also involved in the formation of stress fibers by contrib-
uting to activate the p38 pathway.23 On the other hand,
VEGFR-2–mediated activation of Rac in concert with the
activation of WAVE2 leads to the formation of lamellipodia
assuring the swimming movement of the endothelial
cells.23,31

RhoA, by contributing to phosphorylation of VEGFR-2
and activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), is also
an important determinant of endothelial cell migration.32,33

The RhoA-mediated activation of PI3K regulates cell motility
by generating phosphoinositides, like phosphoinositol3–5

triphosphate, that influence various downstream motogenic
events. In particular, the PI3K-derived inositol phosphates, in
conjunction with calcium influx generated by phospholipase
C!, regulate the function of a number of actin-regulating
protein, such as profilin, cofilin and "-actinin.12,34 PI3K also
contributes to the activation of 3-phosphoinositide-dependent

protein kinase-1 (PDK1), which leads to the activation of
Akt/PKB (Akt/protein kinase B) and of a number of kinases
of the AGC family potentially involved in cell migration.35

Notably, as described below, eNOS is activated by Akt/PKB
and, by producing NO, plays a role in endothelial cell
migration and angiogenesis.35 In addition to regulate endo-
thelial cell migration via activation of the PI3K/NO pathway,
the molecular link between VEGFR-2 and RhoA further
involves activation of the Rho-associated kinase (ROCK) and
focal adhesion kinase (FAK) phosphorylation on Ser732.
This elicits an unfolding of FAK that unmasks Tyr407
making it accessible to Pyk2, also activated by VEGF
downstream of "v#3 integrins.36,37 This aspect will be ad-
dressed in more details in the section on “haptotactic cell
migration.”

Role of NO
The role of NO as a major regulator of cell migration and
angiogenesis is suggested by the observation that it is quickly
produced by eNOS following its activation downstream of
the VEGFR-2/PI3K/Akt-PKB axis in endothelial cells acti-
vated by VEGF.35 It is further supported by the finding that
knockout mice for eNOS show impaired angiogenesis in
response to ischemia.38,39 Moreover, inhibition of NO pro-
duction blocks the chemotactic actions of VEGF, and NO
transduces the increase of migration that results from VEGF
exposure of bovine lung microvascular endothelial cells
expressing an activated form of PKB.40,41 Interestingly, eNOS
is located in caveolae, a subset of lipid rafts that are prevalent
on the plasma membrane of endothelial cells.42 This partic-
ular localization is of utmost importance in modulating the
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 Transition	
  épithélio-­‐mésenchymateuse	
  III.	
  C.	
  2.

	
   Les	
   cellules	
   épithéliales	
   et	
   les	
   cellules	
  mésenchymateuses	
   ont	
   des	
  morphologies	
   distinctes	
  
(Figure	
   16).	
   Les	
   cellules	
   épithéliales	
   forment	
   des	
   tapis	
   cellulaires	
   très	
   jointifs.	
   Elles	
   ont	
   une	
  
morphologie	
   régulière	
   et	
   sont	
   polarisées	
   avec	
   une	
   face	
   basale	
   et	
   une	
   face	
   apicale.	
   A	
   l’inverse,	
   les	
  
cellules	
  mésenchymateuses	
  sont	
  beaucoup	
  moins	
   jointives	
  et	
  ont	
  une	
  morphologie	
  plus	
  étirée.	
  Les	
  
cellules	
   mésenchymateuses	
   ont	
   des	
   capacités	
   migratoires	
   accrues	
   par	
   rapport	
   aux	
   cellules	
  
épithéliales.	
  Les	
  molécules	
  de	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  et	
  les	
  facteurs	
  de	
  croissance	
  présents	
  dans	
  la	
  
matrice	
   peuvent	
   être	
   à	
   l’origine	
   d’un	
   passage	
   d’un	
   phénotype	
   épithélial	
   à	
   un	
   phénotype	
  
mésenchymateux	
  au	
  cours	
  du	
  processus	
  appelé	
  transition	
  épithélio-­‐mésenchymateuse	
  (TEM).	
  Cette	
  
TEM	
   est	
   associée	
   à	
   une	
   augmentation	
   des	
   marqueurs	
   mésenchymateux	
  :	
   les	
   cellules	
   ont	
   une	
  
morphologie	
   allongée,	
   elles	
   se	
   dispersent	
   lors	
   de	
   la	
   migration,	
   l’expression	
   des	
   E-­‐cadhérines	
   au	
  
niveau	
  de	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  est	
  diminuée	
  au	
  profit	
  des	
  N-­‐cadhérines,	
  la	
  vimentine	
  et	
  l’α-­‐SMA	
  
(α-­‐smooth	
  muscle	
  actin)	
  ainsi	
  que	
  les	
  facteurs	
  de	
  transcription	
  tels	
  que	
  Snail	
  et	
  Slug	
  sont	
  également	
  
surexprimés.	
   Enfin,	
   la	
   matrice	
   produite	
   est	
   également	
   modifiée	
   avec	
   une	
   accumulation	
   plus	
  
importante	
  de	
  fibronectine	
  et	
  une	
  surexpression	
  des	
  protéases	
  dont	
  les	
  MT1-­‐MMP,	
  les	
  MMP-­‐2	
  et	
  les	
  
MMP-­‐9	
  (Oyanagi	
  et	
  al.	
  2012;	
  Lee	
  2006;	
  Lim	
  &	
  Thiery	
  2012;	
  Scanlon	
  et	
  al.	
  2013).	
  	
  
Il	
   est	
   possible	
   de	
   trouver	
   des	
   cellules	
   intermédiaires	
   à	
   ces	
   deux	
   phénotypes.	
   Ces	
   cellules	
   ont	
   un	
  
phénotype	
   métastable	
   exprimant	
   certain	
   des	
   marqueurs	
   épithéliaux	
   et	
   certains	
   des	
   marqueurs	
  
mésenchymateux	
   comme	
   par	
   exemple	
   une	
   expression	
   de	
   N-­‐cadhérine	
   et	
   la	
   conservation	
   d’une	
  
légère	
  polarisation	
  apico-­‐basale	
  (Lee	
  2006).	
  
	
  

	
  
Figure	
  16	
  :	
  Phénotype	
  des	
  cellules	
  épithéliales	
  et	
  mésenchymateuses	
  

Représentation	
   de	
   différents	
   phénotypes	
   cellulaires.	
   A	
   gauche,	
   cellules	
   épithéliales	
   jointives,	
   pavimenteuses,	
   statiques,	
   présentant	
   une	
  
polarisation	
   apico-­‐basale	
   et	
   de	
   l’actine	
   corticale	
   et	
   exprimant	
   les	
   E-­‐cadhérines.	
   A	
   droite,	
   cellules	
   mésenchymateuses	
   individualisées,	
  
allongées,	
  motiles,	
   présentant	
   une	
   polarisation	
   antéro-­‐postérieure,	
   résistantes	
   à	
   l’anoïkis	
   et	
   exprimant	
   les	
   N-­‐cadhérines,	
   l’α-­‐SMA	
   et	
   la	
  
fibronectine.	
  Au	
  centre,	
  cellules	
  métastables	
  ayant	
  un	
  phénotype	
  intermédiaire	
  entre	
  épithélial	
  et	
  mésenchymateux	
  (d’après	
  Lee	
  2006).	
  

	
  

 Signalisations	
  et	
  mécanismes	
  régulateurs	
  de	
  la	
  migration	
  	
  III.	
  C.	
  3.

III.	
  C.	
  3.	
  a. Polarisation	
  cellulaire	
  antéro-­‐postérieur	
  

	
   La	
  polarisation	
   antéro-­‐postérieur	
   de	
   la	
   cellule	
   en	
  migration	
   correspond	
   à	
   la	
  mise	
   en	
   place	
  
d’un	
  front	
  avant	
  et	
  d’un	
  front	
  arrière.	
  Cette	
  polarisation	
  est	
  déterminée	
  en	
  partie	
  par	
  des	
  facteurs	
  
externes	
   aux	
   cellules.	
   La	
   reconnaissance	
   du	
   milieu	
   environnant	
   par	
   les	
   cellules	
   se	
   fait	
   par	
  
l’intermédiaire	
  des	
  intégrines	
  et	
  des	
  syndécanes-­‐4	
  tandis	
  que	
  la	
  détection	
  des	
  cellules	
  environnantes	
  
se	
  fait,	
  entre	
  autres,	
  par	
  des	
  interactions	
  cadhérines-­‐cadhérines.	
  	
  
L’activation	
   des	
   intégrines	
   permet	
   le	
   recrutement	
   des	
   aPKC,	
   enzymes	
   qui	
   permettent	
   de	
  
phosphoryler	
   les	
   protéines	
  de	
   signalisation	
   cytosoliques	
  dont	
   les	
  Rho	
  GTPases.	
   Les	
  protéines	
  de	
   la	
  
famille	
  Rho	
   GTPases	
   sont	
   des	
   protéines	
   de	
   signalisation	
   intervenant	
   dans	
   divers	
   comportements	
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cellulaires	
  dont	
  la	
  migration,	
  notamment	
  en	
  régulant	
  la	
  dynamique	
  des	
  filaments	
  d’actine.	
  Elles	
  sont	
  
essentielles	
   dans	
   le	
   contrôle	
   de	
   la	
   polarité	
   lors	
   de	
   la	
  migration	
   cellulaire.	
   Parmi	
   les	
   Rho	
   GTPases,	
  
Cdc42	
   et	
   Rac1	
   interviennent	
   dans	
   le	
   front	
   avant	
   de	
   migration	
   en	
   favorisant	
   respectivement	
   la	
  
polymérisation	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine	
  dans	
  les	
  filipodes	
  et	
  les	
  lamellipodes	
  (Figure	
  17),	
  tandis	
  que	
  
RhoC	
  favorise	
  la	
  formation	
  du	
  lamellipode	
  tout	
  en	
  limitant	
  son	
  élargissement	
  trop	
  important	
  au	
  front	
  
avant	
  de	
  migration.	
  Les	
  molécules	
  RhoA	
  se	
  localisent	
  préférentiellement	
  dans	
  le	
  front	
  arrière	
  où	
  elles	
  
favorisent	
   la	
   formation	
  et	
   la	
   contraction	
  des	
   fibres	
  de	
   stress	
   (Mayor	
  &	
  Carmona-­‐Fontaine	
  2010)	
  et	
  
limitent	
  la	
  formation	
  des	
  protubérances	
  latérales.	
  	
  RhoA	
  et	
  RhoC	
  interviennent	
  dans	
  le	
  contrôle	
  de	
  la	
  
localisation	
  de	
  Rac1	
  dans	
  le	
  front	
  avant	
  de	
  migration	
  (Danen	
  et	
  al.	
  2005;	
  Bass	
  et	
  al.	
  2007;	
  Vega	
  et	
  al.	
  
2011;	
   Bravo-­‐Cordero	
   et	
   al.	
   2013).	
   La	
   cavéoline	
   intervient	
   également	
   dans	
   le	
   contrôle	
   de	
   la	
  
polarisation.	
  L’absence	
  de	
  cavéoline	
  diminue	
  l’activité	
  de	
  RhoA	
  dans	
  le	
  front	
  arrière	
  de	
  migration	
  et	
  
empêche	
   l’internalisation	
   de	
   Cdc42	
   et	
   Rac1	
   dont	
   les	
   activités	
   augmentent	
   dans	
   le	
   front	
   avant	
  
(Grande-­‐Garcia	
  et	
  al.	
  2007).	
  Cette	
  dérégulation	
  des	
  cavéolines	
  mène	
  à	
  la	
  formation	
  de	
  protubérances	
  
latérales	
  responsables	
  de	
  la	
  migration	
  aléatoire	
  (Petrie	
  et	
  al.	
  2009).	
  
	
  

	
  
Figure	
  17	
  :	
  Contrôle	
  de	
  la	
  polarité	
  des	
  cellules	
  pendant	
  la	
  migration	
  par	
  les	
  Rho	
  GTPases	
  	
  

Représentation	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  Rho	
  GTPases.	
  Cdc42	
  se	
  localisent	
  essentiellement	
  à	
  l’avant	
  de	
  la	
  cellule	
  en	
  migration	
  et	
  favorise	
  la	
  
polymérisation	
  de	
  l’actine	
  dans	
  les	
  filipodes.	
  Rac1	
  favorise	
  la	
  polymérisation	
  de	
  l’actine	
  dans	
  les	
  lamellipodes.	
  RhoA	
  favorise	
  la	
  formation	
  et	
  
la	
  contraction	
  des	
  fibres	
  de	
  stress	
  dans	
  le	
  front	
  arrière	
  de	
  la	
  cellule	
  (d’après	
  Mayor	
  &	
  Carmona-­‐Fontaine	
  2010).	
  

	
  

III.	
  C.	
  3.	
  b. Interaction	
  cellule-­‐matrice	
  au	
  niveau	
  du	
  front	
  de	
  migration	
  

	
   Lors	
   de	
   la	
   migration,	
   les	
   syndécanes	
   agissent	
   en	
   collaboration	
   avec	
   les	
   intégrines	
   pour	
  
favoriser	
   l’activité	
   de	
   Rac1	
   dans	
   la	
   protubérance	
   principale	
   et	
   limiter	
   son	
   activité	
   dans	
   les	
   zones	
  
latérales	
  afin	
  d’empêcher	
  la	
  formation	
  de	
  pseudopodes	
  latéraux,	
   l’ensemble	
  favorisant	
  la	
  migration	
  
directionnelle	
  des	
  cellules	
  (Bass	
  et	
  al.	
  2007).	
  
L’interaction	
  intégrine-­‐matrice	
  permet	
  également	
  le	
  recrutement	
  et	
  l’activation	
  de	
  Cdc42	
  au	
  niveau	
  
de	
   la	
  membrane	
   plasmique	
   du	
   front	
   avant	
   de	
  migration	
   (Etienne-­‐Manneville	
   &	
   Hall	
   2001).	
   Cdc42	
  
permet	
  ainsi	
  le	
  recrutement	
  à	
  la	
  membrane	
  du	
  complexe	
  Par,	
  qui	
  est	
  constitué	
  de	
  Par3,	
  Par6	
  et	
  aPKC	
  
(atypical	
   protein	
   kinase	
   C).	
   Par6	
   et	
   aPKC	
   stabilisent	
   les	
   microtubules	
   dans	
   les	
   protubérances	
  
membranaires.	
  Sur	
  ces	
  microtubules	
   la	
  dynéine,	
  qui	
  est	
  un	
  moteur	
  moléculaire,	
  permet	
  d’une	
  part	
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de	
  maintenir	
   le	
  centrosome	
  dans	
  la	
  zone	
  cellulaire	
  antérieure	
  au	
  noyau	
  et	
  d’autre	
  part	
   le	
  transport	
  
antérograde,	
   de	
   l’appareil	
   de	
  Golgi	
   vers	
   le	
   front	
   avant	
   de	
  migration,	
   de	
  matériels	
   nécessaires	
   à	
   la	
  
mise	
   en	
   place	
   des	
   protubérances	
   (actine,	
   protéines	
   de	
   signalisation	
   par	
   exemple)	
   (Prigozhina	
   &	
  
Waterman-­‐Storer	
  2004	
  ;	
  Petrie	
  et	
  al.	
  2009).	
  	
  
La	
  protéine	
  Par3	
  interagit	
  et	
  induit	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  NUMB,	
  inhibant	
  ainsi	
  son	
  interaction	
  avec	
  
la	
   sous-­‐unité	
  β	
   des	
   intégrines	
   et	
   empêchant	
   les	
   intégrines	
   d’être	
   internalisées	
   par	
   les	
   vésicules	
   de	
  
clathrines	
   (Figure	
  18).	
   Les	
   intégrines	
   résidentes	
  à	
   la	
  membrane	
   favorisent	
  alors	
   la	
   formation	
  d’une	
  
large	
  protubérance	
   favorisant	
   la	
  migration	
  directionnelle	
   (Nishimura	
  &	
  Kaibuchi	
  2007	
   ;	
  Petrie	
  et	
  al.	
  
2009).	
   
	
  

	
  
Figure	
  18	
  :	
  Régulation	
  de	
  l’internalisation	
  des	
  intégrines	
  par	
  l’endocytose	
  clathrine-­‐dépendante	
  

La	
  phosphorylation	
  de	
  NUMB	
  par	
  la	
  protéine	
  Par3	
  empêche	
  l’internalisation	
  des	
  intégrines	
  par	
  la	
  voie	
  d’endocytose	
  clathrine-­‐dépendant.	
  
La	
  migration	
  directionnelle	
  est	
  ainsi	
  favorisée	
  (d’après	
  Petrie	
  et	
  al.	
  2009).	
  

	
  

III.	
  C.	
  3.	
  c. Protéolyse	
  cellulaire	
  

	
   La	
  protéolyse	
  cellulaire	
  intervient	
  dans	
  la	
  migration	
  des	
  cellules.	
  Elle	
  permet	
  notamment	
  de	
  
dégrader	
   la	
  matrice,	
   frayant	
   ainsi	
   un	
   chemin	
   aux	
   cellules	
   en	
  migration.	
   La	
   protéolyse	
   diffuse	
   et	
   la	
  
protéolyse	
  péricellulaire	
  interviennent	
  toutes	
  les	
  deux	
  dans	
  cette	
  migration.	
  	
  
L’action	
   de	
   l’uPA	
   et	
   la	
   MMP-­‐9	
   favorisent	
   la	
   migration	
   des	
   cellules	
   épithéliales	
   bronchiales.	
   Leur	
  
inhibition	
  ralentit	
   leur	
  vitesse	
  de	
  migration	
  alors	
  que	
   leur	
  apport	
  exogène	
   l’accélère	
   (Legrand	
  et	
  al.	
  
2001).	
  L’inhibition	
  de	
  l’expression	
  des	
  métalloprotéases	
  membranaires	
  MT1-­‐MMP	
  réduit	
  également	
  
la	
  vitesse	
  de	
  migration	
  des	
  cellules	
  de	
  fibrosarcomes	
  (Woskowicz	
  et	
  al.	
  2013;	
  Corall	
  et	
  al.	
  2014).	
  
Dans	
  les	
  deux	
  études,	
  les	
  protéases	
  exprimées	
  sont	
  localisées	
  à	
  la	
  périphérie	
  cellulaire	
  indiquant	
  que	
  
la	
   migration	
   cellulaire	
   semble	
   favorisée	
   par	
   une	
   protéolyse	
   péricellulaire,	
   même	
   si	
   la	
   protéolyse	
  
diffuse	
  y	
  contribue.	
  
	
  

III.	
  C.	
  3.	
  d. Recyclage	
  des	
  structures	
  d’adhérence	
  

	
   Les	
  molécules	
  cytosoliques	
  trouvées	
  au	
  niveau	
  des	
  contacts	
  focaux	
  contribuent	
  au	
  recyclage	
  
des	
  intégrines.	
  Les	
  cofilines,	
  protéines	
  régulant	
  la	
  polymérisation	
  de	
  l’actine,	
  permettent	
  aux	
  petites	
  
GTPases	
   de	
   la	
   famille	
   Rab	
   (impliquée	
   dans	
   le	
   trafic	
   cellulaire)	
   d’enclencher	
   une	
   signalisation	
   de	
  
recyclage	
  des	
   intégrines	
  au	
  niveau	
  du	
   front	
  avant	
  de	
  migration.	
  Par	
  exemple,	
  RAB4	
  activée	
  par	
   les	
  
cofilines	
  permet	
  le	
  recyclage	
  des	
  intégrines	
  αvβ3	
  depuis	
  les	
  endosomes	
  vers	
  la	
  membrane	
  plasmique	
  
pour	
   favoriser	
   la	
   migration	
   directionnelle	
   (Figure	
   19.a).	
   En	
   revanche,	
   suite	
   à	
   l’inactivation	
   des	
  
cofilines	
   phosphorylées	
   par	
   RhoA	
   et	
   ROCK1,	
   RAB11	
   permet	
   le	
   recyclage	
   des	
   intégrines	
  α5β1	
   à	
   la	
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membrane	
  et	
  une	
  migration	
  plus	
   aléatoire	
   (Figure	
  19.b)	
   (Roberts	
   et	
   al.	
   2001	
  ;	
  Woods	
  et	
   al.	
   2004	
   ;	
  
White	
   et	
   al.	
   2007;	
   Petrie	
   et	
   al.	
   2009).	
   La	
   phosphorylation	
   des	
   syndécanes	
   permet	
   également	
   de	
  
contrôler	
   le	
   recyclage	
   des	
   intégrines.	
   En	
   effet,	
   la	
   phosphorylation	
   des	
   syndécanes-­‐4	
   permet	
   le	
  
recyclage	
   à	
   la	
   surface	
   membranaire	
   des	
   intégrines	
   αvβ3	
   au	
   détriment	
   des	
   intégrines	
   α5β1	
   pour	
  
favoriser	
   la	
   migration	
   directionnelle,	
   alors	
   que	
   l’inhibition	
   de	
   cette	
   phosphorylation	
   favorise	
   le	
  
recyclage	
  des	
  intégrines	
  α5β1	
  et	
  bloque	
  la	
  migration	
  en	
  générale	
  (Figure	
  19.c)	
  (Morgan	
  et	
  al.	
  2013).	
  
	
  

a)	
   	
  

b)	
   	
  
	
  

c)	
   	
  
Figure	
  19	
  :	
  Le	
  trafic	
  des	
  intégrines	
  et	
  la	
  migration	
  directionnelle	
  

Le	
  trafic	
  spécifique	
  des	
  intégrines	
  contribue	
  à	
  la	
  migration	
  directionnelle	
  des	
  cellules.	
  a)	
  L’activation	
  des	
  cofilines	
  permet	
  le	
  recyclage	
  des	
  
intégrines	
  αvβ3	
  depuis	
   les	
  endosomes	
  vers	
   la	
  surface	
  membranaire	
  et	
   favorise	
   la	
  migration	
  directionnelle.	
  b)	
  L’inactivation	
  des	
  cofilines	
  
permet	
  le	
  recyclage	
  des	
  intégrines	
  α5β1	
  vers	
  la	
  membrane	
  et	
  favorise	
  la	
  migration	
  aléatoire	
  (d’après	
  Petrie	
  et	
  al.	
  2009).	
  c)	
  Représentation	
  
schématique	
  du	
  contrôle	
  du	
  recyclage	
  des	
  intégrines	
  αvβ3	
  et	
  α5β1	
  lors	
  de	
  la	
  migration	
  cellulaire	
  (d’après	
  Morgan	
  et	
  al.	
  2013).	
  

	
  
Toutefois,	
  ces	
  voies	
  de	
  signalisation	
  ne	
  peuvent	
  pas	
  être	
  généralisées	
  puisque	
  le	
  rôle	
  des	
  protéines	
  
GTPases	
  et	
  du	
  recyclage	
  des	
  intégrines	
  est	
  différent	
  selon	
  la	
  structure	
  de	
  la	
  matrice	
  (2D	
  et	
  3D)	
  (Corall	
  
et	
  al.	
  2014)	
  et	
  la	
  nature	
  du	
  support	
  (Petrie	
  et	
  al.	
  2009;	
  Greciano	
  et	
  al.	
  2012).	
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III.	
  C.	
  3.	
  e. Inhibition	
  de	
  contact	
  lors	
  de	
  la	
  migration	
  

	
   Pendant	
   la	
  migration,	
   les	
   cellules	
   sont	
  amenées	
  à	
   se	
   rencontrer	
  générant	
   ainsi	
  des	
   signaux	
  
d’inhibition	
  de	
  contact.	
  Cette	
  inhibition	
  de	
  contact	
  met	
  un	
  terme	
  aux	
  mouvements	
  de	
  migration	
  de	
  
la	
   cellule	
  dans	
   sa	
  direction	
  originelle	
   :	
   ainsi,	
  plutôt	
  que	
  de	
  se	
  chevaucher,	
   les	
   cellules	
  arrêtent	
   leur	
  
déplacement	
   ou	
   se	
   dispersent	
   dans	
   d’autres	
   directions.	
   La	
   vitesse	
   de	
   migration	
   diminue	
   avec	
   le	
  
nombre	
  de	
  cellules	
  rencontrées.	
  Pendant	
  le	
  déplacement,	
  deux	
  cellules	
  qui	
  se	
  rencontrent	
  rentrent	
  
en	
   contact	
   par	
   l’intermédiaire	
   de	
   récepteurs	
   d’adhérence	
   membranaires	
   comme	
   les	
   cadhérines.	
  
L’activité	
   protubérante	
   est	
   ainsi	
   inhibée	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
   zone	
   de	
   contact	
   par	
   des	
   voies	
   de	
  
signalisation	
   en	
   aval	
   des	
   cadhérines.	
   Cela	
   permet	
   à	
   la	
   cellule	
   de	
   se	
   repolariser	
   en	
   générant	
   une	
  
nouvelle	
   zone	
  de	
  protubérance	
   et	
   de	
  migrer	
   dans	
   sa	
   direction.	
  Dans	
   le	
   cas	
   des	
   cellules	
   isolées,	
   ce	
  
processus	
   permet	
   la	
   redirection	
   des	
   cellules	
   alors	
   que	
   dans	
   le	
   cas	
   des	
   cellules	
   en	
   groupe,	
   cette	
  
inhibition	
  de	
  contact	
  favorise	
  la	
  migration	
  directionnelle	
  des	
  cellules	
  vers	
  l’avant	
  (Figure	
  20)	
  (Mayor	
  
&	
  Carmona-­‐Fontaine	
  2010).	
  	
  
	
  

	
  
Figure	
  20	
  :	
  Inhibition	
  de	
  contact	
  lors	
  de	
  la	
  migration	
  

L’inhibition	
  de	
  contact	
  est	
  représentée	
  par	
  des	
  flèches	
  jaunes.	
  A	
  gauche,	
  inhibition	
  de	
  contact	
  lors	
  de	
  la	
  migration	
  des	
  cellules	
  isolées.	
  La	
  
collision	
   des	
   cellules	
   isolées	
   lors	
   de	
   la	
   migration	
  mène	
   au	
   changement	
   de	
   direction	
   du	
   déplacement	
   cellulaire.	
   A	
   droite,	
   inhibition	
   de	
  
contact	
  lors	
  de	
  la	
  migration	
  collective.	
  L’inhibition	
  de	
  contact	
  entre	
  cellules	
  mène	
  à	
  la	
  polarisation	
  de	
  ces	
  dernières	
  à	
  l’avant	
  du	
  front	
  de	
  
migration	
  et	
  à	
  la	
  migration	
  directionnelle	
  du	
  groupe	
  cellulaire	
  entier	
  (d’après	
  Mayor	
  &	
  Carmona-­‐Fontaine	
  2010).	
  

	
  
Les	
   inhibitions	
   de	
   contact	
   lors	
   de	
   la	
  migration	
   peuvent	
   être	
  homotypiques	
   entre	
   deux	
   cellules	
   de	
  
même	
   type	
   ou	
   hétérotypiques	
   entre	
   deux	
   types	
   cellulaires	
   différents	
   (Figure	
   21).	
   Lors	
   du	
  
développement	
  tumoral,	
  par	
  exemple,	
   l’invasivité	
  des	
  cellules	
  n’est	
  pas	
  uniquement	
  corrélée	
  à	
  une	
  
augmentation	
  des	
  capacités	
  migratoires	
  mais	
  aussi	
  à	
  une	
  diminution	
  de	
  l’inhibition	
  de	
  contact	
  par	
  les	
  
cellules	
   environnantes.	
  Dans	
   ce	
   cas,	
   la	
   diminution	
  de	
   l’inhibition	
  de	
   contact	
   hétérotypique	
  permet	
  
aux	
  cellules	
  tumorales	
  d’envahir	
  le	
  tissu	
  sain	
  (Mayor	
  &	
  Carmona-­‐Fontaine	
  2010).	
  
	
  

a)	
   b)	
   	
  
Figure	
  21	
  :	
  Inhibition	
  de	
  contact	
  hétérotypique	
  

a)	
  Représentation	
  de	
  l’inhibition	
  de	
  contact	
  (flèche	
  jaune)	
  entre	
  deux	
  populations	
  cellulaires	
  saines	
  de	
  couleurs	
  différentes	
  (rouge	
  et	
  vert).	
  
b)	
  Représentation	
  de	
  la	
  perte	
  d’inhibition	
  de	
  contact	
  d’une	
  population	
  cellulaire	
  (rouge)	
  menant	
  à	
   l’invasion	
  du	
  second	
  groupe	
  cellulaire	
  
(vert)	
  dans	
  certains	
  cas	
  pathologiques	
  (d’après	
  Mayor	
  &	
  Carmona-­‐Fontaine	
  2010).	
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La	
   direction	
   lors	
   de	
   la	
   migration	
   cellulaire	
   est	
   contrôlée,	
   entre	
   autre,	
   par	
   la	
   polarisation	
   antéro-­‐
postérieure,	
  la	
  protéolyse	
  cellulaire,	
  le	
  recyclage	
  des	
  intégrines	
  et	
  l’inhibition	
  de	
  contact	
  entre	
  cellules.	
  
	
  
En	
  résumé	
  :	
  
La	
  migration	
  est	
  un	
  comportement	
  cellulaire	
  complexe	
  qui	
  peut	
  être	
  de	
  plusieurs	
  types	
  :	
  
• individuelle	
  ou	
  collective	
  
• directionnelle	
  ou	
  aléatoire	
  
Cette	
  migration	
  cellulaire	
  peut	
  être	
  :	
  
• protéolyse-­‐dépendante	
  dite	
  mésenchymateuse	
  
• protéolyse-­‐indépendante	
  dite	
  amiboïde	
  
Le	
  mode	
  de	
  migration	
  des	
  cellules	
  n’est	
  pas	
  exclusif.	
  Les	
  cellules	
  peuvent	
  enclencher	
  des	
  transitions	
  
d’un	
  mode	
  de	
  migration	
  à	
  un	
  autre	
  en	
  fonction	
  des	
  conditions	
  de	
  l’environnement.	
  
La	
  direction	
  de	
  déplacement	
  lors	
  de	
  la	
  migration	
  est	
  dictée	
  par	
  la	
  polarisation	
  antéro-­‐postérieure	
  des	
  
cellules.	
  Cette	
  polarisation	
  est	
  contrôlée	
  par	
  les	
  voies	
  de	
  signalisation	
  mises	
  en	
  place	
  en	
  réponse	
  aux	
  
signaux	
  extracellulaires.	
  La	
  protéolyse	
  cellulaire,	
  le	
  recyclage	
  des	
  intégrines	
  et	
  l’inhibition	
  de	
  contact	
  
entre	
  cellules	
  lors	
  de	
  la	
  migration	
  font	
  partie	
  des	
  mécanismes	
  contrôlant	
  la	
  migration.	
  
	
  
L’organisation	
   de	
   la	
   matrice	
   joue	
   également	
   un	
   rôle	
   important	
   dans	
   la	
   migration	
   cellulaire.	
   Cette	
  
organisation	
  se	
  fait	
  en	
  partie	
  par	
  l’assemblage	
  des	
  protéines	
  entre	
  elles.	
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PREAMBULE	
  :	
  
	
  
	
   L’objectif	
   de	
   notre	
   étude	
   est	
   d’étudier	
   la	
   relation	
   structure-­‐fonction	
   de	
   la	
   fibronectine.	
   En	
  
effet,	
   la	
   fonction	
   des	
   molécules	
   matricielles	
   est	
   en	
   partie	
   déterminée	
   par	
   leur	
   structure.	
   Or	
   les	
  
différentes	
   molécules	
   constituant	
   la	
   matrice	
   extracellulaire	
   sont	
   des	
   éléments	
   structuralement	
  
dynamiques.	
   En	
   fonction	
   des	
   conditions	
   environnementales,	
   elles	
   peuvent	
   acquérir	
   différentes	
  
conformations	
  moléculaires	
  mais	
  également	
  supramoléculaires.	
  Ainsi,	
   les	
  protéines	
  peuvent	
  former	
  
des	
   assemblages.	
   Ces	
   derniers	
   correspondent	
   à	
   l’association	
   de	
   plusieurs	
   molécules	
   par	
  
l’intermédiaire	
  de	
  différents	
  types	
  de	
  liaison.	
  
	
  

I. LE	
  REPLIEMENT	
  DES	
  PROTEINES	
  –	
  GENERALITES	
  
I.	
  A. Les	
  chemins	
  de	
  repliement	
  et	
  l’état	
  natif	
  des	
  protéines	
  	
  

	
   L’acquisition	
   de	
   la	
   structure	
   tridimensionnelle	
   des	
   protéines	
   est	
   un	
   processus	
  moléculaire	
  
dynamique	
  nécessitant	
  des	
  mécanismes	
  de	
  repliement	
  dont	
  certains	
  points	
  restent	
  encore	
  obscurs	
  à	
  
ce	
   jour.	
   D’après	
   le	
   paradoxe	
   de	
   Levinthal,	
   une	
   protéine	
   possède	
   un	
   nombre	
   incalculable	
   de	
  
conformations	
   possibles	
   présentant	
   des	
   énergies	
   libres	
   (énergie	
   nécessaire	
   pour	
   maintenir	
   la	
  
structure)	
   différentes.	
   L’une	
   de	
   ces	
   conformations,	
   l’état	
   «	
  natif	
  »	
   et	
   fonctionnel,	
   possèderait	
  
l’énergie	
   la	
   plus	
   faible	
   (Levinthal	
   1968	
  ;	
   Zwanzig	
   et	
   al.	
   1992;	
   Karplus	
   1997).	
   Or,	
   le	
   temps	
   de	
  
repliement	
   des	
   petites	
   protéines	
   (<100	
   acides	
   aminés)	
   étant	
   de	
   l’ordre	
   de	
   la	
  milliseconde,	
   il	
   est	
  
impossible	
   que	
   le	
   repliement	
   dans	
   leur	
   état	
   natif	
   et	
   fonctionnel	
   se	
   fasse	
   selon	
   un	
   modèle	
   de	
  
recherche	
  aléatoire	
  où	
  la	
  molécule	
  se	
  replierait	
  dans	
  tout	
  ses	
  états	
  conformationnels	
  possibles	
  avant	
  
d’acquérir	
  son	
  état	
  natif.	
  	
  
Ces	
  considérations	
  amènent	
  à	
  s’interroger	
  sur	
  la	
  définition	
  de	
  l’état	
  natif	
  d’une	
  protéine.	
  La	
  structure	
  
«	
  native	
  »	
  a	
  souvent	
  été	
  définie	
  comme	
  la	
  conformation	
  de	
  la	
  protéine	
  dont	
  l’énergie	
  libre	
  est	
  la	
  plus	
  
faible	
  dans	
  les	
  conditions	
  physiologiques	
  (Dobson	
  2003).	
  Néanmoins,	
  il	
  semble	
  plus	
  juste	
  de	
  décrire	
  
cet	
   état	
   natif	
   comme	
   l’état	
   de	
   la	
   protéine	
   la	
   plus	
   métastable	
   (stable	
   cinétiquement	
   mais	
   pas	
  
forcément	
   thermodynamiquement)	
   dans	
   un	
   environnement	
   donné,	
   et	
   qui	
   a	
   une	
   énergie	
   libre	
  
suffisamment	
  faible	
  pour	
  permettre	
  à	
  la	
  protéine	
  de	
  «	
  survivre	
  »	
  face	
  aux	
  perturbations	
  du	
  système	
  
biologique	
  (Ben-­‐Naim	
  2012).	
  L’état	
  «	
  natif	
  »	
  pourra	
  donc	
  être	
  différent	
  selon	
  le	
  système	
  biologique	
  
étudié.	
   Il	
   ne	
   faut	
   pas	
   exclure	
   que,	
   dans	
   un	
   système	
   biologique	
   donné,	
   plusieurs	
   états	
  
conformationnels	
  d’une	
  même	
  molécule	
  pourront	
  coexister.	
  
Le	
  repliement	
  des	
  protéines	
  est	
  accéléré	
  et	
  guidé	
  par	
  des	
  forces	
  qui	
  permettent	
  la	
  formation	
  rapide	
  
d’interactions	
  locales	
  intramoléculaires,	
  formant	
  ainsi	
  des	
  noyaux	
  de	
  repliement	
  à	
  partir	
  desquels	
  le	
  
reste	
  des	
  structures	
  se	
  forment	
  plus	
  facilement	
  et	
  déterminent	
  le	
  repliement	
  de	
  la	
  protéine	
  (Dobson	
  
2003).	
   Les	
   forces	
   sont	
   déterminées	
   par	
   la	
   nature	
   des	
   constituants	
   de	
   la	
   protéine	
   (acides	
   aminés,	
  
glycosylations,	
  phosphorylations)	
  et	
  les	
  conditions	
  de	
  l’environnement	
  dont	
  notamment	
  le	
  solvant,	
  la	
  
température,	
   l’encombrement	
  moléculaire	
   (Ben-­‐Naim	
  2012;	
  Maisuradze	
  et	
  al.	
  2012;	
  Zhou	
  2013).	
  A	
  
chaque	
  étape	
  du	
   repliement	
  d’une	
  protéine,	
   il	
  existe	
  plusieurs	
  états	
  de	
   transition	
  possibles	
   (Figure	
  
22).	
  Certains	
  de	
  ces	
  états	
  ont	
  une	
  probabilité	
  égale	
  ou	
  plus	
   importante	
  d’exister	
  alors	
  que	
  certains	
  
sont	
  moins	
  probables	
  voire	
  improbables.	
  Ainsi,	
  la	
  diminution	
  de	
  l’entropie	
  (la	
  diminution	
  du	
  nombre	
  
de	
   conformation	
   possible	
   à	
   chaque	
   étape)	
   et	
   l’amplitude	
   des	
   forces	
   déterminent	
   la	
   rapidité	
   de	
  



	
  
Revue	
  bibliographique	
  

	
  66	
  

formation	
  des	
  interactions.	
  Ces	
  interactions	
  mènent	
  ainsi	
  à	
  des	
  chemins	
  de	
  repliement	
  préférentiels.	
  
Ainsi	
   la	
  protéine	
  se	
  replie	
  selon	
  une	
  probabilité	
   importante	
   le	
   long	
  de	
  ces	
  chemins	
  préférentiels	
  et	
  
une	
   probabilité	
   négligeable	
   le	
   long	
   des	
   autres	
   chemins.	
   Ces	
   forces,	
   telles	
   que	
   les	
   interactions	
  
hydrogènes	
   ou	
   électrostatiques,	
   mènent	
   la	
   protéine	
   à	
   se	
   replier	
   selon	
   une	
   gamme	
   étroite	
   de	
  
possibilité	
   où	
   le	
   repliement	
   par	
   le	
   hasard	
   est	
   réduit,	
   non	
   pas	
   pour	
   la	
   mener	
   vers	
   la	
   «	
  bonne	
  »	
  
configuration,	
  mais	
  vers	
  une	
  conformation	
  relativement	
  stable	
  en	
  un	
  temps	
  très	
  court	
  et	
  en	
  fonction	
  
des	
  conditions	
  du	
  microenvironnement	
  (Anfinsen	
  1973;	
  Ben-­‐Naim	
  2012).	
  
	
  

	
  
Figure	
  22	
  :	
  Chemins	
  de	
  repliement	
  des	
  protéines	
  

Représentation	
   des	
   chemins	
   de	
   repliement	
   depuis	
   plusieurs	
   états	
   dépliés	
   d’une	
   protéine	
   vers	
   des	
   états	
   intermédiaires	
   puis	
   l’état	
   natif	
  
(d’après	
  Bartlett	
  &	
  Radford	
  2009).	
  

	
  

I.	
  B. Systèmes	
  de	
  contrôle	
  du	
  repliement	
  des	
  protéines	
  

	
   Les	
   protéines	
   peuvent	
   acquérir	
   différentes	
   conformations	
   dont	
   chacune	
   pourra	
   avoir	
   une	
  
fonction	
  spécifique.	
  Lors	
  du	
  repliement,	
  les	
  protéines	
  qui	
  ne	
  se	
  sont	
  pas	
  encore	
  totalement	
  repliées	
  
exposent	
   inévitablement	
   certaines	
   régions	
   enfouies	
   et	
   sont	
   donc	
   susceptibles	
   d’interagir	
   de	
   façon	
  
inappropriée	
   avec	
   d’autres	
   macromolécules	
   de	
   l’environnement	
   encombré	
   des	
   systèmes	
  
biologiques.	
   Afin	
   de	
   limiter	
   l’accumulation	
   de	
   protéines	
  mal	
   repliées,	
   des	
  mécanismes	
   de	
   contrôle	
  
sont	
  mis	
  en	
  place	
  à	
  différentes	
  étapes	
  de	
  la	
  «	
  vie	
  »	
  d’une	
  protéine.	
  
	
  

 Facteurs	
  intrinsèques	
  aux	
  protéines	
  	
  I.	
  B.	
  1.

	
   Le	
   premier	
   mécanisme	
   mis	
   en	
   place	
   dans	
   les	
   cellules	
   pour	
   lutter	
   contre	
   le	
   mauvais	
  
repliement	
   et	
   les	
   assemblages	
   aberrants	
   des	
   protéines	
   est	
   la	
   régulation	
   de	
   l’expression	
   des	
  
protéines.	
   Les	
  protéines	
   s’agrégeant	
  plus	
   facilement	
   sont	
  moins	
  exprimées	
  par	
   les	
   cellules	
  que	
   les	
  
autres.	
   Dans	
   le	
   cas	
   où	
   leur	
   expression	
   est	
   élevée,	
   ces	
   protéines	
   ont	
   une	
   durée	
   de	
   vie	
   plus	
   courte	
  
(Tartaglia	
   et	
   al.	
   2007).	
   Les	
   chaînes	
   protéiques	
   ayant	
   une	
   tendance	
   à	
   s’agréger	
   correspondent	
  
notamment	
  aux	
  protéines	
  contenant	
  des	
  régions	
  hydrophobes.	
  

!"#$%&'()

!#*#)'"#($+,-'*'$()

!#*#)'"#($+,-'*'$()

!#*#.)-,&/',.)

!#*#)
"*01)

2
%+

3$
()
-4
'"
#(
$*
50
%"

.)



	
  
Revue	
  bibliographique	
  

	
   67	
  

Il	
  existe	
  des	
  protéines	
  intrinsèquement	
  désordonnées	
  (avec	
  une	
  absence	
  de	
  structures	
  secondaires	
  
et	
  tertiaires)	
  et	
  des	
  protéines	
  contenant	
  de	
  larges	
  régions	
  non-­‐structurées.	
  L’absence	
  de	
  structures	
  
secondaires	
  procure	
  aux	
  protéines	
  une	
  grande	
  «	
  plasticité	
  »	
  structurale.	
  Ces	
  dernières	
  peuvent	
  donc	
  
acquérir	
  différentes	
  conformations	
  pour	
  interagir	
  avec	
  différents	
  partenaires	
  (Tompa	
  2002;	
  Uversky	
  
et	
  al.	
  2008).	
  La	
  conformation	
  que	
  ces	
  protéines	
  adoptent	
  est	
  dans	
  ce	
  cas	
  définie	
  par	
  leur	
  interaction	
  
avec	
  leur	
  partenaire	
  et	
  non	
  pas	
  par	
  leur	
  séquence	
  en	
  acides	
  aminés.	
  Cette	
  particularité	
  confère	
  aux	
  
régions	
   déstructurées	
   une	
   haute	
   spécificité	
   d’interaction	
  mais	
   avec	
   une	
   affinité	
   faible.	
   Suite	
   à	
   des	
  
modifications	
   de	
   l’environnement,	
   ces	
   régions	
   peuvent	
   également	
   interagir	
   avec	
   le	
   mauvais	
  
partenaire	
  et/ou	
  s’agréger.	
  Néanmoins,	
  ces	
  protéines	
  sont	
  constituées	
  de	
  séquences	
  d’acides	
  aminés	
  
avec	
  une	
  hydrophobicité	
   faible	
  et	
  une	
  charge	
  nette	
  élevée,	
  qui	
  sont	
  deux	
  paramètres	
  atténuant	
  le	
  
risque	
  d’agrégation	
  (Tompa	
  2002;	
  Uversky	
  et	
  al.	
  2008).	
  
Même	
   si	
   elles	
   sont	
   produites	
   de	
   sorte	
   à	
   empêcher	
   leur	
   agrégation,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   les	
  
pathologies	
   induites	
   par	
   un	
   dépôt	
   anormal	
   de	
   protéines	
   sont	
   associées	
   à	
   la	
   présence	
   de	
   ces	
  
séquences	
   spécifiques	
   (Uversky	
   et	
   al.	
   2008).	
   Les	
   protéines	
   p53	
   et	
   l’α-­‐synucléine,	
   respectivement	
  
impliquées	
  dans	
  les	
  agrégations	
  anormales	
  de	
  protéines	
  dans	
  les	
  cellules	
  cancéreuses	
  et	
  nerveuses,	
  
sont	
  répertoriées	
  comme	
  possédant	
  de	
  telles	
  régions	
  déstructurées	
  (Uversky	
  et	
  al.	
  2008).	
  
	
  

 Protéines	
  chaperonnes	
  I.	
  B.	
  2.

	
   Au	
   cours	
   du	
   repliement,	
   les	
   protéines	
   spécifiques	
   que	
   sont	
   les	
   chaperonnes	
   vont	
   pouvoir	
  
assister	
   les	
   autres	
   chaînes	
   protéiques	
   dans	
   leur	
   repliement	
   vers	
   la	
   conformation	
   «	
  correcte	
  »	
   en	
  
empêchant	
   leur	
  agrégation.	
  Les	
  chaperonnes	
  constituent	
  un	
  groupe	
  de	
  molécules	
  qui	
   interagissent	
  
avec	
  les	
  régions	
  hydrophobes	
  et	
  les	
  régions	
  dépliées	
  des	
  protéines	
  en	
  cours	
  de	
  repliement	
  pour	
  les	
  
stabiliser,	
  empêcher	
  leur	
  interaction	
  avec	
  d’autres	
  molécules	
  et/ou	
  les	
  aider	
  à	
  se	
  replier	
  (Amm	
  et	
  al.	
  
2014	
  ;	
  Comyn	
  et	
  al.	
  2014).	
  Parmi	
  les	
  chaperonnes,	
  il	
  est	
  possible	
  de	
  citer	
  la	
  Hsp40	
  dans	
  le	
  cytoplasme	
  
ou	
  encore	
  la	
  calnexine	
  et	
  la	
  calréticuline	
  localisées	
  spécifiquement	
  dans	
  le	
  réticulum	
  endoplasmique,	
  
organite	
  intracellulaire	
  où	
  les	
  protéines	
  sécrétées	
  transitent	
  avant	
  d’être	
  exportées.	
  
	
  

 Systèmes	
  de	
  dégradation	
  des	
  protéines	
  mal	
  repliées	
  I.	
  B.	
  3.

	
   Si	
   les	
  protéines	
  acquièrent	
  une	
  conformation	
  mal	
   repliée,	
  elles	
  sont	
  éliminées.	
  La	
  présence	
  
d’une	
   région	
   dépliée	
   va	
   être	
   suffisante	
   pour	
   initier	
   la	
   dégradation	
   par	
   le	
   système	
   lysosomal	
   et	
   le	
  
système	
  ubiquitine-­‐protéasome	
  (Benbrook	
  &	
  Long	
  2012;	
  Inobe	
  &	
  Matouschek	
  2014).	
  
Les	
  protéines	
  mal	
  repliées	
  peuvent	
  être	
  dégradées	
  dans	
  le	
  lysosome.	
  Le	
  lysosome	
  est	
  une	
  structure	
  
vacuolaire	
   intracellulaire	
   dont	
   la	
   membrane	
   délimite	
   le	
   compartiment	
   de	
   stockage	
   d’enzymes	
  
hydrolytiques	
  avec	
  une	
  fonction	
  de	
  dégradation	
  des	
  protéines	
  à	
  un	
  pH	
  optimal	
  acide.	
  
Le	
   deuxième	
   système	
   de	
   dégradation	
   des	
   protéines	
   mal	
   repliées	
   est	
   le	
   système	
   ubiquitine-­‐
protéasome.	
   Les	
  protéines	
  destinées	
   à	
   être	
  dégradées	
  par	
   ce	
   système	
   sont	
   généralement	
   liées	
  de	
  
façon	
   covalente	
   aux	
   protéines	
   ubiquitines	
   qui	
   constituent	
   un	
   signal	
  de	
   reconnaissance	
   pour	
   la	
  
protéolyse	
   par	
   le	
  protéasome	
   26S	
   (Ciechanover	
   2012;	
   Ciechanover	
   &	
   Stanhill	
   2014;	
   Shabek	
   et	
   al.	
  
2012;	
  Comyn	
  et	
  al.	
  2014).	
  Le	
  protéasome	
  26S	
  est	
  un	
  complexe	
  enzymatique	
  cylindrique	
  constitué	
  de	
  
deux	
  sous-­‐complexes	
  :	
  le	
  protéasome	
  19S	
  et	
  le	
  protéasome	
  20S.	
  Le	
  protéasome	
  19S	
  permet	
  d’abord	
  
la	
  reconnaissance	
  des	
  protéines	
  ubiquitinylées	
  puis	
  assure	
  leur	
  translocation	
  dans	
  le	
  protéasome	
  20S	
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qui	
  correspond	
  à	
  la	
  chambre	
  catalytique	
  pour	
  le	
  clivage	
  de	
  la	
  protéine	
  cible	
  en	
  peptides	
  (Figure	
  23)	
  
(Inobe	
  &	
  Matouschek	
  2014).	
  
	
  

	
   	
  
Figure	
  23	
  :	
  Système	
  ubiquitine-­‐protéasome	
  

Représentation	
  du	
  système	
  de	
  dégradation	
  ubiquitine-­‐protéasome	
  ATP-­‐dépendant.	
  La	
  liaison	
  covalente	
  des	
  protéines	
  ubiquitines	
  mène	
  la	
  
chaîne	
   protéique	
   cible	
   vers	
   le	
   protéasome	
   26S.	
   Ce	
   dernier	
   dégrade	
   alors	
   la	
   protéine	
   cible	
   en	
   peptides	
   puis	
   acides	
   aminés	
   (d’après	
  
Ciechanover	
  2012).	
  

	
  

 Contrôle	
  qualité	
  des	
  protéines	
  extracellulaires	
  I.	
  B.	
  4.

	
   Contrairement	
   aux	
   mécanismes	
   de	
   contrôle	
   du	
   repliement	
   des	
   protéines	
   intracellulaires,	
  
ceux	
  contrôlant	
  le	
  repliement	
  des	
  protéines	
  extracellulaires	
  sont	
  moins	
  bien	
  étudiés.	
  Il	
  a	
  été	
  montré	
  
que	
   la	
   plupart	
   des	
   protéines	
   plasmatiques	
   sont	
   dégradées	
   par	
   le	
   foie	
   et	
   le	
   système	
   réticulo-­‐
endothélial	
  qui	
  correspond	
  à	
  l’ensemble	
  des	
  cellules	
  spécialisées	
  dans	
  la	
  dégradation	
  des	
  molécules	
  
(macrophages	
  des	
  tissus	
  conjonctifs,	
  cellules	
  endothéliales	
  et	
  cellules	
  des	
  organes	
  hématopoïétiques	
  
(moelle	
   osseuse,	
   ganglions,	
   thymus,	
   rate	
   etc.)).	
   Cela	
   suggère	
   que	
   les	
   protéines	
   défectueuses	
  
extracellulaires	
  sont	
  internalisées	
  puis	
  dégradées.	
  
Néanmoins,	
  cela	
  n’exclut	
  pas	
   l’existence	
  de	
  mécanismes	
  extracellulaires	
  spécifiques	
  du	
  contrôle	
  du	
  
repliement	
  des	
  protéines	
  matricielles.	
  Des	
  études	
  ont	
  montré	
  la	
  présence	
  extracellulaire	
  de	
  certains	
  
des	
  constituants	
  des	
  systèmes	
  de	
  contrôle	
  protéique	
   intracellulaires	
   (Poon	
  et	
  al.	
  2002;	
  Wyatt	
  et	
  al.	
  
2011;	
   Hunter	
   et	
   al.	
   2014).	
   Par	
   exemple,	
   certaines	
   des	
   chaperonnes	
   aidant	
   au	
   repliement	
   des	
  
protéines	
  intracellulaires	
  seraient	
  exportées	
  dans	
  l’espace	
  extracellulaire	
  par	
  les	
  exosomes,	
  vésicules	
  
intracellulaires	
   contenant	
   du	
  matériel	
   cellulaire	
   destiné	
   à	
   être	
   libéré	
   dans	
   le	
  milieu	
   extracellulaire	
  
(Hunter	
   et	
   al.	
   2014).	
   La	
   protéine	
   chaperonne	
  Hsp90	
   fait	
   partie	
   de	
   ces	
   protéines	
   et	
   serait	
   sécrétée	
  
sous	
   forme	
   soluble	
   ou	
   associée	
   aux	
   autres	
   protéines.	
   Cette	
   protéine	
  Hsp90	
   se	
   lie	
   notamment	
   à	
   la	
  
fibronectine	
  extracellulaire	
  pour	
   favoriser	
   sa	
   fibrillogenèse	
  mais	
  aussi	
  assurer	
   la	
   stabilité	
  du	
   réseau	
  
de	
  fibronectine	
  formé	
  (Hunter	
  et	
  al.	
  2014).	
  	
  
Deux	
  protéines	
  chaperonnes	
  spécifiques	
  du	
  compartiment	
  extracellulaire	
  ont	
  été	
  identifiées	
  dans	
  les	
  
matrices	
  :	
  la	
  clusterine	
  et	
  l’haptoglobine.	
  Ces	
  deux	
  chaperonnes	
  sont	
  retrouvées	
  dans	
  la	
  plupart	
  des	
  
liquides	
  biologiques	
  dont	
   le	
  plasma	
  et	
   le	
   liquide	
   cérébrospinal.	
   Elles	
   sont	
  décrites	
   comme	
  ayant	
   le	
  
même	
   rôle	
   que	
   les	
   chaperonnes	
   intracellulaires.	
   Elles	
   se	
   lient	
   aux	
   zones	
   hydrophobes	
   libres	
   des	
  
protéines	
  mal	
  repliées	
  pour	
  les	
  stabiliser	
  et	
  empêcher	
  leur	
  agrégation,	
  mais	
  n’ont	
  pas	
  la	
  capacité	
  de	
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les	
   replier	
   (Poon	
   et	
   al.	
   2002).	
   L’absence	
   de	
   ces	
   chaperonnes	
   peut	
   mener	
   à	
   l’accumulation	
   de	
  
protéines	
  insolubles	
  dans	
  les	
  reins	
  (Wyatt	
  et	
  al.	
  2012).	
  
Certains	
   constituants	
   du	
   système	
   de	
   dégradation	
   protéolytique	
   intracellulaire	
   ont	
   également	
   été	
  
détectés	
   dans	
   les	
   espaces	
   extracellulaires.	
   Le	
   protéasome	
   est	
   retrouvé	
   associé	
   aux	
   membranes	
  
plasmiques	
  des	
   cellules	
   sanguines	
   (érythrocytes)	
  mais	
   également	
  dans	
   la	
   phase	
   liquide	
  du	
  plasma.	
  
Des	
  analyses	
  par	
  ELISA	
  ont	
  montré	
  que	
  la	
  concentration	
  en	
  protéasome	
  20S	
  et	
  ubiquitine	
  circulant	
  
est	
  accentuée	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  pathologies	
  et	
  que	
  ces	
  concentrations	
  sont	
  dépendantes	
  du	
  stade	
  de	
  la	
  
pathologie	
  (Wada	
  &	
  al.	
  1993	
  ;	
  Dutaud	
  et	
  al.	
  2002	
  ;	
  Sixt	
  &	
  Dahlmann	
  2008).	
  Cela	
  est	
  notamment	
  le	
  cas	
  
des	
  patients	
  atteints	
  de	
  leucémie	
  et	
  de	
  tumeurs	
  solides	
  (mélanome,	
  cancer	
  du	
  sein,	
  reins,	
  poumons	
  
etc.),	
   et	
   dans	
   le	
   cas	
   de	
   pathologies	
   non-­‐cancéreuses	
   (cirrhose,	
   hépatite).	
   L’élévation	
   de	
   la	
  
concentration	
  en	
  protéasome	
  20S	
  par	
  rapport	
  au	
  seuil	
  physiologique	
  semble	
  être	
  liée	
  à	
  une	
  sécrétion	
  
ou	
  alors	
  à	
  une	
  destruction	
  des	
  cellules	
  malades.	
  
	
  
	
  
En	
  résumé	
  :	
  
Les	
   protéines	
   sont	
   repliées	
   afin	
   d’acquérir	
   leur	
   structure	
   tridimensionnelle	
   fonctionnelle	
   dite	
  
«	
  native	
  ».	
  A	
  différentes	
  étapes	
  de	
  la	
  vie	
  des	
  protéines,	
  des	
  systèmes	
  de	
  contrôle	
  sont	
  mis	
  en	
  place	
  
avec	
  :	
  
• le	
  contrôle	
  de	
  la	
  synthèse	
  protéique	
  
• les	
  chaperonnes	
  qui	
  aident	
  au	
  repliement	
  des	
  protéines	
  
• les	
  protéines	
  qui	
  peuvent	
  être	
  dégradées	
  par	
  le	
  lysosome	
  
• les	
  protéines	
  qui	
  peuvent	
  être	
  marquées	
  par	
  les	
  ubiquitines	
  puis	
  dégradées	
  par	
  le	
  protéasome	
  
Les	
  protéines	
  extracellulaires	
  semblent	
  également	
  être	
  soumises	
  à	
  un	
  contrôle	
  :	
  
• elles	
  sont	
  internalisées	
  et	
  dégradées	
  par	
  les	
  cellules	
  
• leur	
  repliement	
  et	
  assemblage	
  semblent	
  régulés	
  par	
  les	
  protéines	
  chaperonnes	
  extracellulaires	
  
• les	
  éléments	
  du	
  protéasome	
  sont	
  retrouvés	
  dans	
  les	
  espaces	
  extracellulaires	
  
	
  
	
  
En	
   fonction	
  de	
   leur	
  état	
  de	
  repliement	
  et	
  des	
  conditions	
  environnementaux,	
   les	
  protéines	
  peuvent	
  
également	
   interagir	
   entre	
   elles	
   pour	
   former	
   des	
   assemblages	
   supramoléculaires.	
   Ces	
   derniers	
  
peuvent	
   avoir	
   des	
   structures	
   conformationnelles	
   diverses.	
   Leur	
   mécanisme	
   de	
   formation	
   est	
  
également	
  différent	
  en	
  fonction	
  de	
  la	
  protéine	
  étudiée.	
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II. ASSEMBLAGES	
  DES	
  PROTEINES	
  
	
   Les	
  organismes	
  vivants	
  sont	
  des	
  structures	
  complexes	
  riches	
  en	
  cellules	
  et	
  molécules.	
   Il	
  est	
  
donc	
   inévitable	
   que	
   les	
   protéines	
   interagissent	
   entre	
   elles	
   constituant	
   ainsi	
   un	
   réseau	
  
d’interactions.	
  L’interactome	
   correspond	
   à	
   l’ensemble	
   des	
   interactions	
   qui	
   peuvent	
   être	
  mises	
   en	
  
place	
   entre	
   protéines	
   différentes	
   et/ou	
   identiques	
   et	
   à	
   la	
   dynamique	
   de	
   formation	
   de	
   ces	
  
interactions	
   (Tompa	
   &	
   Rose	
   2011).	
   Les	
   protéines	
   peuvent	
   ainsi	
   s’assembler	
   en	
   structures	
  
supramoléculaires	
  grâce	
  à	
  ces	
   interactions.	
  Ces	
  assemblages	
  peuvent	
  être	
  composés	
  de	
  plus	
  d’une	
  
centaine	
  de	
  protéines	
  identiques	
  ou	
  différentes.	
  
	
  

II.	
  A. Types	
  d’assemblage	
  

	
   Les	
   assemblages	
   protéiques	
   peuvent	
   être	
   constitués	
   de	
   protéines	
   différentes	
   ou	
   de	
  
protéines	
   identiques.	
   Dans	
   ce	
   dernier	
   cas,	
   on	
   parle	
   alors	
   d’auto-­‐assemblage.	
   Différents	
   types	
  
d’assemblages	
   supramoléculaires	
  ont	
  été	
  décrits	
  dans	
   la	
   littérature.	
  C.	
  M.	
  Dobson	
   les	
  a	
   récapitulé	
  
avec	
  les	
  chemins	
  de	
  repliement	
  pour	
  y	
  parvenir	
  (Dobson	
  2003).	
  Parmi	
  les	
  assemblages	
  décrits	
  dans	
  la	
  
littérature,	
  il	
  est	
  possible	
  de	
  trouver	
  les	
  assemblages	
  désordonnés	
  et	
  les	
  assemblages	
  ordonnés.	
  	
  Les	
  
assemblages	
   ordonnés	
   correspondent	
   à	
   l’association	
   de	
   plusieurs	
   protéines	
   avec	
   un	
   arrangement	
  
structural	
   et	
   une	
   morphologie	
   définis	
   tels	
   les	
   fibres,	
   les	
   oligomères,	
   les	
   cristaux	
   ou	
   les	
   fibres	
  
amyloïdes.	
   Les	
   assemblages	
   désordonnés	
   présentent	
   un	
   arrangement	
   structural	
   défini	
   mais	
   une	
  
morphologie	
   moins	
   définie.	
   Ces	
   différents	
   types	
   d’assemblage	
   peuvent	
   être	
   réversibles	
   ou	
  
irréversibles	
  (Figure	
  24)	
  (Gosal	
  et	
  al.	
  2005).	
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Figure	
  24	
  :	
  Exemples	
  de	
  structures	
  supramoléculaires	
  des	
  protéines	
  

Représentation	
  des	
   structures	
  que	
  peut	
  acquérir	
  une	
  chaîne	
  protéique.	
  Suite	
  à	
   sa	
   synthèse,	
  une	
  protéine	
  peut	
   se	
   replier	
   sous	
   sa	
   forme	
  
native	
   en	
   passant	
   par	
   des	
   états	
   de	
   repliement	
   intermédiaires.	
   Elle	
   peut	
   également	
   être	
   dégradée	
   ou	
   assemblée.	
   Des	
   assemblages	
  
fonctionnels	
  peuvent	
  être	
  formés	
  à	
  partir	
  de	
  la	
  forme	
  native	
  de	
  la	
  protéine	
  :	
  oligomères,	
  fibres	
  et	
  cristaux.	
  D’autres	
  types	
  d’assemblages	
  
peuvent	
  être	
  formés	
  à	
  partir	
  des	
  états	
  dépliés	
  et	
   intermédiaires	
  de	
   la	
  protéine.	
  Les	
  fibres	
  amyloïdes	
  représentent	
  un	
  type	
  d’assemblage	
  
mais	
  avec	
  la	
  caractéristique	
  d’être	
  très	
  organisé.	
  Chacun	
  des	
  états	
  de	
  la	
  protéine	
  dépend	
  de	
  la	
  stabilité	
  de	
  la	
  protéine	
  selon	
  les	
  conditions	
  
environnementales	
  et	
  les	
  mécanismes	
  de	
  régulation	
  du	
  vivant	
  (d’après	
  Dobson	
  2003).	
  

	
  
Des	
  exemples	
   représentatifs	
  de	
   fibres	
   sont	
   les	
   filaments	
  d’actine	
  ou	
   les	
  microtubules	
   (Lodish	
  et	
  al.	
  
2000b).	
   Dans	
   le	
   cas	
   des	
   oligomères,	
   il	
   est	
   possible	
   de	
   citer	
   les	
   pores	
   nucléaires	
   et	
   les	
   oligomères	
  
formés	
   par	
   la	
   protéine	
   E7	
   du	
  papillomavirus	
   (Smal	
   et	
   al.	
   2012).	
  Même	
   s’ils	
   sont	
   rares,	
   les	
   cristaux	
  
peuvent	
  également	
  être	
   trouvés	
  dans	
   les	
  milieux	
  biologiques.	
  C’est	
   le	
  cas	
  de	
  Bacillus	
   sphaericus	
   et	
  
Bacillus	
   thuringiensis	
  qui	
   forment	
   des	
   cristaux	
   de	
   protéines	
   lors	
   de	
   la	
   sporulation	
   (Baumann	
   et	
   al.	
  
1991;	
  Pietrantonio	
  &	
  Gill	
  1992).	
  	
  
L’assemblage	
  supramoléculaire	
  peut	
  mener	
  à	
  une	
  modification,	
  un	
  gain	
  ou	
  une	
  perte	
  de	
  fonction	
  et	
  
peut	
   s’ensuivre	
   d’une	
   dégradation	
   ou	
   accumulation	
   dans	
   les	
   systèmes	
   biologiques.	
   Nous	
   pouvons	
  
alors	
  citer	
   la	
  protéine	
  p53	
  mutée	
  dont	
  l’agrégation	
  permet	
  la	
  séquestration	
  des	
  protéines	
  (Xu	
  et	
  al.	
  
2011).	
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II.	
  B. Mécanismes	
  d’assemblage	
  

	
   La	
   polymérisation	
   peut	
   s’initier	
   à	
   partir	
   de	
   l’état	
   «	
  natif	
  »	
   des	
   protéines	
   ou	
   alors	
   peut	
  
nécessiter	
   dans	
   beaucoup	
  de	
   cas	
   le	
   dépliement	
   de	
   ces	
   dernières.	
   Cette	
   dynamique	
  de	
  dépliement	
  
des	
  protéines	
  permet	
  l’exposition	
  des	
  séquences	
  d’assemblage	
  qui	
  sont	
  souvent	
  enfouies	
  au	
  cœur	
  de	
  
la	
   protéine.	
   Parmi	
   les	
  mécanismes	
  de	
  multimérisation	
  des	
  protéines,	
   la	
   polymérisation	
  nucléation-­‐
dépendante	
  et	
  la	
  polymérisation	
  isodesmique	
  sont	
  décrites	
  ici.	
  
	
  

 La	
  polymérisation	
  nucléation-­‐dépendante	
  II.	
  B.	
  1.

	
   La	
  polymérisation	
  nucléation-­‐dépendante	
  (PND)	
  est	
  constituée	
  de	
  la	
  phase	
  de	
  nucléation,	
  la	
  
phase	
  d’élongation	
  exponentielle	
  et	
  la	
  phase	
  stationnaire	
  (Figure	
  25)	
  (Kumar	
  &	
  Udgaonkar	
  2010).	
  En	
  
solution,	
  certaines	
  protéines	
  forment	
  un	
  premier	
  noyau	
  constitué	
  de	
  deux	
  à	
  plusieurs	
  protéines.	
  Ce	
  
n’est	
   que	
   suite	
   à	
   la	
   formation	
   de	
   ce	
   noyau	
   que	
   la	
   polymérisation	
   s’initie.	
   La	
   phase	
   de	
   nucléation	
  
correspond	
  à	
  la	
  phase	
  de	
  latence	
  qui	
  est	
  le	
  temps	
  nécessaire	
  pour	
  la	
  formation	
  du	
  noyau.	
  La	
  durée	
  
de	
  cette	
  phase	
  est	
  dépendante	
  de	
  la	
  concentration	
  en	
  protéine	
  dans	
  le	
  milieu	
  et	
  diminue	
  donc	
  avec	
  
la	
   concentration.	
  A	
  partir	
  de	
   ce	
  noyau,	
   le	
  polymère	
   s’allonge	
   jusqu’à	
  atteindre	
  une	
   taille	
   stable	
  en	
  
raison	
  de	
  la	
  diminution	
  de	
  la	
  concentration	
  en	
  protéines	
  monomériques	
  dans	
   le	
  milieu	
  réactionnel.	
  
La	
  vitesse	
  de	
  polymérisation	
  est	
  donc	
  dépendante	
  de	
  la	
  phase	
  de	
  nucléation	
  puisque	
  cette	
  dernière	
  
nécessite	
  plus	
  de	
  temps	
  pour	
  se	
  mettre	
  en	
  place	
  par	
  rapport	
  aux	
  suivantes.	
  Ainsi,	
  pour	
   former	
  des	
  
assemblages	
   de	
   façon	
   nucléation-­‐dépendante,	
   il	
   faut	
   que	
   l’association	
   des	
   monomères	
   entre	
   eux	
  
devienne	
  plus	
  importante	
  que	
  leur	
  dissociation	
  et	
  le	
  noyau	
  correspond	
  donc	
  au	
  plus	
  petit	
  agrégat	
  de	
  
protéines	
  nécessaire	
  pour	
  provoquer	
  l’assemblage.	
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a)	
   	
  

b)	
   	
  
Figure	
  25	
  :	
  Polymérisation	
  nucléation-­‐dépendante	
  

a)	
  Représentation	
  schématique	
  de	
  la	
  polymérisation	
  nucléation-­‐dépendante.	
  La	
  nucléation	
  correspond	
  à	
  la	
  formation	
  d’un	
  noyau	
  de	
  deux	
  
(ou	
  plus)	
  monomères.	
  La	
  formation	
  de	
  ce	
  noyau	
  permet	
  d’initier	
  la	
  polymérisation.	
  L’élongation	
  correspond	
  à	
  la	
  croissance	
  de	
  l’assemblage	
  
(d’après	
   Romberg	
   et	
   al.	
   2001).	
   b)	
   Courbe	
   de	
   polymérisation	
   nucléation	
   dépendante	
   au	
   cours	
   du	
   temps	
   représentant	
   les	
   trois	
   phases	
  :	
  
nucléation,	
  élongation,	
  stationnaire.	
  

	
  
Ce	
   type	
   de	
   polymérisation	
   est	
   largement	
   retrouvé	
   dans	
   les	
   systèmes	
   biologiques.	
   In	
   vitro,	
   il	
   a	
   été	
  
montré	
   que	
   l’actine	
   a	
   une	
   polymérisation	
   nucléation-­‐dépendante	
   (Lodish	
   et	
   al.	
   2000b).	
   In	
   vivo,	
   la	
  
nucléation	
  de	
   l’actine	
  est	
   initiée	
  par	
   le	
  complexe	
  Arp2/3.	
  La	
  taille	
  des	
  filaments	
  n’est	
  pas	
  contrôlée	
  
uniquement	
   par	
   la	
   concentration	
   intracellulaire	
   en	
   actine.	
   Elle	
   est	
   régulée	
   par	
   la	
   gelsoline	
   et	
   la	
  
cofiline	
  qui	
  sont	
  des	
  protéines	
  chargées	
  de	
  dépolymériser	
  les	
  filaments	
  (Condeelis	
  2001).	
  
	
  

 La	
  polymérisation	
  isodesmique	
  II.	
  B.	
  2.

	
   Contrairement	
   à	
   la	
   polymérisation	
   nucléation-­‐dépendante,	
   la	
   polymérisation	
   isodesmique	
  
est	
  initiée	
  à	
  partir	
  des	
  monomères	
  de	
  protéine	
  et	
  n’est	
  pas	
  dépendante	
  de	
  la	
  formation	
  d’un	
  noyau	
  
de	
  plusieurs	
  protéines	
  (Figure	
  26)	
  (Kumar	
  &	
  Udgaonkar	
  2010).	
  Cette	
  polymérisation	
  est	
  assimilée	
  à	
  la	
  
seule	
  phase	
   d’élongation	
  exponentielle	
  de	
   la	
  PND.	
  En	
   l’absence	
  de	
  phase	
  de	
   latence,	
   la	
  vitesse	
  de	
  
polymérisation	
   est	
   plus	
   importante	
   au	
   début	
   de	
   la	
   réaction,	
   c’est-­‐à-­‐dire	
   au	
   moment	
   où	
   la	
  
concentration	
  en	
  monomère	
  est	
   la	
  plus	
  élevée.	
  Avec	
  le	
  temps,	
   la	
  vitesse	
  de	
  polymérisation	
  décroit.	
  
Cette	
  polymérisation	
  indépendante	
  de	
  la	
  concentration	
  s’initie	
  dès	
  la	
  rencontre	
  des	
  monomères	
  en	
  
solution.	
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a)	
   	
  

b)	
   	
  
Figure	
  26	
  :	
  Polymérisation	
  isodesmique	
  

a)	
  Représentation	
  schématique	
  de	
  la	
  polymérisation	
  isodesmique	
  qui	
  est	
  initiée	
  à	
  partir	
  des	
  monomères	
  de	
  protéine.	
  Elle	
  ne	
  dépend	
  pas	
  de	
  
la	
   formation	
   de	
   la	
   concentration	
   en	
  monomères	
   (d’après	
   Romberg	
   et	
   al.	
   2001).	
   b)	
   Courbe	
   de	
   polymérisation	
   isodesmique	
   au	
   cours	
   du	
  
temps	
  représentant	
  les	
  deux	
  phases	
  :	
  exponentielle	
  et	
  stationnaire.	
  

	
  
Contrairement	
   à	
   la	
   polymérisation	
   nucléation-­‐dépendante,	
   les	
   cas	
   biologiques	
   de	
   polymérisation	
  
isodesmique	
   sont	
   beaucoup	
   moins	
   décrits	
   dans	
   la	
   littérature.	
   Néanmoins,	
   la	
   phosphoglycerate	
  
kinase,	
  la	
  transthyretine	
  et	
  la	
  β2-­‐microglobuline	
  s’assemblent	
  selon	
  une	
  polymérisation	
  isodesmique	
  
(Modler	
  et	
  al.	
  2003;	
  Hurshman	
  et	
  al.	
  2004;	
  Gosal	
  et	
  al.	
  2005).	
  
	
  

II.	
  C. Stabilité	
  des	
  assemblages	
  

	
   L’assemblage	
   des	
   protéines	
   mais	
   également	
   leur	
   repliement	
   est	
   contrôlé	
   par	
   différents	
  
facteurs	
  internes	
  et	
  externes	
  à	
  la	
  protéine.	
  Parmi	
  les	
  facteurs	
  internes,	
  la	
  séquence	
  protéique	
  joue	
  un	
  
rôle	
  important	
  puisqu’elle	
  dirige	
  en	
  partie	
  les	
  interactions	
  intra	
  et	
  intermoléculaires	
  qui	
  seront	
  mises	
  
en	
  place.	
  
	
  

 Les	
  interactions	
  intra	
  et	
  intermoléculaires	
  II.	
  C.	
  1.

	
   Les	
   assemblages,	
   tout	
   comme	
   les	
   différents	
   niveaux	
   d’organisation	
   des	
   protéines,	
   sont	
  
maintenus	
  par	
  des	
  liaisons	
  fortes	
  et	
  faibles.	
  Les	
  liaisons	
  fortes	
  correspondent	
  aux	
  liaisons	
  covalentes	
  
alors	
   que	
   les	
   liaisons	
   faibles	
   correspondent	
   aux	
   interactions	
   non-­‐covalentes	
  :	
   les	
   interactions	
  
ioniques,	
  les	
  liaisons	
  hydrogène	
  et	
  les	
  liaisons	
  hydrophobes.	
  
Les	
   liaisons	
   covalentes	
   intermoléculaires	
   correspondent,	
   entre	
   autres,	
   aux	
   ponts	
   disulfures	
   établis	
  
entre	
   deux	
   molécules	
   distinctes	
   et	
   aux	
   pontages	
   réalisés	
   par	
   les	
   enzymes	
   liantes	
   dont	
   les	
  
transglutaminases	
  et	
   les	
   lysyl	
  oxidases.	
  Les	
   interactions	
   ioniques	
   résultent	
  de	
   l’attraction	
  entre	
  des	
  
ions	
   chargés	
   positivement	
   A+	
   et	
   des	
   ions	
   chargés	
   négativement	
   B-­‐.	
   La	
   présence	
   d’autres	
   ions	
  
différents	
   de	
   A+	
   et	
   B-­‐	
   peut	
   perturber	
   et	
   diminuer	
   leur	
   interaction.	
   Par	
   contre,	
   leur	
   probabilité	
  
d’association	
  avec	
  ces	
  autres	
  ions	
  augmente.	
  Cette	
  propriété	
  des	
  ions	
  favorise	
  la	
  rupture	
  des	
  liaisons	
  
ioniques	
  dans	
  les	
  protéines	
  suite	
  à	
  l’ajout	
  de	
  sel	
  et	
  favorise	
  ainsi	
  leur	
  dépliement.	
  Dans	
  les	
  protéines,	
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les	
  liaisons	
  hydrogène	
  correspondent	
  à	
  l’interaction	
  entre	
  l’atome	
  d’hydrogène	
  chargé	
  partiellement	
  
positivement	
   du	
   groupement	
  N-­‐H	
   et	
   les	
   électrons	
   de	
   l’atome	
   d’oxygène	
   du	
   groupement	
   C=O.	
   Ces	
  
liaisons	
   hydrogènes	
   sont	
   à	
   l’origine	
   des	
   forces	
   maintenant	
   les	
   hélices	
  α	
   et	
   les	
   feuillets	
   β	
   intra	
   et	
  
intermoléculaires.	
   Les	
   interactions	
   hydrophobes	
   sont	
   mises	
   en	
   place	
   entre	
   groupements	
  
hydrophobes	
  qui	
  ne	
  peuvent	
  pas	
  lier	
  les	
  molécules	
  d’eau.	
  
	
  

 Rôle	
  des	
  interactions	
  dans	
  l’assemblage	
  II.	
  C.	
  2.

	
   Les	
   liaisons	
   hydrophobes,	
   les	
   liaisons	
   hydrogènes	
   et	
   les	
   structures	
   secondaires	
   sont	
  
primordiales	
  dans	
  le	
  repliement	
  et	
  l’assemblage	
  des	
  protéines.	
  Ici,	
  nous	
  discuterons	
  du	
  cas	
  particulier	
  
de	
  l’assemblage	
  amyloïde.	
  
Lors	
  du	
  repliement,	
  la	
  protéine	
  minimise	
  les	
  interactions	
  avec	
  l’eau	
  en	
  rassemblant	
  les	
  groupements	
  
hydrophobes	
  et	
  en	
  formant	
  des	
  liaisons	
  hydrogènes	
  intramoléculaires	
  dans	
  le	
  cœur	
  de	
  la	
  protéine.	
  Le	
  
rôle	
   des	
   liaisons	
   hydrophobes	
   est	
   plus	
   important	
   que	
   celui	
   des	
   liaisons	
   hydrogènes	
   lors	
   du	
  
repliement	
  (Fitzpatrick	
  et	
  al.	
  2011).	
  
Au	
   contraire,	
   dans	
   le	
   cas	
   de	
   l’assemblage	
   amyloïde,	
   la	
   formation	
   de	
   liaisons	
   hydrogènes	
  
intermoléculaires	
   compense	
   l’exposition	
  des	
   zones	
  hydrophobes.	
   Les	
   liaisons	
  hydrogènes	
   sont	
  plus	
  
importantes	
  que	
  les	
  liaisons	
  hydrophobes	
  lors	
  de	
  l’assemblage	
  amyloïde	
  (Fitzpatrick	
  et	
  al.	
  2011).	
  Les	
  
liaisons	
  hydrogènes	
  des	
   fibres	
   amyloïdes	
  ont	
   la	
   particularité	
   d’être	
   impliquées	
  dans	
  des	
   structures	
  
secondaires	
  particulières	
  que	
  sont	
  les	
  feuillets	
  β 	
   intermoléculaires.	
  Ces	
  derniers	
  correspondent	
  à	
  la	
  
mise	
  en	
  commun	
  de	
  brins	
  β	
  entre	
  deux	
  protéines	
  distinctes	
  maintenues	
  par	
  des	
  liaisons	
  hydrogènes.	
  
Nous	
  pouvons	
  donc	
  en	
  conclure	
  que	
  la	
  stabilité	
  dans	
  le	
  repliement	
  des	
  protéines	
  est	
  déterminée	
  par	
  
les	
   interactions	
   hydrophobes	
   entre	
   les	
   chaînes	
   latérales	
   des	
   acides	
   aminées,	
   alors	
   que	
   les	
   fibres	
  
amyloïdes	
  sont	
  majoritairement	
  stabilisées	
  par	
  les	
  liaisons	
  hydrogènes	
  entre	
  les	
  chaînes	
  protéiques	
  
principales	
  (Rivers	
  et	
  al.	
  2008;	
  Fitzpatrick	
  et	
  al.	
  2011).	
  
	
  
L’assemblage	
   supramoléculaire	
   des	
   protéines	
   est	
   également	
   médié	
   par	
   l’intermédiaire	
   des	
  
interactions	
   électrostatiques	
   et	
   des	
   liaisons	
   covalentes.	
   Par	
   exemple,	
   l’interaction	
   fibronectine-­‐
fibrilline	
  et	
  fibronectine-­‐gélatine	
  implique	
  le	
  même	
  site	
  de	
  liaison	
  I6-­‐9	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  Néanmoins,	
  
la	
   nature	
   de	
   l’interaction	
   mise	
   en	
   jeu	
   semble	
   être	
   différente.	
   L’interaction	
   fibronectine-­‐gélatine	
  
semble	
   être	
   de	
   type	
   électrostatique	
   (lié	
   aux	
   charges)	
   alors	
   que	
   l’interaction	
   fibronectine-­‐fibrilline	
  
semble	
  être	
  hydrophobe	
  et	
  insensible	
  à	
  la	
  concentration	
  en	
  sel	
  (Sabatier	
  et	
  al.	
  2013).	
  La	
  maturation	
  
des	
  fibres	
  de	
  fibrilline	
  nécessite	
  quant	
  à	
  elle	
  des	
  pontages	
  covalents	
  par	
  la	
  transglutaminase	
  (Qian	
  &	
  
Glanville	
   1997),	
   et	
   les	
   fibres	
   de	
   collagènes	
   sont	
   réticulées	
   par	
   la	
   lysyl	
   oxydase	
   au	
   cours	
   du	
  
vieillissement	
  d’un	
  individu	
  et	
  au	
  sein	
  des	
  foyers	
  tumoraux	
  (Couppé	
  et	
  al.	
  2009;	
  Levental	
  et	
  al.	
  2009).	
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 Facteurs	
  extérieurs	
  influençant	
  la	
  polymérisation	
  II.	
  C.	
  3.

	
   Le	
   processus	
   de	
   polymérisation	
   peut	
   être	
   accéléré	
   ou	
   ralenti	
   en	
   faisant	
   varier	
   différents	
  
paramètres.	
   La	
   concentration	
   en	
   protéines,	
   les	
   forces	
   ioniques	
   (Chaudhary	
   et	
   al.	
   2011),	
   la	
  
température	
   (Kusumoto	
   et	
   al.	
   1998),	
   la	
   présence	
   ou	
   non	
   de	
   dénaturants	
   (Milto	
   et	
   al.	
   2014),	
   les	
  
lipides	
  et/ou	
  les	
  protéoglycanes	
  (Vilasi	
  et	
  al.	
  2011)	
  font	
  parties	
  de	
  ces	
  facteurs	
  extérieurs	
  favorisant	
  
la	
  polymérisation.	
  Dans	
  le	
  cas	
  de	
  la	
  polymérisation	
  nucléation-­‐dépendante	
  l’apport	
  de	
  protéines	
  pré-­‐
assemblées	
  dans	
  le	
  milieu	
  de	
  réaction	
  accélère	
  la	
  multimérisation	
  (Yagi	
  et	
  al.	
  2005).	
  	
  
Un	
  facteur	
  très	
  peu	
  pris	
  en	
  compte	
  dans	
  les	
  études	
  in	
  vitro	
  jusqu’à	
  maintenant	
  est	
  l’encombrement	
  
moléculaire	
  élevé	
  du	
  milieu	
  environnant.	
  Les	
  composés	
  encombrants	
  occupent	
  un	
  volume	
  important	
  
dans	
   une	
   solution	
   aqueuse	
   et	
   excluent	
   un	
   petit	
   volume	
   dans	
   lequel	
   les	
  molécules	
   se	
   concentrent	
  
(Zhou	
  2013).	
  C’est	
  notamment	
  le	
  cas	
  dans	
  les	
  cellules.	
  Même	
  si	
  certains	
  articles	
  montrent	
  que	
  l’effet	
  
de	
   l’encombrement	
   sur	
   le	
   repliement	
   reste	
   modeste,	
   l’apport	
   de	
   composés	
   encombrants	
   dans	
   le	
  
milieu	
   peut	
   avoir	
   un	
   effet	
   stabilisateur	
   ou	
   déstabilisateur	
   sur	
   les	
   protéines.	
   Par	
   exemple,	
  
l’encombrement	
  macromoléculaire	
  de	
   l’environnement	
  par	
  des	
  agents	
  visqueux	
  comme	
  le	
  dextran,	
  
le	
  PEG	
   (Polyéthylène	
  glycol),	
   le	
   ficoll	
  ou	
   la	
  carraghénane	
  permet	
  d’accélérer	
   l’assemblage	
   fibrillaire	
  
des	
   protéines	
   intrinsèquement	
   déstructurées	
   comme	
   l’α-­‐synucléine	
   et	
   la	
   protéine	
   Tau	
   et	
   des	
  
protéines	
   structurées	
   comme	
   la	
   protéine	
   prion	
   (Zhou	
   et	
   al.	
   2009;	
   Zhou	
   2013).	
   L’environnement	
  
encombré	
  intracellulaire	
  et	
  extracellulaire	
  jouerait	
  ainsi	
  un	
  rôle	
  dans	
  l’agrégation	
  des	
  protéines.	
  Cela	
  
signifie	
  également	
  que	
  les	
  protéines	
  monomériques	
  étudiées	
  en	
  solution	
  pourraient	
  se	
  trouver	
  sous	
  
forme	
  oligomérique	
  in	
  vivo.	
  	
  
Suite	
  à	
   l’ajout	
  d’agents	
  d‘encombrement	
  dans	
   le	
  milieu	
  de	
  culture	
  cellulaire,	
   il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
   la	
  
rapidité	
   de	
   formation	
   des	
   matrices	
   par	
   les	
   cellules	
   est	
   différente	
   (Zeiger	
   et	
   al.	
   2012).	
  
L’encombrement	
  du	
  milieu	
  diminue	
  la	
  sécrétion	
  dans	
  le	
  milieu	
  de	
  la	
  fibronectine	
  et	
  du	
  collagène.	
  Ces	
  
deux	
   protéines	
   sont	
   ainsi	
   incorporées	
   dans	
   des	
   fibres	
   matricielles	
   alignées	
   alors	
   qu’en	
   milieu	
  
classique,	
   ces	
   protéines	
   sont	
   toujours	
   produites	
  mais	
   sont	
  moins	
   incorporées	
   dans	
   la	
  matrice.	
   En	
  
retour,	
   l’alignement	
   des	
   protéines	
   extracellulaires	
   dirige	
   l’alignement	
   des	
   filaments	
   d’actine	
  
intracellulaires	
  (Zeiger	
  et	
  al.	
  2012).	
  	
  
Ainsi,	
   ce	
   n’est	
   pas	
   la	
   production	
   élevée	
   de	
   protéines	
   par	
   les	
   cellules	
   qui	
   est	
   importante	
   mais	
   la	
  
concentration	
   locale	
   élevée	
   en	
   protéine	
   qui	
   est	
   nécessaire	
   à	
   leur	
   assemblage	
   pour	
   former	
   des	
  
réseaux	
  cohésifs.	
   La	
  viscosité	
  du	
  milieu	
  augmente	
  ainsi	
   la	
   signalisation	
  mécanique	
  nécessaire	
  à	
   cet	
  
assemblage.	
  
Cet	
  encombrement	
  pourrait	
  également	
  expliquer	
  l’inefficacité	
  de	
  certains	
  principes	
  actifs	
  in	
  vivo	
  dont	
  
il	
  limiterait	
  la	
  diffusion.	
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En	
  résumé	
  :	
  
Les	
   protéines	
   peuvent	
   interagir	
   pour	
   former	
   des	
   assemblages	
   supramoléculaires.	
   Ces	
   assemblages	
  
peuvent	
  avoir	
  différentes	
  structures.	
  
Parmi	
  les	
  différents	
  modes	
  d’assemblage	
  des	
  protéines,	
  on	
  peut	
  retrouver	
  :	
  
• la	
  polymérisation	
  nucléation-­‐dépendante,	
  la	
  formation	
  d’un	
  premier	
  noyau	
  de	
  deux	
  ou	
  plusieurs	
  

monomères	
  est	
  nécessaire	
  pour	
  l’assemblage	
  
• la	
  polymérisation	
  isodesmique,	
  l’assemblage	
  s’initie	
  dès	
  la	
  rencontre	
  des	
  monomères	
  en	
  solution	
  
Ces	
  assemblages	
  sont	
  stabilisés	
  par	
  différents	
  types	
  de	
  liaisons	
  :	
  
• les	
  liaisons	
  covalentes	
  
• les	
  liaisons	
  hydrogènes	
  
• les	
  interactions	
  hydrophobes	
  
• les	
  interactions	
  électrostatiques	
  
L’assemblage	
  des	
  protéines	
  est	
  influencé	
  par	
  des	
  :	
  
• facteurs	
   internes	
   aux	
   protéines	
  (contrôle	
   de	
   la	
   synthèse	
   protéique	
   et	
   présence	
   des	
   régions	
  

déstructurées)	
  
• facteurs	
  externes	
  aux	
  protéines	
  (forces	
  ioniques,	
  apport	
  d’agents	
  dénaturants,	
  apport	
  de	
  lipides,	
  

apport	
  de	
  protéoglycanes,	
  encombrement	
  moléculaire)	
  
	
  
	
  
Parmi	
  les	
  différents	
  assemblages	
  décrits	
  dans	
  la	
   littérature,	
   les	
  protéines	
  peuvent	
  former	
  des	
  fibres	
  
amyloïdes.	
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III. LES	
  ASSEMBLAGES	
  AMYLOÏDES	
  
	
   Les	
   assemblages	
   amyloïdes	
   correspondent	
   à	
   des	
   structures	
   particulièrement	
   organisées	
  
d’assemblage	
   de	
   protéines	
   identiques.	
   Ils	
   sont	
   étudiés	
   pour	
   leur	
   implication	
   dans	
   de	
   nombreuses	
  
pathologies	
   dont	
   les	
   maladies	
   neurodégénératives	
   et,	
   depuis	
   plus	
   récemment,	
   les	
   cancers,	
   mais	
  
également	
  pour	
  leur	
  rôle	
  physiologique	
  qui	
  sont	
  décrits	
  dans	
  la	
  suite.	
  
	
  

III.	
  A. Caractéristiques	
  
	
   Les	
   assemblages	
   amyloïdes	
   correspondent	
   à	
   des	
   dépôts	
   de	
   protéines	
   insolubles	
   dans	
   les	
  
compartiments	
   extra	
   et	
   intracellulaires.	
   Ces	
   dépôts	
   s’accumulent	
   à	
   des	
   endroits	
   variés	
   de	
  
l’organisme.	
   Une	
   vingtaine	
   de	
   protéines	
   sont	
   recensées	
   comme	
   étant	
   capables	
   de	
   former	
   des	
  
assemblages	
   amyloïdes	
   (Uversky	
  &	
   Fink	
   2004).	
   La	
   plupart	
   de	
   ces	
   assemblages	
   sont	
   associés	
   à	
   des	
  
pathologies	
  regroupées	
  sous	
  le	
  terme	
  d’amylose,	
  dont	
  plus	
  de	
  quarante	
  sont	
  délétères	
  et/ou	
  fatales	
  
(Chiti	
  &	
  Dobson	
  2006).	
  Les	
  fibres	
  amyloïdes	
  de	
  la	
  protéine	
  α-­‐synucléine,	
  du	
  peptide	
  amyloid-­‐beta	
  et	
  
de	
   la	
   protéine	
   Tau	
   sont	
   impliquées	
   dans	
   les	
   maladies	
   neurodégénératives	
   de	
   Parkinson	
   et	
  
d’Alzheimer	
   (Yagi	
   et	
   al.	
   2005;	
   Sarroukh	
   et	
   al.	
   2011;	
   Sacino	
   et	
   al.	
   2013;	
  Morozova	
   et	
   al.	
   2013).	
   Les	
  
maladies	
  à	
  prion	
  ont	
  également	
  comme	
  origine	
  la	
  formation	
  de	
  fibres	
  amyloïdes	
  par	
  la	
  protéine	
  prion	
  
(Makarava	
  et	
  al.	
  2011;	
  Milto	
  et	
  al.	
  2014).	
  	
  
Ces	
  différents	
  assemblages	
  amyloïdes	
  ont	
  des	
  caractéristiques	
  communes	
  bien	
  définies.	
   Ils	
  ont	
  des	
  
structures	
   très	
  ordonnées	
  avec	
  une	
  morphologie	
   souvent	
  en	
   fibre	
   non-­‐ramifiée.	
   Leur	
   longueur	
  est	
  
indéfinie	
  et	
  ils	
  peuvent	
  avoir	
  un	
  diamètre	
  de	
  2	
  à	
  20	
  nm.	
  Ces	
  fibres	
  sont	
  généralement	
  formées	
  par	
  la	
  
polymérisation	
  d’une	
  seule	
  protéine	
  et	
  sont	
  riches	
  en	
  feuillets	
  β.	
  Ces	
  assemblages	
  amyloïdes	
  sont	
  des	
  
structures	
   extrêmement	
   stables	
   maintenues	
   par	
   des	
   liaisons	
   non-­‐covalentes	
   et	
   résistantes	
   à	
   la	
  
dénaturation.	
   Par	
   l’intermédiaire	
   des	
   liaisons	
   hydrogènes,	
   les	
   brins	
  β	
   s’associent	
   pour	
   former	
   des	
  
feuillets	
  β	
  intermoléculaires.	
  L’empilement	
  des	
  feuillets	
  β 	
  se	
  positionne	
  de	
  manière	
  perpendiculaire	
  
à	
   l’axe	
  de	
   la	
  fibre	
  (Figure	
  27).	
  L’arrangement	
   linéaire	
  des	
  protéines	
   les	
  unes	
  par	
  rapport	
  aux	
  autres	
  
favorisent	
  la	
  formation	
  de	
  fibres	
  avec	
  un	
  pas	
  défini.	
  Les	
  clichés	
  de	
  diffraction	
  au	
  rayon	
  X	
  ont	
  montré	
  
que	
   la	
   distance	
   séparant	
   les	
   brins	
   β	
   des	
   feuillets	
   β	
   intramoléculaires	
   dans	
   une	
   protéine	
   ainsi	
  
structurée	
  est	
  de	
  10	
  angström	
  et	
  la	
  distance	
  séparant	
  deux	
  protéines	
  associées	
  de	
  par	
  leur	
  feuillets	
  β	
  
intermoléculaires	
  est	
  de	
  4.7	
  angström	
  (Figure	
  27)	
  (Makin	
  &	
  Serpell	
  2005).	
  Autres	
  que	
  par	
  les	
  liaisons	
  
hydrogènes,	
  ces	
  assemblages	
  sont	
  également	
  maintenus	
  par	
  des	
  interactions	
  hydrophobes	
  entre	
  les	
  
régions	
  hydrophobes	
  exposées	
  par	
  les	
  protéines.	
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Figure	
  27	
  :	
  Structure	
  commune	
  aux	
  assemblages	
  amyloïdes	
  

Les	
   assemblages	
   amyloïdes	
   sont	
   constitués	
  de	
   l’empilement	
  de	
   feuillets	
  β	
   intermoléculaires	
   entre	
  protéines.	
   La	
  distance	
   séparant	
  deux	
  
protéines	
  associées	
  par	
  des	
  feuillets	
  β	
  intermoléculaires	
  est	
  de	
  4.7	
  angström.	
  La	
  distance	
  séparant	
  les	
  feuillets	
  β	
  intramoléculaires	
  est	
  de	
  
10	
  angström	
  (d’après	
  Fowler	
  et	
  al.	
  2007).	
  

	
  
Même	
   si	
   les	
   assemblages	
   amyloïdes	
   ne	
   représentent	
   qu’un	
   type	
   de	
   multimère	
   formé	
   par	
   les	
  
protéines,	
   leur	
   organisation	
   caractéristique	
   en	
   fibres	
   stables	
   en	
   raison	
   de	
   l’abondance	
   des	
   liaisons	
  
hydrogènes	
  en	
  font	
  des	
  assemblages	
  qui	
  persistent	
  dans	
  le	
  temps	
  et	
  s’accumulent	
  au	
  sein	
  des	
  tissus.	
  
Ces	
  assemblages	
  de	
  type	
  amyloïde	
  correspondent	
  généralement	
  à	
  des	
  structures	
  mal	
  repliées	
  et	
  mal	
  
assemblées	
   de	
   protéines	
   qui	
   sont	
   accumulées	
   dans	
   des	
   corps	
   d’inclusion.	
   Malheureusement,	
   ces	
  
stocks	
  de	
  protéines	
  défectueuses	
  sont	
  souvent	
  toxiques	
  pour	
  les	
  cellules	
  (cf.	
  Partie	
  2.	
  III.	
  C.)	
  (Chiti	
  &	
  
Dobson	
  2006).	
  
	
  
La	
   structure	
   amyloïde	
   des	
   protéines	
   peut	
   être	
   analysée	
   par	
   différentes	
   techniques	
   dont	
   la	
  
spectroscopie	
   infrarouge	
   à	
   transformée	
   de	
   Fourier	
   ou	
   le	
   dichroïsme	
   circulaire	
   qui	
   permettent	
  
d’analyser	
  les	
  structures	
  secondaires	
  impliquées	
  dans	
  l’assemblage	
  dont	
  notamment	
  la	
  signature	
  des	
  
feuillets	
   β	
   intermoléculaires.	
   De	
   plus,	
   ces	
   assemblages	
   amyloïdes	
   ont	
   la	
   particularité	
   de	
   lier	
   des	
  
colorants	
  spécifiques	
  dont	
   la	
  thioflavine	
  T	
   (ThT)	
  et	
   l’acide	
  8-­‐anilino-­‐1-­‐naphtalenesulfonique	
   (ANS).	
  
Ces	
  petites	
  molécules	
  émettent	
  de	
  la	
  fluorescence	
  lorsqu’elles	
  sont	
  respectivement	
  insérées	
  dans	
  les	
  
feuillets	
  β	
  intermoléculaires	
  ou	
  sont	
  en	
  contact	
  avec	
  les	
  zones	
  hydrophobes	
  exposées	
  au	
  solvant.	
  Ces	
  
fibres	
  présentent	
  une	
  biréfringence	
  jaune-­‐verte	
  suite	
  à	
  la	
  liaison	
  du	
  rouge	
  congo,	
  colorant	
  qui	
  fixe	
  les	
  
feuillets	
  β	
  intermoléculaires.	
  
	
  
A	
  partir	
  de	
  ces	
  critères,	
  de	
  plus	
  en	
  plus	
  de	
  travaux	
  tendent	
  à	
  montrer	
  que	
  les	
  assemblages	
  amyloïdes	
  
seraient	
  plus	
  répandus	
  dans	
  les	
  systèmes	
  biologiques	
  que	
  ce	
  qu’il	
  n’était	
  initialement	
  pensé	
  et	
  qu’ils	
  
ne	
  sont	
  pas	
  obligatoirement	
  pathologiques.	
  Par	
  exemple,	
  les	
  hormones	
  sont	
  stockées	
  sous	
  forme	
  de	
  
fibres	
   amyloïdes	
   dans	
   les	
   granules	
   de	
   sécrétion	
   dans	
   l’hypophyse	
   (Maji	
   et	
   al.	
   2009).	
   La	
   structure	
  
amyloïde	
  est	
  également	
  retrouvée	
  dans	
  la	
  soie	
  d’araignée	
  et	
  étudiée	
  pour	
  ses	
  propriétés	
  mécaniques	
  
et	
   adhésives	
   (Otzen	
   &	
   Nielsen	
   2008;	
   Martel	
   et	
   al.	
   2008).	
   Certaines	
   espèces	
   procaryotes	
   dont	
   les	
  
bactéries	
   utiliseraient	
   ces	
   assemblages	
   amyloïdes	
   pour	
   leur	
   fonction	
   biologique	
  :	
   5	
   à	
   40%	
   des	
  
procaryotes	
   présents	
   dans	
   les	
   biofilms	
   naturels	
   produisent	
   des	
   adhésines	
   (molécules	
   d’adhérence)	
  
de	
  type	
  amyloïde	
  (Larsen	
  et	
  al.	
  2007;	
  Dueholm	
  et	
  al.	
  2010;	
  Romero	
  et	
  al.	
  2010).	
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III.	
  B. Mécanisme	
  de	
  formation	
  

	
   La	
   nature	
   des	
   protéines	
   à	
   l’origine	
   des	
   assemblages	
   amyloïdes	
   est	
   variée	
  :	
   protéine	
  
intrinsèquement	
   désordonnée	
   ou	
   avec	
   une	
   région	
   flexible,	
   protéine	
   à	
   structure	
   tridimensionnelle	
  
complexe	
  etc.	
  La	
  nature	
  des	
  éléments	
  permettant	
  de	
  guider	
  la	
  formation	
  des	
  fibres	
  amyloïdes	
  reste	
  
donc	
  encore	
  obscure	
  à	
  ce	
  jour.	
  
La	
  polymérisation	
  en	
  fibre	
  amyloïde	
  peut	
  être	
  accélérée	
  ou	
  ralentie	
  par	
   interaction	
  avec	
   les	
   lipides	
  
composants	
  les	
  membranes	
  cellulaires.	
  Les	
  phospho	
  et	
  sulfolipides	
  chargés	
  négativement	
  semblent	
  
accélérer	
  la	
  fibrillation	
  alors	
  que	
  les	
  lipides	
  simples	
  neutres	
  la	
  ralentissent	
  (Munishkina	
  &	
  Fink	
  2007).	
  	
  
Dans	
   le	
   cas	
   des	
   protéines	
   globulaires,	
   ces	
   dernières	
   requièrent	
   un	
   dépliement	
   partiel	
   de	
   leur	
  
structure	
   pour	
   former	
   des	
   fibres	
   amyloïdes	
   (Uversky	
   &	
   Fink	
   2004).	
   Certaines	
   protéines	
   peuvent	
  
former	
   des	
   oligomères	
   à	
   partir	
   de	
   leur	
   état	
   natif	
   pour	
   ensuite	
   subir	
   un	
   réarrangement	
   de	
   leur	
  
structure	
   et	
   former	
   des	
   fibres	
   amyloïdes	
   (Soldi	
   et	
   al.	
   2005).	
   Dans	
   certains	
   cas,	
   les	
   protéines	
   ne	
  
nécessitent	
  pas	
  de	
  réorganisation	
  et	
  forment	
  des	
  fibres	
  à	
  partir	
  de	
  leur	
  forme	
  native	
  (Laurine	
  et	
  al.	
  
2003).	
  D’autre	
  part,	
  les	
  protéines	
  de	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  ont	
  une	
  tendance	
  à	
  former	
  des	
  agrégats	
  
plutôt	
  que	
  des	
  fibres	
  amyloïdes	
  (Ramshini	
  et	
  al.	
  2011).	
  
Il	
   existe	
   une	
   balance	
   étroite	
   entre	
   le	
   repliement	
   et	
   l’assemblage	
   des	
   protéines	
   dépendant	
   des	
  
différents	
   types	
   d’interaction	
   mis	
   en	
   jeu	
   lors	
   de	
   ces	
   deux	
   mécanismes.	
   Comme	
   il	
   a	
   été	
   cité	
  
précédemment,	
  dans	
  le	
  cas	
  des	
  protéines	
  intervenant	
  dans	
  l’amylose,	
  les	
  études	
  tendent	
  à	
  montrer	
  
que	
   leur	
   repliement	
   dans	
   leur	
   état	
   natif	
   est	
   déterminé	
   par	
   les	
   interactions	
   hydrophobes	
   entre	
   les	
  
chaînes	
   latérales	
  des	
  acides	
  aminés.	
  Par	
  contre,	
   leur	
  assemblage	
  amyloïde	
  dépend	
  majoritairement	
  
des	
   liaisons	
   hydrogènes	
   mis	
   en	
   place	
   lors	
   de	
   l’échange	
   de	
   feuillets	
   β	
   intermoléculaires	
   entre	
   les	
  
protéines	
  (Fitzpatrick	
  et	
  al.	
  2011).	
  	
  
Au	
   cours	
   de	
   l’assemblage	
   en	
   fibre	
   amyloïde,	
   les	
   protéines	
   peuvent	
   former	
   des	
   oligomères	
  
transitoires.	
  Ces	
  oligomères	
  peuvent	
  être	
  on-­‐pathway	
  ou	
  off-­‐pathway.	
  Les	
  oligomères	
  on-­‐pathway	
  
correspondent	
  aux	
  précurseurs	
  préfibrillaires	
  qui	
  mènent	
  à	
  la	
  formation	
  des	
  fibres	
  amyloïdes	
  (Volles	
  
&	
   Lansbury	
   2003;	
   Gosal	
   et	
   al.	
   2005;	
   Calamai	
   et	
   al.	
   2005).	
   Les	
   oligomères	
   off-­‐pathway	
   ont	
   des	
  
structures	
   différentes	
   des	
   précurseurs	
   préfibrillaires.	
   Ils	
   ne	
   permettent	
   généralement	
   pas	
   la	
  
formation	
  des	
  fibres	
  amyloïdes	
  du	
  fait	
  de	
  leur	
  structure	
  réversible	
  vers	
  le	
  monomère	
  de	
  protéine.	
  La	
  
formation	
  des	
  oligomères	
  off-­‐pathway	
  est	
  en	
  compétition	
  avec	
  la	
  formation	
  de	
  ceux	
  on-­‐pathway	
  et	
  
limite	
  donc	
  la	
  formation	
  de	
  ces	
  derniers.	
  
	
  

III.	
  C. Origine	
  de	
  la	
  cytotoxicité	
  
	
   Comme	
  il	
  a	
  été	
  cité	
  précédemment,	
  il	
  existe	
  une	
  grande	
  diversité	
  de	
  structure	
  «	
  amyloïde	
  »	
  
dont	
  le	
  potentiel	
  cytotoxique	
  peut	
  être	
  différent	
  (Marshall	
  et	
  al.	
  2014).	
  De	
  plus	
  en	
  plus	
  d’études	
  se	
  
focalisent	
  sur	
  la	
  détermination	
  des	
  causes	
  de	
  cette	
  cytotoxicité.	
  
Les	
   causes	
  de	
   cette	
  dernière	
   in	
   vivo	
   sont	
  encore	
  hypothétiques.	
  Certaines	
  études	
  montrent	
  que	
   la	
  
structure	
  antiparallèle	
  des	
  feuillets	
  β	
  (orientés	
  dans	
  des	
  directions	
  opposées)	
  pourrait	
  avoir	
  un	
  effet	
  
plus	
  cytotoxique	
  que	
  les	
  feuillets	
  β	
  parallèles	
  (orientés	
  dans	
  le	
  même	
  sens)	
  (Berthelot	
  et	
  al.	
  2013).	
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Parmi	
   les	
   structures	
   amyloïdes,	
   les	
   agrégats	
   préfibrillaires	
   des	
   protéines	
   (agrégats	
   menant	
   à	
   la	
  
formation	
  des	
  assemblages	
  amyloïdes)	
  auraient	
  la	
  toxicité	
  la	
  plus	
  importante,	
  y	
  compris	
  par	
  rapport	
  
aux	
   assemblages	
   amyloïdes	
   (Bolognesi	
   et	
   al.	
   2010).	
   La	
   toxicité	
  de	
   ces	
   agrégats	
  préfibrillaires	
   serait	
  
corrélée	
   à	
   l’exposition	
   plus	
   importante	
   des	
   zones	
   hydrophobes.	
   Ces	
   protéines	
   subiraient	
   alors	
   un	
  
collapse	
  de	
  ces	
  zones	
  hydrophobes	
  puis	
  un	
  réarrangement	
  des	
  liaisons	
  hydrogènes	
  pour	
  former	
  les	
  
assemblages	
   amyloïdes.	
   L’exposition	
   des	
   patches	
   hydrophobes	
   favoriserait	
   l’interaction	
   de	
   ces	
  
agrégats	
  préfibrillaires	
  avec	
  les	
  membranes	
  cellulaires	
  (Bolognesi	
  et	
  al.	
  2010),	
  voir	
  s’inséreraient	
  dans	
  
ces	
   dernières	
   pour	
   les	
   perméabiliser	
   et/ou	
   mener	
   la	
   cellule	
   vers	
   la	
   mort	
   (Figure	
   28)	
   (Volles	
   &	
  
Lansbury	
  2003;	
  Munishkina	
  &	
  Fink	
  2007).	
  
Certains	
   assemblages	
   amyloïdes	
   formeraient	
   des	
   clusters	
   dans	
   la	
   membrane	
   cellulaire	
   et	
  
déstabiliseraient	
   les	
   membranes	
   alors	
   que	
   d’autres	
   formeraient	
   des	
   canaux	
   transmembranaires	
  
perturbant	
   l’homéostasie	
   cellulaire	
   dont	
   les	
   phénomènes	
   de	
   flux	
   ioniques	
   et	
  métaboliques	
   (Figure	
  
28).	
  Ces	
  deux	
  voies	
  d’interaction	
  des	
  assemblages	
  amyloïdes	
  avec	
  les	
  membranes	
  cellulaires	
  peuvent	
  
aboutir	
  à	
  la	
  mort	
  cellulaire	
  en	
  perturbant	
  les	
  voies	
  de	
  signalisation.	
  	
  
	
  

	
  
Figure	
  28	
  :	
  Modèles	
  d’interaction	
  des	
  fibres	
  amyloïdes	
  avec	
  les	
  membranes	
  cellulaires	
  

Représentation	
  de	
  différents	
  modèles	
  d’interaction	
  des	
  assemblages	
  amyloïdes	
  avec	
  les	
  membranes	
  qui	
  pourraient	
  expliquer	
  leur	
  toxicité.	
  
De	
   la	
  gauche	
  vers	
   la	
  droite	
  :	
   recouvrement	
  de	
   la	
  membrane	
  par	
   les	
  assemblages	
  amyloïdes	
   (en	
  bleu),	
   insertion	
  de	
   l’assemblage	
  dans	
   la	
  
membrane	
   pour	
   former	
   des	
   pores,	
   insertion	
   de	
   plusieurs	
   assemblages	
   amyloïdes	
   dans	
   la	
   membrane	
   menant	
   à	
   la	
   ségrégation	
   de	
   la	
  
bicouche	
  lipidique	
  (d’après	
  Berthelot	
  et	
  al.	
  2013).	
  

	
  
Si	
   les	
   assemblages	
   amyloïdes	
   sont	
   initialement	
   étudiés	
   pour	
   leur	
   cytotoxicité	
   sur	
   les	
   cellules	
  
nerveuses,	
   ils	
   exercent	
   également	
   un	
   effet	
   néfaste	
   sur	
   les	
   autres	
   types	
   cellulaires.	
   L’assemblage	
  
fibrillaire	
  de	
   l’albumine	
  et	
  de	
   la	
   fibronectine	
  provoque	
  également	
   l’apoptose	
  des	
   cellules	
  de	
   reins,	
  
des	
  cellules	
  cancéreuses	
  ovariennes	
  et	
  des	
  cellules	
  saines	
  et	
  cancéreuses	
  mammaires	
   (Huang	
  et	
  al.	
  
2009;	
  Huang	
  et	
  al.	
  2010).	
  	
  
Un	
  mécanisme	
  d’agrégation	
  de	
  type	
  amyloïde-­‐prion	
  a	
  été	
  montré	
  pour	
   les	
  protéines	
  Bcl-­‐xL	
  et	
  p53.	
  
Cette	
   agrégation	
   pourrait	
   mener	
   à	
   la	
   perte	
   de	
   leur	
   fonction	
   anti-­‐apoptotique	
   et	
   pro-­‐apoptotique	
  
(Bhat	
  et	
  al.	
  2013	
  ;	
  Chenal	
  et	
  al.	
  2012;	
  Ano	
  Bom	
  et	
  al.	
  2012;	
  Forget	
  et	
  al.	
  2013;	
  Silva	
  et	
  al.	
  2013).	
  Suite	
  
à	
   l’assemblage	
   sous	
   forme	
   amyloïde,	
   les	
   protéines	
   exposeraient	
   des	
   domaines	
   qui	
   étaient	
  
initialement	
   enfouis	
   et	
   en	
   cacheraient	
   d’autres.	
   Ce	
   changement	
   des	
   sites	
   accessibles	
   modifie	
  
également	
  les	
  partenaires	
  d’interaction	
  de	
  la	
  protéine	
  dérégulant	
  ainsi	
  les	
  fonctions	
  cellulaires.	
  C’est	
  
notamment	
   le	
   cas	
   des	
   agrégats	
   de	
   la	
   protéine	
   p53	
   mutée	
   qui	
   se	
   lient	
   et	
   séquestrent	
   les	
   p53	
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fonctionnelles	
   ainsi	
   que	
   d’autres	
   protéines	
   de	
   signalisation	
   intracellulaires	
   telles	
   que	
   p63	
   et	
   p73.	
  
L’ensemble	
  pourrait	
  ainsi	
  accentuer	
  le	
  caractère	
  oncogène	
  des	
  cellules	
  (Xu	
  et	
  al.	
  2011).	
  Ces	
  agrégats	
  
de	
  p53	
  semblent	
  ainsi	
  être	
  associés	
  aux	
  cancers	
  de	
  mauvais	
  pronostic.	
  	
  
	
  
	
  
En	
  résumé	
  :	
  
Les	
   assemblages	
   amyloïdes	
   sont	
   des	
   structures	
   formées	
   de	
   l’empilement	
   de	
   feuillets	
   β	
  
intermoléculaires	
  et	
  stabilisées	
  par	
  :	
  
• des	
  liaisons	
  hydrogènes	
  intermoléculaires	
  
• des	
  liaisons	
  hydrophobes	
  
Les	
  assemblages	
  amyloïdes	
   interviennent	
  dans	
  certains	
  processus	
  physiologiques	
  mais	
  sont	
  surtout	
  
étudiés	
  en	
  raison	
  de	
  leur	
  cytotoxicité	
  dans	
  les	
  pathologies	
  neurodégénératives.	
  
	
  
	
  
Les	
   protéines	
   capables	
   de	
   former	
   des	
   assemblages	
   supramoléculaires	
   sont	
   nombreuses.	
   Elles	
  
peuvent	
  être	
  intra	
  ou	
  extracellulaires.	
  Parmi	
  les	
  molécules	
  matricielles,	
  la	
  fibronectine	
  fait	
  partie	
  de	
  
ces	
  protéines.	
  Cette	
  fibronectine	
  peut	
  former	
  des	
  assemblages	
  de	
  différentes	
  structures.	
  En	
  fonction	
  
de	
  son	
  état	
  conformationnel,	
  cette	
  protéine	
  influence	
  le	
  comportement	
  cellulaire	
  différemment.	
  Les	
  
différents	
   états	
   conformationnels	
   et	
   les	
   rôles	
   fonctionnels	
   de	
   la	
   fibronectine	
   sont	
   discutés	
   dans	
   la	
  
prochaine	
  partie.	
  
	
  
	
   	
  



	
  

	
   83	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

PARTIE	
  3	
  :	
  LA	
  (LES)	
  FIBRONECTINE(S)	
  
	
   	
  



	
  

	
  84	
  

	
  
	
  



	
  
Revue	
  bibliographique	
  

	
   85	
  

PREAMBULE	
  :	
  
	
  
	
   Le	
   nom	
   de	
   la	
   fibronectine	
   vient	
   du	
   latin	
   fibra	
   qui	
   signifie	
   «	
  fibre	
  »	
   et	
   nectere	
   qui	
   signifie	
  
«	
  lier	
  ».	
  Ce	
  nom	
  lui	
  a	
  été	
  donné	
  de	
  par	
  sa	
  structure	
  allongée	
  mais	
  également	
  de	
  par	
  sa	
  capacité	
  à	
  se	
  
lier	
   à	
  différents	
  partenaires	
  pour	
   former	
  des	
   réseaux.	
   La	
   fibronectine	
  est	
   une	
  des	
  macromolécules	
  
constituant	
  les	
  matrices	
  extracellulaires.	
  Cette	
  protéine,	
  découverte	
  en	
  1948	
  sous	
  le	
  nom	
  de	
  «	
  cold-­‐
insoluble	
  protein	
  »	
  (Morrison	
  et	
  al.	
  1948),	
  est	
  une	
  des	
  premières	
  protéines	
  ayant	
  été	
  reconnue	
  pour	
  
sa	
   double	
   fonction	
  :	
   structurelle	
   mais	
   également	
   fonctionnelle	
   (Hynes	
   &	
   Yamada	
   1982;	
  
Schwarzbauer	
  1991).	
  	
  
A	
   l’issu	
  d’un	
  épissage	
  alternatif,	
  différents	
   isoformes	
  de	
   fibronectine	
   sont	
  produits.	
   La	
   fibronectine	
  
est	
  synthétisée	
  par	
  les	
  hépatocytes	
  et	
  sécrétée	
  dans	
  le	
  plasma	
  sous	
  forme	
  soluble	
  et	
  compacte	
  à	
  une	
  
concentration	
   d’environ	
   300	
   µg/ml	
   (Tamkun	
   &	
   Hynes	
   1983).	
   On	
   parle	
   alors	
   de	
   fibronectine	
  
plasmatique.	
  Cette	
  molécule	
  est	
  également	
  produite	
  par	
  les	
  cellules	
  résidentes	
  des	
  différents	
  tissus	
  
dont	
  les	
  cellules	
  endothéliales	
  et	
   les	
  fibroblastes	
  (Hynes	
  &	
  Yamada	
  1982;	
  To	
  &	
  Midwood	
  2011).	
  On	
  
parle	
  de	
  fibronectine	
  cellulaire.	
  Dans	
  ce	
  dernier	
  cas,	
  elle	
  est	
   liée	
  à	
  la	
  surface	
  des	
  cellules.	
  Ces	
  deux	
  
fibronectines	
   peuvent	
   être	
   assemblées	
   et	
   incorporées	
   sous	
   forme	
   insoluble	
   et	
   fibrillaire	
   dans	
   les	
  
matrices	
  en	
  phase	
  solide	
  (Mao	
  &	
  Schwarzbauer	
  2005).	
  Des	
  études	
  montrent	
  également	
  la	
  formation	
  
in	
  vivo	
  d’agrégats	
  de	
   fibronectine	
  dans	
  certaines	
  conditions	
  pathologiques	
   telle	
   la	
  glomérulopathie	
  
ou	
  les	
  lésions	
  de	
  sclérose	
  en	
  plaque	
  (J.	
  M.	
  J.	
  Stoffels	
  et	
  al.	
  2013).	
  Cette	
  protéine	
  peut	
  donc	
  se	
  trouver	
  
sous	
  différentes	
  conformations	
  moléculaires	
  et	
  supramoléculaires.	
  	
  
L’existence	
   d’au	
   moins	
   deux	
   conformations	
   de	
   la	
   fibronectine	
   (compact	
   ou	
   fibrillaire)	
   mène	
   à	
  
s’interroger	
   sur	
   la	
   relation	
   entre	
   son	
   état	
   structural	
   et	
   son	
   rôle	
   dans	
   les	
   matrices.	
   Ainsi,	
   pour	
  
déterminer	
   les	
  rôles	
  de	
  la	
  fibronectine,	
   il	
  est	
  nécessaire	
  de	
  s’intéresser	
  à	
  sa	
  structure	
  ainsi	
  qu’à	
  ses	
  
mécanismes	
  de	
  repliement	
  et	
  assemblage.	
  C’est	
  dans	
  cette	
  perspective	
  que	
  des	
  études	
  in	
  silico	
  et	
  in	
  
vitro	
  en	
  absence	
  de	
  cellules	
  ont	
  été	
  réalisées	
  et	
  permettent	
  d’avoir	
  un	
  large	
  aperçu	
  de	
  l’organisation	
  
de	
  la	
  fibronectine.	
  Les	
  agrégats	
  étant	
  moins	
  étudiés,	
  notre	
  travail	
  de	
  recherche	
  se	
  focalisera	
  sur	
  une	
  
meilleure	
   compréhension	
   de	
   la	
   formation	
   de	
   ces	
   derniers	
   et	
   leur	
   influence	
   sur	
   le	
   comportement	
  
cellulaire.	
  
	
  

I. CARACTERISTIQUES	
  DE	
  LA	
  FIBRONECTINE	
  
	
   La	
   fibronectine	
   est	
  une	
  glycoprotéine	
   d’un	
  poids	
  moléculaire	
   variant	
  de	
  420	
  à	
  500	
  kDa	
  en	
  
fonction	
  des	
  épissages	
  alternatifs	
  qu’elle	
  subit	
  et	
  des	
  glycosylations	
  qu’elle	
  arbore	
  (4-­‐9%	
  de	
  la	
  masse	
  
de	
  la	
  fibronectine).	
  Elle	
  est	
  constituée	
  de	
  deux	
  sous-­‐unités	
  homologues	
  chacune	
  d’environ	
  250	
  kDa.	
  
Les	
   deux	
   sous-­‐unités	
   sont	
   reliées	
   entre	
   elles	
   par	
   deux	
   ponts	
   disulfures	
   au	
   niveau	
   du	
   domaine	
  
carboxy-­‐terminal.	
  Cette	
  protéine	
  d’environ	
  8.7	
  nm	
  de	
  rayon	
  hydrodynamique	
  (Nelea	
  et	
  al.	
  2008)	
  est	
  
trouvée	
   sous	
   forme	
   soluble	
   dans	
   les	
   liquides	
   physiologiques	
   tels	
   que	
   le	
   plasma,	
   la	
   lymphe	
   et	
   la	
  
synovie,	
  et	
  dans	
  certains	
  fluides	
  pathologiques	
  comme	
  les	
  ascites.	
  Cette	
  molécule	
  est	
  constituée	
  de	
  
domaines	
   de	
   type	
   I,	
   II	
   et	
   III	
   qui	
   sont	
   repliés	
   en	
   modules	
   globulaires.	
   La	
   fibronectine	
   possède	
  
également	
  trois	
  domaines	
  d’épissage	
  alternatif	
  appelés	
  EDA,	
  EDB	
  et	
  IIICS	
  (Figure	
  29).	
  Ces	
  domaines	
  
d’épissage,	
  qui	
  ne	
  sont	
  généralement	
  pas	
  présents	
  dans	
  la	
  molécule	
  de	
  fibronectine	
  plasmatique,	
  ont	
  
permis	
   de	
   recenser	
   environ	
   20	
   isoformes	
   pour	
   cette	
   protéine	
   et	
   qui	
   ont	
   des	
   localisations	
   et	
   rôles	
  
différents.	
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Dans	
  sa	
  conformation	
  dépliée,	
  cette	
  fibronectine	
  possède	
  une	
  longueur	
  d’environ	
  140	
  nm	
  (Erickson	
  
et	
   al.	
   1981).	
   En	
   2000,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   la	
   fibronectine	
   en	
   solution	
   correspond	
   à	
   une	
   chaîne	
  
gaussienne	
  qui	
  adopte	
  une	
  conformation	
  qui	
  change	
  sans	
  cesse	
  du	
  fait	
  de	
   l’agitation	
  thermique,	
  et	
  
qu’à	
   un	
   instant	
   donné,	
   la	
   conformation	
   des	
   chaînes	
   est	
   différente	
   d’une	
   molécule	
   à	
   l’autre.	
   En	
  
d’autres	
  termes,	
  la	
  fibronectine	
  possède	
  une	
  grande	
  flexibilité	
  à	
  l’échelle	
  de	
  la	
  molécule	
  contre	
  une	
  
structuration	
  importante	
  à	
  l’échelle	
  des	
  modules	
  constituants	
  la	
  fibronectine	
  (Pelta	
  et	
  al.	
  2000).	
  

	
  

	
  
Figure	
  29	
  :	
  Structure	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

Représentation	
  de	
   la	
  structure	
  d’un	
  monomère	
  de	
   la	
  fibronectine	
  avec	
   les	
  domaines	
  de	
  type	
  I,	
   II	
  et	
   III,	
   la	
  position	
  des	
  glycosylations,	
   les	
  
ponts	
  disulfures	
  intradomaines	
  et	
  intermoléculaires.	
  

	
  

I.	
  A. La	
  fibronectine,	
  une	
  glycoprotéine	
  modulaire	
  

 Les	
  modules	
  constitutifs	
  de	
  la	
  fibronectine	
  I.	
  A.	
  1.

	
   Chaque	
   brin	
   du	
   dimère	
   de	
   fibronectine	
   est	
   constitué	
   de	
   douze	
   modules	
   de	
   type	
   I,	
   deux	
  
modules	
  de	
  type	
  II	
  et	
  quinze	
  modules	
  de	
  type	
  III.	
  
Ces	
   trois	
   types	
   de	
   module	
   sont	
   tous	
   repliés	
   en	
   feuillets	
   β 	
   antiparallèles	
   intramoléculaires	
  
renfermant	
   un	
   cœur	
   hydrophobe	
   (Potts	
   &	
   Campbell	
   1994).	
   Les	
   plus	
   grands	
   modules	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  d’une	
  centaine	
  d’acides	
  aminés,	
  les	
  modules	
  de	
  type	
  III,	
  sont	
  repliés	
  en	
  sept	
  feuillets	
  β	
  
et	
  les	
  plus	
  petits	
  modules	
  de	
  la	
  fibronectine	
  d’environ	
  45	
  acides	
  aminés,	
  les	
  modules	
  de	
  type	
  I,	
  sont	
  
constitués	
  de	
  cinq	
  feuillets	
  β,	
  alors	
  que	
  les	
  modules	
  de	
  type	
  II	
  d’environ	
  60	
  acides	
  aminés	
  quant	
  à	
  eux	
  
ne	
  contiennent	
  que	
  quatre	
  feuillets	
  β	
  (Figure	
  30)	
  (Potts	
  &	
  Campbell	
  1994).	
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Figure	
  30	
  :	
  Structure	
  des	
  modules	
  de	
  type	
  I,	
  II	
  et	
  III	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

Représentation	
   des	
   modules	
   de	
   type	
   I	
   (à	
   gauche),	
   de	
   type	
   II	
   (au	
   centre)	
   et	
   de	
   type	
   III	
   (à	
   droite).	
   Ces	
   modules	
   sont	
   respectivement	
  
constitués	
  de	
  5,	
  4	
  et	
  7	
  feuillets	
  β	
  intradomaines	
  en	
  sandwich.	
  Ces	
  feuillets	
  sont	
  nommés	
  par	
  des	
  lettres	
  :	
  A-­‐C-­‐D-­‐E	
  pour	
  les	
  domaines	
  I,	
  A-­‐B-­‐
C-­‐D	
  pour	
  les	
  domaines	
  II	
  et	
  A-­‐B-­‐C-­‐C’-­‐E-­‐F-­‐G	
  pour	
  les	
  domaines	
  III	
  (d’après	
  Potts	
  &	
  Campbell	
  1994).	
  

	
  
En	
  plus	
  des	
  structures	
  secondaires	
  de	
  type	
  feuillet	
  β,	
  les	
  modules	
  de	
  type	
  I	
  et	
  II	
  contiennent	
  tous	
  un	
  à	
  
deux	
  ponts	
  disulfures	
  qui	
  permettent	
  le	
  maintien	
  de	
  leur	
  structure.	
  Quant	
  aux	
  modules	
  de	
  types	
  III,	
  
ils	
   ne	
   contiennent	
   pas	
   de	
   liaisons	
   disulfures	
   intra	
   caténaires	
   et	
   ont	
   donc	
   une	
   flexibilité	
   plus	
  
importante	
  de	
  leur	
  conformation	
  (Potts	
  &	
  Campbell	
  1994).	
  	
  
	
  

 Les	
  modules	
  variables	
  EDA,	
  EDB,	
  IIICS	
  I.	
  A.	
  2.

	
   Selon	
   l’épissage	
   alternatif	
   de	
   la	
   fibronectine,	
   on	
   retrouve	
   également	
   le	
   domaine	
   EDA	
  
(extradomaine	
  de	
   type	
   III	
  A),	
   le	
  domaine	
   EDB	
   (extradomaine	
  de	
   type	
   III	
  B)	
   et	
   le	
  domaine	
   variable	
  
IIICS	
  («	
  type	
  III	
  connecting	
  segment	
  »).	
  Leur	
  présence	
  dépend	
  du	
  tissu	
  et	
  du	
  stade	
  de	
  développement	
  
embryonnaire	
  dans	
  lequel	
  la	
  molécule	
  de	
  fibronectine	
  est	
  synthétisée.	
  	
  
Les	
  domaines	
  EDA,	
  EDB	
  et	
  IIICS	
  sont	
  positionnés	
  respectivement	
  entre	
  les	
  domaines	
  III11-­‐III12	
  et	
  III7-­‐III8	
  
et	
   III14-­‐III15.	
   La	
   présence	
   des	
   domaines	
   EDA	
   et	
   EDB	
   permet	
   de	
   différencier	
   les	
   molécules	
   de	
  
fibronectine	
   cellulaire	
   des	
   molécules	
   de	
   fibronectine	
   plasmatique	
   qui	
   ne	
   les	
   possèdent	
   pas.	
   La	
  
région	
  variable	
  IIICS	
  est	
  présente	
   sur	
   les	
  deux	
  brins	
  de	
   la	
   fibronectine	
  cellulaire	
   tandis	
  qu’elle	
  n’est	
  
retrouvée	
  que	
  sur	
   l’un	
  des	
  deux	
  brins	
  constituant	
   la	
  molécule	
  de	
  fibronectine	
  plasmatique	
  (Leiss	
  et	
  
al.	
  2008).	
  Le	
  domaine	
  IIICS	
  peut	
  présenter	
  plusieurs	
  variantes.	
  En	
  effet,	
  ce	
  domaine	
  IIICS	
  est	
  constitué	
  
de	
   trois	
   parties	
  :	
   une	
   partie	
   centrale	
   (PC),	
   une	
   partie	
   N-­‐terminale	
   nommée	
   CS1	
   et	
   une	
   partie	
   C-­‐
terminale	
  nommée	
  CS5	
  (Johansson	
  et	
  al.	
  1997).	
  Quatre	
  combinaisons	
  de	
  ces	
  3	
  parties	
  sont	
  possibles	
  :	
  
les	
   trois	
   ensemble,	
   PS	
   seul,	
   PS	
   associée	
   à	
   CS1	
   ou	
   PS	
   associée	
   à	
   CS5	
   (Figure	
   29).	
   La	
   partie	
   CS1	
   est	
  
retrouvée	
   dans	
   90%	
   des	
   fibronectines	
   cellulaires	
   et	
   dans	
   seulement	
   50%	
   des	
   fibronectines	
  
plasmatiques	
  (Midwood	
  et	
  al.	
  2006).	
  	
  
Les	
   formes	
  de	
   la	
   fibronectine	
  contenant	
  ces	
  modules	
  variables	
  sont	
   très	
   rarement	
   retrouvées	
  dans	
  
les	
   tissus	
   adultes	
   et	
   le	
   plasma	
   alors	
   qu’elles	
   sont	
   exprimées	
   dans	
   les	
   tissus	
   fœtaux,	
   les	
   tissus	
   en	
  
réparation	
  tissulaire	
  et	
  les	
  tissus	
  tumoraux.	
  Par	
  exemple,	
  des	
  études	
  ont	
  montré	
  que	
  la	
  fibronectine,	
  
peu	
  exprimée	
  en	
  condition	
  physiologique	
  dans	
  les	
  tissus	
  osseux,	
  est	
  surexprimée	
  dans	
  les	
  conditions	
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de	
  réparation	
  osseuse	
  et	
  contient	
  les	
  modules	
  EDA	
  et	
  EDB.	
  La	
  présence	
  de	
  ces	
  deux	
  modules	
  EDA	
  et	
  
EDB	
   est	
   différente	
   au	
   cours	
   de	
   cette	
   réparation	
  :	
   la	
   fibronectine	
   contenant	
   le	
   module	
   EDA	
   est	
  
exprimée	
  tout	
  au	
  long	
  de	
  la	
  réparation	
  osseuse	
  alors	
  que	
  la	
  fibronectine	
  présentant	
  le	
  module	
  EDB	
  
n’est	
  exprimé	
  qu’à	
  certaines	
  étapes	
  (Kilian	
  et	
  al.	
  2008).	
  
Le	
   module	
   EDA	
   est	
   impliqué	
   dans	
   la	
   prolifération	
   des	
   cellules	
   souches	
   (Losino	
   et	
   al.	
   2013)	
   et	
  
tumorales	
   (Xiang	
   et	
   al.	
   2012).	
   Le	
   module	
   EDB,	
   quant	
   à	
   lui,	
   est	
   considéré	
   comme	
   un	
   module	
  
oncofœtal	
  du	
  fait	
  de	
  son	
  expression	
  exclusive	
  dans	
  les	
  tissus	
  embryonnaires	
  et	
  dans	
  les	
  tissus	
  adultes	
  
tumoraux,	
  fibrotiques	
  ou	
  angiogéniques	
  (Khan	
  et	
  al.	
  2005).	
  Le	
  domaine	
  IIICS	
  joue	
  un	
  rôle	
  promoteur	
  
dans	
   la	
  migration,	
   l’invasion	
   et	
   les	
   processus	
   de	
   transitions	
   épithélio-­‐mésenchymateuse	
   (TEM)	
  des	
  
cellules	
  saines	
   (prostate)	
  ou	
  cancéreuses	
   (carcinomes	
  de	
   la	
  bouche)	
   (Kamarajan	
  et	
  al.	
  2010;	
  Freire-­‐
de-­‐Lima	
  et	
  al.	
  2011).	
  
	
  

I.	
  B. Les	
  modules	
  d’interaction	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

	
   La	
   capacité	
   de	
   la	
   fibronectine	
   à	
   former	
   des	
   réseaux	
   vient	
   de	
   la	
   présence	
   de	
   différentes	
  
régions	
  au	
  sein	
  de	
  la	
  protéine	
  qui	
  ont	
  des	
  affinités	
  pour	
  un	
  grand	
  nombre	
  de	
  ligands.	
  Certains	
  de	
  ces	
  
sites	
   de	
   liaison	
   sont	
   cryptiques,	
   donc	
   enfouis	
   dans	
   la	
   molécule,	
   et	
   ne	
   sont	
   exposés	
   qu’après	
   un	
  
changement	
  de	
  conformation	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  
	
  

 Les	
  modules	
  d’interaction	
  fibronectine-­‐molécules	
  matricielles	
  I.	
  B.	
  1.

	
   La	
   fibronectine	
   peut	
   interagir	
   avec	
   différents	
   partenaires	
   moléculaires	
   (protéines	
  
matricielles,	
  polysaccharides,	
  enzymes).	
  Parmi	
  eux,	
  la	
  fibronectine	
  se	
  lie	
  à	
  la	
  fibrine,	
  qui	
  est	
  le	
  produit	
  
de	
   clivage	
   du	
   fibrinogène.	
   Plusieurs	
  modules	
   de	
   la	
   fibronectine	
   ont	
   été	
   répertoriés	
   pour	
   lier	
   cette	
  
molécule	
   :	
   les	
   modules	
   I1-­‐5	
   et	
   les	
   modules	
   I10-­‐12	
   (Figure	
   31)	
   (Evgeny	
   Makogonenko	
   2007;	
   Mao	
   &	
  
Schwarzbauer	
  2005).	
  Cette	
   interaction	
  permet	
  de	
  former	
  un	
  réseau	
  fibronectine-­‐fibrine	
  qui	
  sert	
  de	
  
support	
  pour	
  la	
  migration	
  des	
  cellules	
  dont	
  les	
  fibroblastes	
  lors	
  du	
  processus	
  de	
  réparation	
  cutanée.	
  	
  
Les	
  modules	
  I6-­‐9	
  permettent	
  la	
  liaison	
  des	
  molécules	
  de	
  collagène/gélatine	
  mais	
  également	
  la	
  liaison	
  
de	
   la	
   transglutaminase	
   tissulaire	
   et	
   des	
   fibres	
   de	
   fibrilline	
   (Figure	
   31)	
   (Pankov	
   &	
   Yamada	
   2002,	
  
Sabatier	
  et	
  al.	
  2013).	
  
L’héparine,	
  dérivé	
  des	
  héparanes-­‐sulfates	
  physiologiques,	
  peut	
  interagir	
  avec	
  les	
  modules	
  III12-­‐14	
  mais	
  
possède	
  également	
  un	
  site	
  d’affinité	
  commun	
  avec	
  la	
  fibrine	
  puisqu’elle	
  interagit	
  avec	
  les	
  modules	
  
I1-­‐5	
   (Figure	
   31)	
   (Pankov	
   &	
   Yamada	
   2002).	
   Cette	
   interaction	
   est	
   utilisée	
   dans	
   les	
   protocoles	
   de	
  
purification	
  de	
  la	
  fibronectine	
  (Poulouin	
  et	
  al.	
  1999).	
  
	
   	
  



	
  
Revue	
  bibliographique	
  

	
   89	
  

	
  
Figure	
  31	
  :	
  Séquences	
  d’interaction	
  de	
  la	
  fibronectine	
  à	
  différentes	
  molécules	
  

	
  

 Les	
  modules	
  d’interaction	
  fibronectine-­‐fibronectine	
  I.	
  B.	
  2.

	
   La	
   fibronectine	
  est	
  certes	
  capable	
  d’interagir	
  avec	
   les	
  autres	
  molécules	
  environnantes	
  mais	
  
possède	
  également	
  des	
  séquences	
  d’interaction	
  avec	
  elle-­‐même.	
  	
  
En	
  1999,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
  que	
   la	
   forme	
  compacte	
  de	
   la	
   fibronectine	
  est	
  maintenue	
  par	
  des	
   liaisons	
  
électrostatiques	
   entres	
   différents	
   segments	
   éloignés	
   dans	
   la	
   molécule	
   (Johnson	
   et	
   al.	
   1999).	
  
L’association	
  des	
  modules	
  III2-­‐3	
  avec	
  les	
  modules	
  III12-­‐14	
  semble	
  rapprocher	
  les	
  deux	
  sous-­‐unités	
  de	
  la	
  
molécule	
  pour	
  donner	
  sa	
  structure	
  compacte	
  à	
   la	
   fibronectine.	
  Ces	
  modules	
   III12-­‐14	
  ont	
  un	
  excès	
  de	
  
charges	
   positives	
   tandis	
   que	
   les	
   modules	
   III2-­‐3	
   présentent	
   de	
   nombreuses	
   charges	
   négatives	
   à	
  
l’origine	
   d’un	
   appariement	
   électrostatique	
   (Johnson	
   et	
   al.	
   1999).	
   D’autre	
   part,	
   l’association	
   des	
  
modules	
   III12-­‐14	
  avec	
   les	
  modules	
  amino-­‐terminaux	
  semble	
  également	
  permettre	
  un	
  rapprochement	
  
avec	
  la	
  partie	
  centrale	
  de	
  la	
  fibronectine	
  favorisant	
  un	
  degré	
  de	
  compaction	
  plus	
  important.	
  	
  
L’association	
   entre	
   ces	
   différents	
  modules	
   peut	
   également	
   se	
   faire	
   entre	
   différentes	
  molécules	
   de	
  
fibronectine.	
  Ainsi,	
  des	
  modifications	
  dans	
  cette	
  structuration	
  peuvent	
  mener	
  à	
  un	
  processus	
  d’auto-­‐
assemblage	
  des	
  fibronectines	
  entre	
  elles.	
  En	
  effet,	
  les	
  modules	
  I1-­‐9	
  interagiraient	
  avec	
  les	
  modules	
  	
  
III1-­‐2	
  d’une	
  molécule	
  voisine	
  pour	
  permettre	
  l’assemblage	
  des	
  fibronectines	
  entre	
  elles	
  (Schwarzbauer	
  
1991;	
   Ohashi	
   &	
   Erickson	
   2011).	
   Les	
   modules	
   I1-­‐9	
   et	
   III1-­‐2	
   semblent	
   donc	
   être	
   des	
   sites	
   clés	
   dans	
  
l’assemblage	
   intermoléculaire	
   de	
   la	
   fibronectine.	
   La	
   flexibilité	
   procurée	
   par	
   l’absence	
   de	
   ponts	
  
disulfures	
   dans	
   le	
   module	
   III2	
   semble	
   être	
   un	
   facteur	
   clé	
   pour	
   l’agrégation	
   et	
   l’assemblage	
   de	
   la	
  
fibronectine	
   puisque	
   la	
   conformation	
   dépliée	
   de	
   ce	
  module	
   permet	
   une	
   liaison	
   plus	
   forte	
   avec	
   la	
  
partie	
  amino-­‐terminal	
  de	
  30	
  kDa	
  de	
  la	
  fibronectine	
  (Vakonakis	
  et	
  al.	
  2007;	
  Ohashi	
  &	
  Erickson	
  2011).	
  
Même	
  si	
  le	
  module	
  III2	
  semble	
  être	
  le	
  plus	
  important	
  des	
  deux	
  (Sechler	
  et	
  al.	
  2001;	
  Ohashi	
  &	
  Erickson	
  
2011),	
  le	
  module	
  cryptique	
  III1	
  est	
  fortement	
  impliqué	
  via	
   l’exposition	
  de	
  son	
  cœur	
  hydrophobe	
  qui	
  
sera	
   ainsi	
   actif	
   dans	
   l’auto-­‐assemblage	
   (Briknarová	
   et	
   al.	
   2003).	
   Suite	
   à	
   l’ouverture	
   de	
   ce	
   site	
  
cryptique	
   III1,	
   ce	
   dernier	
   semble	
   capable	
   de	
   lier	
   plusieurs	
   autres	
  modules	
   de	
   la	
   fibronectine	
   dont	
  
notamment	
  des	
  modules	
  I1-­‐5,	
  III3,	
  III1-­‐3,	
  III7,	
  III11,	
  III15	
  (Morla	
  et	
  al.	
  1994;	
  Ingham	
  et	
  al.	
  1997;	
  Ohashi	
  &	
  
Erickson	
  2005;	
  Ohashi	
  et	
  al.	
  2009).	
  
En	
  1998,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
  que	
   le	
  module	
   III12-­‐14	
   peut	
   interagir	
   avec	
   le	
  module	
   I1-­‐5	
   indiquant	
  que	
   ces	
  
deux	
  séquences	
  interviennent	
  dans	
  l’association	
  fibronectine-­‐fibronectine	
  (Bultmann	
  et	
  al.	
  1998).	
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Plus	
   récemment,	
   il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
   le	
  module	
   III10,	
   contenant	
   la	
   séquence	
  d’interaction	
  cellulaire	
  
RGD,	
  est	
  également	
  impliqué	
  dans	
  les	
  processus	
  d’interaction	
  fibronectine-­‐fibronectine.	
  D’autre	
  part,	
  
la	
  séquence	
  SLLISWD	
  portée	
  par	
  le	
  brin	
  β	
  B	
  de	
  ce	
  module	
  III10	
  peut	
  s’associer	
  avec	
  le	
  brin	
  β	
  B	
  d’une	
  
autre	
  molécule	
  de	
  fibronectine	
  (Gee,	
  Yüksel,	
  et	
  al.	
  2013).	
  	
  
	
  

 Les	
  séquences	
  d’interaction	
  fibronectine-­‐cellules	
  I.	
  B.	
  3.

	
   Les	
   cellules	
   du	
   microenvironnement	
   immédiat	
   peuvent	
   également	
   interagir	
   avec	
   la	
  
fibronectine.	
   Les	
   intégrines	
   α5β1,	
   αvβ3,	
   αIIbβ3,	
   αvβ1,	
   αvβ3,	
   αvβ5,	
   αvβ6,	
   αvβ8,	
   α5β1	
   et	
   α8β1	
  
interagissent	
   avec	
   le	
   module	
   III10	
   de	
   la	
   fibronectine	
   (Leiss	
   et	
   al.	
   2008;	
   Niu	
   &	
   Chen	
   2011).	
   Les	
  
intégrines	
  α5β1,	
  αvβ3	
  et	
  αIIbβ3	
  peuvent	
  également	
  s’associer	
  avec	
  le	
  module	
  juxtaposé	
  III9	
  (Figure	
  
32)	
   (Sechler	
   et	
   al.	
   1997)	
   et	
   les	
   intégrines	
  αvβ3	
   et	
  α5β1	
   interagissent	
   aussi	
   avec	
   le	
  module	
   I5.	
   Les	
  
intégrines	
  α4β1	
  et	
  α4β7	
  reconnaissent	
  le	
  module	
  IIICS.	
  L’intégrine	
  α4β1	
  interagit	
  également	
  avec	
  le	
  
module	
   III14	
  et	
   le	
  module	
  EDA	
   tout	
   comme	
   l’intégrine	
  α9β1	
   (Mould	
  et	
  al.	
  1994;	
  Pankov	
  &	
  Yamada	
  
2002;	
  Midwood	
  et	
  al.	
  2006).	
  Enfin,	
  les	
  modules	
  III12-­‐14	
  interagissent	
  avec	
  les	
  syndécanes	
  présents	
  à	
  la	
  
surface	
  des	
  cellules	
  (Yang	
  et	
  al.	
  2011).	
  
	
  

	
  
Figure	
  32	
  :	
  Modules	
  d’interaction	
  de	
  la	
  fibronectine	
  avec	
  les	
  récepteurs	
  cellulaires	
  

	
  

I.	
  C. Modifications	
  post-­‐traductionnelles	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

	
   Suite	
  à	
   leur	
  synthèse,	
   les	
  protéines	
  sont	
  soumises	
  à	
  des	
  modifications	
  post-­‐traductionnelles	
  
(MPT).	
  Parmi	
  les	
  MPT	
  nous	
  pouvons	
  citer	
  la	
  glycation,	
  la	
  phosphorylation	
  et	
  la	
  glycosylation.	
  
La	
   glycation,	
   ou	
   «	
  réaction	
   de	
  Maillard	
  »,	
   permet	
   la	
   liaison	
   covalente	
   entre	
   la	
   fonction	
   amine	
  NH2	
  
d’une	
  protéine,	
  souvent	
  sur	
  le	
  résidu	
  lysine,	
  et	
  le	
  groupement	
  carbonyle	
  COOH	
  (acide	
  carboxylique)	
  
d’un	
  saccharide,	
  qui	
  est	
  souvent	
  le	
  glucose.	
  Cette	
  réaction	
  est	
  spontanée	
  dans	
  les	
  milieux	
  biologiques	
  
mais	
   reste	
   néanmoins	
   associée	
   à	
   des	
   situations	
   pathologiques	
   puisque	
   la	
   vitesse	
   de	
   réaction	
   est	
  
dépendante	
  de	
  la	
  concentration	
  des	
  deux	
  réactifs.	
  Cette	
  réaction	
  est	
  notamment	
  avérée	
  dans	
  le	
  cas	
  
de	
   diabète	
   où	
   l’élévation	
   de	
   la	
   concentration	
   en	
   glucose	
   plasmatique	
   par	
   rapport	
   au	
   seuil	
  
physiologique	
  favorise	
  la	
  réaction.	
  Suite	
  à	
  cette	
  glycation,	
  la	
  fibronectine	
  favorise	
  la	
  prolifération	
  des	
  
cellules	
   musculaires	
   lisses	
   qui	
   sont	
   impliquées	
   dans	
   le	
   processus	
   d’athérosclérose	
   des	
   patients	
  
atteints	
  de	
  diabète	
  (Corrêa-­‐Giannella	
  et	
  al.	
  2012).	
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L’une	
  des	
  modifications	
  post-­‐traductionnelles	
   la	
  plus	
  répandue	
  dans	
  les	
  systèmes	
  biologiques	
  est	
   la	
  
phosphorylation	
   des	
   protéines.	
   Dans	
   les	
   années	
   80-­‐90,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   la	
   fibronectine	
   est	
  
phosphorylée	
  lors	
  de	
  la	
  phase	
  proliférative	
  des	
  fibroblastes	
  (Ali	
  1983).	
  Les	
  phosphorylations	
  se	
  font	
  
spécifiquement	
   sur	
   les	
   résidus	
   sérines/thréonines	
   (Ali	
   1984;	
   Imada	
   et	
   al.	
   1988).	
   Une	
   des	
   enzymes	
  
catalysant	
   la	
   phosphorylation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   la	
   protéine	
   ecto-­‐protein	
   kinase	
   extracellulaire	
  
(Imada	
  et	
  al.	
  1988).	
  
La	
   formation	
   des	
   deux	
   ponts	
   disulfures	
   nécessaires	
   à	
   la	
   dimérisation	
   et	
   les	
   ponts	
   disulfures	
  
intradomaines	
   pour	
   la	
   structuration	
   des	
   modules	
   de	
   type	
   I	
   et	
   II	
   correspondent	
   également	
   à	
   des	
  
modifications	
   post-­‐traductionnelles	
   importantes	
   de	
   la	
   fibronectine	
   (databank	
  :	
   Superfamily	
   HMM	
  
library	
  and	
  genome	
  assignments	
  server).	
  
Enfin,	
   la	
  glycosylation	
  est	
   la	
   liaison	
  covalente	
  de	
  glucides	
   sur	
   la	
   chaîne	
  protéique.	
   Sur	
   chacune	
  des	
  
chaînes	
  d’acides	
  aminés	
  constituantes,	
  il	
  est	
  possible	
  de	
  retrouver	
  des	
  motifs	
  sucrés	
  qui	
  permettent	
  
de	
   classer	
   la	
   fibronectine	
   dans	
   la	
   famille	
   des	
   glycoprotéines.	
   Les	
   glycosylations	
   composant	
   la	
  
fibronectine	
   représentent	
   environ	
   5%	
   de	
   sa	
   masse	
   et	
   semblent	
   correspondre	
   à	
   9	
   motifs	
  
polysaccharidiques.	
  Parmi	
  ces	
  motifs,	
  certains	
  correspondent	
  à	
  des	
  N-­‐glycosylations	
  liées	
  sur	
  l’azote	
  
des	
  résidus	
  asparagines	
  et	
  d’autres	
  à	
  des	
  O-­‐glycosylations	
  retrouvées	
  sur	
  l’oxygène	
  des	
  résidus	
  sérine	
  
ou	
   thréonine.	
   Les	
   modules	
   II2,	
   III3,	
   III5,	
   III7	
   contiennent	
   tous	
   un	
   motif	
   N-­‐glycosylé.	
   Le	
   module	
   I8	
  
possède	
  quant	
  à	
  lui	
  2	
  des	
  N-­‐glycosylations.	
  Les	
  3	
  autres	
  motifs	
  sucrés	
  sont	
  répartis	
  entre	
  les	
  modules	
  
EDB	
  et	
  IIICS.	
  L’une	
  des	
  N-­‐glycosylations	
  et	
  la	
  O-­‐glycosylation	
  sont	
  respectivement	
  liées	
  aux	
  modules	
  
EDB	
  et	
  IIICS.	
  Le	
  rôle	
  de	
  ces	
  glycosylations	
  reste	
  encore	
  à	
  mieux	
  définir	
  mais	
  elles	
  pourraient	
  servir	
  à	
  la	
  
stabilisation	
  de	
  la	
  structure	
  de	
  la	
  protéine	
  à	
  haute	
  température	
  (Ingham	
  et	
  al.	
  1995).	
  Elles	
  semblent	
  
réduire	
  l’affinité	
  de	
  la	
  fibronectine	
  à	
  la	
  gélatine	
  et	
  ralentir	
  l’adhérence	
  et	
  l’étalement	
  des	
  cellules	
  à	
  la	
  
fibronectine	
   (Jones	
   et	
   al.	
   1986;	
   Millard	
   et	
   al.	
   2005).	
   En	
   contrepartie,	
   ces	
   glycosylations	
   semblent	
  
rendre	
  la	
  protéine	
  plus	
  résistante	
  à	
  la	
  protéolyse	
  (Bernard	
  et	
  al.	
  1982;	
  Rees-­‐Milton	
  et	
  al.	
  2004).	
  Ces	
  
glycosylations	
   ont	
   également	
   un	
   impact	
   sur	
   d’autres	
   comportements	
   cellulaires.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
  
montré	
  que	
  la	
  O-­‐glycosylation	
  dans	
  le	
  module	
  IIICS	
  a	
  un	
  rôle	
  fonctionnel	
  important	
  dans	
  l’induction	
  
de	
  la	
  transition	
  épithélio-­‐mésenchymateuse	
  et	
  la	
  mise	
  en	
  place	
  des	
  processus	
  de	
  migration	
  cellulaire	
  
(Freire-­‐de-­‐Lima	
  et	
  al.	
  2011;	
  Alisson-­‐Silva	
  et	
  al.	
  2013;	
  Freire-­‐de-­‐Lima	
  2014).	
  L’expression	
  de	
  la	
  forme	
  
O-­‐glycosylée	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   souvent	
   associée	
   à	
   un	
   phénotype	
   pathologique	
   puisque	
   cette	
  
forme	
  de	
  fibronectine	
  contenant	
  le	
  module	
  IIICS	
  n’est	
  produite	
  que	
  lors	
  de	
  l’embryogenèse	
  et	
  n’est	
  
que	
  très	
  rarement	
  retrouvée	
  dans	
  les	
  tissus	
  adultes	
  sauf	
  tumoraux	
  (Alisson-­‐Silva	
  et	
  al.	
  2013;	
  Freire-­‐
de-­‐Lima	
  2014).	
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En	
  résumé	
  :	
  
La	
   fibronectine	
   est	
   une	
   glycoprotéine	
   constituée	
   de	
   deux	
   sous-­‐unités.	
   Elle	
   est	
   repliée	
   sous	
   forme	
  
compacte	
  en	
  solution	
  ou	
  assemblée	
  en	
  fibres	
  et	
  agrégats	
  dans	
  les	
  matrices	
  extracellulaires.	
  Chaque	
  
sous-­‐unité	
  est	
  constituée	
  de	
  module	
  de	
  type	
  I,	
  II	
  et	
  III.	
  Ces	
  modules	
  sont	
  tous	
  repliés	
  en	
  feuillets	
  β.	
  
La	
  fibronectine	
  possède	
  des	
  séquences	
  d’interaction	
  avec	
  :	
  
• les	
  autres	
  molécules	
  de	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  
• elle-­‐même	
  
• les	
  récepteurs	
  cellulaires	
  
Cette	
   protéine	
   subit	
   des	
   modifications	
   post-­‐traductionnelles	
   modifiant	
   son	
   influence	
   sur	
   le	
  
comportement	
  cellulaire	
  :	
  
• la	
  glycation	
  
• la	
  phosphorylation	
  
• la	
  glycosylation	
  
	
  
La	
  fibronectine	
  est	
  une	
  protéine	
  intervenant	
  dans	
  la	
  régulation	
  de	
  nombreux	
  processus	
  biologiques.	
  
Elle	
  intervient	
  notamment	
  dans	
  l’organisation	
  et	
  la	
  stabilisation	
  de	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  et	
  dans	
  
la	
  régulation	
  des	
  différents	
  comportements	
  cellulaires.	
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II. FIBRONECTINE	
  MATRICIELLE	
  ET	
  REPONSE	
  CELLULAIRE	
  
	
   La	
   fibronectine	
   est	
   une	
   glycoprotéine	
   matricielle	
   qui	
   interagit	
   avec	
   des	
   partenaires	
   divers	
  
dont	
   les	
   autres	
   molécules	
   de	
   la	
   matrice	
   et	
   les	
   récepteurs	
   cellulaires.	
   Ces	
   interactions	
   font	
   de	
   la	
  
fibronectine	
   une	
   protéine	
   intervenant	
   dans	
   l’organisation	
   de	
   la	
   matrice	
   et	
   la	
   régulation	
   des	
  
comportements	
  cellulaires.	
  	
  
	
  

II.	
  A. La	
  fibronectine	
  au	
  sein	
  des	
  matrices	
  extracellulaires	
  

 Organisation	
  et	
  stabilisation	
  de	
  la	
  matrice	
  	
  II.	
  A.	
  1.

	
   La	
   fibronectine	
   est	
   une	
   protéine	
   retrouvée	
   dans	
   la	
   majorité	
   des	
   tissus	
   constituant	
  
l’organisme	
  humain.	
  Dans	
  la	
  MEC,	
  la	
  fibronectine	
  est	
  retrouvée	
  sous	
  forme	
  d’un	
  réseau	
  fibrillaire.	
  Sa	
  
capacité	
  à	
   lier	
  différents	
  partenaires	
  biologiques	
  en	
  fait	
  une	
  protéine	
  organisatrice	
  et	
  stabilisatrice	
  
de	
  la	
  MEC	
  (Sabatier	
  et	
  al.	
  2013).	
  De	
  nombreuses	
  études	
  ont	
  montré	
  qu’une	
  déstabilisation	
  du	
  réseau	
  
fibrillaire	
   de	
   fibronectine	
  mène	
   à	
   une	
   déstructuration	
   de	
   l’organisation	
   d’autres	
   composants	
   de	
   la	
  
matrice.	
   Par	
   exemple,	
   l’inhibition	
   de	
   la	
   polymérisation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   altère	
   la	
   formation	
   des	
  
réseaux	
  de	
  fibrine,	
  collagène	
  I	
  et	
  thrombospondine-­‐1	
  (Pereira	
  et	
  al.	
  2002;	
  Sottile	
  &	
  Hocking	
  2002;	
  Shi	
  
et	
  al.	
  2010).	
  Cette	
  déstabilisation	
  des	
  réseaux	
  est	
  aussi	
  accompagnée	
  d’une	
  dégradation	
  rapide	
  des	
  
molécules	
  par	
  un	
  mécanisme	
  d’internalisation	
  dépendant	
  de	
   la	
  cavéoline-­‐1	
  et	
  des	
   intégrines	
  β1.	
  La	
  
fibronectine	
   favorise	
   le	
   dépôt	
   de	
   ténascine	
   et	
   la	
   formation	
   du	
   réseau	
   de	
   fibrine	
   de	
   façon	
  
concentration-­‐dépendante	
  (Chung	
  &	
  Erickson	
  1997;	
  To	
  &	
  Midwood	
  2011a).	
  En	
  2013,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  
que	
   même	
   si	
   la	
   fibronectine	
   n’est	
   pas	
   nécessaire	
   pour	
   l’assemblage	
   des	
   réseaux	
   de	
   fibrilline,	
   sa	
  
polymérisation	
   est	
   essentielle	
   pour	
   le	
  maintien	
   du	
   réseau	
   de	
   fibrilline-­‐1	
   (Sabatier	
   et	
   al.	
   2013).	
   La	
  
fibronectine	
  influence	
  également	
  la	
  structure	
  des	
  réseaux	
  formés	
  dont	
  notamment	
  ceux	
  de	
  la	
  fibrine	
  
(Ramanathan	
   &	
   Karuri	
   2014).	
   En	
   plus	
   de	
   permettre	
   le	
   maintien	
   des	
   réseaux	
   de	
   la	
   MEC,	
   la	
  
polymérisation	
  de	
  la	
  fibronectine	
  en	
  fibres	
  semble	
  nécessaire	
  pour	
  l’organisation	
  des	
  tissus.	
  Sur	
  des	
  
matrices	
   tridimensionnelles	
   de	
   collagène,	
   les	
   cellules	
   sont	
   incapables	
   de	
   s’étaler	
   et	
   de	
   proliférer.	
  
Néanmoins,	
  l’ajout	
  de	
  fibronectine	
  favorise	
  la	
  prolifération	
  et	
  le	
  regroupement	
  des	
  cellules	
  en	
  grappe	
  
associés	
   à	
   une	
   contraction	
   de	
   la	
  matrice	
   sous-­‐jacente	
   comme	
   ce	
   qui	
   est	
   observé	
   lors	
   de	
   fibroses	
  
pulmonaires	
  (Sevilla	
  et	
  al.	
  2010;	
  da	
  Rocha-­‐Azevedo	
  et	
  al.	
  2013;	
  da	
  Rocha-­‐Azevedo	
  &	
  Grinnell	
  2013).	
  
Ce	
  phénomène	
  est	
  accompagné	
  d’une	
  polymérisation	
  de	
  la	
  fibronectine	
  par	
  les	
  cellules.	
  La	
  présence	
  
de	
  PDGF,	
  un	
  facteur	
  de	
  croissance	
  pro-­‐migratoire,	
  empêche	
  le	
  regroupement	
  des	
  cellules	
  en	
  amas	
  et	
  
inhibe	
   la	
   polymérisation	
   fibrillaire	
   de	
   la	
   fibronectine,	
   favorisant	
   ainsi	
   un	
   comportement	
  migratoire	
  
(da	
  Rocha-­‐Azevedo	
  et	
  al.	
  2013;	
  da	
  Rocha-­‐Azevedo	
  &	
  Grinnell	
  2013).	
  La	
  polymérisation	
  en	
  fibres	
  de	
  la	
  
fibronectine	
  par	
  les	
  cellules	
  est	
  donc	
  essentielle	
  pour	
  la	
  cohésion	
  des	
  cellules.	
  	
  
	
  

 Dynamique	
  de	
  la	
  fibronectine	
  dans	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  II.	
  A.	
  2.

	
   La	
   MEC	
   n’est	
   pas	
   un	
   compartiment	
   statique	
   et	
   la	
   fibronectine	
   fait	
   partie	
   des	
   molécules	
  
matricielles	
   soumises	
   à	
   un	
   remodelage	
   constant.	
   Ce	
   processus	
   intervient	
   à	
   trois	
   niveaux	
  :	
   dépôt,	
  
organisation	
  et	
  dégradation	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  
Le	
   remodelage	
   du	
   réseau	
   de	
   fibronectine	
   est	
   essentiel	
   au	
   bon	
   déroulement	
   des	
   processus	
  
physiologiques.	
   Lors	
   de	
   la	
   réparation	
   cutanée,	
   la	
   fibronectine	
   permet	
   de	
   consolider	
   le	
   clou	
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hémostatique	
   et	
   sert	
   de	
   support	
   «	
  guide	
  »	
   pour	
   la	
  migration	
   des	
   cellules	
   dont	
   les	
   fibroblastes,	
   les	
  
myofibroblastes	
   et	
   les	
   cellules	
   immunitaires	
   (monocytes	
   et	
   macrophages).	
   Dans	
   le	
   stade	
   final	
   de	
  
cicatrisation,	
   ce	
   réseau	
   de	
   fibronectine	
   est	
   dégradé.	
   Dans	
   le	
   cas	
   contraire,	
   il	
   y	
   a	
   échec	
   de	
   la	
  
réparation	
  (Josephine	
  M.	
  J.	
  Stoffels	
  et	
  al.	
  2013).	
  Le	
  dépôt	
  mais	
  surtout	
  la	
  polymérisation	
  accrue	
  de	
  la	
  
fibronectine	
  est	
  nécessaire	
  pour	
  permettre	
  la	
  mise	
  en	
  place	
  des	
  vaisseaux	
  lors	
  de	
  l’embryogenèse,	
  la	
  
réparation	
   tissulaire	
   et	
   également	
   dans	
   les	
   cas	
   pathologiques	
   de	
   fibroses	
   et	
   cancers	
   (Kostourou	
  &	
  
Papalazarou	
   2014).	
   D’autre	
   part,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
   que	
   les	
   cellules	
   cancéreuses	
   de	
   fibrosarcomes	
   à	
  
confluence	
  produisent	
  un	
  réseau	
  de	
  fibronectine	
  qui	
  inhibe	
  leur	
  prolifération,	
  migration	
  et	
  invasion.	
  
Takino	
  &	
  al	
  ont	
  montré	
  que	
  la	
  dégradation	
  de	
  ce	
  réseau	
  de	
  fibronectine	
  par	
  les	
  MT1-­‐MMP	
  restaure	
  
la	
  prolifération	
  de	
  ces	
  cellules	
  et	
   favorise	
   leur	
  migration	
   (Takino	
  et	
  al.	
  2011;	
  Takino	
  et	
  al.	
  2013).	
  La	
  
dégradation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   par	
   la	
   granzyme	
   B,	
   une	
   sérine	
   protéase	
   produite	
   par	
   les	
   cellules	
  
immunitaires,	
  limite	
  quant	
  à	
  elle	
  sa	
  fibrillogenèse	
  et	
  ralentit	
  la	
  formation	
  de	
  tubes	
  capillaires	
  par	
  les	
  
cellules	
  endothéliales	
  (Hendel	
  &	
  Granville	
  2013).	
  
La	
   structure	
   fibrillaire	
  de	
   la	
   fibronectine	
  dans	
  des	
   supports	
   tridimensionnels	
  accélère	
  et	
   favorise	
   la	
  
migration	
   directionnelle	
   des	
   cellules	
   par	
   rapport	
   à	
   sa	
   forme	
   dimérique	
   globulaire,	
   y	
   compris	
   en	
  
absence	
  de	
  la	
  séquence	
  RGD,	
  des	
  intégrines	
  α5β1/αvβ3	
  et	
  des	
  protéases	
  MT1-­‐MMP,	
  indiquant	
  que	
  
la	
  structuration	
  fibrillaire	
  de	
  la	
  matrice	
  est	
  indispensable	
  pour	
  contrôler	
   la	
  vitesse	
  et	
  la	
  direction	
  de	
  
migration	
  des	
  cellules	
  indépendamment	
  de	
  la	
  liaison	
  RGD-­‐intégrines	
  (Corall	
  et	
  al.	
  2014).	
  
Nous	
   pouvons	
   également	
   noter	
   que	
   lors	
   du	
   développement	
   osseux,	
   la	
   stabilisation	
   des	
   réseaux	
  
fibrillaires	
   de	
   fibronectine	
   par	
   la	
   transglutaminase	
   favorise	
   la	
   minéralisation	
   des	
   tissus	
   osseux	
   en	
  
amplifiant	
  la	
  production	
  de	
  LOX	
  et	
  le	
  pontage	
  des	
  collagènes	
  	
  (Cui	
  et	
  al.	
  2014).	
  
Enfin,	
  il	
  est	
  possible	
  d’observer	
  une	
  production	
  accrue	
  de	
  fibronectine	
  dans	
  les	
  premières	
  phases	
  de	
  
la	
   réparation	
   nerveuse.	
   Cette	
   expression	
   rediminue	
   dans	
   la	
   phase	
   tardive	
   de	
   rémyélinisation	
  
(formation	
  des	
  membranes	
  myéliniques).	
  Néanmoins,	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  lésions	
  de	
  sclérose	
  en	
  plaque,	
  la	
  
fibronectine	
  est	
  déposée	
   sous	
   forme	
  d’agrégats	
  mais	
  n’est	
  pas	
  éliminée	
   causant	
  ainsi	
   un	
  échec	
  de	
  
cette	
   remyélinisation	
   (J.	
  M.	
   J.	
   Stoffels	
   et	
   al.	
   2013).	
   Certaines	
   glomérulopathies	
   ont	
   également	
   été	
  
décrites	
   comme	
   associées	
   à	
   des	
   dépôts	
   de	
   type	
   agrégat	
   de	
   fibronectine	
   (Castelletti	
   et	
   al.	
   2008;	
  
Otsuka	
  et	
  al.	
  2012).	
  
	
  

 Les	
  fragments	
  cryptiques	
  de	
  la	
  fibronectine	
  II.	
  A.	
  3.

	
   La	
  fibronectine	
  possède	
  des	
  fragments	
  et	
  des	
  séquences	
  cryptiques	
  qui	
  sont	
  enfouis	
  dans	
  la	
  
protéine	
  et	
  qui	
  ne	
  sont	
  exposés	
  que	
  lorsque	
  la	
  protéine	
  est	
  dépliée	
  et/ou	
  partiellement	
  digérée.	
  
Ces	
   séquences	
   ont	
   des	
  activités	
   distinctes	
   de	
   celle	
   de	
   la	
  molécule	
   initiale	
   entière.	
  Des	
   études	
   ont	
  
suggéré	
  que,	
  suite	
  à	
  leur	
  libération	
  par	
  digestion	
  enzymatique,	
  le	
  fragment	
  N-­‐terminal	
  de	
  30	
  kDa	
  et	
  
le	
  module	
  de	
  liaison	
  à	
  la	
  gélatine	
  (GBD)	
  de	
  50	
  kDa	
  auraient	
  des	
  activités	
  biologiques	
  propres	
  de	
  type	
  
collagénases	
  et	
  gélatinases	
  (Lambert	
  Vidmar	
  et	
  al.	
  1991;	
  Graille	
  et	
  al.	
  2010).	
  Ces	
  fragments	
  semblent	
  
avoir	
  des	
  activités	
  de	
  type	
  MMP,	
  et	
  favoriseraient	
   la	
  synthèse	
  des	
  MMP-­‐3	
  et	
  13	
  en	
  activant	
   la	
  voie	
  
des	
   MAPK	
   (Pagano	
   &	
   Reboud-­‐Ravaux	
   2011).	
   D’autre	
   part,	
   l’anastelline	
   fait	
   également	
   partie	
   des	
  
fragments	
  cryptiques.	
  Les	
  modules	
  de	
  type	
  III	
  sont	
  constitués	
  de	
  7	
  feuillets	
  β	
  antiparallèles	
  nommée	
  
A-­‐B-­‐C-­‐C’-­‐E-­‐F-­‐G.	
   L’anastelline	
   correspond	
   au	
   fragment	
   du	
   module	
   III1	
   de	
   la	
   fibronectine	
   auquel	
   les	
  
brins	
  β	
  A	
  et	
  B	
  sont	
  tronqués	
  (cf.	
  Partie3.	
  I.).	
  Son	
  association	
  avec	
  le	
  module	
  III3	
  de	
  la	
  fibronectine	
  rend	
  
ce	
   dernier	
   plus	
   sensible	
   à	
   la	
   digestion	
   par	
   la	
   thermolysine	
   (Ohashi	
   et	
   al.	
   2009).	
   En	
   2001,	
   il	
   a	
   été	
  



	
  
Revue	
  bibliographique	
  

	
   95	
  

montré	
  que	
  l’anastelline	
  possède	
  des	
  activités	
  inhibitrices	
  de	
  la	
  croissance	
  tumorale	
  et	
  métastatique	
  
et	
  de	
  l’angiogenèse	
  tumorale	
  (Yi	
  &	
  Ruoslahti	
  2001).	
  Ultérieurement,	
  il	
  a	
  été	
  démontré	
  que	
  cet	
  effet	
  
angiostatique	
   provient	
   de	
   la	
   capacité	
   de	
   l’anastelline	
   à	
   inhiber	
   la	
   prolifération	
   et	
   la	
  migration	
   des	
  
cellules	
   endothéliales	
   en	
   inactivant	
   les	
   intégrines	
   α5β1	
   (Ambesi	
   et	
   al.	
   2005;	
   Neskey	
   et	
   al.	
   2008;	
  
Ambesi	
   &	
   McKeown-­‐Longo	
   2009).	
   Le	
   fragment	
   N-­‐terminal	
   de	
   30	
   kDa	
   et	
   le	
   module	
   III14	
   de	
   la	
  
fibronectine	
   semblent	
  avoir	
  des	
  effets	
   similaires	
  puisque	
  ces	
   fragments	
   inhibent	
   respectivement	
   la	
  
croissance	
   des	
   cellules	
   endothéliales	
   et	
   le	
   processus	
   métastatique	
   des	
   cellules	
   de	
   lymphome	
  
(Homandberg	
  et	
  al.	
  1985;	
  Homandberg	
  et	
  al.	
  1986;	
  Kato	
  et	
  al.	
  2002).	
  
	
  
La	
   fibronectine	
   est	
   soumise	
   aux	
   mécanismes	
   de	
   remodelage	
   nécessaire	
   à	
   l’organisation	
   et	
   la	
  
structuration	
  matricielle	
  pouvant	
  induire	
  une	
  modulation	
  du	
  comportement	
  cellulaire.	
  
	
  

II.	
  B. Interaction	
  fibronectine-­‐cellule	
  

 Structures	
  d’interaction	
  cellule-­‐fibronectine	
  II.	
  B.	
  1.

	
   Les	
   principaux	
   récepteurs	
   liants	
   la	
   fibronectine	
   sont	
   les	
   intégrines	
   α5β1	
   et	
   αvβ3	
   et	
   les	
  
syndécanes-­‐4.	
   Il	
   en	
   existe	
   de	
   nombreux	
   autres	
   qui	
   interviennent	
   dans	
   des	
   processus	
   cellulaires	
  
variés	
  (cf.	
  Revue	
  bibliographique,	
  Partie3,	
   I.B.3).	
  Ces	
  différents	
   récepteurs	
  ne	
   reconnaissent	
  pas	
   les	
  
mêmes	
  séquences,	
  n’interviennent	
  pas	
  au	
  même	
  moment	
  et	
  leur	
  interaction	
  peut	
  être	
  différente	
  en	
  
fonction	
  de	
  l’organisation	
  moléculaire	
  et	
  supramoléculaire	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  	
  
Par	
  exemple,	
  les	
  intégrines	
  α5β1	
  reconnaissent	
  la	
  séquence	
  RGD	
  (Arginine-­‐Glycine-­‐Aspartate)	
  située	
  
dans	
  le	
  module	
  III10	
  et	
  la	
  séquence	
  flanquante	
  PHSRN	
  (Proline-­‐Histidine-­‐Serine-­‐Arginine-­‐Asparagine)	
  
située	
  dans	
  le	
  module	
  juxtaposé	
  III9	
  (Sechler	
  et	
  al.	
  1997).	
  Les	
  intégrines	
  αvβ3	
  et	
  α5β1	
  interagissent	
  
également	
   avec	
   le	
  module	
   I5	
  via	
   la	
   séquence	
  NGR	
   (Asparagine-­‐Glycine-­‐Arginine)	
   (Leiss	
   et	
   al.	
   2008;	
  
Niu	
  &	
  Chen	
  2011).	
  La	
  liaison	
  à	
  l’intégrine	
  α4β1	
  via	
  la	
  partie	
  CS1	
  du	
  module	
  IIICS	
  n’est	
  pas	
  l’interaction	
  
la	
   plus	
   forte.	
   Néanmoins,	
   cette	
   interaction	
   est	
   renforcée	
   lorsque	
   la	
   fibronectine	
   est	
   clivée.	
  
Contrairement	
  à	
  l’intégrine	
  α5β1,	
  l’intégrine	
  αvβ3	
  quant	
  à	
  elle	
  ne	
  va	
  lier	
  la	
  fibronectine	
  que	
  sous	
  sa	
  
forme	
  assemblée	
  en	
  fibres	
  (Midwood	
  et	
  al.	
  2006;	
  Huveneers	
  et	
  al.	
  2008).	
  Une	
  étude	
  plus	
  récente	
  a	
  
montré	
   que	
   l’absence	
   des	
   modules	
   EDA	
   et	
   EDB	
   de	
   la	
   fibronectine	
   induit	
   un	
   changement	
   de	
  
l’adhérence	
   des	
   cellules	
   endothéliales	
   dépendante	
   des	
   intégrines	
   α5β1	
   vers	
   une	
   adhérence	
  
dépendante	
  des	
  intégrines	
  αvβ3	
  (Cseh	
  et	
  al.	
  2010).	
  
Parmi	
   les	
   quatre	
   membres	
   de	
   la	
   famille	
   des	
   syndécanes,	
   le	
   syndécane-­‐2	
   permet	
   l’adhérence	
   des	
  
cellules	
  à	
  la	
  fibronectine	
  et	
  intervient	
  également	
  dans	
  la	
  fibrillogenèse	
  de	
  la	
  fibronectine	
  (Klass	
  et	
  al.	
  
2000;	
   Kostourou	
   &	
   Papalazarou	
   2014).	
   L’interaction	
   de	
   la	
   fibronectine	
   avec	
   les	
   intégrines	
   et	
   les	
  
syndécanes-­‐4	
  permet	
  d’initier	
  la	
  formation	
  des	
  structures	
  d’adhérence	
  (Morgan	
  et	
  al.	
  2007).	
  
D’autres	
   protéines	
   servent	
   également	
   à	
   l’interaction	
   cellule-­‐fibronectine	
   dont	
   notamment	
   la	
  
transglutaminase	
   tissulaire	
   (TGase).	
  La	
  TGase	
  est	
  une	
  protéine	
  à	
  activité	
  catalytique	
  qui	
  permet	
  de	
  
lier	
   les	
  protéines	
  entre	
  elles	
  par	
  pontage	
   covalent	
  entre	
  deux	
  groupements	
  amines	
  portés	
  par	
  des	
  
résidus	
   lysines	
   ou	
   des	
   glutamines.	
   Dans	
   le	
   cas	
   de	
   la	
   fibronectine,	
   cette	
   TGase	
   sert	
   également	
   de	
  
récepteur	
  pour	
  favoriser	
  son	
  assemblage	
  fibrillaire	
  (Akimov	
  &	
  Belkin	
  2001).	
  
	
  
Par	
  ces	
  interactions,	
  la	
  fibronectine	
  module	
  le	
  comportement	
  cellulaire.	
  
	
  



	
  
Revue	
  bibliographique	
  

	
  96	
  

 Rôle	
  de	
  la	
  fibronectine	
  dans	
  la	
  migration	
  cellulaire	
  II.	
  B.	
  2.

	
   La	
   fibronectine	
   est	
   une	
   molécule	
   dont	
   l’organisation	
   et	
   la	
   conformation	
   modifient	
   son	
  
influence	
  sur	
   le	
  comportement	
  cellulaire.	
  Cette	
  protéine	
  intervient	
  notamment	
  dans	
  l’adhérence	
  et	
  
la	
  prolifération	
  mais	
  également	
  dans	
   la	
  migration	
   cellulaire.	
   Les	
   réseaux	
   fibrillaires	
  de	
   fibronectine	
  
formés	
  par	
  les	
  cellules	
  sont	
  nécessaires	
  à	
  la	
  migration	
  des	
  cellules	
  lors	
  de	
  la	
  gastrulation	
  (Boucaut	
  et	
  
al.	
  1990).	
  Un	
  défaut	
  dans	
  le	
  dépôt	
  de	
  la	
  fibronectine	
  empêche	
  la	
  gastrulation	
  et	
  perturbe	
  la	
  mise	
  en	
  
place	
  du	
  mésoderme.	
  Cette	
  altération	
  est	
   létale	
   (Darribère	
  &	
  Schwarzbauer	
  2000).	
  Des	
  études	
  ont	
  
montré	
  que	
  sur	
  la	
  fibronectine,	
  les	
  cellules	
  peuvent	
  avoir	
  des	
  comportements	
  migratoires	
  différents	
  
en	
  fonction	
  du	
  type	
  de	
  récepteurs	
  cellulaires	
  qu’elles	
  expriment.	
  Dans	
  le	
  cas	
  des	
  myoblastes	
  C2C12,	
  
la	
   fibronectine	
   favorise	
   la	
   migration	
   collective	
   (Vaz	
   et	
   al.	
   2012).	
   Par	
   contre,	
   elle	
   	
   contribue	
   à	
   la	
  
cohésion	
   des	
   cellules	
   et	
   diminue	
   la	
   dispersion	
   et/ou	
   l’invasion	
   des	
   fibroblastes	
   et	
   des	
   cellules	
  
cancéreuses	
   de	
   la	
   prostate	
   et	
   de	
   glioblastome.	
   Plus	
   particulièrement,	
   la	
   capacité	
   de	
   ces	
   cellules	
  
cancéreuses	
  de	
  la	
  prostate	
  à	
  assembler	
  la	
  fibronectine	
  permet	
  de	
  restreindre	
  leur	
  capacité	
  invasive	
  
(Sabari	
   et	
   al.	
   2011;	
   Jia	
  et	
   al.	
   2012;	
  da	
  Rocha-­‐Azevedo	
  et	
  al.	
   2013;	
   Serres	
  et	
   al.	
   2014).	
   La	
   transition	
  
épithélio-­‐mésenchymateuse	
  des	
  cellules	
  mammaires	
  est	
  également	
  favorisée	
  par	
   l’interaction	
  de	
   la	
  
fibronectine	
  avec	
  les	
  intégrines	
  α5	
  qui	
  permet	
  l’activation	
  de	
  Rac1	
  (Chen	
  et	
  al.	
  2013).	
  
Danen	
   &	
   al	
   ont	
   montré	
   plus	
   particulièrement	
   que	
   sur	
   des	
   recouvrements	
   de	
   fibronectine,	
   les	
  
intégrines	
   αvβ3	
   favorisent	
   la	
   migration	
   directionnelle	
   des	
   cellules	
   épithéliales	
   alors	
   que	
   les	
  
intégrines	
  α5β1	
   favorisent	
  une	
  migration	
   aléatoire	
   (Danen	
  et	
  al.	
  2005).	
  Une	
  étude	
  plus	
   récente	
  a	
  
également	
   montré	
   que	
   les	
   intégrines	
   αvβ3	
   et	
   α5β1	
   sont	
   toutes	
   les	
   deux	
   impliquées	
   dans	
   la	
  
migration	
  collective	
  des	
  cellules	
  de	
  gliome	
  alors	
  que	
  seules	
  les	
  intégrines	
  α5β1	
  sont	
  impliquées	
  dans	
  
la	
  migration	
  individuelle	
  (Ray	
  et	
  al.	
  2014).	
  Cela	
  pourrait	
  s’expliquer	
  par	
  le	
  fait	
  que	
  ces	
  intégrines	
  sont	
  
impliquées	
   dans	
   des	
   voies	
   de	
   signalisation	
   différentes	
   (cf.	
   Partie.1.III.C.3).	
   Sur	
   un	
   support	
   de	
  
fibronectine,	
   les	
   intégrines	
  αvβ3	
  permettent	
   l’activation	
  et	
   l’accumulation	
  de	
   la	
  petite	
  Rho	
  GTPase	
  
(impliquée	
  dans	
  la	
  régulation	
  de	
  la	
  polymérisation	
  de	
  l’actine)	
  Rac1	
  dans	
  le	
  front	
  avant	
  de	
  migration	
  
par	
   rapport	
   au	
   front	
   arrière.	
   Cette	
   répartition	
   est	
   nécessaire	
   au	
   contrôle	
   des	
   changements	
   de	
  
direction	
  des	
  cellules	
  (Danen	
  et	
  al.	
  2005;	
  Bass	
  et	
  al.	
  2007).	
  Dans	
  le	
  cas	
  de	
  l’activation	
  des	
  intégrines	
  
α5β1,	
   les	
  protéines	
  RhoA	
  favorisent	
   la	
   formation	
  de	
  plus	
  petites	
  protubérances	
   latérales	
  menant	
  à	
  
une	
   migration	
   plus	
   aléatoire.	
   L’inhibition	
   de	
   RhoA	
   permet	
   le	
   changement	
   d’une	
   adhérence	
   β1-­‐
dépendante	
   à	
   β3-­‐dépendante,	
   alors	
   qu’au	
   contraire,	
   l’augmentation	
   de	
   son	
   activité	
   permet	
   le	
  
basculement	
   vers	
   une	
   adhérence	
   β1-­‐dépendante	
   (Danen	
   et	
   al.	
   2005).	
   Les	
   intégrines	
   α5β1	
   sont	
  
nécessaires	
  à	
   la	
  mise	
  en	
  place	
  des	
   structures	
  d’adhérence	
  et	
  permettent	
  de	
  générer	
  des	
   forces	
  de	
  
tension	
   alors	
   que	
   les	
   intégrines	
   αv	
   stabilisent	
   les	
   contacts	
   focaux	
   et	
   sont	
   responsables	
   de	
  
l’adaptation	
   morphologique	
   aux	
   forces	
   générées	
   (Schiller	
   et	
   al.	
   2013).	
   L’interaction	
   fibronectine-­‐
intégrine	
  αv	
  est	
  donc	
  plus	
   stable	
  et	
   a	
  une	
  durée	
  de	
   vie	
  plus	
   longue	
  que	
   l’interaction	
   fibronectine-­‐
α5β1.	
  
En	
  outre,	
  il	
  existe	
  une	
  coopération	
  étroite	
  entre	
  les	
  syndécanes-­‐4	
  et	
  les	
  intégrines	
  pour	
  moduler	
  les	
  
comportements	
   cellulaires	
   (cf.	
   Partie	
   1.	
   III.	
   C.	
   3.	
   d).	
   L’interaction	
   des	
   syndécanes-­‐4	
   avec	
   la	
  
fibronectine	
  permet	
  l’activation	
  de	
  PKCα	
  et	
  induit	
  une	
  accumulation	
  de	
  Rac1	
  dans	
  le	
  front	
  avant	
  de	
  
migration	
  (Bass	
  et	
  al.	
  2007).	
  De	
  plus,	
   la	
  phosphorylation	
  des	
   syndécanes-­‐4	
  permet	
  de	
  stabiliser	
   les	
  
contacts	
   focaux	
  αvβ3-­‐dépendants	
   en	
   ralentissant	
   la	
   translocation	
   des	
   intégrines	
  αvβ3,	
   et	
   favorise	
  
ainsi	
   la	
  migration	
  directionnelle	
  des	
  cellules.	
  La	
  forme	
  non-­‐phosphorylée	
  des	
  syndécanes-­‐4	
  favorise	
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quant	
  à	
  elle	
   le	
   recyclage	
  des	
   intégrines	
  α5β1	
  vers	
   la	
  membrane	
  plasmique	
  et	
   réprime	
   le	
   trafic	
  des	
  
intégrines	
   αvβ3.	
   Les	
   intégrines	
   α5β1	
   déstabilisent	
   ainsi	
   les	
   contacts	
   focaux	
   αvβ3-­‐dépendants	
   et	
  
empêchent	
  la	
  migration	
  cellulaire	
  en	
  générale	
  (Morgan	
  et	
  al.	
  2013).	
  
La	
  régulation	
  de	
  l’expression	
  à	
  la	
  surface	
  membranaire	
  des	
  récepteurs	
  est	
  en	
  partie	
  contrôlée	
  par	
  un	
  
mécanisme	
  d’internalisation.	
   En	
  présence	
  de	
   fibronectine,	
   il	
   a	
  été	
  montré	
  que	
   les	
  cavéolines	
   sont	
  
regroupées	
   au	
   centre	
   de	
   la	
   cellule	
   pendant	
   l’étalement.	
   Lors	
   de	
   la	
   migration,	
   les	
   formes	
  
phosphorylées	
   de	
   la	
   cavéoline	
   sont	
   relocalisées	
   vers	
   le	
   front	
   avant	
   tandis	
   que	
   les	
   formes	
   non-­‐
phosphorylées	
  sont	
  relocalisées	
  vers	
  le	
  front	
  arrière	
  de	
  la	
  cellule,	
  amplifiant	
  ainsi	
  la	
  polarisation	
  de	
  la	
  
cellule.	
  Une	
  perte	
  d’expression	
  de	
  ces	
  molécules	
  de	
  cavéoline	
  engendre	
  une	
  perte	
  de	
   l’orientation	
  
des	
  cellules	
  en	
  migration	
  (Beardsley	
  et	
  al.	
  2005).	
  
La	
  migration	
  induite	
  par	
  la	
  fibronectine	
  dépend	
  également	
  de	
  sa	
  conformation	
  supramoléculaire.	
  En	
  
effet,	
   sur	
   un	
   support	
   2D	
   de	
   fibronectine,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   la	
   migration	
   des	
   cellules	
   de	
  
fibrosarcomes	
   est	
   classiquement	
   dépendante	
   des	
   intégrines	
   α5β1	
   et	
   des	
   métalloprotéases	
  
membranaires	
  MT1-­‐MMP	
  (Corall	
  et	
  al.	
  2014).	
  Sur	
  une	
  matrice	
  3D	
  dans	
  laquelle	
  la	
  fibronectine	
  a	
  une	
  
structure	
  fibrillaire,	
  la	
  migration	
  de	
  ces	
  cellules	
  est	
  directionnelle	
  et	
  plus	
  rapide	
  mais	
  ne	
  nécessite	
  ni	
  
les	
   intégrines	
   α5β1/αvβ3	
   ni	
   les	
   MT1-­‐MMP.	
   Sur	
   une	
   matrice	
   3D	
   de	
   fibronectine,	
   la	
   migration	
  
directionnelle	
   des	
   cellules	
   est	
   donc	
   définie	
   par	
   la	
   topographie	
   fibrillaire	
   de	
   la	
   fibronectine	
   et	
   les	
  
cellules	
   ont	
   une	
  migration	
   amiboïde	
   (indépendante	
   de	
   la	
   dégradation	
   enzymatique)	
   plutôt	
   que	
  
mésenchymateuse	
  (dépendante	
  de	
  la	
  dégradation	
  enzymatique)	
  (Corall	
  et	
  al.	
  2014).	
  
Des	
   modèles	
   in	
   vitro	
   ont	
   été	
   mis	
   en	
   place	
   afin	
   de	
   déterminer	
   le	
   rôle	
   de	
   la	
   fibronectine	
   dans	
   le	
  
processus	
   d’invasion.	
   Il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   la	
   fibronectine	
   est	
   nécessaire	
   aux	
   fibroblastes	
   pour	
  
transiter	
   d’une	
   matrice	
   de	
   collagène	
   vers	
   une	
   matrice	
   de	
   fibrine	
   indépendamment	
   du	
   rôle	
   des	
  
protéases	
   sécrétées	
   dans	
   la	
   dégradation	
   des	
   matrices	
   (Greiling	
   &	
   Clark	
   1997).	
   La	
   présence	
   de	
  
fibronectine	
  dans	
   les	
  matrices	
  de	
  collagène	
  est	
  également	
  primordiale	
  pour	
  favoriser	
   l’invasion	
  des	
  
cellules	
   cancéreuses	
   de	
   mélanome	
   et	
   de	
   fibrosarcome	
   mais	
   pas	
   celle	
   des	
   fibroblastes	
   (Menon	
   &	
  
Beningo	
   2011).	
   Cette	
   invasion	
   par	
   les	
   cellules	
   cancéreuses	
   est	
   dépendante	
   de	
   la	
   présence	
   de	
  
fibronectine	
  mais	
  également	
  de	
  la	
  présence	
  de	
  la	
  protéine	
  de	
  signalisation	
  cofiline.	
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II.	
  C. Substitut	
   vert	
   de	
   la	
   fibronectine	
  :	
   analogue	
   végétal	
   des	
   protéines	
  
animales	
  

	
   La	
   fibronectine	
  est	
  une	
  protéine	
   très	
   largement	
  étudiée	
  pour	
   son	
   rôle	
  dans	
   l’adhérence,	
   la	
  
prolifération	
   et	
   la	
   migration	
   cellulaire.	
   Sa	
   capacité	
   d’interaction	
   avec	
   différents	
   partenaires	
   et	
   sa	
  
fonctionnalité	
  en	
  ont	
  fait	
  une	
  protéine	
  de	
  choix	
  pour	
  faciliter	
  l’adhérence	
  des	
  cellules	
  aux	
  supports	
  in	
  
vitro.	
  Malgré	
   cela,	
   la	
   fibronectine	
  n’est	
   pas	
   utilisée	
  pour	
   les	
   applications	
   en	
   clinique	
   en	
   raison	
   des	
  
problèmes	
   liés	
   à	
   l’utilisation	
   des	
   protéines	
   animales	
   tels	
   que	
   la	
   transmission	
   des	
   virus	
   ou	
   des	
  
maladies	
  à	
  prion	
  et	
  du	
  coût	
  de	
  sa	
  purification.	
  Des	
  solutions	
  alternatives	
  ont	
  donc	
  été	
  recherchées	
  
et	
  se	
  sont	
  tournées	
  vers	
  les	
  biotechnologies	
  végétales.	
  
Les	
   cellules	
   végétales	
   sont	
   entourées	
   d’une	
   paroi	
   végétale	
   qui	
   constitue	
   une	
   véritable	
   matrice	
  
extracellulaire	
   (Figure	
   33).	
   Comme	
  pour	
   les	
   organismes	
   animaux,	
   les	
   différents	
   éléments	
   de	
   cette	
  
matrice	
  extracellulaire	
   lui	
  confèrent	
  des	
  organisations	
  structurales	
  et	
   fonctionnelles.	
  Des	
  similarités	
  
architecturales	
   peuvent	
   être	
   notées	
   entre	
   les	
   structures	
   animales	
   et	
   les	
   structures	
   végétales.	
   La	
  
cellulose	
  et	
  l’hémicellulose	
  ont	
  un	
  rôle	
  similaire	
  au	
  collagène	
  I	
  et	
  III	
  des	
  tissus	
  animaux.	
  Les	
  molécules	
  
de	
   cellulose	
   s’associent	
   pour	
   constituer	
   la	
   trame	
   fibrillaire	
   des	
   parois	
   tandis	
   que	
   les	
   molécules	
  
d’hémicellulose	
   permettent	
   de	
   relier	
   les	
   fibres	
   de	
   cellulose	
   entre	
   elles.	
   Les	
   pectines,	
   assimilées	
   à	
  
l’acide	
   hyaluronique	
  de	
   la	
   matrice	
   animale,	
   comblent	
   les	
   espaces	
   entre	
   les	
   réseaux	
   de	
   fibres	
   de	
  
cellulose/hémicellulose.	
   Tout	
   comme	
   l’acide	
   hyaluronique	
   et	
   les	
   protéoglycanes,	
   les	
   pectines	
   sont	
  
des	
  polymères	
  saccharidiques	
  (polyglucuronates)	
  qui	
  se	
  charge	
  en	
  eau	
  pour	
  former	
  un	
  gel	
  réservoir	
  
d’ions	
  qui	
  résiste	
  aux	
  forces	
  de	
  compression.	
  Enfin,	
  les	
  extensines	
  sont	
  des	
  protéines	
  qui	
  rigidifient	
  la	
  
paroi	
   en	
   pontant	
   les	
   résidus	
   tyrosines	
   de	
   deux	
   molécules	
   différentes.	
   Elles	
   sont	
   associées	
   à	
   une	
  
résistance	
  mécanique	
  pour	
  éviter	
  l’éclatement	
  de	
  la	
  paroi	
  suite	
  à	
  une	
  dégradation	
  des	
  parois	
  par	
  un	
  
pathogène	
  invasif.	
  Cette	
  propriété	
  fait	
  donc	
  des	
  extensines	
  des	
  molécules	
  similaires	
  à	
   l’élastine	
  des	
  
tissus	
   animaux.	
   Parmi	
   tout	
   ces	
   analogues	
   structuraux	
   de	
   la	
   matrice	
   extracellulaire,	
   des	
  molécules	
  
similaires	
   aux	
   protéines	
   d’adhérence	
   animales	
   ont	
   également	
   été	
   retrouvées	
   dans	
   les	
   parois	
   de	
  
différentes	
  espèces	
  végétales	
  dont	
  notamment	
  des	
  analogues	
  de	
  la	
  fibronectine	
  et	
  de	
  la	
  vitronectine	
  
(Sanders	
   et	
   al.	
   1991;	
   Zhu	
   et	
   al.	
   1993)	
   qui	
   ont	
   été	
   immunomarqués	
   avec	
   des	
   anticorps	
   spécifiques	
  
dirigés	
  contre	
  ces	
  deux	
  protéines	
  humaines.	
  
	
  

	
  
Figure	
  33	
  :	
  Représentation	
  de	
  la	
  matrice	
  extracellulaire	
  végétale	
  

Les	
  trois	
  principaux	
  composants	
  de	
  la	
  matrice	
  végétale	
  sont	
  représentés	
  :	
  cellulose,	
  hémicellulose	
  et	
  pectine	
  (d’après	
  Smith	
  2001).	
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Au	
   sein	
   du	
   laboratoire	
   ERRMECe,	
   un	
   analogue	
   de	
   la	
   fibronectine	
   a	
   été	
   purifiée	
   à	
   partir	
   de	
   paroi	
  
végétale	
  de	
  petit	
  pois	
  en	
  utilisant	
  un	
  protocole	
  similaire	
  à	
  celui	
  de	
   la	
  purification	
  de	
   la	
  fibronectine	
  
plasmatique	
   humaine	
   (Poulouin	
   et	
   al.	
   1999).	
   Cette	
   protéine	
   de	
   type	
   fibronectine,	
   nommée	
  
greenfibronectine,	
   présente	
   un	
   poids	
   moléculaire	
   similaire	
   au	
   monomère	
   de	
   fibronectine,	
   soit	
  
environ	
   220	
   kDa	
   (Pellenc	
   et	
   al.	
   2004).	
   Cette	
   protéine	
   possède	
   des	
   propriétés	
   semblables	
   à	
   la	
  
fibronectine	
   plasmatique	
   humaine.	
   Elle	
   a	
   notamment	
   la	
   capacité	
   d’interagir	
   avec	
   des	
   ligands	
  
analogues	
  -­‐	
   gélatine	
   et	
   héparine	
   -­‐	
   et	
   peut	
   être	
   reconnue	
   spécifiquement	
   par	
   l’anticorps	
   polyclonal	
  
anti-­‐fibronectine	
  plasmatique	
  humaine	
  (f3648,	
  Sigma).	
  Néanmoins,	
  les	
  propriétés	
  d’interaction	
  avec	
  
les	
  autres	
  molécules	
  matricielles	
  et	
   les	
  effets	
   sur	
   le	
   comportement	
   cellulaire	
   restent	
  à	
  déterminer.	
  
Ces	
   différentes	
   caractéristiques	
   pourront	
   faire	
   de	
   la	
   greenfibronectine	
   un	
   substitut	
   idéal	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  plasmatique	
  pour	
  des	
  applications	
  en	
  clinique.	
  
	
  
En	
  résumé	
  :	
  
Au	
  sein	
  des	
  matrices,	
   le	
  réseau	
  de	
  fibronectine	
  joue	
  un	
  rôle	
  organisateur	
  et	
  stabilisateur	
  de	
  la	
  MEC	
  
en	
  favorisant	
  le	
  maintien	
  du	
  réseau	
  des	
  autres	
  molécules	
  matricielles.	
  
Cette	
   protéine	
   est	
   également	
   soumise	
   à	
   un	
   remodelage	
   dans	
   la	
   matrice	
  :	
   elle	
   est	
   produite,	
  
restructurée	
  et	
  dégradée	
  par	
  les	
  cellules	
  de	
  l’environnement.	
  
Sa	
   dégradation	
   et/ou	
   sa	
   réorganisation	
   permet	
   de	
   libérer/exposer	
   des	
   fragments/sites	
   cryptiques	
  
induisant	
  différentes	
  activités	
  cellulaires.	
  	
  
L’interaction	
  de	
  la	
  fibronectine	
  avec	
  les	
  cellules	
  se	
  fait	
  par	
  l’intermédiaire	
  des	
  récepteurs	
  cellulaires	
  :	
  	
  
• les	
  intégrines	
  
• les	
  syndécanes	
  
• la	
  transglutaminase	
  
La	
  fibronectine	
  influence,	
  entre	
  autre,	
  la	
  migration	
  cellulaire.	
  L’interaction	
  de	
  la	
  fibronectine	
  avec	
  les	
  
intégrines	
   α5β1	
   et	
   αvβ3	
   est	
   importante	
   dans	
   le	
   contrôle	
   respectif	
   de	
   la	
   migration	
   aléatoire	
   et	
  
directionnelle.	
  L’interaction	
  de	
  ces	
  deux	
   intégrines	
  avec	
   la	
   fibronectine	
   intervient	
  dans	
   la	
  migration	
  
collective	
  alors	
  que	
  seule	
  l’interaction	
  avec	
  α5β1	
  intervient	
  dans	
  la	
  migration	
  isolée.	
  
	
  
	
  
L’influence	
  de	
  le	
  fibronectine	
  sur	
  le	
  comportement	
  cellulaire	
  dépend	
  également	
  de	
  sa	
  conformation.	
  
Elle	
  peut	
  former	
  des	
  assemblages	
  de	
  différentes	
  structures	
  dont	
   les	
  mécanismes	
  de	
  formation	
  sont	
  
discutés	
  dans	
  la	
  suite.	
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III. ASSEMBLAGES	
  DE	
  FIBRONECTINE	
  
	
   La	
   molécule	
   de	
   fibronectine	
   est	
   trouvée	
   sous	
   forme	
   dimérique	
   soluble	
   dans	
   les	
   liquides	
  
biologiques.	
   Les	
  différentes	
   séquences	
  d’interaction,	
  notamment	
   celles	
  d’auto-­‐assemblage	
  décrites	
  
précédemment,	
   confèrent	
   la	
   particularité	
   à	
   la	
   fibronectine	
   de	
   former	
   des	
   assemblages	
  
supramoléculaires.	
  Le	
  principal	
  assemblage	
  décrit	
  dans	
  la	
  littérature	
  correspond	
  aux	
  fibres	
  formées	
  
in	
   vivo	
   par	
   les	
   cellules	
   lors	
   du	
   processus	
   de	
   fibrillogenèse	
   (Mao	
   &	
   Schwarzbauer	
   2005).	
   Plus	
  
récemment,	
  des	
  assemblages	
  de	
  type	
  agrégat	
  ont	
  également	
  été	
  retrouvés	
  in	
  vivo.	
  Ces	
  assemblages	
  
semblent	
  être	
  formés	
  dans	
  les	
  cas	
  pathologiques	
  de	
  la	
  glomérulopathie	
  et	
  des	
  lésions	
  de	
  sclérose	
  en	
  
plaque	
   (J.	
  M.	
   J.	
   Stoffels	
   et	
   al.	
   2013;	
   Castelletti	
   et	
   al.	
   2008).	
   Les	
   études	
   in	
   vitro	
   ont	
  montré	
   que	
   la	
  
fibronectine	
  peut	
  former	
  des	
  assemblages	
  de	
  structure	
  bien	
  plus	
  diversifiée	
  (Patel	
  et	
  al.	
  2006;	
  Nelea	
  
et	
  al.	
  2008).	
  	
  
	
  

III.	
  A. La	
  fibrillogenèse	
  :	
  assemblage	
  induit	
  par	
  les	
  cellules	
  

	
   En	
  culture	
  cellulaire,	
  les	
  études	
  laissent	
  apparaître	
  des	
  fibres	
  de	
  fibronectine	
  interconnectées	
  
entre-­‐elles,	
   de	
   quelques	
   nanomètres	
   à	
   quelques	
   micromètres	
   de	
   diamètre	
   (10	
   à	
   1000	
   nm)	
   et	
   de	
  
dizaines	
  de	
  micromètres	
  en	
  longueur	
  (Figure	
  34)	
  (Bradshaw	
  &	
  Smith	
  2014).	
  
	
  

	
  
Figure	
  34	
  :	
  Réseau	
  fibrillaire	
  de	
  fibronectine	
  

Image	
   de	
   microscopie	
   à	
   fluorescence	
   du	
   réseau	
   de	
   fibronectine	
   formé	
   par	
   les	
   cellules	
   CHO	
   (barre	
   d’échelle	
  :	
   20µm)	
   (d’après	
   Mao	
   &	
  
Schwarzbauer	
  2005).	
  

	
  
La	
  fibronectine	
  dimérique	
  en	
  solution	
  possède	
  un	
  diamètre	
  de	
  8.7	
  nm	
  (Nelea	
  2008).	
  Sa	
  forme	
  dépliée	
  
possédant	
   un	
   diamètre	
   de	
   3	
   nm,	
   les	
   fibres	
   observées	
   in	
   vitro	
   correspondraient	
   à	
   l’assemblage	
   de	
  
plusieurs	
   dizaines/centaines	
   de	
   molécules	
   de	
   fibronectine.	
   Sous	
   l’appellation	
   fibrillogenèse,	
   le	
  
passage	
  de	
  la	
  forme	
  soluble	
  à	
  la	
  forme	
  fibrillaire	
  insoluble	
  se	
  déroule	
  en	
  plusieurs	
  étapes	
  (Figure	
  35)	
  :	
  
• Liaison	
  de	
  la	
  fibronectine	
  soluble	
  à	
  la	
  cellule	
  via	
  les	
  intégrines	
  (notamment	
  les	
  intégrines	
  α5β1)	
  
• Recrutement	
  des	
  protéines	
  de	
  signalisation	
  et	
  formation	
  de	
  sites	
  d’adhésion	
  focale	
  
• Regroupement	
   des	
   intégrines	
   et	
   réorganisation	
   du	
   cytosquelette	
   d’actine	
   qui	
   correspond	
   à	
   la	
  

signalisation	
  inside-­‐out	
  
• Changements	
  conformationnels	
  des	
  molécules	
  de	
  fibronectine	
  sous	
  la	
  tension	
  engendrée	
  par	
  les	
  

intégrines	
  favorisant	
  l’interaction	
  des	
  molécules	
  de	
  fibronectine	
  entre	
  elles	
  (Figure	
  35.d	
  et	
  i)	
  
• Conversion	
   des	
   fibrilles	
   en	
   fibres	
   de	
   fibronectine	
   par	
   une	
   translocation	
   des	
   intégrines	
   de	
   la	
  

périphérie	
  vers	
  le	
  centre	
  de	
  la	
  cellule	
  (Figure	
  35.d	
  et	
  ii)	
  
	
  



	
  
Revue	
  bibliographique	
  

	
   101	
  

	
  
Figure	
  35	
  :	
  Etapes	
  principales	
  de	
  la	
  fibrillogenèse	
  

a)	
   Liaison	
   de	
   la	
   fibronectine	
   aux	
   intégrines.	
   b)	
   Recrutement	
   des	
   protéines	
   de	
   signalisation	
   et	
   formation	
   des	
   sites	
   d’adhésion	
   focale.	
   c)	
  
Regroupement	
  des	
  intégrines	
  et	
  réorganisation	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine.	
  d)	
  Changements	
  de	
  conformation	
  de	
  la	
  fibronectine	
  exposant	
  les	
  
sites	
   d’auto-­‐assemblage	
   nécessaire	
   à	
   sa	
   fibrillogenèse.	
   i)	
   Dimère	
   de	
   fibronectine	
   dépliée	
   sous	
   les	
   forces	
   de	
   tension	
   cellulaires.	
   ii)	
  
Association	
  des	
  molécules	
  de	
  fibronectine	
  pour	
  former	
  des	
  fibres	
  (d’après	
  Singh	
  et	
  al.	
  2010).	
  

	
  
Une	
   partie	
   de	
   ses	
   modules	
   d’auto-­‐assemblage	
   étant	
   cryptiques,	
   la	
   fibronectine	
   doit	
   subir	
   des	
  
modifications	
  de	
  structure	
  pour	
  permettre	
  les	
  interactions	
  fibronectine-­‐fibronectine	
  et	
  ainsi	
  initier	
  la	
  
fibrillogenèse.	
  En	
  1999,	
  il	
  a	
  été	
  suggéré	
  que	
  la	
  liaison	
  des	
  cœurs	
  hydrophobes	
  des	
  modules	
  de	
  type	
  III	
  
de	
  la	
  fibronectine	
  avec	
  la	
  bicouche	
  lipidique	
  pourrait	
  favoriser	
  le	
  dépliement	
  et	
  la	
  polymérisation	
  de	
  
la	
  fibronectine	
  (Baneyx	
  &	
  Vogel	
  1999;	
  Baneyx	
  et	
  al.	
  2001).	
  Mais	
  la	
  fibrillogenèse	
  est	
  essentiellement	
  
médiée	
  par	
  les	
  forces	
  de	
  traction	
  appliquées	
  par	
  les	
  cellules	
  sur	
  la	
  protéine.	
  	
  
Dans	
   un	
   premier	
   temps,	
   il	
   y	
   a	
   donc	
   liaison	
   de	
   la	
   fibronectine	
   dimérique	
   avec	
   la	
   cellule	
   par	
  
l’intermédiaire	
  de	
  récepteurs	
  cellulaires	
  :	
  les	
  intégrines	
  α5β1	
  qui	
  sont	
  réparties	
  sur	
  toute	
  la	
  surface	
  
cellulaire.	
   Les	
   intégrines	
  αvβ3,	
  α4β1	
   et	
  αIIbβ3	
   et	
   les	
   syndécanes-­‐1	
   et	
   -­‐2	
   interviennent	
   également	
  
dans	
   la	
  fibrillogenèse	
  (Leiss	
  et	
  al.	
  2008;	
  Klass	
  et	
  al.	
  2000;	
  Stepp	
  et	
  al.	
  2010).	
  Les	
   intégrines	
  α5β1	
  se	
  
lient	
  à	
  la	
  séquence	
  RGD	
  du	
  module	
  III10	
  de	
  la	
  fibronectine	
  ainsi	
  qu’au	
  site	
  PHSRN	
  dans	
  le	
  module	
  III9.	
  
Ce	
  module	
   III9	
  n’est	
  pas	
   indispensable	
  puisqu’en	
  son	
  absence	
   la	
   fibrillogenèse	
  est	
  ralentie	
  mais	
  pas	
  
inhibée.	
  
Suite	
  à	
   leur	
   interaction	
  avec	
   la	
  fibronectine,	
   les	
   intégrines	
   se	
   regroupent	
  pour	
  former	
  des	
  contacts	
  
focaux	
   et	
   générer	
   une	
   concentration	
   locale	
   élevée	
   en	
   fibronectine	
   qui	
   facilite	
   les	
   interactions	
  
fibronectine-­‐fibronectine.	
  La	
  partie	
  cytoplasmique	
  des	
  intégrines	
  interagit	
  avec	
  les	
  filaments	
  d’actine	
  
qui	
  exercent	
  des	
  forces	
  de	
  tension	
  permettant	
  leur	
  translocation	
  depuis	
  l’extrémité	
  des	
  lamellipodes	
  
vers	
  le	
  centre	
  de	
  la	
  cellule	
  le	
  long	
  des	
  fibres	
  de	
  stress.	
  Cette	
  translocation	
  permet	
  le	
  dépliement	
  des	
  
molécules	
  de	
  fibronectine	
  interagissant	
  ainsi	
  pour	
  former	
  des	
  fibrilles	
  (Ohashi	
  et	
  al.	
  2002).	
  La	
  liaison	
  
des	
   syndécanes-­‐1	
   avec	
   le	
   module	
   d’affinité	
   à	
   l’héparine	
   de	
   la	
   fibronectine	
   pourrait	
   aider	
   au	
  
dépliement	
  de	
  la	
  fibronectine	
  pendant	
  la	
  fibrillogenèse	
  (Yang	
  et	
  al.	
  2011).	
  	
  
D’autre	
  part,	
  il	
  a	
  également	
  été	
  montré	
  que	
  la	
  partie	
  carboxy-­‐terminale,	
  constituée	
  des	
  modules	
  III15	
  
à	
  I12	
  de	
  la	
  fibronectine	
  et	
  contenant	
  les	
  ponts	
  disulfures	
  entre	
  les	
  deux	
  sous-­‐unités,	
  est	
  essentielle	
  à	
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la	
  fibrillogenèse	
  initiée	
  par	
  les	
  cellules	
  (Schwarzbauer	
  1991;	
  Ichihara-­‐Tanaka	
  et	
  al.	
  1995;	
  Kozaki	
  et	
  al.	
  
2003).	
  	
  
La	
  formation	
  des	
  fibrilles	
  de	
  fibronectine	
  permet	
  au	
  processus	
  de	
  polymérisation	
  de	
  se	
  poursuivre	
  en	
  
permettant	
   la	
   formation	
   de	
   fibres	
   plus	
   épaisses,	
   insolubles	
   au	
   deoxycholate	
   (acide	
   biliaire	
   qui	
  
permet	
   la	
   dissolution	
   des	
   membranes	
   lipidiques)	
   et	
   maintenues	
   par	
   un	
   ensemble	
   d’interactions	
  
fortes	
  entre	
  protéines.	
  	
  
Ces	
  fibres	
  insolubles	
  procurent	
  sa	
  rigidité	
  et	
  sa	
  stabilité	
  à	
  la	
  matrice	
  de	
  fibronectine	
  mais	
  également	
  
son	
  caractère	
  extensible.	
  
	
  

III.	
  B. Le	
  maintien	
  de	
  la	
  structure	
  fibrillaire	
  des	
  fibres	
  de	
  fibronectine	
  et	
  leur	
  
extensibilité	
  

	
   Depuis	
   maintenant	
   plusieurs	
   années,	
   les	
   structures	
   permettant	
   le	
  maintien	
   des	
   structures	
  
fibrillaires	
  de	
  fibronectine	
  dans	
  les	
  matrices	
  sont	
  très	
  activement	
  étudiées.	
  En	
  1977,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  
que	
   suite	
   à	
   l’extraction	
   de	
   la	
   MEC,	
   une	
   partie	
   des	
   molécules	
   de	
   fibronectine	
   subit	
   un	
   retard	
   de	
  
migration	
  lors	
  d’une	
  séparation	
  sur	
  gel	
  d’électrophorèse	
  (Hynes	
  &	
  Destree	
  1977).	
  Ce	
  retard	
  n’est	
  plus	
  
observé	
   lors	
   d’une	
   séparation	
   en	
   conditions	
   réductrices.	
   Suite	
   à	
   ce	
   résultat,	
   il	
   a	
   longtemps	
   été	
  
suggéré	
  que	
  les	
  assemblages	
  de	
  fibronectine	
  dans	
  la	
  MEC	
  seraient	
  maintenus	
  par	
  des	
  liaisons	
  de	
  type	
  
ponts	
  disulfures.	
  En	
  1994,	
  de	
  nouveaux	
  résultats	
  ont	
  suggéré	
  que	
  d’autres	
  types	
  de	
  liaison	
  covalente	
  
pourraient	
  être	
  impliqués	
  dans	
  la	
  formation	
  et	
  la	
  stabilisation	
  des	
  fibres	
  dont	
  notamment	
  les	
  liaisons	
  
isopeptidiques	
  formées	
  par	
  la	
  transglutaminase	
  tissulaire	
  et	
  la	
  transglutaminase	
  plasmatique	
  activée	
  
(facteur	
   XIIIa)	
   (Martinez	
   et	
   al.	
   1994;	
   Verderio	
   et	
   al.	
   1999;	
   Cui	
   et	
   al.	
   2014).	
   En	
   effet,	
   la	
  
transglutaminase,	
   connue	
   pour	
   avoir	
   une	
   localisation	
   principalement	
   cytoplasmique	
   ou	
  
extracellulaire,	
  se	
  retrouve	
  également	
  à	
  la	
  surface	
  cellulaire.	
  Elle	
  y	
  favoriserait	
  la	
  polymérisation	
  des	
  
fibres	
   de	
   fibronectine	
   par	
   sa	
   fonction	
   catalytique.	
   Elle	
   permettrait	
   la	
   formation	
   de	
   liaisons	
  
peptidiques	
   entre	
   les	
   groupements	
   amines	
   de	
   la	
   chaîne	
   latérale	
   de	
   la	
   lysine	
   et	
   le	
   groupement	
  
carboxyle	
  de	
  la	
  chaîne	
  latérale	
  du	
  glutamate	
  (Mehta	
  2005).	
  Le	
  facteur	
  XIIIa	
  intervient	
  quant	
  à	
  lui	
  dans	
  
le	
   cas	
   du	
   comblement	
   des	
   blessures	
   et	
   favorise	
   la	
   polymérisation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   plasmatique	
  
(Barry	
  &	
  Mosher	
  1988).	
  Cependant,	
  une	
  étude	
  réalisée	
  en	
  2001	
  a	
  montré	
  qu’indépendamment	
  de	
  sa	
  
fonction	
  liante,	
  la	
  transglutaminase	
  peut	
  jouer	
  un	
  rôle	
  de	
  récepteur	
  cellulaire.	
  A	
  la	
  surface	
  cellulaire,	
  
elle	
  interagit	
  avec	
  la	
  séquence	
  de	
  liaison	
  à	
  la	
  gélatine	
  I6-­‐9	
  de	
  la	
  fibronectine	
  et	
  va	
  ainsi	
  promouvoir	
  la	
  
fibrillogenèse	
  indépendamment	
  de	
  sa	
  fonction	
  enzymatique	
  (Akimov	
  &	
  Belkin	
  2001).	
  
D’autre	
  part,	
  la	
  fibrilline	
  est	
  une	
  protéine	
  connue	
  pour	
  être	
  un	
  partenaire	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  Elle	
  est	
  
capable	
   de	
   s’auto-­‐associer	
   par	
   l’intermédiaire	
   de	
   ponts	
   disulfures.	
   Ces	
   réseaux	
   de	
   fibrilline	
   sont	
  
capables	
   de	
   piéger	
   les	
  molécules	
   de	
   fibronectine	
   dimérique	
   compacte	
   (non-­‐assemblée)	
   (Ohashi	
   &	
  
Erickson	
   2009).	
   Ces	
   données	
   expliqueraient	
   les	
   différences	
   observées	
   lors	
   de	
   la	
   séparation	
   de	
   la	
  
fibronectine	
   sur	
   gel	
   d’électrophorèse	
   en	
   1977.	
   Ainsi,	
   les	
   fibres	
   de	
   fibronectine	
   au	
   sein	
   des	
   MEC	
  
semblent	
  donc	
  être	
  constituées	
  de	
  molécules	
  de	
  fibronectine	
  liées	
  par	
  des	
  liaisons	
  covalentes	
  mais	
  
également	
  non-­‐covalentes	
  (Chen	
  &	
  Mosher	
  1996).	
  
	
  
Ces	
  structures	
  de	
  fibronectine,	
  qu’elles	
  soient	
  liées	
  covalemment	
  ou	
  non,	
  gardent	
  tout	
  de	
  même	
  une	
  
grande	
  extensibilité.	
  En	
  théorie,	
  cette	
  protéine	
  de	
  140	
  nm	
  de	
  long	
  pourrait	
  s’étendre	
  jusqu’à	
  950	
  nm	
  
(Bradshaw	
   &	
   Smith	
   2014).	
   Ohashi	
   &	
   al	
   ont	
   montré	
   que	
   l’extensibilité	
   des	
   fibres	
   de	
   fibronectine	
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résulterait	
  d’un	
  mécanisme	
  d’extension-­‐rétractation	
  alors	
  que	
  Baneyx	
  &	
  al	
  ont	
  quant	
  à	
  eux	
  montré	
  
que	
  l’extensibilité	
  résulterait	
  d’un	
  mécanisme	
  de	
  dépliement-­‐repliement	
  de	
  la	
  protéine	
  (Ohashi	
  et	
  al.	
  
1999;	
  Baneyx	
  et	
  al.	
  2001;	
  Baneyx	
  et	
  al.	
  2002).	
  En	
  effet,	
  les	
  expériences	
  de	
  Ohashi	
  &	
  al	
  de	
  visualisation	
  
de	
  la	
  dynamique	
  de	
  la	
  fibronectine-­‐GFP	
  recombinante	
  dans	
  les	
  cellules	
  ont	
  montré	
  que	
  la	
  rupture	
  de	
  
l’interaction	
  entre	
   les	
  cellules	
  et	
   les	
   fibres	
  de	
   fibronectine	
   induit	
  une	
  diminution	
  de	
   la	
   taille	
  de	
  ces	
  
fibres	
  de	
  3/4	
  par	
   rapport	
  à	
   leur	
   taille	
   initiale	
   (Ohashi	
  et	
  al.	
  1999).	
  Baneyx	
  &	
  al	
  ont	
  montré	
  par	
  des	
  
expériences	
   de	
   FRET	
   que	
   l’assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   en	
   présence	
   de	
   cellules	
   mène	
   à	
   une	
  
diminution	
   du	
   signal	
   de	
   fluorescence	
   indiquant	
   que	
   la	
   fibronectine	
   passe	
   d’un	
   état	
   compact	
   à	
  
étendu.	
   L’inhibition	
  de	
   la	
   polymérisation	
  de	
   l’actine	
  par	
   la	
   cytochalasine	
  D	
   induit	
   quant	
   à	
   elle	
   une	
  
perte	
  de	
  tension	
  produite	
  par	
  les	
  cellules,	
  se	
  traduisant	
  par	
  un	
  retour	
  de	
  la	
  fluorescence	
  des	
  fibres	
  de	
  
fibronectine	
  similaire	
  à	
   la	
   fluorescence	
  de	
   la	
   fibronectine	
  dimérique	
  compacte	
   (Baneyx	
  et	
  al.	
  2001;	
  
Baneyx	
  et	
  al.	
  2002;	
  Ohashi	
  et	
  al.	
  2002).	
  
Le	
  passage	
  de	
   la	
   forme	
  compacte	
  à	
  une	
   structure	
   fibrillaire	
  est	
   accompagné	
  d’un	
   changement	
  des	
  
structures	
  secondaires	
  et	
  tertiaires	
  de	
  la	
  fibronectine	
  qui	
  serait	
  à	
  l’origine	
  de	
  l’extensibilité	
  des	
  fibres	
  
de	
  fibronectine	
  (Abu-­‐Lail	
  et	
  al.	
  2006).	
  La	
  relaxation	
  des	
  fibres	
  de	
  fibronectine	
  observée	
  in	
  vitro	
  suite	
  à	
  
la	
  rupture	
  de	
  la	
  liaison	
  fibronectine-­‐cellule	
  et	
  les	
  expériences	
  de	
  FRET	
  suggèrent	
  un	
  changement	
  de	
  
structuration	
   entre	
   les	
   molécules	
   de	
   fibronectine	
   constituants	
   ces	
   fibres	
   mais	
   également	
   des	
  
changements	
   de	
   structures	
   intramoléculaires	
   à	
   la	
   fibronectine.	
   Plusieurs	
   modèles	
   ont	
   été	
   émis	
  
proposant	
   différents	
   schéma	
   de	
   dépliement	
   de	
   la	
   molécule	
   de	
   fibronectine	
   (Bradshaw	
   &	
   Smith	
  
2014).	
  Bowditch	
  et	
  al.	
  ont	
  montré	
  que	
  des	
  phénomènes	
  de	
  rotation	
  des	
  modules	
  de	
  la	
  fibronectine	
  
les	
  uns	
  par	
  rapport	
  aux	
  autres	
  mêmes	
  minima	
  permettent	
  de	
  libérer	
  des	
  sites	
  d’interaction.	
  Ce	
  type	
  
de	
  rotation	
  permettrait	
  notamment	
  d’aligner	
   les	
  sites	
  RGD	
  du	
  module	
   III10	
  et	
   le	
  site	
  PHSRN	
  dans	
   le	
  
module	
   III9	
   pour	
   faciliter	
   la	
   reconnaissance	
   de	
   ces	
   sites	
   synergiques	
   par	
   les	
   intégrines	
   et	
   initier	
   la	
  
fibrillogenèse	
  (Bowditch	
  et	
  al.	
  1994).	
  
	
  

III.	
  C. Autres	
  types	
  d’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

	
   Des	
   études	
   in	
   vitro	
   récentes	
   tendent	
   à	
   montrer	
   que	
   différents	
   états	
   structuraux	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  pourraient	
  coexister	
  dans	
  les	
  matrices.	
  La	
  production	
  de	
  TGFβ	
  par	
  les	
  cellules	
  tumorales	
  
favoriserait	
  le	
  dépliement,	
  l’épaississement	
  et	
  la	
  rigidification	
  des	
  fibres	
  de	
  fibronectine	
  par	
  rapport	
  à	
  
celles	
  produites	
  en	
  absence	
  de	
  ces	
  facteurs	
  solubles	
  (Chandler	
  et	
  al.	
  2011).	
  Ambesi	
  &	
  al	
  ont	
  montré	
  
que	
   l’anastelline	
   est	
   également	
   un	
   régulateur	
   de	
   l’organisation	
   de	
   la	
   fibronectine	
  :	
   l’anastelline	
  
modifie	
  l’organisation	
  de	
  cette	
  protéine	
  menant	
  ainsi	
  à	
  l’exposition	
  d’épitope	
  différent	
  au	
  sein	
  de	
  la	
  
molécule	
   et	
   induisant	
   ainsi	
   des	
   voies	
   de	
   signalisation	
   et	
   des	
   comportements	
   cellulaires	
   différents	
  
avec	
   notamment	
   l’inhibition	
   de	
   la	
   formation	
   des	
   microvaisseaux	
   (Ambesi	
   et	
   al.	
   2005;	
   Ambesi	
   &	
  
McKeown-­‐Longo	
  2014).	
  
D’autre	
  part,	
  en	
  1995,	
  un	
  assemblage	
  in	
  vivo	
  de	
  la	
  fibronectine	
  différent	
  des	
  fibres	
  a	
  été	
  décrit	
  chez	
  
des	
  patients	
  atteints	
  de	
  glomérulopathie	
  (Strom	
  &	
  al.	
  1995).	
  Ces	
  assemblages	
  correspondraient	
  à	
  des	
  
dépôts	
   résultant	
   probablement	
   d’un	
   mauvais	
   remodelage	
   d’un	
   mutant	
   de	
   la	
   fibronectine	
  
plasmatique	
  (Castelletti	
  et	
  al.	
  2008).	
  En	
  effet,	
  les	
  mutations	
  sur	
  cette	
  protéine	
  sembleraient	
  altérer	
  le	
  
repliement	
  de	
  son	
  domaine	
  de	
  liaison	
  à	
  l’héparine	
  et	
  serait	
  à	
  la	
  base	
  de	
  son	
  dépôt	
  aberrant	
  dans	
  les	
  
reins.	
  A	
  notre	
  connaissance,	
  depuis	
  seuls	
  quelques	
  autres	
  articles	
  concernant	
  ce	
  type	
  d’assemblage	
  
ont	
   été	
   publiés	
   dont	
   l’un	
   conforte	
   la	
   formation	
   de	
   ces	
   dépôts	
   de	
   fibronectine	
   sur	
   les	
   parois	
   des	
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capillaires	
  rénaux	
  dans	
  certains	
  cas	
  de	
  glomérulopathie	
  (Otsuka	
  et	
  al.	
  2012).	
  Un	
  autre	
  article	
  récent	
  
de	
  2013	
  met	
  en	
  évidence	
  l’échec	
  de	
  la	
  rémyélinisation	
  suite	
  à	
  la	
  formation	
  d’agrégats	
  de	
  fibronectine	
  
dans	
  des	
  cas	
  de	
  lésions	
  de	
  sclérose	
  en	
  plaque	
  (J.	
  M.	
  J.	
  Stoffels	
  et	
  al.	
  2013).	
  Dans	
  cette	
  pathologie,	
  les	
  
agrégats	
  de	
  fibronectine	
  seraient	
  formés	
  par	
   les	
  astrocytes	
  en	
  réponse	
  aux	
  facteurs	
   inflammatoires	
  
sécrétés	
   suite	
   à	
   une	
   lésion	
   et	
   une	
   démyélinisation.	
   Puis,	
   ces	
   agrégats	
   empêcheraient	
   alors	
   la	
  
différenciation	
   des	
   oligodendrocytes	
   nécessaires	
   à	
   la	
   rémyélinisation.	
   A	
   ce	
   jour,	
   très	
   peu	
  
d’informations	
   sont	
   donc	
   recensées	
   concernant	
   la	
   place	
   de	
   ces	
   nouveaux	
   types	
   d’agrégats	
   sur	
   le	
  
comportement	
   cellulaire	
   et	
   ces	
   pathologies.	
   L’étude	
   de	
   ces	
   agrégats	
   de	
   fibronectine	
   semble	
   donc	
  
constituer	
  donc	
  un	
  axe	
  émergent	
  dans	
  l’étude	
  des	
  différentes	
  formes	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  
	
  

III.	
  D. Etudes	
  in	
  vitro	
  d’assemblages	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

	
   In	
   vivo,	
   l’assemblage	
   fibrillaire	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   médié	
   par	
   les	
   cellules	
   qui,	
   par	
  
l’intermédiaire	
  des	
  récepteurs	
  cellulaires,	
  exercent	
  une	
  tension	
  sur	
  la	
  fibronectine	
  pour	
  la	
  déplier.	
  Ce	
  
dépliement	
  peut	
  être	
  obtenu	
   in	
  vitro	
  en	
  modifiant	
  des	
  paramètres	
  physico-­‐chimiques.	
  Ces	
  derniers	
  
miment	
   les	
   forces	
   de	
   traction	
   cellulaires.	
   Ainsi,	
   les	
   différentes	
   notions	
   concernant	
   la	
   fibrillogenèse	
  
ont	
   en	
   grande	
   partie	
   été	
   déterminées	
   à	
   l’aide	
   de	
   modèles	
   in	
   vitro,	
   en	
   absence	
   de	
   cellules.	
   Ces	
  
modèles	
   ont	
   permis	
   d’une	
   part	
   de	
   déterminer	
   les	
   étapes	
   de	
   cette	
   fibrillogenèse	
   et	
   d’autre	
   part	
  
d’étudier	
  l’effet	
  de	
  différents	
  paramètres	
  physico-­‐chimiques	
  sur	
  ce	
  processus	
  dont	
  l’effet	
  des	
  forces	
  
ioniques	
  et	
  de	
  la	
  température.	
  
Grâce	
  aux	
  expériences	
  de	
  microscopie	
  à	
  force	
  atomique,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  l’existence	
  d’une	
  hiérarchie	
  
dans	
   le	
   dépliement	
   des	
   différents	
   modules	
   de	
   type	
   III	
   de	
   la	
   fibronectine.	
   Ainsi,	
   le	
   module	
   III10	
  
contenant	
  la	
  séquence	
  RGD	
  et	
  le	
  module	
  III13	
  sont	
  les	
  moins	
  stables	
  et	
  sont	
  donc	
  les	
  premiers	
  à	
  être	
  
dépliés	
   avec	
   une	
   force	
   requise	
   de	
   80	
   pN	
  ;	
   tandis	
   que	
   les	
   modules	
   III1	
   et	
   III2	
   impliqués	
   dans	
   la	
  
polymérisation	
  de	
  la	
  fibronectine	
  semblent	
  être	
  les	
  plus	
  stables	
  et	
  sont	
  les	
  derniers	
  à	
  se	
  déplier	
  sous	
  
l’application	
   d’une	
   force	
   de	
   200	
   pN	
   (Oberhauser	
   et	
   al.	
   2002).	
   Il	
   semble	
   donc	
   que	
   la	
   rupture	
   des	
  
interactions	
  inter	
  et	
  intradomaines	
  jouent	
  un	
  rôle	
  dans	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  
Des	
  études	
   in	
  vitro	
  ont	
  également	
  montré	
  que	
  la	
  fibronectine	
  forme	
  des	
  assemblages	
  fibrillaires	
  de	
  
type	
   amyloïde	
   en	
   présence	
   de	
   l’anastelline,	
   suggérant	
   ainsi	
   l’implication	
   de	
   ce	
   fragment	
   dans	
   la	
  
polymérisation	
  de	
   la	
   fibronectine	
   (Morla	
  et	
   al.	
   1994).	
   Entre	
  2003	
  et	
  2005,	
   les	
  études	
   in	
   silico	
   et	
   in	
  
vitro	
  ont	
  suggéré	
  que	
  les	
  deux	
  premiers	
  brins	
  β	
  A	
  et	
  B	
  constituant	
  les	
  modules	
  III1,	
  III2,	
  III9	
  et	
  III10	
  se	
  
déplieraient	
   en	
   premier	
   pour	
   permettre	
   l’extension	
   de	
   ces	
   derniers	
   et	
   favoriseraient	
   ainsi	
   le	
  
réarrangement	
  des	
  brins	
  β 	
  dont	
  le	
  brin	
  E	
  (Figure	
  36)	
  (Litvinovich	
  et	
  al.	
  1998;	
  Gao	
  et	
  al.	
  2002;	
  Gao	
  et	
  
al.	
  2003;	
  Briknarová	
  et	
  al.	
  2003;	
  Li	
  et	
  al.	
  2005;	
  Vakonakis	
  et	
  al.	
  2007;	
  Ohashi	
  &	
  Erickson	
  2011;	
  Gee,	
  
Yüksel,	
   et	
   al.	
   2013).	
   Ces	
   réarrangements	
   permettraient	
   la	
   libération	
   du	
   cœur	
   hydrophobe	
   des	
  
modules	
  de	
  type	
   III	
   (Briknarová	
  et	
  al.	
  2003;	
  Ohashi	
  et	
  al.	
  2009)	
  et	
   leur	
  conféreraient	
  une	
  structure	
  
similaire	
   aux	
   protéines	
   précurseurs	
   des	
   assemblages	
   amyloïdes	
   (Briknarová	
   et	
   al.	
   2003).	
   Cette	
  
particularité	
   suggère	
   que	
   le	
   dépliement	
   des	
   modules	
   de	
   type	
   III	
   pourrait	
   exposer	
   leur	
   cœur	
  
hydrophobe	
   et	
   provoquerait	
   un	
   réarrangements	
   des	
   feuillets	
   β	
   pour	
   permettre	
   l’association	
   des	
  
molécules	
   de	
   fibronectine	
   via	
   des	
   interactions	
   hydrophobes	
   et	
   des	
   feuillets	
   β 	
   intermoléculaires	
  
(Gee,	
  Yüksel,	
  et	
  al.	
  2013).	
  En	
  2008,	
  des	
  simulations	
  in	
  silico	
  sur	
  le	
  module	
  III10	
  de	
  la	
  fibronectine	
  ont	
  
également	
  montré	
  que	
  des	
   forces	
  de	
   tension	
  appliquées	
   sur	
   le	
  motif	
  RGD,	
  par	
  analogie	
  aux	
   forces	
  
transmises	
  par	
  les	
  intégrines,	
  pourraient	
  faciliter	
  le	
  dépliement	
  et	
  l’exposition	
  du	
  cœur	
  hydrophobe	
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du	
   module	
   III10	
   (Gee	
   et	
   al.	
   2008).	
   Ces	
   données	
   doivent	
   être	
   confirmées	
   pour	
   la	
   molécule	
   de	
  
fibronectine	
  entière	
  mais	
  apportent	
   toutefois	
  des	
  éléments	
   importants	
  concernant	
   le	
  processus	
  de	
  
fibrillogenèse	
   médié	
   par	
   les	
   cellules	
   où	
   trois	
   phénomènes	
   structuraux	
   semblent	
   important	
  :	
  
l’interaction	
   fibronectine-­‐intégrine,	
   les	
   changements	
   de	
   conformation	
   qui	
   exposent	
   le	
   cœur	
  
hydrophobe	
   des	
   modules	
   de	
   type	
   III	
   et	
   les	
   changements	
   de	
   conformation	
   responsables	
   de	
   la	
  
formation	
  de	
  feuillets	
  β	
  intermoléculaires.	
  	
  
	
  
	
  

	
  
Figure	
  36	
  :	
  Représentation	
  du	
  dépliement	
  des	
  modules	
  de	
  types	
  III	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

Les	
  modules	
  de	
  types	
  III	
  de	
  la	
  fibronectine	
  sont	
  constitués	
  de	
  7	
  feuillets	
  β	
  (A,	
  B,	
  C,	
  C’,	
  E,	
  F,	
  G).	
  Le	
  dépliement	
  des	
  brins	
  β	
  verts	
  A	
  et	
  B	
  permet	
  
le	
  réarrangement	
  du	
  feuillet	
  E.	
  Le	
  cœur	
  hydrophobe	
  du	
  module	
  de	
  type	
  III	
  est	
  ainsi	
  exposé	
  (Gao	
  et	
  al.	
  2002).	
  

	
  
Des	
  assemblages	
  supramoléculaires	
  à	
  partir	
  de	
  la	
  fibronectine	
  entière	
  ont	
  également	
  été	
  élaborés	
  in	
  
vitro.	
  Certains	
  des	
  assemblages	
  de	
   fibronectine	
  sont	
   irréversibles	
  comme	
   il	
   l’a	
  été	
  montré	
  pour	
   les	
  
fibres	
  insolubles	
  retrouvées	
  in	
  vivo	
  (Niedzwiadek	
  et	
  al.	
  1988;	
  Pauthe	
  et	
  al.	
  2002).	
  Selon	
  les	
  conditions	
  
utilisées,	
  les	
  assemblages	
  formés	
  peuvent	
  avoir	
  différentes	
  tailles	
  et	
  peuvent	
  être	
  formés	
  à	
  partir	
  de	
  
fibronectine	
   native	
   ou	
   dépliée	
   suggérant	
   différentes	
   voies	
   de	
   polymérisation	
   de	
   la	
   fibronectine	
  
(Patel	
  et	
  al.	
  2006;	
  Nelea	
  et	
  al.	
  2008).	
  	
  
La	
   fibronectine	
  est	
  une	
  protéine	
  globalement	
   flexible	
   (Pelta	
  et	
  al.	
  2000)	
  dont	
   la	
  conformation	
  peut	
  
être	
   influencée	
  par	
   l’ajout	
  d’agents	
  dénaturants	
  et	
  par	
   les	
   forces	
   ioniques.	
  Dans	
  des	
   conditions	
  de	
  
dénaturation	
  à	
  l’urée,	
  la	
  fibronectine	
  est	
  capable	
  de	
  se	
  déplier.	
  Cependant,	
  suite	
  à	
  une	
  renaturation	
  
progressive,	
   la	
   fibronectine	
   adopte	
   une	
   conformation	
   différente	
   en	
   formant	
   des	
   agrégats	
  
supramoléculaires	
  maintenus	
  par	
  des	
  liaisons	
  covalentes	
  de	
  type	
  pont	
  disulfure	
   (Patel	
  et	
  al.	
  2006).	
  
Les	
  agents	
  réducteurs	
  tels	
  que	
  le	
  glutathion,	
  les	
  agents	
  dénaturants	
  comme	
  la	
  guanidine,	
  les	
  lipides	
  
ou	
  encore	
  les	
  surfactants	
  comme	
  le	
  SDS	
  sont	
  d’autres	
  auxiliaires	
  capables	
  d’induire	
  l’assemblage	
  de	
  
la	
  fibronectine	
  entière	
  sous	
  forme	
  de	
  fibres	
  ou	
  agrégats	
  maintenus	
  ou	
  non	
  par	
  des	
  liaisons	
  disulfures	
  
(Mosher	
  &	
   Johnson	
   1983;	
   Sakai	
   et	
   al.	
   1994;	
   Sakai	
   et	
   al.	
   1996;	
   Baneyx	
  &	
  Vogel	
   1999;	
  Huang	
   et	
   al.	
  
2010).	
   Le	
   pontage	
   covalent	
   par	
   la	
   transglutaminase-­‐2	
   forme	
   également	
   des	
   assemblages	
   de	
  
fibronectine	
  de	
  très	
  grand	
  rayon	
  hydrodynamique	
  (250	
  nm)	
  (Nelea	
  et	
  al.	
  2008).	
  
La	
  température	
  et	
  le	
  pH	
  sont	
  deux	
  autres	
  paramètres	
  physico-­‐chimiques	
  modifiant	
  la	
  structure	
  de	
  la	
  
fibronectine	
  (Alexander	
  et	
  al.	
  1979;	
  Welsh	
  et	
  al.	
  1983).	
  Comme	
  dans	
  le	
  cas	
  du	
  dépliement	
  mécanique	
  
cité	
   précédemment,	
   les	
   différents	
  modules	
   de	
   la	
   fibronectine	
   présentent	
   une	
   hiérarchie	
   dans	
   leur	
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dépliement	
  thermique.	
  Chaque	
  module	
  de	
  type	
  III	
  a	
  une	
  température	
  de	
  dépliement	
  spécifique.	
  Les	
  
modules	
  les	
  plus	
  labiles	
  sont	
  les	
  modules	
  III11	
  (48°C),	
  III2,	
  III4,	
  III5,	
  III8,	
  III9	
  (57°C),	
  et	
  III1	
  (78°C)	
  alors	
  que	
  
les	
  modules	
   les	
  plus	
  thermostables	
  sont	
   les	
  modules	
   III3	
   (121°C),	
   III6	
   (111°C),	
   III10	
   (102°C),	
   III7	
   (95°C)	
  
(Litvinovich	
   &	
   Ingham	
   1995).	
   Ces	
   modifications	
   de	
   structure	
   se	
   traduisent	
   par	
   un	
   phénomène	
  
d’agrégation	
   avec	
   l’élévation	
   de	
   la	
   température	
   et	
   de	
   la	
   concentration	
   en	
   fibronectine	
   où	
   les	
  
assemblages	
  semblent	
  maintenus	
  par	
  des	
  liaisons	
  hydrogènes	
  entre	
  les	
  feuillets	
  β	
   intermoléculaires	
  
(Pauthe	
  et	
  al.	
  2002).	
  
	
  
Ces	
   études	
   in	
   vitro,	
   menées	
   avec	
   des	
   approches	
   biochimiques-­‐biophysiques	
   et/ou	
   in	
   silico	
  
différentes,	
  ont	
  permis	
  de	
  montrer	
  que	
   la	
   fibronectine	
  peut	
   former	
  différents	
   types	
  d’assemblage.	
  
Elles	
   ont	
   également	
   permis	
   de	
   déterminer	
   les	
   modifications	
   de	
   structure	
   impliquées	
   dans	
   la	
  
fibrillogenèse.	
   Néanmoins,	
   des	
   études	
  montrent	
   également	
   la	
   formation	
   in	
   vivo	
   d’assemblages	
   de	
  
fibronectine	
  avec	
  des	
  disparités	
  structurales	
  variées	
  dont	
  des	
  dépôts	
  de	
  type	
  agrégat	
  associés	
  à	
  des	
  
pathologies	
   (J.	
  M.	
   J.	
   Stoffels	
   et	
   al.	
   2013;	
  Castelletti	
   et	
   al.	
   2008).	
   Si	
   la	
   fibronectine	
  peut	
   former	
  des	
  
assemblages	
   de	
   structure	
   diversifiée	
   en	
   fonction	
   de	
   différents	
   paramètres	
   physico-­‐chimiques	
   et	
  
physiopathologiques,	
   les	
  mécanismes	
   d’auto-­‐assemblage	
   en	
   agrégats	
   de	
   la	
   fibronectine	
   entière	
   et	
  
leur	
  effet	
  sur	
  le	
  comportement	
  cellulaire	
  ne	
  sont	
  pas	
  encore	
  bien	
  établis.	
  
	
  
	
  
En	
  résumé	
  :	
  
La	
  fibrillogenèse	
  correspond	
  au	
  processus	
  d’assemblage	
  fibrillaire	
  de	
  la	
  fibronectine	
  par	
  les	
  cellules.	
  
Ces	
  assemblages	
  de	
  fibronectine	
  sont	
  à	
  la	
  fois	
  stables	
  et	
  extensibles.	
  Ils	
  semblent	
  maintenus	
  par	
  des	
  
liaisons	
   covalentes	
   (ponts	
   disulfures	
   et	
   liaisons	
   isopeptidiques	
   formées	
   par	
   les	
   enzymes)	
   et	
   des	
  
liaisons	
   non-­‐covalentes	
   (interactions	
   hydrophobes	
   et	
   liaisons	
   hydrogènes).	
   Cet	
   assemblage	
   de	
   la	
  
fibronectine	
   semble	
   faire	
   intervenir	
   trois	
  mécanismes	
   importants	
  :	
   la	
   liaison	
   intégrine-­‐fibronectine,	
  
l’exposition	
   de	
   zones	
   hydrophobes	
   et	
   la	
   formation	
   de	
   feuillets	
   β	
   intermoléculaires	
   suite	
   à	
   une	
  
modification	
  de	
  la	
  structure	
  de	
  la	
  protéine.	
  	
  
Les	
  études	
  in	
  vitro	
  menées	
  pour	
  élucider	
  les	
  mécanismes	
  de	
  cette	
  fibrillogenèse	
  ont	
  montré	
  que	
  les	
  
assemblages	
  formés	
  par	
  la	
  fibronectine	
  sont	
  divers	
  de	
  par	
  leur	
  morphologie	
  (fibres,	
  agrégats),	
  de	
  par	
  
les	
  liaisons	
  impliquées	
  (implication	
  ou	
  non	
  de	
  liaisons	
  covalentes,	
  hydrogène,	
  hydrophobes,	
  ioniques)	
  
et	
  de	
  par	
   les	
  processus	
  d’assemblages	
   impliqués	
  (intervention	
  d’enzymes,	
  de	
  fragments,	
  des	
  forces	
  
ioniques,	
  d’agents	
  dénaturants	
  etc.).	
  
	
  
Il	
   existe	
   une	
   relation	
   entre	
   la	
   structure	
   des	
   protéines	
   et	
   leur	
   fonction	
   biologique.	
   Si	
   ces	
   fonctions	
  
biologiques	
  semblent	
  être	
  assez	
  bien	
  définies	
  dans	
   le	
  cas	
  des	
  fibres	
  de	
  fibronectine,	
   l’influence	
  des	
  
agrégats	
  sur	
  le	
  comportement	
  cellulaire	
  l’est	
  moins.	
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   La	
   fibronectine	
   est	
   une	
   glycoprotéine	
   structurelle	
   et	
   fonctionnelle	
  majeure	
   impliquée	
  dans	
  
de	
  nombreux	
  processus	
  physiopathologiques.	
  Comme	
  souligné	
  dans	
  la	
  synthèse	
  bibliographique,	
  elle	
  
peut	
   acquérir	
   différentes	
   conformations	
   moléculaires	
   et	
   supramoléculaires	
  :	
   forme	
   dimérique	
   et	
  
soluble	
   dans	
   les	
   liquides	
   biologiques,	
   forme	
   insoluble	
   liée	
   aux	
   cellules,	
   forme	
   assemblée	
   et	
  
incorporée	
  dans	
   les	
  matrices.	
  Plus	
  particulièrement,	
   la	
   fibronectine	
  semble	
   former	
  différents	
   types	
  
d’assemblages	
   supramoléculaires	
  dont	
   les	
   fibres.	
   Les	
  mécanismes	
   de	
   cette	
   fibrillogenèse	
   en	
   fibres	
  
par	
  les	
  cellules	
  de	
  la	
  fibronectine	
  sont	
  bien	
  décrits	
  dans	
  la	
  littérature.	
  
Néanmoins,	
   cette	
   fibronectine	
   pourrait	
   également	
   former	
   des	
   assemblages	
   différents	
   in	
   vivo	
   dont	
  
notamment	
  des	
  agrégats	
  qui,	
  contrairement	
  à	
  la	
  formation	
  des	
  fibres,	
  sont	
  beaucoup	
  moins	
  étudiés.	
  
Ainsi,	
   il	
   est	
   possible	
   de	
   se	
   demander	
   si	
   la	
   fibronectine	
   plasmatique	
   entière	
   peut	
   s’agréger	
   et	
   sous	
  
quelle	
  forme	
  ?	
  Quels	
  sont	
  les	
  changements	
  structuraux	
  associés	
  à	
  cette	
  agrégation	
  ?	
  Enfin,	
  quels	
  sont	
  
les	
  mécanismes	
  d’agrégation	
  de	
  cette	
  fibronectine	
  ?	
  
	
  
	
   In	
   vivo,	
   ces	
   agrégats	
   semblent	
   être	
   associés	
   à	
   des	
   pathologies	
   comme	
   l’échec	
   de	
   la	
  
rémyélinisation	
   et	
   la	
   glomérulopathie	
   mais	
   leur	
   effet	
   sur	
   les	
   processus	
   physiopathologiques	
  
commence	
  tout	
  juste	
  à	
  être	
  étudié.	
  Ce	
  pourquoi	
  l’objectif	
  est	
  également	
  de	
  déterminer	
  quelles	
  sont	
  
les	
  conséquences	
  de	
  cette	
  agrégation	
  sur	
   les	
   fonctions	
  de	
   la	
   fibronectine	
  ?	
  Quels	
  sont	
   les	
  effets	
  de	
  
ces	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  sur	
  le	
  comportement	
  cellulaire	
  ?	
  
	
  
	
   L’objectif	
  de	
  la	
  thèse	
  est	
  de	
  contribuer	
  à	
  la	
  compréhension	
  des	
  mécanismes	
  impliqués	
  dans	
  
l’agrégation	
  de	
   la	
   fibronectine.	
   Pour	
   cela,	
   il	
   est	
   nécessaire	
   de	
   valider	
   la	
   possibilité	
   d’agrégation	
  de	
  
cette	
   protéine.	
   Ensuite,	
   les	
  mécanismes	
   et	
   les	
   structures	
   impliqués	
   dans	
   cette	
   agrégation	
   doivent	
  
être	
   élucidés.	
   Enfin,	
   l‘influence	
   des	
   agrégats	
   sur	
   les	
   comportements	
   cellulaires,	
   par	
   rapport	
   à	
   la	
  
fibronectine	
  native,	
  très	
  peu	
  décrit	
  à	
  ce	
  jour,	
  sont	
  à	
  mieux	
  déterminer.	
  
	
  
	
   Pour	
  répondre	
  aux	
  différentes	
  questions,	
   le	
  travail	
  a	
  consisté	
  à	
  élaborer	
  des	
  assemblages	
   in	
  
vitro	
  à	
  partir	
  de	
  fibronectine	
  plasmatique	
  entière	
  par	
  dénaturation	
  thermique.	
  Les	
  assemblages	
  ont	
  
été	
   caractérisés	
   par	
   différentes	
   techniques	
   biochimiques	
   et	
   biophysiques.	
   Leur	
   morphologie,	
   les	
  
structures	
  impliquées	
  et	
  enfin	
  les	
  mécanismes	
  de	
  polymérisation	
  ont	
  été	
  déterminés.	
  
Ensuite,	
  la	
  fonctionnalité	
  de	
  la	
  fibronectine	
  assemblée	
  a	
  été	
  identifiée	
  en	
  testant	
  l’accessibilité	
  de	
  ses	
  
séquences	
  d’affinité	
  à	
  différents	
  partenaires.	
  
Enfin,	
  son	
   influence	
  sur	
   le	
  comportement	
  des	
  cellules	
  cancéreuses	
  ovariennes	
  SKOV3	
  a	
  été	
  étudiée	
  
en	
   termes	
   de	
   viabilité,	
   d’incorporation	
   matricielle,	
   d’adhérence,	
   de	
   morphologie	
   et	
   de	
   migration	
  
cellulaire.	
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I. PURIFICATION,	
  ASSEMBLAGE	
  &	
  CARACTERISATION	
  DE	
  LA	
  FIBRONECTINE	
  
I.	
  A. Purification	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

	
   La	
   fibronectine	
   humaine	
   est	
   purifiée	
   selon	
   le	
   protocole	
   de	
   Poulouin	
   &	
   al	
   (Poulouin	
   et	
   al.	
  
1999)	
  à	
  partir	
  de	
  cryoprécipité	
  ou	
  de	
  plasma	
  (fournis	
  par	
  l’Etablissement	
  français	
  du	
  sang,	
  Pontoise,	
  
France).	
   La	
   purification	
   repose	
   sur	
   les	
   propriétés	
   d’affinité	
   de	
   la	
   fibronectine	
   avec	
   deux	
   de	
   ses	
  
substrats	
   majeurs	
   que	
   sont	
   la	
   gélatine	
   et	
   l’héparine.	
   La	
   fibronectine	
   est	
   séparée	
   des	
   autres	
  
composants	
   du	
   plasma/cryopécipité	
   par	
   des	
   passages	
   successifs	
   sur	
   des	
   colonnes	
   de	
  
chromatographie	
  d’affinité	
  à	
  la	
  gélatine	
  et	
  à	
  l’héparine.	
  	
  
La	
  purification	
  se	
  déroulant	
  sur	
  trois	
  jours,	
  chacune	
  des	
  étapes	
  de	
  la	
  purification	
  est	
  réalisée	
  à	
  +8°C,	
  
dans	
  des	
  tampons	
  préparés	
  dans	
  de	
  l’eau	
  18	
  MΩ,	
  afin	
  de	
  minimiser	
  les	
  dégradations	
  protéolytiques	
  
et	
  d’éviter	
  la	
  précipitation	
  des	
  protéines.	
  
Le	
  cryoprécipité	
  est	
  solubilisé	
  à	
  raison	
  de	
  1	
  g	
  dans	
  10	
  ml	
  de	
  tampon	
  TE	
  500,	
  pH	
  7.4	
  (TRIS-­‐HCl	
  50	
  mM,	
  
EDTA	
   10	
   mM,	
   NaCl	
   500mM).	
   A	
   ce	
   mélange	
   est	
   ajouté	
   1	
   mM	
   de	
   PMSF	
   (fluorure	
   de	
  
phénylméthylsulfonyle)	
   qui	
   est	
   au	
   préalable	
   solubilisé	
   dans	
   l’isopropanol.	
   Ce	
   dernier	
   permet	
  
d’inhiber	
  les	
  protéases	
  (sérines	
  protéases)	
  qui	
  pourraient	
  dégrader	
  la	
  fibronectine.	
  Après	
  3-­‐4	
  heures	
  
d’agitation	
  orbitale	
  «	
  douce	
  »	
  pour	
  permettre	
  une	
  bonne	
  solubilisation	
  du	
  cryoprécipité,	
   la	
  solution	
  
est	
  centrifugée	
  10	
  minutes	
  à	
  5000	
  g	
  et	
  +10°C	
  afin	
  d’éliminer	
  les	
  gros	
  débris	
  qui	
  pourraient	
  colmater	
  
les	
  colonnes	
  de	
  chromatographie.	
  
Dans	
   le	
   cas	
   de	
   la	
   purification	
   à	
   partir	
   de	
   plasma,	
   les	
   poches	
   de	
   plasma	
   sont	
   décongelées	
   par	
   des	
  
passages	
   successifs	
   dans	
   des	
   bains	
   d’eau	
   tiède.	
   Comme	
   pour	
   le	
   cryoprécipité,	
   le	
   plasma	
   est	
  
centrifugé	
  10	
  minutes	
  à	
  5000	
  g	
  et	
  +10°C.	
  
Le	
   cryoprécipité	
   (ou	
   le	
   plasma)	
   est	
   déposé	
   sur	
   une	
   colonne	
   d’affinité	
   de	
   gélatine	
   de	
   200	
   ml	
  
préalablement	
   équilibrée	
   avec	
   du	
   tampon	
   TE	
   500,	
   pH	
   7.4.	
   La	
   colonne	
   est	
   ensuite	
   rincée	
   avec	
   le	
  
tampon	
  TE	
  500,	
  pH	
  7.4.	
  Les	
  protéines	
  retenues	
  sur	
  la	
  colonne	
  par	
  affinité	
  à	
  la	
  gélatine	
  sont	
  ensuite	
  
éluées	
  avec	
  le	
  tampon	
  TE	
  250,	
  pH	
  7.4	
  (TRIS-­‐HCl	
  50	
  mM,	
  EDTA	
  1	
  mM,	
  NaCl	
  250	
  mM,	
  urée	
  3	
  M).	
  
La	
  solution	
  de	
  protéines	
  récupérée	
  suite	
  à	
   l’élution	
  est	
  diluée	
  3,5	
  fois	
  dans	
  du	
  tampon	
  TE	
  (TRIS-­‐HCl	
  
50	
   mM,	
   EDTA	
   1	
   mM)	
   afin	
   d’abaisser	
   la	
   conductimétrie	
   de	
   40	
   mS/cm2	
   à	
   environ	
   12	
   mS/cm2.	
   La	
  
solution	
  de	
  protéines	
  diluée	
  est	
  ainsi	
  déposée	
  sur	
  colonne	
  d’affinité	
  à	
   l’héparine	
  de	
  200	
  ml	
  qui	
  est	
  
préalablement	
  équilibrée	
  avec	
  du	
  tampon	
  TE	
  75,	
  pH	
  7.4	
  (TRIS-­‐HCl	
  50	
  mM,	
  EDTA	
  1	
  mM,	
  NaCl	
  75	
  mM).	
  
La	
  colonne	
  est	
  ensuite	
  rincée	
  à	
  l’aide	
  du	
  tampon	
  TE	
  75,	
  pH	
  7.4	
  et	
  les	
  protéines	
  sont	
  éluées	
  avec	
  du	
  
tampon	
  TE	
  500,	
  pH	
  7.4.	
  
La	
  fraction	
  de	
  protéines	
  récoltée	
  suite	
  à	
  l’élution	
  de	
  la	
  colonne	
  héparine	
  est	
  ensuite	
  déposée	
  sur	
  une	
  
deuxième	
   colonne	
   d’affinité	
   à	
   la	
   gélatine	
   de	
   100	
   ml.	
   Cette	
   dernière	
   étape	
   est	
   réalisée	
   dans	
   les	
  
mêmes	
  conditions	
  que	
  pour	
   la	
  première	
  colonne	
  d’affinité	
  à	
   la	
  gélatine	
  et	
  permet	
  de	
  concentrer	
   la	
  
protéine.	
  
La	
  fraction	
  de	
  fibronectine	
  pure	
  récupérée	
  à	
  la	
  fin	
  de	
  la	
  dernière	
  étape	
  de	
  purification	
  sur	
  colonne	
  de	
  
gélatine	
  est	
   immédiatement	
  dialysée	
  à	
  +8°C	
  contre	
  trois	
  bains	
  de	
  4	
  litres	
  en	
  tampon	
  HEPES	
  10	
  mM	
  
(N-­‐2-­‐Hydroxyethylpiperazine-­‐N-­‐2-­‐ethanesulphonic	
  acid,	
  BDH	
  laboratories),	
  pH	
  7.4.	
  
La	
   solution	
   de	
   fibronectine	
   purifiée	
   est	
   filtrée	
   à	
   travers	
   une	
   membrane	
   de	
   0.22µm	
   sous	
   PSM	
   et	
  
conservée	
  stérilement	
  à	
  +10°C	
  dans	
  des	
  tubes	
  en	
  verre	
  jusqu’à	
  utilisation.	
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Une	
  partie	
  de	
  la	
  fibronectine	
  est	
  utilisée	
  pour	
  déterminer	
  la	
  concentration	
  par	
  absorbance	
  à	
  280	
  nm.	
  	
  
Coefficient	
  d’extinction	
  molaire	
  de	
  la	
  fibronectine	
  ε	
  :	
  1,28	
  l.mol-­‐1.cm-­‐1	
  (Mosesson	
  &	
  Umfleet	
  1970).	
  
La	
   pureté	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   vérifiée	
   par	
   électrophorèse	
   SDS-­‐PAGE	
   et	
   la	
   qualité	
   par	
   balayage	
  
spectral	
  en	
  UV-­‐visible	
  et	
  fluorescence.	
  
	
  
Cinq	
  purifications	
  ont	
  été	
  réalisées	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  thèse	
  (Tableau	
  3).	
  Chacune	
  permet	
  de	
  récupérer	
  en	
  
moyenne	
  20	
  mg	
  de	
  fibronectine	
  par	
  gramme	
  de	
  cryoprécipité	
  ou	
  130	
  mg	
  par	
  litre	
  de	
  plasma,	
  avec	
  un	
  
degré	
  de	
  pureté	
  supérieur	
  à	
  98	
  %.	
  
	
  

	
  
Masse	
  initiale	
  de	
  
cryoprécipité	
  (g)	
  

Quantité	
  de	
  
fibronectine	
  purifié	
  (mg)	
  

Fibronectine/cryoprécipité	
  
(mg/g)	
  

Sept-­‐2011	
   22.04	
   404.8	
   18.4	
  
Mars-­‐2012	
   12.1	
   355.35	
   29.4	
  
Sept-­‐2012	
   17.38	
   322.27	
   18.5	
  

	
   	
   Moyenne	
   22.1	
  +/-­‐6.3	
  
	
  

	
  
Volume	
  de	
  plasma	
  

initial	
  (L)	
  
Quantité	
  de	
  

fibronectine	
  purifié	
  (mg)	
  
Fibronectine/plasma	
  

(mg/L)	
  
Nov-­‐2012	
   1.3	
   166.9	
   128.4	
  
Mai-­‐2013	
   1.9	
   266.8	
   140.4	
  

	
   	
   Moyenne	
   134.4	
  +/-­‐8.5	
  
	
  

Tableau	
  3	
  :	
  Taux	
  de	
  purification	
  de	
  la	
  fibronectine	
  
Le	
  tableau	
  du	
  haut	
  représente	
  le	
  rendement	
  de	
  purification	
  de	
  fibronectine	
  à	
  partir	
  de	
  cryoprécipité	
  en	
  milligramme	
  de	
  fibronectine	
  par	
  
gramme	
   de	
   cryoprécipité.	
   Le	
   tableau	
   du	
   bas	
   représente	
   le	
   rendement	
   à	
   partir	
   de	
   plasma	
   en	
  milligramme	
   de	
   fibronectine	
   par	
   litre	
   de	
  
plasma.	
  

	
  

I.	
  B. Conditions	
  d’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

	
   La	
  fibronectine,	
  en	
  tampon	
  HEPES	
  10	
  mM	
  et	
  pH	
  7.4,	
  est	
  séparée	
  en	
  aliquote	
  de	
  500	
  µl	
  dans	
  
des	
   tubes	
   eppendorf	
   (1.5	
   ml),	
   puis,	
   elle	
   est	
   chauffée	
   à	
   différentes	
   températures	
   à	
   l’aide	
   d’un	
  
thermomixeur,	
   sous	
   agitation	
   orbitale	
   de	
   600	
   rpm	
   pour	
   faciliter	
   la	
   rencontre	
   et	
   l’assemblage	
   des	
  
molécules	
  de	
  fibronectine	
  entre	
  elles.	
  
La	
   réaction	
   de	
   polymérisation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   arrêtée	
   par	
   un	
   refroidissement	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  à	
  une	
  température	
  de	
  +4/10°C.	
  
Différents	
  paramètres	
  ont	
  été	
  testés	
  pour	
  étudier	
  les	
  mécanismes	
  d’assemblage	
  :	
  la	
  température,	
  la	
  
concentration	
   et	
   le	
   temps.	
   Les	
   expériences	
   ont	
   été	
   suivies	
   sur	
   un	
   intervalle	
   de	
   temps	
   de	
   0	
   à	
   168	
  
heures.	
   L’effet	
   de	
   la	
   température	
   a	
   été	
   testé	
   à	
   49,	
   55,	
   60,	
   65	
   et	
   70°C	
   pour	
   une	
   concentration	
   en	
  
fibronectine	
  de	
  1	
  mg/ml.	
  L’effet	
  de	
  la	
  concentration	
  a	
  quant	
  à	
  elle	
  été	
  étudié	
  à	
  0.25,	
  0.5,	
  0.6,	
  0.75,	
  1	
  
et	
  1.25	
  mg/ml	
  pour	
  une	
  température	
  de	
  70°C.	
  
Dans	
   la	
   suite	
   du	
   travail	
   exposé,	
   la	
   fibronectine	
   obtenue	
   suite	
   à	
   la	
   purification	
   sera	
   nommée	
  
fibronectine	
  native	
   (FNn).	
   Après	
   traitement	
   à	
   49,	
   55,	
   60,	
   65	
   et	
   70°C,	
   la	
   fibronectine	
   sera	
  nommée	
  
respectivement	
  FN49,	
  FN55,	
  FN60,	
  FN65	
  et	
  FN70.	
  	
  
	
  



	
  
Section	
  expérimentale	
  

	
   115	
  

NB	
  :	
  un	
  volume	
  supérieur	
  à	
  500µl	
  par	
  tube	
  mène	
  à	
  la	
  formation	
  de	
  fibres	
  visibles	
  à	
  l’œil	
  nu.	
  En	
  raison	
  
d’un	
   problème	
   d’homogénéité,	
   ces	
   assemblages	
   ne	
   sont	
   donc	
   pas	
   utilisables	
   pour	
   des	
   tests	
   de	
  
culture	
   cellulaire.	
   Les	
   assemblages	
   de	
   fibronectine	
   sont	
   donc	
   toujours	
   réalisés	
   dans	
   un	
   volume	
  
réactionnel	
  de	
  500µl.	
  	
  
	
  
MISE	
  AU	
  POINT	
  DES	
  CONDITIONS	
  D’ASSEMBLAGE	
  
	
  

• Assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  
Afin	
  de	
  mieux	
  élucider	
  le	
  processus	
  d’assemblage	
  des	
  protéines,	
  les	
  modèles	
   in	
  vitro	
  en	
  absence	
  de	
  
cellules	
   sont	
   des	
   outils	
   utiles	
   et	
   apportent	
   énormément	
   d’information	
   sur	
   la	
   structure	
   et	
   les	
  
mécanismes	
   de	
   polymérisation.	
   La	
   plupart	
   des	
   études	
   sur	
   l’assemblage	
   sont	
   réalisées	
   à	
   partir	
   de	
  
fragments	
  de	
  fibronectine.	
  Ainsi,	
  ce	
  travail	
  est	
  focalisé	
  sur	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  entière.	
  	
  
Les	
  études	
  bibliographiques	
  ont	
  montré	
  que	
  la	
  multimérisation	
  de	
  la	
  fibronectine	
  pourrait	
  nécessiter	
  
un	
   dépliement	
   de	
   la	
   protéine	
   en	
   solution.	
   Ce	
   dépliement	
   de	
   la	
   fibronectine	
   peut	
   être	
   obtenu	
   par	
  
différentes	
  techniques	
  telles	
  que	
  l’étirement	
  mécanique	
  ou	
  par	
  ajout	
  de	
  dénaturant	
  (cf.	
  III.	
  C.).	
  Notre	
  
choix	
   s’est	
   porté	
   sur	
   la	
   dénaturation	
   thermique	
   de	
   la	
   fibronectine	
   plasmatique	
   entière	
   pour	
  
différentes	
  raisons	
  :	
  
Afin	
  d’éviter	
   l’intervention	
  de	
  paramètres	
  extérieurs	
  dans	
   le	
  processus	
  d’auto-­‐assemblage,	
   l’apport	
  
de	
   sel,	
   d’agent	
   dénaturant	
   et/ou	
   fragments	
   de	
   protéine	
   ont	
   été	
   exclus.	
   L’absence	
   de	
   molécules	
  
annexes	
  dans	
  le	
  milieu	
  de	
  réaction	
  est	
  un	
  avantage	
  dans	
  l’analyse	
  des	
  résultats.	
  Par	
  exemple,	
  les	
  sels	
  
deviennent	
  un	
  problème	
  pour	
   les	
   techniques	
  biophysiques	
  où	
   la	
   formation	
  de	
   cristaux	
  apporte	
  un	
  
biais,	
  ou	
  rend	
  parfois	
  inexploitables	
  les	
  résultats	
  expérimentaux.	
  	
  
Un	
   paramètre	
   intéressant	
   pour	
   l’étude	
   du	
   dépliement	
   et	
   de	
   l’assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   la	
  
température.	
   Des	
   travaux	
   antérieurs	
   ont	
   montré	
   que	
   la	
   fibronectine	
   subit	
   des	
   modifications	
   de	
  
conformation	
  avec	
  la	
  température	
  (Pauthe	
  et	
  al.	
  2002).	
  Cette	
  propriété	
  est	
  donc	
  utilisée	
  dans	
  cette	
  
étude	
  pour	
  l’auto-­‐assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  	
  
	
  

• Détermination	
  du	
  tampon	
  optimal	
  d’assemblage	
  
L’influence	
  de	
  trois	
  solutions	
  (eau,	
  TRIS	
  10mM	
  pH	
  7.4	
  et	
  HEPES	
  10	
  mM	
  pH	
  7.4)	
  sur	
  la	
  multimérisation	
  
de	
  la	
  fibronectine	
  a	
  pu	
  être	
  suivie	
  par	
  incorporation	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  (ThT).	
  Cette	
  molécule	
  est	
  un	
  
colorant	
  utilisé	
  pour	
  la	
  détection	
  des	
  fibres	
  amyloïdes	
  et	
  émet	
  de	
  la	
  fluorescence	
  lorsqu’elle	
  interagit	
  
avec	
  la	
  surface	
  des	
  feuillets	
  β	
  intermoléculaires	
  (cf.	
  Section	
  expérimentale,	
  I.D.2).	
  La	
  ThT	
  est	
  ajoutée	
  
dans	
  la	
  solution	
  de	
  fibronectine	
  et	
  son	
  spectre	
  de	
  fluorescence	
  est	
  mesuré	
  entre	
  460	
  et	
  560	
  nm	
  après	
  
excitation	
  à	
  442	
  nm.	
  La	
  Figure	
  37	
  montre	
  que	
  la	
  fibronectine	
  native	
  émet	
  très	
  peu	
  de	
  fluorescence.	
  
Par	
  contre	
  suite	
  au	
  traitement	
  thermique,	
  le	
  pic	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  augmente	
  quel	
  que	
  soit	
  le	
  
tampon.	
  Ces	
  mises	
  au	
  point	
  indiquent	
  que	
  la	
  fibronectine	
  subit	
  des	
  changements	
  de	
  conformation	
  :	
  
formation	
  de	
   feuillets	
  β	
   intermoléculaires	
  permettant	
   l’incorporation	
  de	
   la	
   ThT.	
   Ces	
   trois	
   solutions	
  
sont	
  donc	
  utilisables	
  pour	
  l’étude	
  de	
  l’agrégation	
  de	
  la	
  fibronectine.	
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Figure	
  37	
  :	
  Incorporation	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  dans	
  la	
  fibronectine	
  en	
  présence	
  de	
  différents	
  tampons	
  

La	
  fibronectine	
  a	
  été	
  incubée	
  24h	
  à	
  70°C	
  dans	
  l’eau	
  18MΩ	
  (Eau),	
  en	
  tampon	
  HEPES	
  10	
  mM	
  pH	
  7.4	
  (HEPES)	
  ou	
  tampon	
  TRIS	
  10	
  mM	
  pH	
  7.4	
  
(TRIS).	
   Suite	
   à	
   l’ajout	
  de	
   la	
   thioflavine	
  T	
   (ThT),	
   les	
   spectres	
  d’émission	
  de	
   fluorescence	
  ont	
   été	
  mesurés	
   après	
   excitation	
   à	
  442	
  nm.	
   Les	
  
résultats	
  sont	
  comparés	
  à	
  la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  seule	
  (ThT)	
  et	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  (Native).	
  

	
  
• Contraintes	
  liées	
  aux	
  perspectives	
  d’études	
  du	
  comportement	
  cellulaire	
  

L’étude	
   menée	
   incluant	
   des	
   analyses	
   biochimiques,	
   biophysiques	
   et	
   cellulaires,	
   des	
   conditions	
  
communes	
  et	
  compatibles	
  aux	
  différentes	
  approches	
  ont	
  du	
  être	
  recherchées.	
  
Dans	
  un	
  premier	
  temps,	
  l’effet	
  des	
  différentes	
  solutions	
  (eau,	
  TRIS	
  10	
  mM	
  pH	
  7.4,	
  HEPES	
  10	
  mM	
  pH	
  
7.4)	
  sur	
  la	
  viabilité	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  a	
  été	
  étudié	
  (Figure	
  38).	
  	
  
Suite	
   à	
   l’adhérence	
  des	
   cellules,	
   leur	
   viabilité	
   est	
   suivie	
   sur	
   72h	
  par	
  un	
   test	
   colorimétrique	
  XTT	
  en	
  
présence	
  de	
  10%	
  de	
  tampon,	
  pourcentage	
  maximal	
  de	
  tampon	
  qui	
  sera	
  apporté	
  avec	
  la	
  fibronectine	
  
dans	
   le	
   milieu	
   de	
   culture	
   pendant	
   les	
   tests	
   cellulaires.	
   Les	
   résultats	
   montrent	
   qu’il	
   n’y	
   a	
   pas	
   de	
  
différences	
   dans	
   le	
   pourcentage	
   de	
   cellules	
   quelque	
   soit	
   le	
   tampon	
   utilisé.	
   Ainsi,	
   au	
   pourcentage	
  
testé,	
   ni	
   le	
   TRIS,	
   ni	
   l’HEPES,	
   ni	
   l’eau	
   ne	
   semble	
   affecter	
   la	
   viabilité	
   des	
   cellules	
   SKOV3.	
   Ces	
   trois	
  
solutions	
  sont	
  donc	
  utilisables	
  pour	
  les	
  tests	
  en	
  biologie	
  cellulaire	
  sans	
  affecter	
  la	
  viabilité	
  cellulaire.	
  	
  
Néanmoins,	
   le	
   pH	
   du	
   tampon	
   TRIS	
   varie	
   en	
   fonction	
   de	
   la	
   température	
   et	
   peut	
   compliquer	
  
l’interprétation	
  des	
  résultats	
  et	
  l’eau	
  n’est	
  pas	
  un	
  tampon.	
  Ainsi,	
  le	
  tampon	
  HEPES	
  a	
  donc	
  été	
  retenu	
  
pour	
  l’étude	
  de	
  l’assemblage.	
  
	
  

	
  
Figure	
  38	
  :	
  Effet	
  de	
  différents	
  tampons	
  sur	
  la	
  viabilité	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  

La	
   viabilité	
   cellulaire	
   a	
   été	
   suivie	
   en	
   absence	
   (Témoin)	
   ou	
   en	
   présence	
   de	
   10%	
   de	
   tampon	
   TRIS	
   10	
  mM	
   (TRIS),	
   tampon	
  HEPES	
   10	
  mM	
  
(HEPES)	
  ou	
  d’eau	
  18MΩ	
  (Eau).	
  Les	
  résultats	
  représentent	
  la	
  moyenne	
  de	
  4	
  expériences	
  indépendantes	
  en	
  triplet	
  +/-­‐	
  SEM.	
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• Détermination	
  de	
  la	
  vitesse	
  d’agitation	
  pour	
  l’assemblage	
  	
  

Suite	
  à	
  leur	
  dépliement,	
  un	
  moyen	
  de	
  favoriser	
  la	
  rencontre	
  des	
  protéines	
  pour	
  faciliter	
  l’assemblage	
  
de	
  la	
  fibronectine	
  est	
  l’agitation.	
  L’influence	
  de	
  l’agitation	
  orbitale	
  pendant	
  le	
  dépliement	
  a	
  donc	
  été	
  
testée	
  par	
  incorporation	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  (ThT).	
  La	
  Figure	
  39.a	
  montre	
  que	
  l’agitation	
  de	
  la	
  protéine	
  
à	
  600	
  rpm	
  provoque	
  une	
  augmentation	
  du	
  pic	
  de	
  fluorescence.	
  De	
  plus,	
   la	
  Figure	
  39.b	
  montre	
  que	
  
l’agitation	
   à	
   300	
   et	
   600	
   rpm	
   induit	
   une	
   augmentation	
   du	
   pic	
   de	
   fluorescence.	
   Par	
   contre,	
   une	
  
agitation	
   trop	
   importante	
   de	
   1200	
   rpm	
   induit	
   une	
   perte	
   de	
   cette	
   fluorescence.	
   Cette	
   perte	
   de	
  
fluorescence	
   est	
   probablement	
   due	
   à	
   la	
   formation	
   de	
   fibres	
   de	
   protéines	
   visibles	
   à	
   l’œil	
   et	
   qui	
  
sédimentent	
  suite	
  à	
  l’arrêt	
  de	
  l’agitation.	
  
Ainsi,	
  la	
  vitesse	
  d’agitation	
  de	
  600	
  rpm	
  est	
  retenue	
  pour	
  l’étude	
  de	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  
	
  

a)	
   	
  

b)	
   	
  
Figure	
  39	
  :	
  Etude	
  de	
  l’effet	
  de	
  la	
  vitesse	
  d’agitation	
  sur	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

Suite	
  à	
  l’ajout	
  de	
  la	
  ThT,	
  les	
  spectres	
  d’émission	
  de	
  fluorescence	
  ont	
  été	
  mesurés	
  après	
  excitation	
  à	
  442	
  nm.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  comparés	
  à	
  
la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  seule	
  (ThT)	
  et	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  (native).	
  a)	
  La	
  fibronectine	
  a	
  été	
   incubée	
  24h	
  à	
  70°C	
  avec	
  ou	
  
sans	
  agitation	
  de	
  600	
  rpm.	
  b)	
  La	
  fibronectine	
  a	
  été	
  traitée	
  24h	
  à	
  70°C	
  sous	
  agitation	
  de	
  300	
  rpm,	
  600	
  rpm	
  et	
  1200	
  rpm.	
  

	
  
• Influence	
  de	
  la	
  nature	
  du	
  contenant	
  sur	
  l’assemblage	
  	
  

L’étude	
  de	
  l’assemblage	
  étant	
  réalisée	
  en	
  tube	
  eppendorf,	
  il	
  a	
  été	
  nécessaire	
  de	
  vérifier	
  l’absence	
  de	
  
perte	
  de	
  protéine	
  sur	
  les	
  parois	
  du	
  contenant.	
  La	
  concentration	
  de	
  la	
  fibronectine	
  est	
  déterminée	
  par	
  
absorbance	
  à	
  280	
  nm	
  avant	
  et	
  après	
  incubation	
  à	
  70°C.	
  La	
  Figure	
  40	
  montre	
  que	
  la	
  concentration	
  de	
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la	
   fibronectine	
   après	
   le	
   traitement	
   de	
   24h	
   induisant	
   l’assemblage	
   est	
   similaire	
   à	
   la	
   concentration	
  
avant	
   le	
   traitement.	
   L’étude	
   de	
   l’assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   donc	
   effectuée	
   dans	
   les	
   tubes	
  
eppendorf.	
  
	
  

	
  
Figure	
  40	
  :	
  Concentration	
  de	
  la	
  fibronectine	
  avant	
  et	
  après	
  assemblage	
  

La	
   concentration	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   déterminée	
   par	
   absorbance	
   à	
   280	
   nm	
   avant	
   et	
   après	
   traitement	
   thermique	
   de	
   24h	
   à	
   70°C	
   et	
  
agitation	
  de	
  600	
  rpm.	
  

	
  
• Homogénéité	
  de	
  pipetage	
  des	
  agrégats	
  

Suite	
  à	
   la	
   formation	
  des	
  assemblages	
  par	
   la	
   fibronectine,	
   il	
   a	
  été	
  nécessaire	
  de	
  vérifier	
   le	
  pipetage	
  
homogène	
   des	
   agrégats.	
   Pour	
   cela	
   la	
   fibronectine	
   à	
   1	
  mg/ml	
   a	
   été	
   incubée	
   à	
   70°C,	
   puis	
   diluée	
   à	
  
100µg/ml.	
   Suite	
   à	
   l’ajout	
   de	
   la	
   thioflavine	
   T	
   (ThT),	
   le	
   spectre	
   d’émission	
   de	
   fluorescence	
   a	
   été	
  
mesuré.	
   La	
   Figure	
   41	
   montre	
   que	
   les	
   spectres	
   d’émission	
   de	
   fluorescence	
   de	
   la	
   ThT	
   sont	
  
superposables	
  pour	
   les	
   trois	
   essais	
  de	
  dilution	
  à	
  100	
  µg/ml,	
   indiquant	
  que	
   les	
   trois	
  pipetages	
   sont	
  
homogènes	
  et	
  suggère	
  que	
  la	
  fibronectine	
  conserve	
  ses	
  propriétés	
  structurales	
  après	
  sa	
  dilution.	
  
	
  

	
  
Figure	
  41	
  :	
  Emission	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  suite	
  à	
  la	
  dilution	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

La	
  fibronectine	
  a	
  été	
  incubée	
  24h	
  à	
  70°C.	
  A	
  partir	
  de	
  la	
  même	
  solution	
  de	
  fibronectine,	
  trois	
  dilutions	
  à	
  100	
  µg/ml	
  ont	
  été	
  effectuées.	
  Suite	
  
à	
   l’ajout	
  de	
   la	
  thioflavine	
  T	
  (ThT),	
   les	
  spectres	
  d’émission	
  de	
  fluorescence	
  ont	
  été	
  mesurés	
  après	
  excitation	
  à	
  442	
  nm.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  
comparés	
  à	
  la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  seule	
  (ThT).	
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I.	
  C. Caractérisation	
   des	
   mécanismes	
   et	
   structures	
   d’assemblage	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  

La	
   fibronectine,	
   immédiatement	
   après	
   purification	
   ou	
   après	
   les	
   différents	
   traitements,	
   est	
  
caractérisée.	
  

 Fluorescence	
  intrinsèque	
  des	
  tryptophanes	
  I.	
  C.	
  1.

	
   Les	
   acides	
   aminés	
   aromatiques	
   constituants	
   les	
  protéines	
   sont	
   très	
   largement	
  utilisés	
  dans	
  
l’étude	
   de	
   la	
   structure	
   des	
   protéines	
   en	
   raison	
   de	
   leur	
   capacité	
   à	
   émettre	
   de	
   la	
  
fluorescence	
  intrinsèque.	
   L’émission	
   de	
   fluorescence	
   de	
   ces	
   acides	
   aminés	
   change	
   en	
   fonction	
   de	
  
leur	
  environnement	
  local	
  dans	
  la	
  protéine.	
  	
  
La	
  fibronectine	
  contient	
  78	
  tryptophanes	
  (Trp),	
  soit	
  en	
  moyenne	
  1	
  à	
  2	
  par	
  modules.	
  Lorsqu’ils	
  sont	
  
enfouis	
  au	
  cœur	
  de	
  la	
  fibronectine,	
  les	
  Trp	
  émettent	
  un	
  maximum	
  de	
  fluorescence	
  vers	
  330	
  nm	
  suite	
  
à	
  une	
  excitation	
  à	
  295	
  nm.	
  Lorsqu’ils	
  ne	
  sont	
  plus	
  enfouis	
  au	
  cœur	
  de	
  la	
  protéine,	
  ils	
  présentent	
  un	
  
spectre	
   avec	
   un	
   maximum	
   d’émission	
   au	
   alentour	
   de	
   350	
   nm.	
   Ainsi,	
   les	
   modifications	
   dans	
  
l’environnement	
  de	
  ces	
  tryptophanes	
  sont	
  suivies	
  par	
  spectroscopie	
  de	
  fluorescence.	
  	
  
La	
  fibronectine,	
  traitée	
  ou	
  non	
  selon	
  les	
  conditions	
  citées	
  précédemment,	
  est	
  diluée	
  à	
  27	
  µg/ml	
  dans	
  
un	
  volume	
  finale	
  de	
  500	
  µl	
  afin	
  d’éviter	
   la	
  saturation	
  de	
   la	
   fluorescence.	
  Suite	
  à	
  son	
  excitation	
  à	
   la	
  
longueur	
   d’onde	
   de	
   295	
   nm	
   (spectrophotomètre	
   Perkin	
   Elmer	
   LS50B),	
   le	
   spectre	
   d’émission	
   des	
  
tryptophanes	
  est	
  mesuré	
  entre	
  310	
  et	
  410	
  nm	
  avec	
  une	
  ouverture	
  de	
  fenêtre	
  de	
  10	
  nm.	
  Chacun	
  des	
  
spectres	
  correspond	
  à	
  la	
  moyenne	
  de	
  3	
  accumulations	
  à	
  une	
  vitesse	
  de	
  scan	
  de	
  200	
  nm.min-­‐1.	
  
	
  

 Test	
  d’incorporation	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  I.	
  C.	
  2.

	
   La	
   thioflavine	
   T	
   (ThT)	
   est	
   une	
  molécule	
   de	
   15	
   Ängstrom	
   de	
   longueur,	
   constituée	
   de	
   deux	
  
benzènes	
  en	
  rotation	
  libre	
  autour	
  de	
  la	
  liaison	
  C-­‐C	
  les	
  reliant	
  (Figure	
  42).	
  Cette	
  molécule	
  émet	
  de	
  la	
  
fluorescence	
  lorsqu’elle	
  se	
  lie	
  à	
  la	
  surface	
  des	
  feuillets	
  β	
  intermoléculaires.	
  
	
  

	
   	
  
Figure	
  42	
  :	
  Représentation	
  de	
  la	
  molécule	
  de	
  thioflavine	
  T	
  

La	
  thioflavine	
  T	
  possède	
  un	
  centre	
  de	
  rotation	
  qui	
  correspond	
  à	
  la	
  liaison	
  carbone-­‐carbone	
  reliant	
  les	
  deux	
  cycles	
  constituants	
  la	
  molécule	
  
(d’après	
  Biancalana	
  &	
  Koide	
  2010).	
  

	
  
Dans	
  son	
  état	
   libre,	
   la	
  molécule	
  de	
  ThT	
  présente	
  une	
  faible	
  fluorescence	
  en	
  raison	
  d’une	
  extinction	
  
rapide	
   de	
   l’état	
   excité.	
   L’immobilisation	
   de	
   la	
   ThT	
   lui	
   permet	
   de	
   maintenir	
   son	
   état	
   excité	
   et	
   se	
  
manifeste	
   sous	
   forme	
  d’augmentation	
  de	
   la	
   fluorescence.	
   L’augmentation	
  de	
   la	
   fluorescence	
  de	
   la	
  
ThT	
  semble	
  donc	
  due	
  à	
  son	
  immobilisation	
  dans	
  une	
  de	
  ses	
  conformations.	
  Les	
  feuillets	
  β	
  constituant	
  
les	
   fibres	
  amyloïdes	
  semblent	
  être	
  des	
  structures	
  appropriées	
  pour	
  verrouiller	
  de	
   façon	
  stérique	
   la	
  
ThT	
  dans	
  une	
  conformation	
  donnée	
  (Biancalana	
  &	
  Koide	
  2010).	
  En	
  effet,	
  les	
  protéines	
  assemblées	
  en	
  
fibres	
   amyloïdes	
   forment	
   des	
   canaux	
   dans	
   lesquels	
   des	
   colorants	
   linéaires	
   peuvent	
   se	
   lier.	
   La	
   ThT	
  
semble	
  pouvoir	
  s’aligner	
  de	
  façon	
  parallèle	
  à	
  l'axe	
  long	
  de	
  la	
  fibre.	
  La	
  ThT	
  émet	
  ainsi	
  spécifiquement	
  
de	
  la	
  fluorescence	
  lorsqu’elle	
  est	
  incorporée	
  dans	
  les	
  feuillets	
  β	
  intermoléculaires.	
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La	
  ThT	
  est	
  préparée	
  à	
  une	
  concentration	
  de	
  100	
  µM	
  dans	
  un	
  tampon	
  TRIS-­‐HCl	
  10	
  mM,	
  pH	
  7.4	
  puis	
  est	
  
ajoutée	
   à	
   la	
   fibronectine	
   à	
   un	
   ratio	
  molaire	
   ThT:fibronectine	
   de	
   1:1.	
   La	
   ThT	
   est	
   ensuite	
   excitée	
   à	
  
442nm	
   et	
   son	
   spectre	
   d’émission	
   est	
   suivi	
   entre	
   460	
   et	
   560	
   nm.	
   La	
   ThT	
   possède	
   un	
   maximum	
  
d’émission	
  à	
  482	
  nm	
  (spectrophotomètre	
  Perkin	
  Elmer	
  LS50B).	
  L’ouverture	
  des	
  fenêtres	
  est	
  de	
  10nm.	
  
Chaque	
  spectre	
  correspond	
  à	
  la	
  moyenne	
  de	
  3	
  accumulations	
  à	
  une	
  vitesse	
  de	
  scan	
  de	
  200	
  nm.min-­‐1.	
  
Au-­‐delà	
   de	
   35°C,	
   la	
   ThT	
   subit	
   une	
   réaction	
   d’hydroxylation	
   (Foderà	
   et	
   al.	
   2008).	
   Pour	
   éviter	
   ce	
  
problème,	
   la	
  ThT	
  est	
  ajoutée	
  à	
   la	
   fibronectine	
  extemporanément	
  à	
   la	
  mesure	
  de	
   la	
   fluorescence	
  et	
  
non	
  pas	
  pendant	
  l’assemblage.	
  
Avec	
  le	
  logiciel	
  Origin	
  7.0,	
  une	
  équation	
  de	
  meilleur	
  ajustement	
  est	
  appliquée	
  aux	
  cinétiques	
  suivies	
  
par	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT.	
  Une	
  simple	
  exponentielle	
  ne	
  modélisant	
  pas	
  correctement	
  les	
  cinétiques,	
  
une	
  double	
  exponentielle	
  a	
  été	
  appliquée	
  :	
  
	
  

!   =   !   +   !! 1 − !!!!! + !! 1 − !!!!! 	
  
	
  
avec	
  y	
  l’intensité	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  au	
  temps	
  t,	
  A	
  la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  au	
  temps	
  t=0,	
  A1	
  
et	
   A2	
   l’intensité	
   de	
   fluorescence	
   de	
   la	
   ThT	
   au	
   plateau	
   pour	
   les	
   deux	
   exponentielles,	
   k1	
   et	
   k2	
   la	
  
constante	
  de	
  vitesse	
  d’augmentation	
  de	
  la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  pour	
  les	
  deux	
  exponentielles	
  en	
  h-­‐1.	
  
	
  

• Mise	
  au	
  point	
  du	
  ratio	
  thioflavine	
  T	
  :	
  fibronectine	
  
Pour	
   obtenir	
   le	
  meilleur	
   signal	
   de	
   fluorescence	
   de	
   la	
   thioflavine	
   T	
   (ThT),	
   différents	
   ratios	
  molaires	
  
fibronectine:ThT	
   (FN:ThT)	
  ont	
   été	
   testés	
  pour	
  différentes	
   concentrations	
  de	
   fibronectine	
  native	
  ou	
  
assemblée	
  à	
  70°C	
  (Figure	
  43.a).	
  
Pour	
   le	
   ratio	
   FN:ThT	
   de	
   5:1	
   et	
   à	
   la	
   concentration	
   en	
   fibronectine	
   de	
   1	
   mg/ml,	
   l’intensité	
   de	
  
fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  est	
  élevée.	
  Néanmoins,	
  la	
  fluorescence	
  est	
  très	
  faible	
  pour	
  les	
  concentrations	
  
inférieures	
  en	
  fibronectine	
  de	
  100	
  et	
  25	
  µg/ml.	
  	
  
L’intensité	
  de	
  fluorescence	
  augmente	
  avec	
  la	
  concentration	
  en	
  ThT	
  pour	
  les	
  faibles	
  concentrations	
  de	
  
fibronectine.	
  Le	
  signal	
  de	
  fluorescence	
  pour	
  les	
  concentrations	
  faibles	
  en	
  fibronectine	
  est	
  détectable	
  
à	
  partir	
  du	
  ratio	
  FN:ThT	
  de	
  2:1.	
  Cependant,	
  on	
  observe	
  une	
  saturation	
  de	
  la	
  fluorescence	
  à	
  1000	
  U.A.	
  
pour	
  la	
  concentration	
  en	
  fibronectine	
  de	
  1	
  mg/ml.	
  	
  
En	
  raison	
  de	
  la	
  saturation	
  du	
  signal	
  à	
  1	
  mg/ml	
  de	
  fibronectine,	
  le	
  ratio	
  molaire	
  de	
  1:1	
  est	
  retenu	
  afin	
  
d’avoir	
   une	
   molécule	
   de	
   thioflavine	
   T	
   par	
   molécule	
   de	
   fibronectine.	
   Aux	
   concentrations	
   de	
  
fibronectine	
  élevées,	
  il	
  faudra	
  réaliser	
  des	
  dilutions	
  intermédiaires	
  pour	
  obtenir	
  un	
  signal	
  correct.	
  
La	
   Figure	
   43.b	
   représente	
   l’intensité	
   de	
   fluorescence	
   de	
   la	
   ThT	
   en	
   fonction	
   de	
   différentes	
  
concentrations	
  en	
  fibronectine	
  pour	
  un	
  ratio	
  FN:ThT	
  de	
  1:1.	
  Les	
  résultats	
  montrent	
  que,	
  malgré	
   les	
  
dilutions	
  intermédiaires	
  pour	
  les	
  concentrations	
  en	
  fibronectine	
  supérieures	
  à	
  500	
  µg/ml,	
  l’intensité	
  
de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  est	
  proportionnelle	
  à	
  la	
  concentration	
  en	
  fibronectine.	
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a)	
   	
  

b)	
   	
  	
  
Figure	
  43	
  :	
  Intensité	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  

L’intensité	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  seule	
  (ThT),	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  (Native)	
  ou	
  assemblée	
  à	
  70°C	
  pendant	
  24h	
  
(70°C)	
  a	
  été	
  mesurée	
  à	
  482	
  nm	
  suite	
  à	
  son	
  excitation	
  à	
  442	
  nm.	
  a)	
  Relation	
  entre	
  l’intensité	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  et	
  le	
  ratio	
  
FN:ThT	
  mesurée	
   en	
   présence	
   de	
   25,	
   100	
   ou	
   1000	
  µg/ml	
   de	
   fibronectine	
   native	
   ou	
   assemblée	
   à	
   70°C.	
   b)	
   Relation	
   entre	
   l’intensité	
   de	
  
fluorescence	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  et	
  la	
  concentration	
  en	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée	
  à	
  70°C	
  en	
  présence	
  d’un	
  ratio	
  FN:ThT	
  de	
  1:1.	
  

	
  

 Test	
  à	
  l’acide	
  8-­‐anilino-­‐1-­‐naphtalenesulfonique	
  I.	
  C.	
  3.

	
   L’ANS	
  (acide	
  8-­‐anilino-­‐1-­‐naphtalenesulfonique)	
   (Figure	
  44)	
  est	
  une	
  molécule	
  qui	
  émet	
  de	
   la	
  
fluorescence	
  lorsqu’elle	
  interagit	
  spécifiquement	
  avec	
  les	
  zones	
  ou	
  cavités	
  hydrophobes	
  exposées	
  au	
  
solvant.	
  Cette	
  molécule	
  à	
  très	
  faible	
  rendement	
  quantique	
  à	
  l’état	
  libre,	
  présente	
  une	
  augmentation	
  
de	
   fluorescence	
   lorsqu’elle	
   est	
   liée	
   aux	
   patchs	
   hydrophobes	
   dans	
   la	
   protéine	
   assemblée,	
   mais	
  
présente	
  également	
  un	
  déplacement	
  de	
  son	
  pic	
  d’émission	
  de	
  520	
  nm	
  à	
  480	
  nm.	
  
	
  

	
  
Figure	
  44	
  :	
  Représentation	
  de	
  l’acide	
  8-­‐anilino-­‐1-­‐naphtalènesulfonique	
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L’ANS	
  est	
  préparé	
  à	
  une	
  concentration	
  de	
  100	
  µM	
  dans	
   l’eau	
  puis	
  est	
  ajouté	
  à	
   la	
   fibronectine	
  à	
  un	
  
ratio	
  molaire	
  ANS:fibronectine	
  de	
  1:1.	
  L’ANS	
  est	
  ensuite	
  excité	
  à	
  350	
  nm	
  et	
  son	
  spectre	
  d’émission	
  
mesuré	
  entre	
  400	
  et	
  600	
  nm	
  (spectrophotomètre	
  Perkin	
  Elmer	
  LS50B).	
  Les	
  ouvertures	
  de	
  fente	
  sont	
  
de	
  10	
  nm.	
  Chacun	
  des	
  spectres	
  correspond	
  à	
  la	
  moyenne	
  de	
  3	
  accumulations	
  à	
  une	
  vitesse	
  de	
  scan	
  
de	
  200	
  nm.min-­‐1.	
  
	
  

 Microscopie	
  à	
  force	
  atomique	
  en	
  milieu	
  liquide	
  I.	
  C.	
  4.

	
   Les	
  acquisitions	
  par	
  microscopie	
  à	
  force	
  atomique	
  en	
  milieu	
  liquide	
  ont	
  été	
  réalisées	
  par	
  les	
  
Docteur	
  Thomas	
  Boudou	
  et	
  Charlotte	
  Vendrely	
  au	
  Laboratoire	
  des	
  Matériaux	
  et	
  du	
  Génie	
  Physique	
  
(LMGP)	
  à	
  Grenoble.	
  
Le	
  microscope	
  à	
  force	
  atomique	
  (atomic	
  force	
  microscope,	
  AFM)	
  est	
  un	
  type	
  de	
  microscope	
  à	
  sonde	
  
locale	
   permettant	
   de	
   visualiser	
   la	
   topographie	
   de	
   la	
   surface	
   d'un	
   échantillon	
   allant	
   de	
   quelques	
  
nanomètres	
  à	
  quelques	
  microns	
  de	
  largeur.	
  Cette	
  technique	
  est	
  basée	
  sur	
  l'analyse	
  d'un	
  objet	
  point	
  
par	
  point.	
  Le	
  microscope	
  balaye	
  la	
  surface	
  de	
  l’échantillon	
  à	
  l’aide	
  d’une	
  pointe	
  très	
  fine	
  de	
  quelques	
  
micromètres	
  de	
   long	
  reliée	
  à	
  un	
  cantilever.	
  L’AFM	
  peut	
  être	
  utilisé	
  selon	
  différents	
  modes	
  dont	
   les	
  
deux	
   les	
   plus	
   courants	
   sont	
  :	
   le	
   mode	
   contact	
   et	
   le	
   mode	
   contact	
   intermittent	
   (tapping).	
   Dans	
   le	
  
mode	
  contact,	
  la	
  pointe	
  appuie	
  sur	
  la	
  surface	
  de	
  l’échantillon	
  puis	
  est	
  repoussée	
  en	
  raison	
  des	
  forces	
  
répulsives	
   entre	
   les	
   électrons	
   de	
   la	
   pointe	
   et	
   l’échantillon.	
   Cette	
   répulsion	
   permet	
   de	
   garder	
   une	
  
distance	
  constante	
  entre	
   la	
  pointe	
  et	
   l’échantillon	
  et	
  donne	
  ainsi	
  une	
   information	
  sur	
   la	
  hauteur	
  et	
  
les	
   charges	
   de	
   l’échantillon.	
   Dans	
   le	
  mode	
   contact	
   intermittent,	
   le	
   cantilever	
   vibre	
   à	
   une	
   certaine	
  
fréquence	
   et	
   amplitude	
   (Figure	
   45).	
   Lorsque	
   la	
   pointe	
   interagit	
   avec	
   la	
   surface,	
   l’amplitude	
   de	
   la	
  
vibration	
   diminue	
   et	
   donne	
   des	
   informations	
   sur	
   la	
   hauteur	
   et	
   la	
   rigidité	
   de	
   l’échantillon.	
   La	
  
topographie	
  de	
  surface	
  est	
  déterminée	
  par	
   le	
  mouvement	
  de	
   la	
  pointe	
  à	
   la	
  surface	
  de	
   l’échantillon	
  
qui	
  est	
  directement	
  corrélé	
  à	
   la	
  déviation	
  d’un	
  faisceau	
  laser	
  qui	
  est	
  réfléchi	
  sur	
   le	
  cantilever.	
  Dans	
  
notre	
  étude,	
  le	
  mode	
  contact	
  intermittent	
  est	
  utilisé.	
  
	
  

	
  
Figure	
  45	
  :	
  Représentation	
  du	
  microscope	
  à	
  force	
  atomique	
  

(d’après	
  Haugstad	
  2012)	
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Des	
  lamelles	
  de	
  32	
  mm	
  de	
  diamètre	
  sont	
  nettoyées	
  par	
  incubation	
  quelques	
  minutes	
  dans	
  du	
  NaOH	
  
1	
  M	
  puis	
  sont	
  rincées	
  à	
  l’eau	
  18	
  mΩ.	
  En	
  plaque	
  six	
  puits,	
  les	
  lamelles	
  sont	
  ensuite	
  incubées	
  une	
  nuit	
  à	
  
+4°C	
  avec	
  1	
  ml	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée	
  à	
  70°C	
  à	
  1	
  mg/ml	
  en	
  tampon	
  HEPES	
  10	
  mM,	
  pH	
  
7.4.	
  Les	
  lamelles	
  sont	
  imagées	
  au	
  microscope	
  à	
  force	
  atomique	
  en	
  présence	
  de	
  tampon	
  HEPES	
  10mM	
  
(pour	
  éviter	
  le	
  séchage	
  de	
  l’échantillon)	
  à	
  l’aide	
  d’une	
  sonde	
  MSNL-­‐10,	
  à	
  10-­‐15	
  kHz	
  et	
  k	
  =	
  0.070	
  N/m.	
  
Les	
  images	
  d’AFM	
  ont	
  été	
  acquises	
  en	
  milieu	
  liquide	
  afin	
  d’éviter	
  les	
  modifications	
  de	
  structure	
  et	
  de	
  
densité	
  engendrées	
  suite	
  au	
  séchage	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  l’AFM	
  classique	
  en	
  milieu	
  sec.	
  
	
  

 Infrarouge	
  à	
  Transformée	
  de	
  Fourier	
  I.	
  C.	
  5.

	
   Les	
  mesures	
  par	
   infrarouge	
  à	
  Transformée	
  de	
  Fourier	
  ont	
  été	
   réalisées	
  au	
  sein	
  de	
   l’Institut	
  
Pasteur	
  de	
  Paris	
  et	
  au	
  Laboratoire	
  des	
  Matériaux	
  et	
  du	
  Génie	
  Physique	
  (LMGP)	
  de	
  Grenoble.	
  
L’infrarouge	
  à	
  Transformée	
  de	
  Fourier	
  permet	
  d’analyser	
  la	
  composition	
  en	
  structures	
  secondaires	
  et	
  
l’environnement	
   des	
   acides	
   aminés	
   aromatiques	
   des	
   protéines.	
   Cette	
   technique	
   est	
   basée	
   sur	
   la	
  
mesure	
  de	
  la	
  fréquence	
  de	
  vibration	
  (élongation	
  ou	
  flexion)	
  des	
  liaisons	
  entre	
  les	
  différents	
  atomes	
  
d’une	
   molécule	
   suite	
   à	
   une	
   excitation	
   par	
   rayonnement	
   infrarouge.	
   Les	
   facteurs	
   influençant	
   les	
  
fréquences	
  de	
  vibration	
  d’une	
  liaison	
  sont	
  la	
  masse	
  des	
  atomes,	
  leur	
  arrangement	
  géométrique	
  et	
  les	
  
forces	
  interatomiques	
  provenant	
  des	
  distorsions	
  de	
  la	
  liaison.	
  
Dans	
  le	
  cas	
  des	
  protéines,	
   les	
  fréquences	
  de	
  vibration	
  de	
  la	
  liaison	
  C=O	
  de	
  la	
  chaîne	
  principale	
  sont	
  
mesurées	
   entre	
   1600	
   et	
   1700	
   cm-­‐1	
  et	
   correspondent	
   à	
   la	
   bande	
   amide	
   I.	
   Ces	
   liaisons	
   C=O	
   sont	
  
impliquées	
   dans	
   la	
   stabilisation	
   des	
   structures	
   secondaires.	
   Dans	
   le	
   cas	
   des	
  molécules	
   biologiques	
  
telles	
  que	
  les	
  protéines,	
  cette	
  technique	
  permet	
  donc	
  de	
  détecter	
  les	
  structures	
  secondaires	
  (hélice	
  
α,	
  feuillet	
  β)	
  présentes	
  dans	
  les	
  molécules	
  en	
  solution.	
  
Entre	
  un	
  et	
  trois	
  millilitres	
  de	
  fibronectine	
  à	
  environ	
  10-­‐20	
  mg/ml	
  après	
  purification	
  sont	
  dessalés	
  sur	
  
amikon	
   par	
   trois	
   centrifugations	
   successives	
   en	
   présence	
   de	
   15	
  ml	
   de	
   tampon	
   HEPES-­‐D2O	
   (HEPES	
  
préparé	
  dans	
  l’oxyde	
  de	
  deutérium).	
  L’oxyde	
  de	
  deutérium	
  permet	
  de	
  diminuer	
  le	
  bruit	
  de	
  fond	
  sur	
  
les	
  spectres.	
  En	
  effet,	
  celui-­‐ci	
  absorbe	
  moins	
   le	
   rayonnement	
   infrarouge	
  aux	
  alentours	
  de	
   la	
  bande	
  
amide	
   I	
  que	
   l’eau	
  H2O	
   (Venyaminov	
  SYu	
  &	
  Prendergast	
  1997).	
  Une	
  partie	
  de	
  cette	
   fibronectine	
  est	
  
ensuite	
   traitée	
   selon	
   les	
   conditions	
   décrites	
   dans	
   le	
   paragraphe	
   I.C	
  :	
   assemblée	
   24h	
   à	
   70°C	
   sous	
  
agitation	
   orbitale	
   de	
   600rpm.	
   Les	
   spectres	
   ont	
   été	
   mesurés	
   entre	
   4000	
   et	
   400	
   cm-­‐1	
   grâce	
   à	
   un	
  
spectrophotomètre	
  Vertex	
  70	
  ou	
   Jasco	
  6100.	
   Les	
   spectres	
   correspondent	
   à	
  une	
  moyenne	
  de	
  1024	
  
accumulations	
  d’une	
  résolution	
  de	
  2	
  cm-­‐1.	
  
	
  

 Dichroïsme	
  circulaire	
  I.	
  C.	
  6.

	
   Les	
  mesures	
  de	
  dichroïsme	
  circulaire	
  ont	
  été	
  réalisées	
  au	
  Laboratoire	
  de	
  Chimie	
  et	
  Biologie	
  
des	
  Métaux	
  (CEA	
  de	
  Grenoble).	
  
Le	
   dichroïsme	
   circulaire	
   est	
   une	
   technique	
   qui	
   repose	
   sur	
   la	
   capacité	
   des	
  molécules	
   à	
   absorber	
   la	
  
lumière.	
  Une	
  onde	
  lumineuse	
  est	
  transformée	
  en	
  onde	
  polarisée	
  linéaire	
  grâce	
  à	
  un	
  polarisateur	
  puis	
  
en	
   deux	
   ondes	
   elliptiques	
   polarisées	
   à	
   90°	
   l’une	
   de	
   l’autre,	
   dite	
   droite	
   et	
   gauche,	
   par	
   une	
   lame	
  
biréfringente.	
   Lorsque	
   les	
   ondes	
   elliptiques	
   rencontrent	
   une	
   solution	
   qui	
   absorbe	
   (optiquement	
  
active),	
   l’ellipticité	
   varie.	
   Il	
   est	
   possible	
   de	
  mesurer	
   la	
   variation	
   de	
   cette	
   ellipticité	
   en	
  millidegrés.	
  
L’ellipticité	
  est	
  différente	
  en	
   fonction	
  de	
   la	
  molécule	
  étudiée	
  et	
  de	
   la	
   longueur	
  d’onde.	
  Dans	
   le	
  cas	
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des	
  molécules	
  biologiques,	
  cette	
  technique	
  permet	
  d’étudier	
   l’environnement	
  des	
  tryptophanes	
  en	
  
UV	
   proche	
   et	
   de	
   détecter	
   en	
  UV	
   lointain	
   les	
   structures	
   secondaires	
   présentes	
   dans	
   les	
  molécules.	
  
Chaque	
  structure	
  secondaire	
  identifiée	
  dans	
  les	
  molécules	
  biologiques	
  (hélice	
  α,	
  feuillet	
  β	
  et	
  random	
  
coil)	
   présente	
   un	
   spectre	
   d’ellipticité	
   spécifique.	
   L’hélice	
   α	
   présente	
   deux	
   pics	
   négatifs	
  
caractéristiques	
  à	
  207	
  et	
  223	
  nm,	
   le	
   feuillet	
  β	
  a	
  un	
  pic	
  négatif	
  à	
  217	
  nm	
  et	
   le	
  random	
  coil	
  a	
  un	
  pic	
  
positif	
  à	
  212	
  nm	
  (Figure	
  46).	
  
	
  

a)	
   	
  
	
  

b)	
  	
   	
  
Figure	
  46	
  :	
  Principe	
  du	
  dichroïsme	
  circulaire	
  	
  

a)	
  Représentation	
  schématique	
  de	
  la	
  transformation	
  d’une	
  onde	
  polarisée	
  en	
  ondes	
  elliptiques.	
  b)	
  Spectres	
  de	
  dichroïsme	
  circulaire	
  en	
  UV	
  
lointain	
   des	
   hélices	
   α,	
   feuillets	
   β	
   et	
   random	
   coil	
   (d’après	
   http://biochimiedesproteines.espaceweb.usherbrooke.ca/index.php	
   et	
  
http://www.proteinchemist.com/cd/cdspec.html).	
  

	
  
Les	
   mesures	
   de	
   spectre	
   sont	
   réalisées	
   à	
   l’aide	
   d’un	
   spectropolarimètre	
   Jasco	
   J-­‐810	
   équipé	
   d’un	
  
contrôleur	
  de	
   température.	
   Chaque	
   spectre	
   correspond	
  à	
  une	
  moyenne	
  de	
  10	
   accumulations,	
   une	
  
vitesse	
  de	
   scan	
  de	
  200	
  nm.min-­‐1,	
  une	
  ouverture	
  de	
   fenêtre	
  de	
  4	
  nm	
  et	
  un	
   temps	
  de	
   réponse	
  de	
  1	
  
seconde.	
  Les	
  spectres	
  présentés	
  sont	
  les	
  résultats	
  obtenus	
  après	
  calcul	
  de	
  l’ellipticité	
  [θ]	
  :	
  
	
  

!   =   
0.1  ×  !
!  ×  !  ×  !

	
  

	
  
avec	
   [θ]	
  l’angle	
   de	
   polarisation	
   en	
   millidegrés,	
   C	
  la	
   concentration	
   en	
   mol/l,	
   N	
  correspondant	
   au	
  
nombre	
  de	
  résidus	
  dans	
  la	
  fibronectine	
  (soit	
  4	
  710	
  résidus),	
  et	
  l	
  correspondant	
  au	
  trajet	
  optique	
  en	
  
cm	
  (0.1	
  ou	
  1	
  cm).	
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I.	
  C.	
  6.	
  a. Spectre	
  de	
  la	
  fibronectine	
  en	
  UV	
  proche	
  

	
   La	
   fibronectine	
   est	
   préparée	
   selon	
   les	
   conditions	
   décrites	
   précédemment	
   à	
   différentes	
  
températures	
  et	
  à	
  une	
  concentration	
  de	
  3	
  mg/ml	
  en	
  tampon	
  HEPES	
  10	
  mM,	
  pH	
  7.4.	
  Les	
  mesures	
  de	
  
spectre	
  sont	
  réalisées	
  dans	
  des	
  cuves	
  en	
  quartz	
  de	
  1	
  mm	
  entre	
  260	
  et	
  320	
  nm	
  et	
  une	
  vitesse	
  de	
  scan	
  
de	
  200	
  nm.min-­‐1.	
  
	
  

I.	
  C.	
  6.	
  b. Spectre	
  de	
  la	
  fibronectine	
  en	
  UV	
  lointain	
  

	
   La	
   fibronectine	
   est	
   préparée	
   selon	
   les	
   conditions	
   décrites	
   précédemment	
   à	
   différentes	
  
températures	
  et	
  à	
  une	
  concentration	
  de	
  1	
  mg/ml	
  puis	
  dilué	
  à	
  50	
  µg/ml	
  en	
  tampon	
  HEPES	
  10	
  mM,	
  pH	
  
7.4.	
  Les	
  mesures	
  de	
  spectre	
  sont	
  réalisées	
  dans	
  des	
  cuves	
  en	
  quartz	
  de	
  1	
  mm	
  entre	
  190	
  et	
  250	
  nm	
  et	
  
une	
  vitesse	
  de	
  scan	
  de	
  200	
  nm.min-­‐1.	
  
	
  

I.	
  C.	
  6.	
  c. Dénaturation	
  thermique	
  suivie	
  en	
  UV	
  lointain	
  

	
   La	
   dénaturation	
   thermique	
   de	
   la	
   fibronectine	
   a	
   été	
   suivie	
   en	
   UV	
   lointain	
   à	
   une	
   longueur	
  
d’onde	
   de	
   227	
   nm	
   dans	
   une	
   cuve	
   en	
   quartz	
   de	
   1	
   cm	
   et	
   sous	
   agitation	
   de	
   90	
   rpm	
   avec	
   barreau	
  
aimanté.	
  Le	
  dépliement	
  de	
  la	
  fibronectine	
  à	
  une	
  concentration	
  de	
  50	
  µg/ml	
  en	
  tampon	
  HEPES	
  10mM,	
  
pH	
   7.4	
   est	
   mesuré	
   entre	
   20	
   et	
   80°C	
   avec	
   une	
   augmentation	
   de	
   1°C	
   par	
   minute	
   à	
   l’aide	
   d’un	
  
contrôleur	
   de	
   température.	
   Le	
   repliement	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   suivi	
   immédiatement	
   après	
   le	
  
dépliement	
  entre	
  80	
  et	
  20°C	
  avec	
  une	
  diminution	
  de	
  la	
  température	
  de	
  1°C	
  par	
  minute.	
  
	
  

 Spectrométrie	
  de	
  masse	
  à	
   ionisation	
  par	
  électronébuliseur	
  et	
  par	
  I.	
  C.	
  7.
détection	
  de	
  charge	
  (ESI-­‐CDMS)	
  

	
   Les	
   expériences	
   de	
   spectrométrie	
   de	
   masse	
   ont	
   été	
   réalisées	
   par	
   le	
   Docteur	
   Tristan	
  
Doussineau	
  à	
  l’Institut	
  Lumière	
  Matière	
  de	
  Lyon.	
  
La	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  permet	
  de	
  déterminer	
  la	
  masse	
  et	
  la	
  charge	
  des	
  protéines	
  à	
  partir	
  de	
  la	
  
vitesse	
  et	
  la	
  force	
  avec	
  lesquelles	
  les	
  protéines	
  sont	
  projetées	
  dans	
  le	
  vide.	
  Les	
  atomes	
  des	
  protéines	
  
sont	
   ionisés	
   pour	
   les	
   charger	
   positivement	
   puis	
   sont	
   accélérés	
   de	
   sorte	
   qu’ils	
   aient	
   tous	
   la	
  même	
  
énergie	
  cinétique.	
  Suite	
  à	
  l’ionisation	
  et	
  l’accélération,	
  les	
  ions	
  des	
  protéines	
  sont	
  soumis	
  à	
  un	
  champ	
  
magnétique	
  contrôlé	
  afin	
  de	
  dévier	
  leur	
  trajectoire.	
  Plus	
  les	
  ions	
  sont	
  déviés	
  de	
  leur	
  trajectoire,	
  plus	
  
la	
  masse	
  de	
  l’ion	
  est	
  faible.	
  La	
  variation	
  de	
  la	
  trajectoire	
  dépend	
  également	
  de	
  la	
  quantité	
  de	
  charge	
  
positive	
  sur	
  les	
  ions.	
  Plus	
  la	
  charge	
  est	
  importante,	
  plus	
  la	
  déviation	
  de	
  la	
  trajectoire	
  est	
  importante.	
  
Ces	
  deux	
  paramètres	
  permettent	
  donc	
  d’avoir	
  un	
  ratio	
  masse/charge	
  (m/z).	
  
Les	
  expériences	
  ont	
  été	
  réalisées	
  à	
  l’aide	
  d’un	
  spectromètre	
  de	
  masse	
  à	
  ionisation	
  par	
  électrospray	
  et	
  
détection	
   de	
  masse	
   dédié	
   aux	
   protéines	
   de	
   très	
   haute	
  masse	
  moléculaire	
   (Doussineau,	
   Bao,	
   et	
   al.	
  
2011).	
   A	
   travers	
   un	
   capillaire	
   en	
   acier	
   inoxidable	
   de	
   0.1	
   mm	
   de	
   diamètre	
   interne,	
   la	
   solution	
   de	
  
fibronectine	
   à	
   1	
  mg/ml	
   est	
   injectée	
   à	
   150	
  µl/h	
  dans	
   la	
   chambre	
   à	
   électrospray.	
   L’azote	
   en	
   gaz	
   est	
  
injecté	
  pour	
  traverser	
  un	
  système	
  de	
  chauffage	
  à	
  200°C	
  et	
  les	
  ions	
  sont	
  passés	
  dans	
  un	
  système	
  sous	
  
vide.	
  L’appareil	
  de	
  détection	
  des	
  charges	
  est	
  utilisé	
  en	
  mode	
  single	
  pass	
  et	
  a	
  été	
  construit	
  selon	
   le	
  
modèle	
   de	
   Keaton	
   et	
   Stradling	
   (Keaton	
   et	
   al.	
   1990).	
   Le	
   signal	
   récupéré	
   par	
   un	
   transistor	
   JFET	
   est	
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amplifié	
   par	
   un	
   pré-­‐amplificateur	
   sensible	
   de	
   charge	
   et	
   à	
   faible	
   bruit.	
   Le	
   signal	
   est	
   ensuite	
  mis	
   en	
  
forme	
  et	
  différencié	
  par	
  un	
  amplificateur	
  construit	
  sur	
  mesure.	
  Le	
  signal	
  est	
  enregistré	
  pour	
  chaque	
  
ion	
   traversant	
   le	
  détecteur	
  avec	
  un	
   taux	
  d’échantillonage	
  de	
  10	
  MHz.	
   Les	
   résultats	
   sont	
   transférés	
  
vers	
  un	
  ordinateur	
  qui	
  permet	
  d’analyser	
  la	
  charge	
  et	
  la	
  masse	
  de	
  chaque	
  ion.	
  La	
  calibration	
  interne	
  
en	
  charge	
  est	
  réalisée	
  à	
  l’aide	
  d’un	
  capaciteur	
  de	
  test	
  qui	
  permet	
  à	
  une	
  quantité	
  de	
  charge	
  connue	
  
d’être	
   propulsée	
   sur	
   le	
   tube	
   collecteur.	
   La	
   calibration	
   externe	
   est	
   effectuée	
   en	
   utilisant	
   un	
   des	
  
marqueurs	
  de	
  taille	
  standard	
  NIST	
  (nanosphères	
  de	
  polystyrène	
  de	
  70,	
  100,	
  150,	
  200,	
  250,	
  300	
  nm	
  
fournies	
   par	
   Polysciences	
   Europe,	
   GmbH).	
   L’histogramme	
   de	
   masse	
   est	
   construit	
   à	
   partir	
   de	
  
l’ensemble	
  d’un	
  nombre	
  N	
  statistiquement	
  pertinent	
  pour	
  chaque	
  mesure	
  de	
  masse	
  et	
  pour	
  chaque	
  
échantillon	
  (N	
  >	
  5000).	
  
	
  

 Électrophorèse	
  -­‐	
  Coloration	
  au	
  bleu	
  de	
  Coomassie	
  I.	
  C.	
  8.

	
   Suite	
   aux	
   différents	
   traitements	
   thermiques,	
   l’état	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   contrôlé	
   par	
  
séparation	
   sur	
   gel	
   d’électrophorèse	
   SDS-­‐PAGE	
   contenant	
   7%	
   de	
   bis-­‐acrylamide	
   suivie	
   d’une	
  
révélation	
  au	
  bleu	
  de	
  Coomassie.	
  
Les	
  quantités	
  de	
  protéines	
  séparées	
  sont	
  de	
  10	
  µg.	
  En	
  conditions	
   réductrices,	
   les	
  échantillons	
  sont	
  
mixés	
  avec	
  15%	
  de	
  β-­‐mercaptoéthanol.	
   La	
   séparation	
   se	
   fait	
   en	
  présence	
  de	
   tampon	
  de	
  migration	
  
pendant	
  environ	
  1	
  heure	
  à	
  20	
  mA	
  par	
  gel.	
  Le	
  gel	
  est	
  ensuite	
  incubé	
  30	
  minutes	
  dans	
  une	
  solution	
  de	
  
fixation	
  permettant	
  la	
  fixation	
  des	
  protéines,	
  suivie	
  de	
  trois	
  rinçages	
  de	
  10	
  minutes	
  dans	
  l’eau.	
  Le	
  gel	
  
est	
   coloré	
   30	
   minutes	
   dans	
   une	
   solution	
   de	
   bleu	
   de	
   Coomassie	
   G.	
   Les	
   bandes	
   de	
   protéines	
   sont	
  
révélées	
  par	
  des	
  lavages	
  successifs	
  avec	
  une	
  solution	
  de	
  décoloration.	
  
	
  
Tampon	
  de	
  migration	
  :	
  

• TRIS-­‐HCl	
  25	
  mM,	
  pH	
  8.3	
  
• Glycine	
  200	
  mM	
  
• SDS	
  0.1	
  %	
  

Bleu	
  de	
  Coomassie	
  G	
  :	
  
• Bleu	
  Coomassie	
  2.5	
  %	
  (m/v)	
  
• Éthanol	
  40	
  %	
  
• Acide	
  acétique	
  7	
  %	
  

Solution	
  de	
  fixation	
  :	
  
• Éthanol	
  45	
  %	
  
• Acide	
  acétique	
  10	
  %	
  

Solution	
  de	
  décoloration	
  :	
  
• Éthanol	
  20	
  %	
  
• Acide	
  acétique	
  10	
  %	
  

	
  
	
  

II. ETUDE	
  DES	
  FONCTIONS	
  BIOLOGIQUES	
  DE	
  LA	
  FIBRONECTINE	
  	
  
II.	
  A. Cultures	
  cellulaires	
  

	
   Les	
   cellules	
   SKOV3	
   (cellules	
   humaines	
   d’adénocarcinome	
   ovarien)	
   sont	
   maintenues	
   en	
  
culture	
  dans	
  du	
  milieu	
  RPMI	
  1640	
  contenant	
  1%	
  de	
  bicarbonate	
  de	
  sodium	
  et	
  10%	
  de	
  sérum	
  de	
  veau	
  
fœtal,	
  à	
  37°C	
  et	
  5	
  %	
  de	
  CO2.	
  
Les	
   cellules	
   CHO	
   K1	
   (cellules	
   d’épithélium	
   ovarien	
   de	
   hamster	
   chinois)	
   sont	
   cultivées	
   en	
   milieu	
  
HAM12	
  contenant	
  10%	
  de	
  sérum	
  de	
  veau	
  fœtal,	
  à	
  37°C	
  et	
  5	
  %	
  de	
  CO2.	
  Ces	
  cellules	
  ne	
  produisent	
  pas,	
  
ou	
  très	
  peu	
  de	
  fibronectine,	
  mais	
  sont	
  capables	
  de	
  la	
  remanier.	
  



	
  
Section	
  expérimentale	
  

	
   127	
  

Les	
   fibroblastes	
   BJ	
   (fibroblastes	
   de	
   prépuce	
   humain)	
   sont	
   maintenus	
   en	
   culture	
   dans	
   du	
   milieu	
  
DMEM	
  contenant	
  10%	
  de	
  sérum	
  de	
  veau	
  fœtale,	
  à	
  37°C	
  et	
  5	
  %	
  de	
  CO2.	
  
	
  

II.	
  B. Cytotoxicité	
  des	
  tampons	
  sur	
  les	
  cellules	
  

	
   Les	
   solutions	
   testées	
   sont	
   le	
   TRIS	
   10	
  mM	
  pH	
   7.4,	
   HEPES	
   10	
  mM	
  pH	
   7.4,	
   l’eau	
   18	
  MΩ.	
   Les	
  
cellules	
  SKOV3	
  sont	
  ensemencées	
  à	
  la	
  densité	
  de	
  30	
  000	
  cellules/cm2	
  en	
  plaque	
  96	
  puits	
  pendant	
  une	
  
nuit	
  en	
  milieu	
  complet.	
  Ces	
  cellules	
  sont	
  ensuite	
   incubées	
  en	
  milieu	
  RPMI	
  1640	
  contenant	
  0.5%	
  de	
  
SVF	
  et	
  10%	
  de	
  tampon.	
  Leur	
  prolifération	
  est	
  suivie	
  sur	
  72	
  h	
  à	
  37°C	
  et	
  5%	
  de	
  CO2.	
  A	
  2,	
  6,	
  24,	
  48	
  et	
  
72h,	
  la	
  viabilité	
  des	
  cellules	
  est	
  déterminée	
  par	
  un	
  test	
  au	
  XTT.	
  Le	
  kit	
  est	
  utilisé	
  au	
  dixième	
  dans	
  du	
  
milieu	
  RPMI	
  1640	
  sans	
  rouge	
  de	
  phénol.	
  	
  
	
  

II.	
  C. Cytotoxicité	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

	
   Les	
  cellules	
  SKOV3	
  sont	
  ensemencées	
  à	
  la	
  densité	
  de	
  30	
  000	
  cellules/cm2	
  en	
  plaque	
  96	
  puits	
  
pendant	
   une	
   nuit	
   en	
   milieu	
   complet.	
   Ces	
   cellules	
   sont	
   ensuite	
   incubées	
   en	
   milieu	
   RPMI	
   1640	
  
contenant	
  0.5%	
  de	
  SVF	
  et	
  25,	
  50,	
  75	
  ou	
  100	
  µg/ml	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée	
  comme	
  décrit	
  
par	
  Huang	
  &	
  al	
  (Huang	
  et	
  al.	
  2010).	
  La	
  viabilité	
  cellulaire	
  est	
  déterminée	
  à	
  18	
  et	
  48	
  heures	
  de	
  culture	
  
par	
  un	
  test	
  au	
  XTT.	
  Le	
  kit	
  est	
  utilisé	
  au	
  dixième	
  dans	
  du	
  milieu	
  RPMI	
  1640	
  sans	
  rouge	
  de	
  phénol.	
  
	
  

II.	
  D. Accessibilité	
  des	
  sites	
  de	
  liaison	
  de	
  la	
  fibronectine	
  à	
  ses	
  partenaires	
  	
  

 Accessibilité	
  des	
  sites	
  d’affinité	
  à	
  la	
  gélatine	
  II.	
  D.	
  1.

	
   500	
  µl	
  de	
  billes	
  de	
  gélatine-­‐sepharose	
  (GE	
  healthcare)	
  sont	
  équilibrés	
  avec	
  du	
  tampon	
  HEPES	
  
10	
  mM,	
  pH	
  7.4.	
  400	
  µg	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée	
  sont	
  ajoutés	
  aux	
  billes	
  et	
  incubés	
  30-­‐45	
  
minutes	
   avec	
   une	
   agitation	
   toutes	
   les	
   15	
   minutes.	
   Après	
   sédimentation	
   des	
   billes	
   de	
   gélatine-­‐
sépharose,	
  le	
  surnageant	
  est	
  récupéré.	
  Afin	
  d’éliminer	
  la	
  fraction	
  restante	
  de	
  fibronectine	
  non-­‐liée	
  à	
  
la	
  gélatine,	
  les	
  billes	
  sont	
  rincées	
  par	
  trois	
  lavages	
  successifs	
  avec	
  du	
  tampon	
  HEPES	
  10	
  mM,	
  pH	
  7.4.	
  
Les	
   solutions	
   de	
   rinçage	
   sont	
   récupérées	
   et	
   la	
   fraction	
   de	
   fibronectine	
   non-­‐liée	
   à	
   la	
   gélatine	
   est	
  
déterminée	
  par	
  absorbance	
  à	
  280	
  nm.	
  La	
  fraction	
  de	
  fibronectine	
   liée	
  à	
   la	
  gélatine	
  est	
  calculée	
  par	
  
soustraction	
  de	
  la	
  quantité	
  de	
  fibronectine	
  non-­‐liée	
  à	
  la	
  quantité	
  de	
  fibronectine	
  initialement	
  utilisée	
  
(400	
  µg).	
  
	
  

 Dosage	
  immunoenzymatique	
  de	
  l’accessibilité	
  de	
  la	
  séquence	
  RGD	
  II.	
  D.	
  2.
(ELISA)	
  	
  

	
   L’accessibilité	
  du	
  site	
  RGD	
  a	
  été	
  estimée	
  par	
  test	
  ELISA.	
  L’anticorps	
  polyclonal	
  de	
  lapin	
  anti-­‐
fibronectine	
   humaine	
   est	
   utilisé	
   comme	
   anticorps	
   de	
   capture	
   (f3648,	
   Sigma).	
   50	
   µl	
   de	
   solution	
  
d’anticorps	
  diluée	
  à	
  5	
  µg/ml	
  en	
  tampon	
  de	
  revêtement	
  sont	
  déposés	
  pendant	
  une	
  nuit	
  à	
  +4°C.	
  Suite	
  
à	
  trois	
  rinçages	
  de	
  200	
  µl	
  avec	
  du	
  tampon	
  de	
   lavage,	
   les	
  puits	
  sont	
   incubés	
  1	
  heure	
  à	
  température	
  
ambiante	
   avec	
   200	
  µl	
   de	
   tampon	
   de	
   saturation.	
   Les	
   puits	
   sont	
   rincés	
   avec	
   200	
  µl	
   de	
   tampon	
   de	
  
lavage	
   avant	
   d’être	
   incubés	
   2	
   heures	
   à	
   température	
   ambiante	
   en	
   présence	
   de	
   0.675	
   à	
   5	
   ng	
   de	
  
fibronectine	
  (50	
  µl)	
  diluée	
  dans	
  du	
  tampon	
  de	
  lavage.	
  Les	
  puits	
  sont	
  de	
  nouveau	
  rincés	
  trois	
  fois	
  avec	
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200	
  µl	
  de	
  tampon	
  de	
  lavage	
  et	
  placés	
  10	
  minutes	
  à	
  température	
  ambiante	
  avec	
  200	
  µl	
  de	
  tampon	
  de	
  
saturation.	
  Les	
  puits	
  sont	
  ensuite	
  incubés	
  1	
  heure	
  30	
  minutes	
  à	
  température	
  ambiante	
  en	
  présence	
  
de	
   50	
   µl	
   de	
   l’anticorps	
   primaire	
   monoclonal	
   de	
   souris	
   dirigé	
   contre	
   la	
   séquence	
   RGD	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  humaine	
  (MAB1926,	
  Millipore,	
  dilué	
  au	
  1/1000	
  dans	
  du	
  tampon	
  de	
  saturation).	
  Les	
  puits	
  
sont	
   de	
   nouveau	
   rincés	
   trois	
   fois	
   avec	
   200	
   µl	
   de	
   tampon	
   de	
   lavage	
   et	
   saturés	
   10	
   minutes	
   à	
  
température	
  ambiante	
  avec	
  200	
  µl	
  de	
  tampon	
  de	
  saturation.	
  Les	
  puits	
  sont	
  ensuite	
  incubés	
  1	
  heure	
  
en	
  présence	
  de	
  50	
  µl	
  de	
  l’anticorps	
  secondaire	
  anti-­‐souris	
  couplé	
  à	
  la	
  phosphatase	
  alcaline	
  dilué	
  au	
  
1/2500	
  dans	
  du	
  tampon	
  de	
  saturation	
  (a5324,	
  Sigma).	
  Après	
  les	
  trois	
  derniers	
  rinçages	
  avec	
  200	
  µl	
  de	
  
tampon	
  de	
  lavage,	
  les	
  puits	
  sont	
  enfin	
  incubés	
  30	
  minutes	
  à	
  37°C	
  en	
  présence	
  de	
  100	
  µl	
  de	
  pNPP	
  à	
  
1mg/ml	
  en	
  tampon	
  diéthanolamine,	
  pH	
  9.8.	
  La	
   lecture	
  d’absorbance	
  se	
   fait	
  à	
  405	
  nm	
  pour	
  ensuite	
  
calculer	
  le	
  pourcentage	
  théorique	
  d’accessibilité	
  des	
  sites	
  RGD	
  des	
  différents	
  états	
  de	
  la	
  fibronectine	
  
par	
  rapport	
  à	
  la	
  fibronectine	
  dans	
  son	
  état	
  natif.	
  
L’accessibilité	
   des	
   séquences	
   RGD	
   de	
   la	
   fibronectine	
   traitée	
   dans	
   les	
   différentes	
   conditions	
   a	
   été	
  
calculée	
  par	
  rapport	
  à	
  la	
  fibronectine	
  native	
  selon	
  la	
  formule	
  :	
  
	
  

%!"#$ =   
!"#$%&'()&é!  ×  100

!"#$%&'()*+
	
  

	
  
avec	
   %RGDA	
   le	
   pourcentage	
   de	
   RGD	
   dans	
   la	
   fibronectine	
   assemblée	
   capturée,	
   AbsFNtraitée	
  
l’absorbance	
   à	
   405	
   nm	
   de	
   la	
   fibronectine	
   assemblée,	
   AbsFNnative	
   l’absorbance	
   à	
   405	
   nm	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  native.	
  
	
  
Tampon	
  de	
  revêtement,	
  pH	
  9.6	
  :	
  

• Bicarbonate	
  de	
  sodium	
  0.1	
  M	
  
• Carbonate	
  de	
  sodium	
  0.1	
  M	
  

Tampon	
  diéthanolamine,	
  pH	
  9.8	
  :	
  
• Diéthanolamine	
  1	
  M	
  
• Chlorure	
  de	
  magnésium	
  0.5	
  mM	
  

Tampon	
  de	
  lavage	
  (TTBS)	
  :	
  
• TRIS-­‐HCl	
  10	
  mM	
  pH	
  7.4	
  
• NaCl	
  150	
  mM	
  
• Tween-­‐20	
  0.1	
  %	
  

Tampon	
  de	
  saturation	
  :	
  
• TRIS-­‐HCl	
  10	
  mM	
  pH	
  7.4	
  
• NaCl	
  150	
  mM	
  
• Tween-­‐20	
  0.1	
  %	
  
• BSA	
  1	
  %	
  

	
  
	
  

II.	
  E. Test	
  d’adhérence	
  sur	
  coating	
  ou	
  avec	
  apport	
  exogène	
  de	
  fibronectine	
  

	
   Les	
   tests	
  d’adhérence	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  sont	
  effectués	
  sur	
  coating	
   de	
   fibronectine	
  native	
  
ou	
  assemblée.	
   La	
   fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée	
  est	
   coatée	
  à	
  0,	
  1,	
  5	
  ou	
  10	
  μg/ml	
  en	
  plaque	
  96	
  
puits	
  pendant	
  2	
  heures	
  à	
  37°C.	
  Les	
  puits	
  sont	
  saturés	
  avec	
  100	
  μl	
  de	
  tampon	
  PBS-­‐BSA	
  1%	
  pendant	
  30	
  
minutes	
   à	
   37°C.	
   Après	
   rinçage	
   avec	
   du	
   tampon	
   d’adhérence	
   (RPMI	
   1640-­‐BSA	
   0.2%),	
   les	
   cellules	
  
SKOV3,	
   décollées	
   au	
   PBS-­‐EDTA	
   0.5	
   mM,	
   sont	
   ensemencées	
   à	
   la	
   densité	
   de	
   150	
   000	
   cellules/cm2	
  
pendant	
  15	
  minutes	
  en	
  tampon	
  d’adhérence.	
  
	
   Les	
  tests	
  d’adhérence	
  ont	
  également	
  été	
  réalisés	
  avec	
  apport	
  exogène	
  de	
   fibronectine.	
  Les	
  
cellules	
  sont	
  décrochées	
  au	
  PBS-­‐EDTA	
  0.5	
  mM	
  puis	
  diluées	
  à	
  1	
  million	
  de	
  cellules/ml	
  de	
  milieu	
  RPMI	
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1640	
  contenant	
  0,	
  1,	
  5	
  ou	
  10	
  μg/ml	
  de	
  fibronectine.	
  Les	
  cellules	
  sont	
  ensemencées	
  à	
   la	
  densité	
  de	
  
150	
  000	
  cellules/cm2	
  en	
  plaque	
  96	
  puits	
  et	
  sont	
  cultivées	
  pendant	
  1	
  heure	
  à	
  37°C	
  et	
  5%	
  de	
  CO2.	
  
	
   Pour	
   les	
   deux	
   tests	
   d’adhérence,	
   les	
   puits	
   sont	
   ensuite	
   rincés	
   trois	
   fois	
   au	
   RPMI	
   1640	
  
contenant	
  0.2%	
  de	
  BSA.	
  Puis	
  les	
  cellules	
  sont	
  fixées	
  10	
  minutes	
  à	
  la	
  	
  glutaraldéhyde	
  (1%	
  dans	
  l’eau)	
  et	
  
marquées	
  30	
  minutes	
  au	
  crystal	
  violet	
  (0.1%	
  dans	
  l’eau,	
  C0775,	
  Sigma	
  Aldrich).	
  Après	
  rinçage	
  à	
  l’eau,	
  
les	
  cellules	
  sont	
  lysées	
  10	
  minutes	
  avec	
  50	
  µl	
  de	
  SDS	
  (1%	
  dans	
  l’eau).	
  Les	
  témoins	
  positifs	
  et	
  négatifs	
  
correspondent	
   respectivement	
   à	
   l’adhérence	
   des	
   cellules	
   sur	
   le	
   plastique	
   de	
   culture	
   et	
   sur	
  
revêtement	
  de	
  BSA	
  1%.	
  	
  
	
  

II.	
  F. Etalement	
   cellulaire	
   sur	
   coating	
   ou	
   avec	
   apport	
   exogène	
   de	
  
fibronectine	
  

	
   Les	
  tests	
  d’étalement	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  sont	
  effectués	
  sur	
  coating	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  
assemblée.	
  La	
  fibronectine	
  à	
  50	
  μg/ml	
  est	
  coatée	
  sur	
  lamelles	
  de	
  verre	
  pendant	
  2	
  heures	
  à	
  37°C.	
  Les	
  
puits	
   sont	
   saturés	
   avec	
   du	
   tampon	
   PBS-­‐BSA	
   1%	
   pendant	
   30	
   minutes	
   à	
   37°C.	
   Les	
   cellules	
   sont	
  
ensemencées	
  à	
  la	
  densité	
  de	
  10	
  000	
  cellules/cm2	
  en	
  milieu	
  RPMI	
  1640-­‐BSA	
  0.2%	
  pendant	
  24	
  heures	
  à	
  
37°C	
   et	
   5%	
   de	
   CO2.	
   Suite	
   au	
   rinçage	
   en	
  milieu	
   RPMI	
   1640,	
   les	
   cellules	
   sont	
   fixées	
   30	
  minutes	
   au	
  
paraformaldhéhyde	
  3%.	
  
	
   Les	
  tests	
  d’étalement	
  ont	
  également	
  été	
  réalisés	
  avec	
  apport	
  exogène	
  de	
   fibronectine.	
  Les	
  
cellules	
   sont	
   ensemencées	
   à	
   raison	
   de	
   10	
   000	
   cellules/cm2	
   en	
   milieu	
   complet.	
   Après	
   adhérence	
  
pendant	
  6	
  heures,	
  les	
  cellules	
  sont	
  rincées	
  deux	
  fois	
  au	
  RPMI	
  1640	
  et	
  privées	
  de	
  sérum	
  une	
  nuit	
  en	
  
milieu	
  RPMI	
  1640.	
  Suite	
  à	
  deux	
  rinçages	
  en	
  RPMI	
  1640,	
  les	
  cellules	
  sont	
  incubées	
  6h	
  en	
  milieu	
  RPMI	
  
1640	
  supplémenté	
  de	
  2.5%	
  de	
  SVF	
  et	
  25	
  μg/ml	
  de	
   fibronectine.	
   Les	
   cellules	
   sont	
  ensuite	
   fixées	
  30	
  
minutes	
  au	
  paraformaldhéhyde	
  3%.	
  
	
   Pour	
  les	
  deux	
  tests	
  d’étalement,	
  les	
  structures	
  cellulaires	
  -­‐	
  cytosquelette	
  d’actine	
  et	
  noyau	
  -­‐
sont	
   respectivement	
   visualisées	
   suite	
   à	
   un	
  marquage	
   à	
   la	
   phalloïdine	
   et	
   au	
   DAPI	
   par	
  microscopie	
  
confocale	
  (LSM	
  710,	
  Zeiss).	
  
	
  
Dans	
  le	
  cas	
  de	
  l’étalement	
  avec	
  apport	
  exogène	
  de	
  fibronectine,	
  l’aire	
  et	
  le	
  périmètre	
  des	
  cellules	
  ont	
  
été	
  mesurés	
  à	
   l’aide	
  du	
   logiciel	
   ImageJ.	
  Ces	
  deux	
  paramètres	
  permettent	
  de	
  déterminer	
   l’indice	
  de	
  
forme	
  de	
  la	
  cellule	
  (cell	
  shape	
  index,	
  CSI)	
  (Thakar	
  et	
  al.	
  2009;	
  Xu	
  et	
  al.	
  2012)	
  selon	
  la	
  formule	
  :	
  
	
  

!"# =   
4!"
!!

	
  

	
  
avec	
  CSI	
  l’indice	
  de	
  forme	
  de	
  la	
  cellule,	
  A	
  l’aire	
  de	
  la	
  cellule	
  et	
  P	
  le	
  périmètre	
  de	
  la	
  cellule.	
  Un	
  indice	
  
de	
  1	
  indique	
  que	
  la	
  cellule	
  a	
  une	
  forme	
  circulaire	
  et	
  étalée,	
  un	
  indice	
  de	
  0	
  correspond	
  à	
  une	
  forme	
  
allongée.	
  
	
  

II.	
  G. Analyse	
  de	
  la	
  migration	
  cellulaire	
  

	
   Les	
  tests	
  de	
  migration	
  sont	
  réalisés	
  à	
  l’aide	
  d’inserts	
  formés	
  de	
  deux	
  compartiments	
  séparés	
  
par	
  un	
  espaceur	
  en	
  silicone	
  (IBIDI).	
  Les	
  cellules	
  sont	
  ensemencées	
  à	
  confluence	
  à	
  la	
  densité	
  de	
  12	
  000	
  
cellules	
   dans	
   chacun	
   des	
   compartiments	
   de	
   l’insert.	
   Les	
   cellules	
   adhèrent	
   24	
   heures	
   en	
   milieu	
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complet,	
  à	
  37°C	
  et	
  5%	
  de	
  CO2.	
  Après	
  avoir	
  retiré	
  l’insert,	
  les	
  cellules	
  sont	
  rincées	
  deux	
  fois	
  au	
  RPMI	
  
1640	
   puis	
   sont	
   cultivées	
   avec	
   du	
  milieu	
   RPMI	
   1640	
   supplémenté	
   de	
   2.5%	
   de	
   SVF	
   et	
   25	
   μg/ml	
   de	
  
fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée.	
  Le	
  déplacement	
  des	
  cellules	
  est	
  ensuite	
  suivi	
  par	
  vidéomicroscopie	
  
à	
  37°C	
  et	
  5%	
  de	
  CO2.	
   Le	
   système	
  de	
  vidéomicroscopie	
  permet	
  d’acquérir	
  des	
   images	
   toutes	
   les	
  30	
  
minutes	
  pendant	
  24	
  heures.	
  L’analyse	
  des	
  vidéos	
  de	
  migration	
  est	
  réalisée	
  avec	
  le	
  logiciel	
  ImageJ.	
  
Six	
   paramètres	
   sont	
   déterminés	
   à	
   partir	
   des	
   vidéos	
   de	
   migration	
   cellulaire	
  :	
   le	
   pourcentage	
   de	
  
comblement	
  de	
  la	
  blessure	
  par	
  les	
  cellules,	
  le	
  profil	
  de	
  migration	
  des	
  cellules,	
  la	
  distance	
  parcourue	
  
moyenne,	
   la	
   vélocité	
   des	
   cellules,	
   la	
   persistance	
   et	
   l’angle	
   de	
   déplacement	
   des	
   cellules	
   (Arboleda-­‐
Estudillo	
  et	
  al.	
  2010;	
  Wood	
  et	
  al.	
  2012;	
  Greciano	
  et	
  al.	
  2012).	
  
Les	
  photos	
  acquises	
  toute	
   les	
  30	
  minutes	
  permettent	
  de	
  mesurer	
   l’aire	
  de	
   l’espace	
  sans	
  cellules	
  au	
  
cours	
  du	
  temps.	
  Le	
  calcul	
  de	
  l’aire	
  permet	
  ainsi	
  de	
  déterminer	
  le	
  pourcentage	
  de	
  comblement	
  de	
  la	
  
blessure	
  par	
  les	
  cellules	
  au	
  cours	
  du	
  temps.	
  
Les	
   photos	
   acquises	
   permettent	
   également	
   de	
   suivre	
   le	
   déplacement	
   des	
   cellules	
   et	
   d’obtenir	
   les	
  
coordonnées	
   (x	
  ;	
   y)	
   pour	
   chaque	
   cellule	
   à	
   chaque	
   temps	
   d’acquisition.	
   Ces	
   coordonnées	
   (x	
  ;	
   y)	
  
permettent	
  de	
  retracer	
  le	
  chemin	
  de	
  déplacement	
  des	
  cellules	
  dans	
  le	
  plan.	
  Ces	
  coordonnées	
  (x	
  ;	
  y)	
  
permettent	
  ainsi	
  de	
  calculer	
  la	
  distance	
  parcourue	
  par	
  les	
  cellules	
  en	
  24	
  heures	
  selon	
  la	
  formule	
  :	
  
	
  

!   =    !! − !! ! + !! − !! !    	
  
	
  
avec	
  d	
  la	
  distance	
  parcourue	
  entre	
  deux	
  temps,	
  xa	
  et	
  ya	
  les	
  coordonnées	
  (x	
  ;	
  y)	
  au	
  temps	
  t,	
  et	
  xb	
  et	
  yb	
  
les	
  coordonnées	
  (x	
  ;	
  y)	
  au	
  temps	
  t	
  +	
  30	
  minutes.	
  	
  
Le	
  calcul	
  des	
  distances	
  parcourues	
  permet	
  de	
  calculer	
  la	
  vélocité	
  de	
  déplacement	
  des	
  cellules	
  selon	
  la	
  
formule	
  :	
  

! =
!
!
	
  

	
  
avec	
   v	
   la	
   vélocité	
   de	
   déplacement	
   des	
   cellules,	
   d	
   la	
   distance	
   parcourue	
   entre	
   deux	
   temps	
   et	
   t	
   le	
  
temps	
  mis	
  pour	
  parcourir	
  la	
  distance	
  d.	
  
La	
  persistance	
  dans	
  le	
  déplacement	
  des	
  cellules	
  est	
  calculée	
  selon	
  la	
  formule	
  :	
  
	
  

! =   
!!
!
	
  

	
  
avec	
  p	
  la	
  persistance	
  du	
  déplacement	
  des	
  cellules,	
  d	
  la	
  distance	
  totale	
  parcourue	
  entre	
  deux	
  temps,	
  
et	
  dc	
  la	
  distance	
  la	
  plus	
  courte	
  pour	
  parcourir	
  la	
  distance	
  d.	
  Un	
  indice	
  de	
  persistance	
  de	
  1	
  indique	
  que	
  
pour	
  atteindre	
  son	
  point	
  de	
  destination	
  finale,	
  la	
  cellule	
  a	
  emprunté	
  un	
  chemin	
  en	
  ligne	
  droite,	
  alors	
  
qu’un	
   indice	
   proche	
   de	
   0	
   indique	
   que	
   la	
   cellule	
   a	
   emprunté	
   un	
   chemin	
   avec	
   des	
   détours	
   plus	
  
important	
  plutôt	
  que	
  de	
  prendre	
  le	
  chemin	
  le	
  plus	
  court	
  en	
  ligne	
  droite.	
  
Le	
  profil	
  de	
  déplacement	
  des	
  cellules	
  permet	
  également	
  de	
  déterminer	
  le	
  nombre	
  de	
  cellules	
  ayant	
  
migré	
  entre	
  0-­‐20,	
  20-­‐40,	
  40-­‐60	
  et	
  60-­‐90°.	
  Il	
  est	
  considéré	
  ici	
  que	
  si	
  la	
  cellule	
  se	
  déplace	
  tout	
  droit	
  vers	
  
l’avant,	
   l’angle	
  de	
  déplacement	
  est	
  de	
  0°	
  ;	
  mais	
  si	
  elle	
  se	
  déplace	
  à	
  90°	
  sur	
  sa	
  droite	
  ou	
  sa	
  gauche,	
  
l’angle	
  de	
  déplacement	
  est	
  de	
  90°.	
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Au	
  moins	
  35	
  cellules	
  sont	
  suivies	
  par	
  condition.	
  Les	
  cellules	
  ne	
  restant	
  pas	
  dans	
  le	
  champ	
  de	
  vision	
  du	
  
microscope,	
   qui	
   se	
   divisent	
   ou	
   entrent	
   en	
   apoptose	
   au	
   cours	
   de	
   l’acquisition	
   sont	
   exclues	
   de	
  
l’analyse.	
  
	
  

II.	
  H. Pulse-­‐chasse	
  des	
  intégrines	
  lors	
  de	
  la	
  migration	
  

	
   Les	
  cellules	
  SKOV3	
  sont	
  ensemencées	
  à	
   la	
  densité	
  de	
  40	
  000	
  cellules/cm2.	
  Après	
  24	
  heures	
  
d’adhérence,	
   une	
   blessure	
   est	
   réalisée	
   dans	
   le	
   tapis	
   cellulaire	
   à	
   l’aide	
   d’un	
   cône	
   de	
   5	
  ml.	
   Le	
   tapis	
  
cellulaire	
   est	
   ensuite	
   rincé	
   deux	
   fois	
   au	
   RPMI	
   1640.	
   Puis,	
   les	
   cellules	
   sont	
   incubées	
   3	
   heures	
   avec	
  
400µl	
  de	
  milieu	
  RPMI	
  1640	
  supplémenté	
  de	
  2.5%	
  de	
  SVF	
  et	
  25	
  µg/ml	
  de	
  FN	
  native	
  ou	
  assemblée.	
  Le	
  
milieu	
  est	
  ensuite	
  récupéré	
  et	
  conservé	
  à	
  37°C.	
  Les	
  cellules	
  sont	
  rincées	
  deux	
  fois	
  au	
  RPMI	
  1640	
  puis	
  
incubées	
  30	
  minutes	
  en	
  présence	
  de	
  200	
  µl	
  de	
  l’anticorps	
  anti-­‐intégrine	
  β1	
  (MAB1965,	
  Millipore)	
  ou	
  
anti-­‐intégrine	
  αv	
   (sc-­‐9969,	
  Santa	
  Cruz)	
  dilué	
  au	
  1/50	
  dans	
  du	
  milieu	
  RPMI	
  1640.	
  Les	
  anticorps	
  sont	
  
retirés,	
  les	
  cellules	
  sont	
  rincées	
  deux	
  fois	
  au	
  RPMI	
  1640	
  puis	
  sont	
  remises	
  à	
  incuber	
  6	
  heures	
  avec	
  les	
  
400	
  µl	
  de	
  milieu	
  RPMI	
  1640	
  préalablement	
  conservés	
  à	
  37°C	
  et	
  contenant	
  2.5%	
  de	
  SVF	
  et	
  25	
  µg/ml	
  
de	
  fibronectine.	
  Les	
  cellules	
  sont	
  ensuite	
  fixées	
  et	
  marquées	
  avec	
  l’anticorps	
  secondaire	
  couplé	
  à	
  un	
  
alexa	
  fluor	
  (A21424,	
  Invitrogen)	
  et	
  au	
  DAPI.	
  
	
  

II.	
  I. Incorporation	
  matricielle	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

	
   Les	
  cellules	
  SKOV3,	
  BJ	
  et	
  CHO	
  K1	
  sont	
  ensemencées	
  respectivement	
  à	
  la	
  densité	
  de	
  40	
  000,	
  
50	
  000	
  et	
  80	
  000	
  cellules/cm2	
  pendant	
  une	
  nuit.	
  Puis	
  les	
  tapis	
  cellulaires	
  sont	
  rincés	
  avec	
  les	
  milieux	
  
seuls	
  respectifs.	
  
Dans	
  le	
  cas	
  des	
  cellules	
  SKOV3,	
  les	
  cellules	
  sont	
  incubées	
  6	
  heures	
  en	
  présence	
  de	
  400	
  µl	
  de	
  milieu	
  
complet	
  supplémenté	
  de	
  50,	
  100	
  et	
  500	
  µg/ml	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée.	
  Les	
  fibroblastes	
  
BJ	
   sont	
   quant	
   à	
   elles	
   cultivées	
   24	
   heures	
   dans	
   du	
  milieu	
   contenant	
   2.5%	
   de	
   SVF	
   et	
   25	
  µg/ml	
   de	
  
fibronectine	
  et	
  les	
  cellules	
  CHO	
  K1	
  sont	
  cultivées	
  48	
  heures	
  dans	
  du	
  milieu	
  seul	
  contenant	
  50	
  µg/ml	
  
de	
  fibronectine.	
  
L’incorporation	
  de	
  la	
  fibronectine	
  dans	
  le	
  réseau	
  de	
  matrice	
  extracellulaire	
  formé	
  par	
  les	
  cellules	
  est	
  
vérifiée	
   par	
   marquage	
   fluorescent	
   avec	
   l’anticorps	
   dirigé	
   contre	
   la	
   fibronectine,	
   au	
   DAPI	
   et	
   à	
   la	
  
phalloïdine.	
  	
  
	
  

II.	
  J. Protocole	
  de	
  marquage	
  des	
  cellules	
  

	
   Dans	
  les	
  expériences	
  nécessitant	
  un	
  marquage,	
  les	
  cellules	
  sont	
  fixées	
  aux	
  PFA	
  3	
  %	
  pendant	
  
15-­‐30	
  minutes.	
   Les	
   cellules	
   sont	
   ensuite	
   rincées	
   au	
   PBS	
   et	
   perméabilisées	
   2	
  minutes	
   avec	
   du	
   PBS-­‐
triton	
   0,1	
   %.	
   Le	
   tapis	
   cellulaire	
   est	
   saturé	
   30	
  minutes	
   au	
   PBS-­‐BSA	
   1%	
   puis	
   incubé	
   45	
  minutes	
   en	
  
chambre	
  humide	
  en	
  présence	
  de	
  25	
  μl	
  d’anticorps	
  dirigés	
  contres	
  la	
  protéine	
  d’intérêt	
  (dilué	
  au	
  1/50	
  
dans	
  du	
  PBS-­‐BSA	
  1%).	
  Suite	
  à	
  3	
   rinçages	
  au	
  PBS-­‐BSA	
  1%,	
   les	
   lamelles	
   sont	
   incubées	
  45	
  minutes	
  en	
  
chambre	
  humide	
  en	
  présence	
  de	
  25	
  μl	
  de	
  l’anticorps	
  secondaire	
  (dilué	
  au	
  1/50	
  dans	
  du	
  PBS-­‐BSA	
  1%).	
  
Les	
  cellules	
   sont	
  ensuite	
  de	
  nouveau	
   rincées	
  3	
   fois	
  au	
  PBS	
  puis	
   incubées	
  pendant	
  30	
  minutes	
  avec	
  
25μl	
  de	
  phalloïdine	
  couplée	
  à	
   la	
   fluorescéine	
  afin	
  de	
  marquer	
   l’actine-­‐F	
  (diluée	
  à	
  10	
  µg/ml	
  dans	
  du	
  
PBS-­‐BSA	
  1%,	
  p5282,	
  Sigma).	
  La	
  phalloïdine	
  est	
  rincée	
  3	
  fois	
  au	
  PBS	
  puis	
  les	
  cellules	
  sont	
  incubées	
  30	
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minutes	
  avec	
  25	
  μl	
  de	
  DAPI	
  pour	
  marquer	
   l’ADN	
  (dilué	
  à	
  0,33	
  μg/ml	
  dans	
  du	
  PBS-­‐BSA	
  1%).	
  Après	
  5	
  
rinçages	
  au	
  PBS	
  et	
  un	
  rinçage	
  rapide	
  à	
  l’eau	
  18	
  mΩ	
  pour	
  éliminer	
  les	
  sels,	
  les	
  lamelles	
  sont	
  montées	
  
sur	
   lame	
  avec	
  5	
  μl	
  de	
  Prolong	
  Gold	
   (P36930,	
   Invitrogen).	
  Les	
  marquages	
  sont	
  ensuite	
  observés	
  par	
  
microscopie	
  confocale	
  (LSM	
  710,	
  Zeiss).	
  
	
  

II.	
  K. Statistiques	
  

	
   Les	
   résultats	
   sont	
   représentatifs	
   d’au	
  moins	
   trois	
   expériences	
   indépendantes.	
   Les	
   résultats	
  
représentent	
   la	
   moyenne	
   des	
   expériences	
   +/-­‐	
   SEM.	
   Le	
   test	
   de	
   student	
   (t.student)	
   permet	
   de	
  
déterminer	
  la	
  significativité	
  entre	
  les	
  résultats	
  :	
  *	
  p	
  <	
  0.05,	
  **	
  p	
  <	
  0.01	
  et	
  ***	
  p	
  <	
  0.005.	
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REFERENCES	
  DES	
  PRODUITS	
  
	
  
Références	
  des	
  kits	
  :	
  

	
  
Références	
  des	
  anticorps	
  pour	
  western	
  blot	
  :	
  

	
  
Références	
  des	
  anticorps	
  pour	
  ELISA:	
  

	
  
Références	
  des	
  anticorps	
  pour	
  immunomarquage	
  fluorescent	
  des	
  cellules	
  :	
  
Cible	
   Hôte	
   Type	
   Dilution	
   Référence	
  
Fibronectine	
  
plasmatique	
  humaine	
  

lapin	
   Ac	
  I	
   1/50	
   F3648,	
   IgG	
   polyclonal,	
   Sigma,	
   St	
   Quentin	
   Fallavier,	
  
France	
  

Intégrine	
  αv	
  humaine	
   Souris	
   Ac	
  I	
   1/50	
   sc-­‐9969,	
   IgG	
   monoclonal,	
   Santa-­‐Cruz,	
   Heidelberg,	
  
Germany	
  

Intégrine	
  β1	
  humaine	
   Souris	
   Ac	
  I	
   1/50	
   MAB1965,	
   IgG	
   monoclonal,	
   Millipore,	
   Molsheim,	
  
France	
  

IgG	
  de	
  lapin	
   chèvre	
   Ac	
  II	
   1/50	
   T6778,	
  polyclonal	
  couplé	
  à	
   la	
  rhodamine,	
  Sigma,	
  St	
  
Quentin	
  Fallavier,	
  France	
  

IgG	
  de	
  souris	
   chèvre	
   Ac	
  II	
   1/50	
   A21424,	
   polyclonal	
   couplé	
   Alexa	
   555,	
   Invitrogen,	
  
Cergy,	
  France	
  

	
  
Références	
  des	
  autres	
  produits	
  pour	
  marquage	
  fluorescent	
  des	
  cellules	
  :	
  
Cible	
   Référence	
  
Phalloïdine	
   p5282,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier,	
  France	
  
DAPI	
   4,6-­‐diamino-­‐2-­‐phenyliindol	
   dihydrochloride,	
   D9542,	
   Sigma,	
   St	
   Quentin	
   Fallavier,	
  

France	
  
Prolong	
  Gold	
   Prolong	
  Gold	
  Antifade	
  Reagent,	
  P36930,	
  Invitrogen,	
  Cergy,	
  France	
  

	
   	
  

Produits	
   Références	
  
AP-­‐color	
   Biorad,	
  Munich,	
  Allemagne	
  
XTT	
   Cell	
  proliferation	
  Kit	
  II,	
  Roche,	
  France	
  

Cible	
   Hôte	
   Type	
   Dilution	
   Références	
  
Fibronectine	
  
plasmatique	
  humaine	
  

lapin	
   Ac	
  I	
   1/10	
  000	
  
F3648,	
  IgG	
  polyclonal,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier,	
  
France	
  

IgG	
  de	
  lapin	
   chèvre	
   Ac	
  II	
   1/15	
  000	
  
A3687,	
  polyclonal,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier,	
  
France	
  

Cible	
   Hôte	
   Type	
   Dilution	
   Références	
  
Fibronectine	
  
plasmatique	
  humaine	
  

lapin	
   Ac	
  I	
   1/100	
  
F3648,	
  IgG	
  polyclonal,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier,	
  
France	
  

RGD	
  de	
  la	
  fibronectine	
  
plasmatique	
  humaine	
  

souris	
   Ac	
  I	
   1/1	
  000	
  
MAB1926,	
  monoclonal,	
  Millipore,	
  	
  Molsheim,	
  
France	
  

IgG	
  de	
  souris	
   chèvre	
   Ac	
  II	
   1/2	
  500	
  
A5324,	
  polyclonal	
  couplé	
  à	
  la	
  phosphatase	
  
alcaline,	
  	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier,	
  France	
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Références	
  du	
  matériel	
  de	
  culture	
  cellulaire	
  :	
  
Produits	
   Références	
  
Acide	
  ascorbique	
   A4403,	
  L-­‐ascorbic	
  acid,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier,	
  France	
  
Bicarbonate	
  de	
  sodium	
   Invitrogen,	
  Cergy,	
  France	
  
DMEM	
   Invitrogen,	
  Cergy,	
  France	
  
EGF	
   E9644,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier,	
  France	
  
HAM	
  12	
   Invitrogen,	
  Cergy,	
  France	
  
Hydrocortisone	
   H6909,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier,	
  France	
  
IBIDI	
   80209,	
  Biovalley,	
  Marne-­‐la-­‐Vallée,	
  France	
  
Insuline	
   Insulin	
  Human	
  Recombinant	
  Zinc	
  Solution,	
  Gibco,	
  Cergy,	
  France	
  
M199	
   Invitrogen,	
  Cergy,	
  France	
  
Pénicilline/streptomycine	
   Invitrogen,	
  Cergy,	
  France	
  
RPMI	
  1640	
   Invitrogen,	
  Cergy,	
  France	
  
Sérum	
  de	
  veau	
  fœtal	
   Invitrogen,	
  Cergy,	
  France	
  
Transferrine	
   T8158,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier,	
  France	
  

	
  
Références	
  des	
  produits	
  et	
  réactifs	
  de	
  biochimie	
  

	
  
Références	
  des	
  appareils	
  :	
  
Appareils	
   Références	
  
Dichroïsme	
  circulaire	
   Spectropolarimètre	
  J-­‐810,	
  Jasco,	
  Tokyo,	
  Japon	
  
Infrarouge	
   Spectrophotomètre	
  Vertex	
  70,	
  Bruker	
  Optic	
  Gmbh,	
  Ettlingen,	
  Germany	
  

Spectromètre	
  Jasco	
  6100,	
  Jasco,	
  Japon	
  
Microscope	
  à	
  force	
  
atomique	
  

Bruker	
  Bioscope	
  Catalyst,	
  Ettlingen,	
  Germany	
  

Microscope	
  confocal	
   Zeiss	
  LSM710,	
  Carl	
  Zeiss,	
  Göttingen,	
  Allemagne	
  
Equipé	
  d’une	
  diode	
  405	
  nm,	
  de	
  lasers	
  458,	
  488,	
  514,	
  561	
  et	
  633	
  nm	
  et	
  d’objectifs	
  
x20	
  Plan	
  Apo,	
  ouverture	
  numérique	
  0.8	
  et	
  x63	
  à	
  immersion	
  à	
  huile	
  Plan	
  Apo,	
  

Produits	
   Références	
  
ANS	
   acide	
  8-­‐anilino-­‐1-­‐naphtalenesulfonique,	
  A1028,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier	
  
Acrylamide	
  solution	
   BP1410-­‐1,	
  Fisher	
  Bioreagent,	
  Illkirch,	
  France	
  
Bleu	
  de	
  Coomassie	
  G	
   Coomassie	
  brilliant	
  G-­‐250,	
  Biorad,	
  Munich,	
  Germany	
  
Crystal	
  violet	
   C0775,	
  Sigma	
  Aldrich	
  
D2O	
   Deuterium	
  oxide,	
  Euriso-­‐top,	
  	
  Saint-­‐Aubin,	
  France	
  
EDTA	
   Ethylenediaminetetraacetic	
  acid,	
  Acros	
  Organics,	
  Illkirch,	
  France	
  
Gélatine	
  (bille)	
   Gelatin	
  sepharoseTM	
  4B,	
  GE	
  Healthcare,	
  Velizy-­‐Villacoublay,	
  France	
  
Héparine	
  (bille)	
   Heparin-­‐spharoseTM	
  6	
  fast	
  flow,	
  GE	
  Healthcare,	
  Velizy-­‐Villacoublay,	
  France	
  
Isopropanol	
   Acros	
  Organics,	
  Illkirch,	
  France	
  
NaCl	
   Sodium	
  Chloride,	
  Fisher,	
  Illkirch,	
  France	
  
PMSF	
   Phenylmethylsulfonyl	
  fluoride,	
  P7626,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier,	
  France	
  

pNPP	
  
4-­‐Nitrophenyl	
  phosphate	
  Disodium	
  Salt	
  Hexahydrate,	
  71768,	
  Fluka,	
  	
  St	
  Quentin	
  
Fallavier,	
  France	
  

Thioflavine	
  T	
   t3516,	
  Sigma,	
  St	
  Quentin	
  Fallavier	
  
TRIS	
   Tris-­‐hydroxymethylaminomethane,	
  Acros	
  Organics,	
  Illkirch,	
  France	
  
Urée	
   28876.367,	
  VWR,	
  Fontenay-­‐sous-­‐Bois,	
  France	
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ouverture	
  numérique	
  1.4	
  
Vidéomicroscope	
   Leica	
  DMI6000B,	
  Leica,	
  Le	
  Pecq,	
  France	
  

Equipé	
  d’une	
  platine	
  motorisée	
  CTR6500,	
  d’une	
  caméra	
  CoolSnapES2	
  
(Photometrics),	
  d’un	
  objectif	
  x10	
  et	
  du	
  logiciel	
  de	
  contrôle	
  Metamorph	
  (Roper	
  
Scientic)	
  

Spectrophotomètre	
   à	
  
fluorescence	
  

Perkin	
  Elmer	
  LS	
  50B,	
  Waltham,	
  Massachusetts,	
  USA	
  
Equipé	
  d’un	
  porte	
  cuve	
  thermostaté	
  

Thermomixeur	
   Thermomixer	
  comfort,	
  eppendorf,	
  Le	
  Pecq,	
  France	
  

	
  
Références	
  des	
  logiciels	
  :	
  
Appareils	
   Références	
  
ImageJ	
   National	
  Institutes	
  of	
  Health,	
  Bethesda,	
  Maryland,	
  USA	
  
Origin	
  7.0	
   Originlab,	
  Northampton,	
  Massachusetts,	
  USA	
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   L’assemblage	
   des	
   protéines	
   peut	
   être	
   initié	
   par	
   le	
   dépliement	
   de	
   ces	
   dernières.	
   Ainsi,	
   la	
  
dénaturation	
  thermique	
  de	
  la	
  fibronectine	
  a	
  été	
  étudiée	
  par	
  dichroïsme	
  circulaire	
  puis	
  l’assemblage	
  
induit	
  par	
  la	
  température	
  a	
  été	
  caractérisé.	
  
	
  
A	
  noter	
  dans	
  cette	
  étude	
  :	
  
Les	
   agrégats	
   de	
   fibronectine	
   sont	
   formés	
   à	
   pH	
   7.4	
   en	
   tampon	
   HEPES	
   10	
   mM,	
   sous	
   agitation	
   de	
  
600rpm,	
  à	
  différentes	
  concentrations	
  et	
  à	
  différentes	
  températures	
  (cf.	
  Section	
  expérimentale,	
  I.	
  C).	
  
La	
   réaction	
   d’assemblage	
   est	
   arrêtée	
   par	
   refroidissement	
   à	
   +4°C.	
   Sauf	
   cas	
   indiqués,	
   toutes	
   les	
  
caractérisations	
  sont	
  ensuite	
  réalisées	
  à	
  20°C.	
  
	
  

	
  
	
  
	
  
La	
  fibronectine	
  est	
  traitée	
  à	
  différentes	
  températures	
  pour	
  initier	
  les	
  changements	
  conformationnels	
  
et/ou	
  l’assemblage.	
  	
  
• Ainsi,	
  la	
  fibronectine	
  plasmatique	
  dimérique	
  sera	
  nommée	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  FNn	
  
• La	
  fibronectine	
  traitée	
  à	
  49°C	
  sera	
  nommée	
  FN49	
  
• La	
  fibronectine	
  traitée	
  à	
  55°C	
  sera	
  nommée	
  FN55	
  
• La	
  fibronectine	
  traitée	
  à	
  60°C	
  sera	
  nommée	
  FN60	
  
• La	
  fibronectine	
  traitée	
  à	
  65°C	
  sera	
  nommée	
  FN65	
  
• La	
  fibronectine	
  traitée	
  à	
  70°C	
  sera	
  nommée	
  FN70	
  
	
  

I. DENATURATION	
  THERMIQUE	
  DE	
  LA	
  FIBRONECTINE	
  
	
   La	
  dénaturation	
   thermique	
   de	
   la	
   fibronectine	
   a	
   été	
   suivie	
   par	
   dichroïsme	
   circulaire	
   en	
  UV	
  
lointain.	
   Cette	
   technique	
   permet	
   d’analyser	
   les	
   structures	
   secondaires	
   impliquées	
   dans	
   la	
  
conformation	
  de	
  la	
  protéine.	
  La	
  fibronectine	
  native	
  (FNn)	
  révèle	
  un	
  spectre	
  typique	
  similaires	
  à	
  ceux	
  
obtenus	
   dans	
   des	
   études	
   antérieures	
   (Sakai	
   et	
   al.	
   1996;	
   Patel	
   et	
   al.	
   2004)	
   avec	
   un	
   pic	
   négatif	
   à	
  
213nm	
   et	
   un	
   pic	
   positif	
   à	
   227	
   nm	
   (Figure	
   47.a).	
   La	
   bande	
   à	
   213	
   nm	
   correspond	
   aux	
   feuillets	
   β 	
  
constituant	
  les	
  différents	
  modules	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  La	
  bande	
  à	
  227	
  nm	
  représente	
  l’environnement	
  
des	
   acides	
   aminés	
   aromatiques	
   (Vuilleumier	
   et	
   al.	
   1993).	
   La	
   dénaturation	
   thermique	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  est	
  suivie	
  à	
  227	
  nm	
  entre	
  20	
  et	
  80°C.	
  
La	
   Figure	
   47.b	
  montre	
   que	
   l’ellipticité	
   de	
   la	
   fibronectine	
   à	
   227	
   nm	
   pendant	
   la	
   dénaturation	
   reste	
  
stable	
  entre	
  20	
  et	
  55°C.	
  Elle	
  diminue	
  progressivement	
  de	
  1000	
  à	
   -­‐1500	
  deg.cm2.dmol-­‐1	
  entre	
  55	
  et	
  
70°C.	
  L’ellipticité	
  semble	
  de	
  nouveau	
  se	
  stabiliser	
  entre	
  70	
  et	
  80°C.	
  Ces	
  résultats	
  indiquent	
  donc	
  que	
  
les	
   structures	
   secondaires	
   de	
   la	
   fibronectine	
   sont	
   stables	
   entre	
   20	
   et	
   55°C.	
   Des	
   changements	
   de	
  
conformations	
   progressifs	
   sont	
   observés	
   entre	
   55	
   et	
   70°C	
   pour	
   atteindre	
   un	
   maximum	
   de	
  
dépliement	
  des	
  structures	
  secondaires	
  à	
  80°C.	
  	
  

Température ! 
Concentration ! 

Temps ! 
Agitation 

Réaction de polymérisation 

Refroidissement 

Arrêt de la polymérisation Caractérisation 

Etude morphologique 
Etude structurale 
Etude cinétique 
Etude cellulaire 



	
  
Résultats-­‐Discussion	
  

	
  142	
  

Afin	
  de	
  déterminer	
   la	
   réversibilité	
  du	
  processus	
  de	
  dépliement,	
   l’ellipticité	
  de	
   la	
   fibronectine	
  à	
  227	
  
nm	
  a	
  été	
   suivie	
  de	
  80	
   à	
   20°C.	
   La	
   Figure	
  47.b	
  montre	
  que	
   l’allure	
  de	
   la	
   courbe	
  de	
   renaturation	
  est	
  
différente	
  de	
  la	
  courbe	
  de	
  dénaturation.	
  L’ellipticité	
  varie	
  peu	
  entre	
  -­‐2000	
  et	
  -­‐1000	
  deg.cm2.dmol-­‐1	
  
avec	
   la	
  diminution	
  de	
   la	
   température	
  de	
  80	
   à	
  20°C.	
  Ces	
   résultats	
  montrent	
  que	
   le	
  dépliement	
   est	
  
irréversible.	
  
L’irréversibilité	
  de	
  la	
  dénaturation	
  ne	
  permet	
  pas	
  la	
  détermination	
  d’une	
  température	
  médiane	
  (Tm)	
  
réelle.	
   Seul	
   la	
   Tm	
   apparente	
   est	
   déterminée	
   et	
   correspond	
   à	
   la	
   température	
   pour	
   laquelle	
   la	
  
fibronectine	
  présente	
  50%	
  de	
  ses	
  changements	
  de	
  conformation	
  par	
  rapport	
  à	
  la	
  protéine	
  native.	
  Ici,	
  
la	
  Tm	
  est	
  estimée	
  à	
  65°C.	
  
	
  

a)	
  	
  	
   	
  

b)	
  	
  	
   	
  
Figure	
  47	
  :	
  Dénaturation	
  thermique	
  de	
  la	
  fibronectine	
  suivie	
  par	
  dichroïsme	
  circulaire	
  en	
  UV	
  lointain	
  

a)	
  Spectre	
  de	
  dichroïsme	
  circulaire	
  en	
  UV	
  lointain	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  à	
  50	
  µg/ml	
  en	
  tampon	
  HEPES	
  10	
  mM	
  pH	
  7.4.	
  b)	
  Variation	
  de	
  
l’ellipticité	
  à	
  227	
  nm	
  de	
  la	
  fibronectine	
  pendant	
  la	
  dénaturation	
  entre	
  20	
  à	
  80°C	
  puis	
  pendant	
  la	
  renaturation	
  entre	
  80	
  et	
  20°C.	
  Les	
  résultats	
  
sont	
  représentatifs	
  de	
  deux	
  expériences	
  indépendantes.	
  

	
  
L’allure	
  de	
  la	
  courbe	
  (Figure	
  47.b)	
  en	
  trois	
  parties	
  révèle	
  un	
  processus	
  de	
  dépliement	
  complexe.	
  En	
  
effet,	
   la	
  fibronectine	
  est	
  une	
  protéine	
  repliée	
  en	
  une	
  structure	
  globulaire	
  et	
  constituée	
  de	
  modules	
  
de	
   type	
   I,	
   II	
   et	
   III.	
   Ces	
   trois	
   types	
   de	
   modules	
   sont	
   formés	
   de	
   feuillets	
   β	
   intramoléculaires	
   et	
   les	
  
modules	
   de	
   types	
   I	
   et	
   II	
   sont	
   également	
   stabilisés	
   par	
   des	
   ponts	
   disulfures	
   intradomaines.	
   Le	
  
dépliement	
  de	
  la	
  fibronectine	
  semble	
  donc	
  être	
  le	
  résultat	
  du	
  dépliement	
  global	
  de	
  la	
  protéine	
  ainsi	
  
que	
   du	
   dépliement	
   local	
   des	
   modules	
   de	
   la	
   fibronectine.	
   Litvinovich	
   &	
   al	
   ont	
   montré	
   que	
   les	
   15	
  
modules	
   de	
   type	
   III	
   constituant	
   la	
   fibronectine	
   ont	
   chacun	
   une	
   température	
   de	
   dénaturation	
  
spécifique	
   dont	
   certains	
   sont	
   plus	
   thermostables	
   que	
   d’autres	
   (Litvinovich	
   &	
   Ingham	
   1995).	
   Le	
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module	
   III11	
  a	
  une	
   température	
  de	
  dénaturation	
  de	
  48°C.	
  Cette	
  valeur	
  bibliographique	
   indique	
  que	
  
lors	
  de	
   la	
  dénaturation	
  thermique,	
  ce	
  module	
  est	
  probablement	
   l’un	
  des	
  premiers	
  à	
  être	
  dénaturé,	
  
suivie	
   des	
  modules	
   III2,	
   III4,	
   III5,	
   III8,	
   III9	
   	
   aux	
   alentours	
   de	
   57°C	
   puis	
   III1	
   à	
   78°C.	
   Par	
   contre,	
   il	
   a	
   été	
  
montré	
  que	
  les	
  modules	
  III3,	
  III6,	
  III10,	
  III7	
  sont	
  thermostables	
  avec	
  des	
  températures	
  de	
  dénaturation	
  
respectives	
  de	
  121°C,	
  111°C,	
  102°C,	
  95°.	
  Ces	
  modules	
  pourraient	
  ne	
  pas	
  être	
  dépliés	
  dans	
  la	
  gamme	
  
de	
   température	
   (20-­‐80°C)	
   étudiée	
   ici.	
   L’étude	
   de	
   Litvinovich	
   a	
   été	
   réalisée	
   sur	
   les	
   protéines	
  
recombinantes	
   générées	
   pour	
   chaque	
   module	
   de	
   type	
   III	
   isolé.	
   Dans	
   la	
   fibronectine	
   plasmatique	
  
entière	
   étudiée	
   ici,	
   les	
  modules	
   étant	
   tous	
   reliés,	
   le	
  mécanisme	
   de	
   dépliement	
   de	
   la	
   fibronectine	
  
pourrait	
   être	
   bien	
   plus	
   complexe	
   puisque	
   des	
   interactions	
   électrostatiques	
   interdomaines	
  
interviennent	
   dans	
   la	
   stabilité	
   de	
   la	
   structure	
   de	
   la	
   fibronectine.	
   Nos	
   résultats	
   et	
   la	
   littérature	
  
indiquent	
   que	
   les	
   températures	
   supérieures	
   à	
   55°C	
   favorisent	
   le	
   dépliement	
   de	
   la	
   fibronectine	
   et	
  
pourraient	
  donc	
  provoquer	
  son	
  assemblage	
  (Pauthe	
  et	
  al.	
  2002).	
  	
  
L’allure	
  de	
  la	
  courbe	
  et	
  la	
  stabilité	
  de	
  l’ellipticité	
  lors	
  de	
  la	
  renaturation	
  indiquent	
  l’irréversibilité	
  des	
  
changements	
   de	
   conformation	
   subis	
   par	
   la	
   fibronectine	
   lors	
   de	
   la	
   dénaturation	
   thermique.	
   Les	
  
expériences	
   sont	
   réalisées	
   à	
   des	
   concentrations	
   faibles	
   de	
   50	
   µg/ml.	
   L’irréversibilité	
   de	
   la	
  
dénaturation	
  thermique	
  ne	
  semble	
  donc	
  pas	
  due	
  à	
  un	
  encombrement	
  moléculaire.	
  
Les	
   changements	
   de	
   conformations	
   suite	
   à	
   la	
   dénaturation	
   thermique	
   pourraient	
   permettre	
  
l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  à	
  des	
  températures	
  supérieures	
  ou	
  égales	
  à	
  55°C.	
  
	
  

En	
  résumé	
  :	
  
La	
   dénaturation	
   thermique	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   un	
   processus	
   complexe	
   irréversible	
   au	
   cours	
   de	
  
laquelle	
  55°C	
  semble	
  être	
  une	
  température	
  critique	
  pour	
  le	
  dépliement.	
  	
  
	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
Le	
   profil	
   de	
   dénaturation	
   thermique	
   de	
   la	
   fibronectine	
   dans	
   notre	
   étude	
   a	
   montré	
   que	
   les	
  
changements	
   de	
   conformations	
   sont	
   progressifs	
   à	
   partir	
   de	
   55°C.	
   Ainsi,	
   les	
   assemblages	
   de	
   cette	
  
protéine	
  sont	
  fait	
  à	
  49°C	
  qui	
  correspond	
  à	
  la	
  température	
  avant	
  les	
  changements	
  de	
  conformations	
  
observés	
   par	
   dénaturation	
   thermique,	
   55°C	
   la	
   température	
   à	
   laquelle	
   s’initie	
   les	
   changements	
   de	
  
conformations	
   et	
   70°C	
   la	
   température	
   à	
   laquelle	
   les	
   changements	
   de	
   conformations	
   semblent	
  
commencer	
  à	
  se	
  stabiliser.	
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La	
  fibronectine	
  est	
  dépliée	
  aux	
  températures	
  supérieures	
  à	
  55°C.	
  Ce	
  dépliement	
  pourrait	
  faciliter	
  son	
  
assemblage	
  par	
  incubation	
  à	
  haute	
  température.	
  Ainsi,	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  a	
  été	
  analysé	
  
par	
  différentes	
  méthodes.	
  
	
  

II. CARACTERISATION	
  DES	
  ASSEMBLAGES	
  DE	
  LA	
  FIBRONECTINE	
  
II.	
  A. Caractérisation	
  morphologique	
  

 Analyse	
  de	
  masse	
  et	
  charge	
  II.	
  A.	
  1.

	
   A	
  l’Institut	
  Lumière	
  Matière	
  a	
  été	
  mis	
  au	
  point	
  une	
  technique	
  de	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  qui	
  
permet	
  de	
  mesurer	
  la	
  masse	
  et	
  la	
  charge	
  des	
  molécules	
  de	
  très	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  (Doussineau,	
  
Kerleroux,	
  et	
  al.	
  2011).	
  Dans	
  le	
  cadre	
  d’une	
  collaboration	
  avec	
  leur	
  équipe,	
  la	
  masse	
  et	
  la	
  charge	
  de	
  la	
  
fibronectine	
   agrégée	
   ont	
   été	
   déterminées.	
   Le	
   seuil	
   limite	
   inférieur	
   détectable	
   par	
   cette	
   technique	
  
étant	
   de	
   15	
   MDa	
   pour	
   la	
   masse	
   et	
   300	
   e	
   (électron)	
   pour	
   la	
   charge,	
   la	
   fibronectine	
   native,	
   de	
  
seulement	
  450	
  kDa,	
  n’est	
  pas	
  détectée.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  représentés	
  sous	
  forme	
  de	
  diagramme	
  en	
  
fonction	
  de	
   la	
  masse	
  et	
  de	
   la	
  charge	
  des	
  protéines	
  où	
   le	
  signal	
   rouge	
  représente	
   les	
  zones	
   les	
  plus	
  
denses	
  en	
  masse	
  et	
  charge	
  (Figure	
  48).	
  On	
  observe	
  un	
  large	
  spectre	
  de	
  répartition	
  avec	
  la	
  formation	
  
d’agrégats	
   de	
   fibronectine	
   dont	
   la	
  masse	
   se	
   répartit	
   entre	
   15	
   et	
   1250	
  MDa	
   et	
   la	
   charge	
   de	
   300	
   à	
  
4000e.	
   Le	
   poids	
  moléculaire	
   de	
   la	
   fibronectine	
   étant	
   de	
   450	
   kDa,	
   ces	
   résultats	
   indiquent	
   qu’elle	
   a	
  
formé	
  des	
  assemblages	
  de	
  taille	
  hétérogène.	
  Les	
  graphiques	
  latéraux	
  représentent	
  la	
  répartition	
  en	
  
charge	
  (à	
  gauche)	
  et	
  en	
  nombre	
  de	
  molécules	
  de	
  fibronectine	
  (en	
  haut).	
  Leur	
  modélisation	
  révèle	
  des	
  
assemblages	
  en	
  moyenne	
  de	
  46	
  MDa	
  pour	
  543	
  e	
   (ligne	
  rouge).	
  Ces	
  résultats	
  montrent	
  également	
  
que	
  la	
  fibronectine	
  forme	
  deux	
  populations	
  principales	
  d’assemblage	
  (lignes	
  vertes).	
  La	
  première	
  est	
  
composée	
  de	
  structures	
  de	
  plus	
  petites	
  tailles	
  d’environ	
  46	
  MDa	
  qui	
  se	
  chargent	
  de	
  543	
  e.	
  Elles	
  sont	
  
donc	
  constituées	
  d’environ	
  102	
  unités	
  de	
  fibronectine	
  avec	
  5	
  charges	
  par	
  molécule	
  de	
  fibronectine.	
  
La	
   deuxième	
   population	
   possède	
   un	
   maximum	
   de	
   236	
   MDa	
   et	
   se	
   chargent	
   de	
   1391	
   e.	
   Ces	
  
assemblages	
   de	
   masse	
   plus	
   importante	
   semblent	
   donc	
   constitués	
   d’environ	
   524	
   unités	
   avec	
   2	
  
charges	
   par	
   molécule	
   de	
   fibronectine.	
   La	
   fibronectine	
   semble	
   donc	
   capable	
   de	
   former	
   des	
  
assemblages	
   supramoléculaires	
   de	
  différente	
   structure	
  :	
   de	
  petits	
   agrégats	
   se	
   chargeant	
   de	
   façon	
  
plus	
  importante	
  et	
  de	
  grands	
  agrégats	
  se	
  chargeant	
  moins.	
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Figure	
  48	
  :	
  Analyse	
  des	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  par	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  

La	
  fibronectine	
  à	
  1	
  mg/ml	
  en	
  tampon	
  HEPES	
  (10	
  mM,	
  pH	
  7.4)	
  est	
  incubée	
  24h	
  à	
  70°C	
  sous	
  agitation	
  orbitale	
  de	
  600	
  rpm	
  puis	
  analysée	
  par	
  
spectrométrie	
   de	
  masse.	
   Le	
   diagramme	
   central	
   représente	
   le	
   nombre	
   de	
   charge	
   en	
   fonction	
   de	
   la	
  masse	
   de	
   la	
   fibronectine.	
   Le	
   rouge	
  
représente	
   les	
   zones	
   les	
  plus	
  denses	
  en	
   charge	
  et	
  masse	
  alors	
  que	
   le	
  bleu	
   représente	
   les	
   zones	
   les	
  moins	
  denses.	
  A	
  gauche,	
   graphique	
  
représentant	
   le	
  nombre	
  de	
  charge	
   (e,	
  électron).	
  En	
  haut,	
  graphique	
  représentant	
   le	
  nombre	
  de	
  molécules	
  de	
   fibronectine.	
  Les	
   résultats	
  
sont	
  représentatifs	
  de	
  deux	
  expériences	
  indépendantes.	
  

	
  
Fernandez	
  de	
  la	
  Mora	
  &	
  al	
  ont	
  montré	
  une	
  corrélation	
  entre	
  le	
  poids	
  moléculaire	
  des	
  protéines	
  non-­‐
dénaturées	
  et	
  la	
  charge	
  moyenne	
  par	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  (Fernandez	
  de	
  la	
  Mora	
  2000).	
  Ainsi,	
  si	
  
on	
  effectue	
  le	
  même	
  calcul	
  pour	
  la	
  fibronectine	
  de	
  450	
  kDa,	
  son	
  nombre	
  de	
  charges	
  serait	
  de	
  50	
  e.	
  
Pour	
  un	
  ensemble	
  de	
  102	
  protéines	
  de	
  450	
  kDa,	
  le	
  nombre	
  de	
  charges	
  devrait	
  donc	
  être	
  de	
  5	
  100	
  e.	
  
Or	
  dans	
  notre	
  étude,	
  un	
  assemblage	
  de	
  102	
  fibronectines	
  présente	
  une	
  charge	
  de	
  seulement	
  543	
  e.	
  
Ce	
   résultat	
   indique	
   que	
   les	
  molécules	
   de	
   fibronectine	
   seraient	
   très	
   largement	
   compactées	
   entre	
  
elles	
  limitant	
  ainsi	
  la	
  formation	
  de	
  charge	
  lors	
  du	
  passage	
  dans	
  le	
  nébuliseur.	
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 Analyse	
  de	
  morphologie	
  II.	
  A.	
  2.

	
   Afin	
   de	
   caractériser	
   la	
   structure	
   macroscopique	
   des	
   assemblages	
   de	
   fibronectine,	
   des	
  
acquisitions	
   d’images	
  de	
  microscopie	
   à	
   force	
   atomique	
   (AFM,	
  atomic	
   force	
  microscopy)	
  en	
  milieu	
  
liquide	
  ont	
  été	
  effectuées	
  (Figure	
  49).	
  Des	
  structures	
  compactes	
  et	
   sphériques	
  de	
  14	
  ± 	
  3.5	
  nm	
  de	
  
diamètre	
  et	
  7.5	
  ± 	
  1.8	
  nm	
  de	
  hauteur	
  sont	
  observées	
  pour	
  la	
  fibronectine	
  assemblée.	
  Dans	
  le	
  cas	
  de	
  
la	
   fibronectine	
   native,	
   ces	
   structures	
   ne	
   sont	
   pas	
   observées.	
   D’autre	
   part,	
   la	
   comparaison	
   des	
  
échelles	
  en	
  gradient	
  de	
  hauteur	
  indique	
  que	
  les	
  quelques	
  structures	
  ponctiformes	
  de	
  la	
  fibronectine	
  
native	
  sont	
  plus	
  petites	
  par	
  rapport	
  à	
   la	
  fibronectine	
  assemblée	
  à	
  70°C.	
  Ainsi,	
  ces	
   images	
  montrent	
  
donc	
   que	
   la	
   fibronectine	
   forme	
   des	
   agrégats	
   compacts	
   et	
   globulaires	
   suite	
   à	
   la	
   dénaturation	
  
thermique.	
  
	
  

a)	
   	
  b)	
   	
  
Figure	
  49	
  :	
  Analyse	
  morphologique	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée	
  par	
  AFM	
  en	
  milieu	
  liquide	
  

La	
  fibronectine	
  à	
  1	
  mg/ml	
  est	
  incubée	
  24h	
  à	
  70°C	
  sous	
  agitation	
  orbitale	
  de	
  600	
  rpm	
  et	
  comparée	
  à	
  la	
  fibronectine	
  native.	
  La	
  fibronectine	
  
est	
  en	
  ensuite	
   imagée	
  par	
  AFM	
  en	
  milieu	
   liquide.	
  a)	
  Fibronectine	
  native.	
  b)	
  Fibronectine	
  assemblée.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  représentatifs	
  de	
  
deux	
  expériences	
  indépendantes.	
  

	
  
Les	
  mesures	
  de	
  diffusion	
  dynamique	
  de	
  la	
  lumière	
  ont	
  montré	
  que	
  la	
  fibronectine	
  purifiée	
  aurait	
  un	
  
rayon	
   hydrodynamique	
   de	
   9	
   nm	
   en	
   solution	
   (Nelea	
   et	
   al.	
   2008).	
   En	
   condition	
   dénaturante	
   en	
  
présence	
   d’urée,	
   cette	
   protéine	
   acquière	
   un	
   rayon	
   hydrodynamique	
   de	
   21	
   nm	
   (Pelta	
   et	
   al.	
   2000;	
  
Nelea	
  et	
  al.	
  2008).	
  Dans	
  le	
  cadre	
  de	
  notre	
  étude,	
  les	
  acquisitions	
  par	
  AFM	
  révèlent	
  des	
  structures	
  de	
  
14	
   nm	
   de	
   diamètre	
   soit	
   le	
   diamètre	
   de	
   la	
   fibronectine	
   partiellement	
   dépliée.	
   L’analyse	
   par	
  
spectrométrie	
  de	
  masse	
  montre	
  des	
  agrégats	
  formés	
  de	
  quelques	
  dizaines	
  à	
  quelques	
  centaines	
  de	
  
molécules	
  de	
  fibronectine.	
  La	
  combinaison	
  de	
  nos	
  deux	
  résultats	
  avec	
   la	
   littérature	
  tend	
  à	
  montrer	
  
que	
   les	
   assemblages	
   formés	
   pourraient	
   correspondre	
   à	
   des	
   agrégats	
   composés	
   de	
  
dizaines/centaines	
  de	
  molécules	
  de	
  fibronectine	
  partiellement	
  dépliées	
  et	
  empilées	
  ensemble	
  dans	
  
une	
   structure	
   très	
   compacte	
   sphérique.	
   Les	
   deux	
   populations	
   d’agrégats	
   observées	
   par	
  
spectrométrie	
  de	
  masse	
  n’ont	
  pas	
  pu	
  être	
  distinguées	
  par	
  AFM.	
  Cela	
  est	
  probablement	
  dû	
  aux	
  limites	
  
de	
  la	
  technique.	
  En	
  effet,	
  les	
  agrégats	
  «	
  mous	
  »	
  de	
  protéines	
  pourraient	
  être	
  déformés	
  par	
  la	
  pointe	
  
de	
  l’AFM.	
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En	
  résumé	
  :	
  
La	
   fibronectine	
   forme	
   des	
   agrégats	
   hétérogènes	
   de	
   très	
   haut	
   poids	
   moléculaire	
   et	
   de	
   structure	
  
hétérogène.	
   Ces	
   agrégats	
   correspondent	
   à	
   des	
   assemblages	
   ellipsoïdes	
   compacts	
   constitués	
   de	
  
quelques	
  dizaines	
  à	
  quelques	
  centaines	
  de	
  molécules	
  de	
  fibronectine	
  dépliées.	
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II.	
  B. Caractérisation	
  conformationnelle	
  

	
   Les	
  analyses	
  de	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  et	
  de	
  microscopie	
  à	
  force	
  atomique	
  ont	
  montré	
  que	
  
la	
  fibronectine	
  forme	
  des	
  assemblages	
  de	
  haut	
  poids	
  moléculaire.	
  Dans	
  cette	
  partie,	
  les	
  changements	
  
de	
  structure	
  et	
  les	
  liaisons	
  impliquées	
  dans	
  le	
  maintien	
  des	
  assemblages	
  sont	
  étudiés	
  afin	
  d’obtenir	
  
des	
  indications	
  sur	
  les	
  conformations	
  au	
  sein	
  des	
  agrégats	
  de	
  fibronectine.	
  
	
  

 Environnement	
  des	
  acides	
  aminés	
  aromatiques	
  II.	
  B.	
  1.

	
   Un	
   indicateur	
   du	
   dépliement	
   correspond	
   au	
   changement	
   de	
   fluorescence	
   intrinsèque	
   des	
  
protéines.	
   La	
   fluorescence	
   provient	
   de	
   l’excitation	
   des	
   acides	
   aminés	
   aromatiques	
   constituant	
   la	
  
chaîne	
  protéique.	
   La	
   fibronectine	
   contient	
  78	
   tryptophanes	
   (Trp).	
   Suite	
  à	
   son	
  excitation	
  à	
  295	
  nm,	
  
l’émission	
  de	
  fluorescence	
  des	
  Trp	
  varie	
  en	
  fonction	
  de	
  leur	
  environnement	
  au	
  sein	
  de	
  la	
  molécule	
  
de	
   la	
   fibronectine	
   et	
   donc	
  en	
   fonction	
   de	
   la	
   conformation	
   de	
   la	
   protéine.	
   La	
   fibronectine	
   native	
  
(FNn)	
   présente	
   un	
   spectre	
   avec	
   un	
  maximum	
  d’émission	
   à	
   333	
   nm	
   (Figure	
   50.a).	
   Le	
   spectre	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  incubée	
  24h	
  à	
  49°C	
  est	
  superposable	
  à	
  celui	
  de	
  la	
  FNn.	
  Par	
  contre,	
  suite	
  à	
  l’incubation	
  à	
  
55	
  et	
  70°C,	
  le	
  spectre	
  de	
  la	
  fibronectine	
  présente	
  un	
  pic	
  à	
  333	
  nm	
  avec	
  un	
  épaulement	
  à	
  355	
  nm	
  et	
  
est	
  associé	
  à	
  une	
  augmentation	
  de	
  la	
  fluorescence.	
  La	
  conservation	
  du	
  pic	
  à	
  333	
  nm	
  montre	
  que	
  la	
  
fibronectine	
  maintient	
  une	
  partie	
  de	
   ses	
   structures	
  de	
   type	
  native.	
  Une	
  modification	
  de	
   toutes	
   les	
  
structures	
   de	
   la	
   fibronectine	
   aurait	
   conduit	
   à	
   une	
   perte	
   du	
   pic	
   à	
   333nm.	
   L’épaulement	
   observé	
   à	
  
355nm	
   révèle	
   une	
  modification	
   de	
   l’environnement	
   local	
   des	
   Trp	
   de	
   la	
   fibronectine.	
   Cela	
   indique	
  
donc	
  un	
  dépliement	
  de	
  la	
  protéine	
  favorisant	
  l’exposition	
  des	
  Trp	
  au	
  solvant.	
  	
  
Ces	
  résultats	
  ont	
  été	
  confirmés	
  par	
  dichroïsme	
  circulaire	
  (DC)	
  en	
  UV	
  proche	
  (Figure	
  50.b).	
  Le	
  DC	
  en	
  
UV	
   proche	
   permet	
   de	
   mesurer	
   l’ellipticité	
   et	
   donc	
   les	
   changements	
   d’environnement	
   des	
   Trp,	
  
tyrosine	
  (Tyr)	
  et	
  phénylalanine	
  (Phe)	
  entre	
  260	
  et	
  320	
  nm.	
  Les	
  spectres	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  et	
  
après	
  incubation	
  à	
  49	
  et	
  55°C	
  présentent	
  deux	
  pics	
  négatifs	
  à	
  291	
  et	
  298	
  nm	
  correspondant	
  aux	
  Trp.	
  
Ils	
   révèlent	
   également	
   un	
   pic	
   négatif	
   à	
   281	
   nm	
   correspondant	
   aux	
   tyrosines.	
   Le	
   spectre	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  agrégée	
  à	
  70°C	
  révèle	
  un	
  lissage	
  des	
  pics	
  attribués	
  aux	
  tryptophanes	
  et	
  tyrosines.	
  Ainsi,	
  
ces	
   résultats	
   indiquent	
   que	
   la	
   dénaturation	
   thermique	
   favorisant	
   l’agrégation	
   de	
   la	
   fibronectine	
  
induit	
  une	
  modification	
  de	
  l’environnement	
  des	
  Trp	
  et	
  Tyr.	
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a)	
   	
  
	
  
	
  

b)	
   	
  
	
  

Figure	
  50	
  :	
  Spectres	
  de	
  fluorescence	
  intrinsèque	
  et	
  dichroïsme	
  circulaire	
  en	
  UV	
  proche	
  de	
  la	
  fibronectine	
  
native	
  ou	
  assemblée	
  

La	
  fibronectine	
  à	
  1	
  mg/ml	
  est	
   incubée	
  24h	
  à	
  49,	
  55	
  ou	
  70°C	
  sous	
  agitation	
  orbitale	
  de	
  600	
  rpm	
  et	
  comparée	
  à	
   la	
   fibronectine	
  native.	
  a)	
  
Spectre	
   de	
   fluorescence	
   des	
   tryptophanes	
   de	
   la	
   fibronectine	
   diluée	
   à	
   27	
   µg/ml	
   après	
   excitation	
   à	
   295	
   nm.	
   b)	
   Spectre	
   de	
   dichroïsme	
  
circulaire	
  en	
  UV	
  proche	
  de	
  la	
  fibronectine	
  diluée	
  à	
  50	
  µg/ml.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  représentatifs	
  d’au	
  moins	
  deux	
  expériences	
  indépendantes.	
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 Importance	
  des	
  ponts	
  disulfures	
  II.	
  B.	
  2.

	
   Les	
  cystéines	
  sont	
  absentes	
  des	
  modules	
  de	
  types	
  III	
  de	
  la	
  fibronectine	
  mais	
  sont	
  impliquées	
  
dans	
   des	
   ponts	
   disulfures	
   intradomaines	
   dans	
   les	
  modules	
   de	
   type	
   I	
   et	
   II.	
   L’implication	
   des	
  ponts	
  
disulfures	
   dans	
   l’assemblage	
   supramoléculaire	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   encore	
   sujette	
   à	
   débat	
   (cf.	
  
Synthèse	
   bibliographique,	
   Partie	
   3,	
   III.B).	
   Ainsi	
   le	
   rôle	
   des	
   ponts	
   disulfures	
   dans	
   les	
   assemblages	
  
formés	
  dans	
  cette	
  étude	
  a	
  été	
  déterminé	
  par	
  électrophorèse	
  SDS-­‐PAGE	
  en	
  conditions	
  réductrices.	
  La	
  
fibronectine	
   a	
   été	
   incubée	
   24h	
   à	
   49,	
   55	
   et	
   70°C.	
   Puis	
   les	
   différents	
   profils	
   de	
   migration	
   ont	
   été	
  
comparés	
  à	
  celui	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native.	
  	
  
La	
  fibronectine	
  native	
  (FNn)	
  est	
  un	
  dimère	
  de	
  450	
  kDa	
  constitué	
  de	
  deux	
  sous-­‐unités	
  avec	
  un	
  poids	
  
moléculaire	
   apparent	
   sur	
   gel	
   SDS-­‐PAGE	
  de	
   220-­‐250	
   kDa	
  maintenues	
   par	
   deux	
   ponts	
   disulfures.	
   En	
  
conditions	
  non-­‐réductrices,	
  la	
  FNn	
  présente	
  une	
  bande	
  à	
  environ	
  450	
  kDa	
  (Figure	
  51.a).	
  En	
  conditions	
  
réductrices,	
   la	
  FNn	
  présente	
  effectivement	
  une	
  seule	
  bande	
  de	
  poids	
  moléculaire	
  apparent	
  de	
  220-­‐
250	
  kDa	
  (Figure	
  51.b).	
  La	
  fibronectine	
  incubée	
  à	
  49°C	
  présente	
  les	
  mêmes	
  profils	
  de	
  migration	
  que	
  la	
  
FNn.	
  
Suite	
  au	
  traitement	
  de	
  24h	
  à	
  55°C,	
  la	
  fibronectine	
  présente	
  un	
  profil	
  de	
  migration	
  électrophorétique	
  
intermédiaire.	
  En	
  conditions	
  non-­‐réductrices,	
  on	
  observe	
  une	
  bande	
  de	
  fibronectine	
  à	
  450	
  kDa	
  et	
  une	
  
bande	
  de	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  à	
   la	
   limite	
  du	
  gel	
  de	
   séparation	
   (Figure	
  51.a).	
   La	
   température	
  de	
  
55°C	
  semble	
  donc	
  être	
  une	
  température	
  à	
  laquelle	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  peut	
  être	
  initié.	
  En	
  
conditions	
  réductrices,	
  une	
  bande	
  de	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  et	
  une	
  bande	
  de	
  250	
  kDa	
  sont	
  détectées	
  
(Figure	
  51.b).	
  La	
  bande	
  de	
  250	
  kDa	
  correspond	
  probablement	
  à	
   la	
   forme	
  réduite	
  de	
   la	
   fibronectine	
  
n’ayant	
   pas	
   été	
   incorporée	
   dans	
   les	
   assemblages.	
   Ces	
   résultats	
   indiquent	
   que	
   les	
   assemblages	
   de	
  
fibronectine	
  formés	
  à	
  cette	
  température	
  ne	
  sont	
  pas	
  maintenus	
  par	
  des	
  ponts	
  disulfures.	
  
Malgré	
  la	
  présence	
  d’agent	
  réducteur	
  à	
  forte	
  concentration	
  (15%),	
  la	
  fibronectine	
  assemblée	
  à	
  70°C	
  
présente	
   le	
   même	
   profil	
   de	
   migration	
   qu’en	
   conditions	
   non-­‐réductrices	
   (Figure	
   51.a	
   et	
   b)	
  :	
   la	
  
fibronectine	
  assemblée	
  à	
  70°C	
  présente	
  une	
  bande	
  de	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  à	
   la	
   limite	
  du	
  gel	
  de	
  
concentration	
   et	
   du	
   gel	
   de	
   séparation.	
   Ce	
   résultat	
   est	
   identique	
   y	
   compris	
   pour	
   des	
   assemblages	
  
formés	
   pendant	
   un	
   temps	
   plus	
   long	
   de	
   168h	
   	
   (Figure	
   51.c).	
   Les	
   ponts	
   disulfures	
   ne	
   sont	
   donc	
   pas	
  
réduits.	
  Ce	
  résultat	
  indique	
  que	
  les	
  assemblages	
  formés	
  à	
  haute	
  température	
  de	
  70°C	
  ne	
  sont	
  pas	
  
sensibles	
   au	
   β -­‐mercaptoéthanol	
   et	
   ne	
   semblent	
   donc	
   pas	
   stabilisés	
   par	
   des	
   ponts	
   disulfures.	
  
Malgré	
   les	
   conditions	
   dénaturantes	
   et	
   réductrices,	
   les	
   agrégats	
   ne	
   sont	
   pas	
   solubilisés	
   indiquant	
  
qu’ils	
  sont	
  maintenus	
  par	
  des	
  liaisons	
  fortes.	
  Ces	
  résultats	
  concordent	
  avec	
  ceux	
  de	
  Chen	
  et	
  Ohashi	
  
qui	
  montrent	
  que	
  les	
  assemblages	
  de	
  fibronectine	
  formés	
  par	
   les	
  cellules	
  ne	
  sont	
  pas	
  stabilisés	
  par	
  
des	
  ponts	
  disulfures	
  (Chen	
  &	
  Mosher	
  1996;	
  Ohashi	
  &	
  Erickson	
  2009).	
  
	
  
Nous	
  pouvons	
  également	
  noté	
  qu’aucune	
  bande	
  de	
  poids	
  moléculaire	
  inférieur	
  à	
  250	
  et/ou	
  450	
  kDa	
  
n’est	
   observée.	
   Cela	
   indique	
   que	
   le	
   traitement	
   thermique	
   n’induit	
   pas	
   la	
   fragmentation	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  au	
  cours	
  de	
  son	
  assemblage.	
  
Dans	
   le	
   cas	
   de	
   la	
   fibronectine	
   assemblée	
   à	
   70°,	
   il	
   est	
   toutefois	
   possible	
   d’observer,	
   en	
   conditions	
  
réductrices,	
  des	
  bandes	
  à	
  250	
  kDa	
  indiquant	
  que	
  des	
  monomères	
  de	
  fibronectine	
  ont	
  été	
  incorporés	
  
ou	
   que	
   des	
   monomères	
   de	
   fibronectine	
   ne	
   sont	
   pas	
   encore	
   bien	
   intégrés	
   dans	
   l’assemblage	
   (en	
  
périphérie)	
  et	
  que	
  le	
  β-­‐mercaptoéthanol	
  les	
  a	
  séparé	
  de	
  l’assemblage.	
  
	
  



	
  
Résultats-­‐Discussion	
  

	
   151	
  

a)	
   	
  b)	
   	
  c)	
   	
  
Figure	
  51	
  :	
  Analyse	
  par	
  électrophorèse	
  SDS-­‐PAGE	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée	
  

La	
   fibronectine	
   à	
   1	
  mg/ml	
   est	
   incubée	
   24h	
   (a	
   et	
   b)	
   ou	
   168h	
   (c)	
   à	
   49,	
   55	
   ou	
   70°C	
   sous	
   agitation	
   orbitale	
   de	
   600	
   rpm	
  et	
   comparée	
   à	
   la	
  
fibronectine	
   native.	
   a)	
   Conditions	
   non-­‐réductrices.	
   b	
   et	
   c)	
   Conditions	
   réductrices	
   en	
   présence	
   de	
   15%	
   de	
   β-­‐mercaptoéthanol.	
   N	
  :	
  
fibronectine	
  native,	
  49	
  :	
  fibronectine	
  incubée	
  à	
  49°C,	
  55	
  :	
  fibronectine	
  incubée	
  à	
  55°C,	
  70	
  :	
  fibronectine	
  incubée	
  à	
  70°C.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  
représentatifs	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes.	
  

	
  

 Rôle	
  des	
  interactions	
  hydrophobes	
  II.	
  B.	
  3.

	
   Les	
   profils	
   de	
  migration	
   électrophorétiques	
  montrent	
   que	
   les	
   agrégats	
   sont	
  maintenus	
   par	
  
des	
   liaisons	
  fortes.	
  Des	
  études	
   in	
  vitro	
  et	
   in	
  silico	
  semblent	
   indiquer	
  que	
   les	
  assemblages	
   in	
  vivo	
  de	
  
fibronectine	
   pourraient	
   être	
   stabilisés	
   par	
   des	
   interactions	
   hydrophobes	
   (Briknarová	
   et	
   al.	
   2003;	
  
Ohashi	
  et	
  al.	
  2009;	
  Gee,	
  Yüksel,	
  et	
  al.	
  2013).	
  L’étirement	
  de	
  la	
  fibronectine	
  provoquerait	
  l’exposition	
  
des	
   zones	
   hydrophobes	
   des	
   modules	
   de	
   type	
   III	
   de	
   la	
   fibronectine.	
   Ainsi,	
   l’exposition	
   des	
   zones	
  
hydrophobes	
  dans	
  les	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  a	
  été	
  déterminée	
  par	
  l’incorporation	
  de	
  l’ANS.	
  Suite	
  à	
  
sa	
  liaison	
  avec	
  les	
  zones	
  hydrophobes	
  exposées	
  au	
  solvant,	
  l’excitation	
  de	
  ce	
  dernier	
  à	
  350	
  nm	
  induit	
  
une	
  augmentation	
  de	
  sa	
  fluorescence	
  et	
  un	
  déplacement	
  de	
  son	
  pic	
  de	
  fluorescence	
  de	
  500	
  à	
  460nm.	
  
En	
   présence	
   de	
   fibronectine	
   native	
   ou	
   incubée	
   à	
   49°C,	
   la	
   fluorescence	
   de	
   l’ANS	
   reste	
   très	
   faible	
  
indiquant	
  que	
  les	
  zones	
  hydrophobes	
  de	
  la	
  fibronectine	
  sont	
  enfouies	
  au	
  cœur	
  de	
  la	
  protéine	
  (Figure	
  
52).	
   En	
   présence	
   de	
   fibronectine	
   incubée	
   à	
   55	
   et	
   70°C,	
   la	
   fluorescence	
   de	
   l’ANS	
   augmente	
   et	
  
présente	
   un	
   déplacement	
   du	
   pic	
   de	
   500	
   à	
   460	
   nm.	
   Cela	
   révèle	
   que	
   l’ANS	
   se	
   lie	
   à	
   des	
   zones	
  
hydrophobes	
  de	
  la	
  fibronectine	
  assemblée	
  qui	
  ne	
  sont	
  pas	
  présentes	
  dans	
  la	
  fibronectine	
  native.	
  Cela	
  
suggère	
   que	
   la	
   fibronectine	
   a	
   été	
   dépliée	
   et	
   que	
   son	
   cœur	
   hydrophobe	
   est	
   exposé	
   au	
   solvant	
  
lorsqu’elle	
   est	
   assemblée	
   à	
   55	
   et	
   70°C.	
   Le	
   dépliement	
   de	
   la	
   fibronectine	
   entière	
   mène	
   donc	
   à	
   la	
  
formation	
   de	
   multimères	
   maintenus	
   par	
   des	
   liaisons	
   non-­‐covalentes	
   de	
   type	
   interaction	
  
hydrophobe.	
  
	
  

450kDa 

N     49    55     70 N     49    55    70 

250kDa 250kDa 

N    49    55   70 
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Figure	
  52	
  :	
  Spectre	
  de	
  fluorescence	
  de	
  l’ANS	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée	
  

La	
   fibronectine	
   à	
   1	
  mg/ml	
   est	
   incubée	
   24h	
   à	
   49,	
   55	
   ou	
   70°C	
   sous	
   agitation	
   orbitale	
   de	
   600	
   rpm	
   et	
   comparée	
   à	
   la	
   fibronectine	
   native.	
  
L’émission	
  de	
  fluorescence	
  de	
  l’ANS	
  en	
  présence	
  des	
  différentes	
  fibronectines	
  est	
  mesurée	
  suite	
  à	
  l’excitation	
  à	
  350	
  nm.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  
représentatifs	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes.	
  

	
  

 Rôle	
  des	
  feuillets	
  β 	
  II.	
  B.	
  4.

	
   L’analyse	
  par	
  dichroïsme	
  circulaire	
  de	
   la	
  dénaturation	
  thermique	
  ainsi	
  que	
   la	
   littérature	
  (cf.	
  
Synthèse	
  bibliographique,	
  Partie	
  3,	
  III.B.)	
  indiquent	
  que	
  les	
  assemblages	
  de	
  la	
  fibronectine	
  pourraient	
  
être	
   maintenus	
   par	
   un	
   réarrangement	
   des	
   feuillets	
   β	
   intramoléculaires	
   en	
   feuillets	
   β	
  
intermoléculaires.	
   Ainsi,	
   les	
   structures	
   secondaires	
   impliquées	
   dans	
   la	
   conformation	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  sont	
  analysées	
  par	
  spectroscopie	
  infrarouge	
  à	
  transformée	
  de	
  Fourier.	
  	
  
Le	
  spectre	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  présente	
  une	
  bande	
  à	
  1610	
  cm-­‐1	
  et	
  1679	
  cm-­‐1	
  qui	
  correspondent	
  
aux	
   feuillets	
   β	
   intermoléculaires,	
   à	
   1628	
   cm-­‐1	
   correspondant	
   à	
   la	
   bande	
   des	
   feuillets	
   β	
  
intramoléculaires,	
  1644	
  cm-­‐1	
  pour	
  les	
  structures	
  désordonnées	
  et	
  1663	
  cm-­‐1	
  pour	
  les	
  coudes	
  (Figure	
  
53.a	
  et	
  c).	
  L’aire	
  sous	
   les	
  différentes	
  courbes	
  permet	
  de	
  déterminer	
   le	
  pourcentage	
  des	
  différentes	
  
structures	
  composant	
  la	
  fibronectine.	
  Les	
  feuillets	
  β	
  intramoléculaires	
  représentent	
  environ	
  38%	
  des	
  
structures	
  de	
  la	
  fibronectine,	
  les	
  feuillets	
  β	
  intermoléculaires	
  correspondent	
  à	
  18%,	
  les	
  coudes	
  à	
  19%	
  
et	
  les	
  structures	
  désordonnées	
  à	
  27%.	
  
Dans	
   le	
   cas	
   des	
   agrégats,	
   la	
   fibronectine	
   présente	
   également	
   des	
   bandes	
   à	
   1618	
   et	
   1675	
   cm-­‐1	
  
correspondant	
   aux	
   feuillets	
   β	
   intermoléculaires,	
   une	
   bande	
   à	
   1648	
   cm-­‐1	
   pour	
   les	
   structures	
  
désordonnées	
  et	
  une	
  bande	
  à	
  1660	
  cm-­‐1	
  pour	
   les	
   coudes.	
   La	
  différence	
   la	
  plus	
   importante	
  dans	
   le	
  
profil	
  de	
  la	
  fibronectine	
  correspond	
  au	
  déplacement	
  du	
  pic	
  à	
  1628	
  cm-­‐1	
  vers	
  1635	
  cm-­‐1.	
  Ce	
  nouveau	
  
pic	
   correspond	
   à	
   l’apparition	
   de	
   nouveaux	
   feuillets	
   β	
   intermoléculaires.	
   Dans	
   les	
   agrégats,	
   les	
  
fibronectines	
   sont	
   constituées	
   à	
   46%	
   de	
   feuillets	
   β	
   intermoléculaires,	
   22%	
   de	
   feuillets	
  
intramoléculaires,	
  18%	
  de	
  structures	
  désordonnées	
  et	
  14%	
  de	
  coudes	
  (Figure	
  53.b	
  et	
  c).	
  Les	
  résultats	
  
montrent	
   donc	
   une	
   augmentation	
   en	
   feuillets	
   β	
   intermoléculaires	
   au	
   détriment	
   des	
   feuillets	
   β	
  
intramoléculaires,	
   des	
   structures	
   désordonnées	
   et	
   des	
   coudes.	
   Le	
   spectre	
   de	
   différence	
   entre	
   la	
  
fibronectine	
   native	
   et	
   assemblée	
   illustre	
   ce	
   résultat	
   où	
   le	
   pic	
   à	
   1618	
   cm-­‐1	
   des	
   feuillets	
   β	
  
intermoléculaires	
  est	
  positif	
  alors	
  que	
  le	
  pic	
  à	
  1628	
  cm-­‐1	
  des	
  feuillets	
  β	
  intramoléculaires	
  est	
  négatif	
  
(Figure	
  53.d).	
  
Le	
  gain	
   en	
   feuillets	
   β 	
   intermoléculaires	
   semble	
   indiquer	
   que	
   les	
   agrégats	
   sont	
  maintenus	
   par	
   les	
  
liaisons	
  hydrogènes	
  formés	
  lors	
  de	
  l’échange	
  de	
  feuillets	
  β 	
  entre	
  molécules	
  de	
  fibronectine.	
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a)	
  	
  	
  	
   	
  

b)	
  	
  	
  	
   	
  
	
  

c)	
   	
  
	
  

d)	
  	
  	
  	
   	
  
Figure	
  53	
  :	
  Spectre	
  infrarouge	
  à	
  transformée	
  de	
  Fourier	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  et	
  assemblée	
  

La	
   fibronectine	
   est	
   incubée	
   24h	
   à	
   70°C	
   sous	
   agitation	
   orbitale	
   de	
   600	
   rpm	
   et	
   comparée	
   à	
   la	
   fibronectine	
   native.	
   Le	
   spectre	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  est	
  mesuré	
  par	
  spectroscopie	
  infrarouge	
  à	
  transformée	
  de	
  Fourier.	
  a)	
  Fibronectine	
  native.	
  b)	
  Fibronectine	
  assemblée	
  à	
  70°C.	
  
Intra	
  β	
  :	
   feuillets	
  β	
   intramoléculaires,	
   Inter	
  β	
  :	
   feuillets	
  β	
   intermoléculaires,	
   rc	
  :	
   structures	
  désordonnées	
   (random	
  coil),	
   t	
  :	
  coudes	
   (turn),	
  
chaînes	
  latérales	
  :	
  chaînes	
  latérales	
  des	
  acides	
  aminés.	
  c)	
  Tableau	
  des	
  pourcentages	
  de	
  structures	
  secondaires	
  présent	
  dans	
  la	
  fibronectine.	
  
d)	
  Spectre	
  de	
  différence	
  entre	
  la	
  fibronectine	
  native	
  et	
  assemblée.	
  Les	
  résultats	
  sont	
  représentatifs	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes.	
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La	
  thioflavine	
  T	
  (ThT)	
  est	
  un	
  colorant	
  utilisé	
  pour	
  la	
  détection	
  des	
  fibres	
  amyloïdes.	
  La	
  ThT	
  émet	
  de	
  la	
  
fluorescence	
  lorsqu’elle	
  interagit	
  avec	
  la	
  surface	
  des	
  feuillets	
  β	
  intermoléculaires.	
  Suite	
  à	
  l’arrêt	
  de	
  la	
  
réaction	
  de	
  polymérisation	
  par	
  refroidissement,	
  la	
  ThT	
  est	
  ajoutée	
  à	
  une	
  concentration	
  équimolaire	
  à	
  
la	
   fibronectine.	
   Son	
   spectre	
   de	
   fluorescence	
   est	
   mesuré	
   entre	
   460	
   et	
   560	
   nm	
   après	
   excitation	
   à	
  
442nm.	
  Les	
  résultats	
  montrent	
  que	
  la	
  fluorescence	
  est	
  faible	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  
incubée	
  à	
  49°C,	
  et	
  augmente	
  à	
  partir	
  de	
  55°C	
  jusqu’à	
  70°C	
  (Figure	
  54).	
  Les	
  températures	
  supérieures	
  
ou	
  égales	
  à	
  55°C	
  semblent	
  donc	
  permettre	
  la	
  formation	
  de	
  feuillets	
  β 	
  intermoléculaires.	
  	
  
	
  

	
  
Figure	
  54	
  :	
  Spectre	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée	
  

La	
   fibronectine	
   à	
   1	
  mg/ml	
   est	
   incubée	
   24h	
   à	
   49,	
   55	
   ou	
   70°C	
   sous	
   agitation	
   orbitale	
   de	
   600	
   rpm	
   et	
   comparée	
   à	
   la	
   fibronectine	
   native.	
  
L’émission	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  en	
  présence	
  des	
  différentes	
  fibronectines	
  est	
  mesurée	
  suite	
  à	
  son	
  excitation	
  à	
  442	
  nm.	
  Les	
  résultats	
  
sont	
  représentatifs	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes.	
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 Stabilité	
  des	
  assemblages	
  II.	
  B.	
  5.

	
   Les	
   assemblages	
   amyloïdes	
   ont	
   la	
   particularité	
   d’être	
   résistants	
   à	
   la	
   dénaturation	
   et	
  
persistants	
   dans	
   le	
   temps	
   (cf.	
   Revue	
   bibliographique,	
   Partie	
   2,	
   III.A).	
   Ainsi,	
   pour	
   conforter	
   le	
  
caractère	
  amyloïde	
  des	
  agrégats	
  de	
  fibronectine,	
  leur	
  stabilité	
  dans	
  le	
  temps	
  a	
  été	
  étudiée.	
  	
  
La	
   fibronectine	
   a	
   été	
   incubée	
   24h	
   à	
   70°C.	
   La	
   fibronectine	
   native	
   et	
   assemblée	
   ont	
   ensuite	
   été	
  
stockées	
   à	
   +	
   4°C	
   pendant	
   109	
   jours.	
   Enfin,	
   la	
   fluorescence	
   de	
   la	
   ThT	
   à	
   482	
   nm	
   a	
   été	
   mesurée	
   à	
  
différents	
   temps	
   au	
   cours	
   de	
   la	
   période	
   de	
   stockage.	
   La	
   fluorescence	
   de	
   la	
   ThT	
   en	
   présence	
   de	
  
fibronectine	
   native	
   reste	
   faible	
   au	
   cours	
   des	
   109	
   jours	
   et	
   celle	
   en	
   présence	
   de	
   la	
   fibronectine	
  
assemblée	
  reste	
  stable	
  à	
  400	
  U.A.	
  (Figure	
  55.a).	
  
Après	
   les	
  109	
   jours	
  de	
  stockage,	
   la	
  séparation	
  sur	
  gel	
  d’électrophorèse	
  en	
  conditions	
  dénaturantes	
  
non-­‐réductrices	
   présente	
   une	
   bande	
   à	
   450	
   kDa	
   pour	
   la	
   fibronectine	
   native	
   et	
   une	
   bande	
   de	
   haut	
  
poids	
  moléculaire	
  ne	
  pénétrant	
  pas	
  dans	
  le	
  gel	
  de	
  séparation	
  pour	
  la	
  fibronectine	
  assemblée	
  (Figure	
  
55.b).	
  Ces	
  profils	
  de	
  migration	
  sont	
  comparables	
  à	
  ceux	
  de	
  la	
  fibronectine	
  observés	
  avant	
  le	
  stockage	
  
de	
   109	
   jours	
   (Figure	
   51.a).	
   Ces	
   résultats	
  montrent	
   que	
   la	
   fibronectine	
   native	
   et	
   ses	
  agrégats	
   sont	
  
stables	
   dans	
   le	
   temps.	
   Ces	
   résultats	
   semblent	
   également	
   confirmer	
   le	
   caractère	
   amyloïde	
   des	
  
agrégats	
  de	
  la	
  fibronectine	
  résistants	
  à	
  la	
  dénaturation	
  et	
  persistants	
  dans	
  le	
  temps.	
  
	
  

a)	
   	
  b)	
   	
  
Figure	
  55	
  :	
  Fluorescence	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  assemblée	
  au	
  cours	
  du	
  

temps	
  de	
  stockage	
  et	
  profil	
  électrophorétique	
  
La	
   fibronectine	
   à	
   0.5	
   mg/ml	
   est	
   assemblée	
   24h	
   à	
   70°C	
   sous	
   agitation	
   orbitale	
   de	
   600	
   rpm	
   et	
   comparée	
   à	
   la	
   fibronectine	
   native.	
   a)	
  
Fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  mesurée	
  à	
  482	
  nm	
  pendant	
  109	
  jours	
  en	
  présence	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  incubée	
  à	
  70°C.	
  b)	
  Séparation	
  sur	
  gel	
  
d’électrophorèse	
  SDS-­‐PAGE	
  en	
  conditions	
  dénaturantes	
  non-­‐réductrices	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  (N)	
  et	
  assemblée	
  (70).	
  

	
  
En	
  conclusion,	
  le	
  dépliement	
  de	
   la	
  fibronectine	
  plasmatique	
  humaine	
  entière	
  mène	
  à	
  la	
  formation	
  
d’agrégats	
   compacts	
   maintenus	
   par	
   des	
   liaisons	
   non-­‐covalentes	
   de	
   type	
   hydrophobe	
   mais	
  
également	
  de	
  type	
  liaison	
  hydrogène	
  entre	
  feuillets	
  β 	
  intermoléculaires.	
  Ces	
  agrégats	
  lient	
  les	
  deux	
  
colorants	
  que	
   sont	
   l’ANS	
   et	
   la	
   thioflavine	
   T,	
   sont	
   résistants	
   aux	
   conditions	
   dénaturantes	
   (SDS)	
   et	
  
réductrices	
   (β-­‐mercaptoéthanol)	
   et	
   persistent	
   dans	
   le	
   temps.	
   Ces	
   propriétés	
   sont	
   caractéristiques	
  
des	
  assemblages	
  amyloïdes	
  indiquant	
  ainsi	
  que	
  la	
  fibronectine	
  forme	
  des	
  agrégats	
  de	
  type	
  amyloïde.	
  	
  
De	
  plus	
  en	
  plus	
  d’études	
  tendent	
  à	
  montrer	
  que	
  les	
  assemblages	
  amyloïdes	
  sont	
  plus	
  répandus	
  que	
  
ce	
  qu’il	
  n’était	
   initialement	
  pensé	
  et	
  qu’ils	
  peuvent	
  avoir	
  une	
   implication	
  physiologique	
  (Maji	
  et	
  al.	
  
2009;	
  Romero	
  et	
  al.	
  2010).	
  Il	
  est	
  notamment	
  possible	
  de	
  citer	
  les	
  assemblages	
  amyloïdes	
  formés	
  par	
  
certaines	
   hormones	
   dont	
   la	
  β-­‐endorphine	
   (Maji	
   et	
   al.	
   2009).	
  D’autres	
   exemples	
   dans	
   la	
   littérature	
  
ont	
  suggéré	
  que	
  la	
  fibronectine	
  pourrait	
  former	
  des	
  assemblages	
  de	
  type	
  amyloïde.	
  La	
  sonication	
  en	
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présence	
  de	
  SDS	
  ou	
  encore	
   l’apport	
  du	
   fragment	
  anastelline	
   favorisent	
   la	
   formation	
  de	
   fibres	
  avec	
  
des	
  propriétés	
  amyloïdes	
  (Huang	
  et	
  al.	
  2010;	
  Morla	
  et	
  al.	
  1994;	
  Briknarová	
  et	
  al.	
  2003).	
  
La	
   fibronectine	
   pourrait	
   donc	
   avoir	
   une	
   tendance	
   intrinsèque	
   à	
   former	
   des	
   assemblages	
   de	
   type	
  
amyloïde	
  dont	
  la	
  formation	
  in	
  vivo	
  reste	
  encore	
  à	
  élucider.	
  	
  
	
  
	
  
En	
  résumé	
  :	
  
L’analyse	
   structurale	
   de	
   la	
   fibronectine	
   révèle	
   qu’elle	
   est	
   capable	
   de	
   former	
   des	
   agrégats	
   de	
   type	
  
amyloïde.	
   Ces	
   assemblages	
   sont	
   stabilisés	
   par	
   des	
   interactions	
   hydrophobes	
   et	
   des	
   liaisons	
  
hydrogènes	
   intervenant	
   dans	
   la	
   formation	
   des	
   feuillets	
   β	
   intermoléculaires,	
   et	
   lient	
   l’ANS	
   et	
   la	
  
thioflavine	
   T.	
   Les	
   agrégats	
   ne	
   sont	
  pas	
  maintenus	
  par	
   des	
  ponts	
   disulfures	
  mais	
   persistent	
   dans	
   le	
  
temps.	
  
Selon	
  les	
  conditions	
  d’assemblage,	
  les	
  agrégats	
  formés	
  ont	
  tout	
  de	
  même	
  des	
  signatures	
  différentes.	
  	
  
Le	
  traitement	
  de	
  la	
  fibronectine	
  à	
  une	
  température	
  de	
  55°C	
  montre	
  que	
  le	
  processus	
  d’agrégation	
  est	
  
partiel.	
  Il	
  existe	
  un	
  mélange	
  entre	
  fibronectine	
  native	
  et	
  fibronectine	
  agrégée.	
  
L’assemblage	
   à	
   haute	
   température	
   (70°C)	
   permet	
   la	
   formation	
  d’agrégats	
   stables	
   et	
   résistants	
   aux	
  
conditions	
  dénaturantes	
  et	
   réductrices.	
  Toutes	
   les	
  molécules	
  de	
   fibronectine	
  semblent	
   incorporées	
  
dans	
  les	
  assemblages.	
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III. CINETIQUE	
  D’ASSEMBLAGE	
  DE	
  LA	
  FIBRONECTINE	
  
III.	
  A. Cinétique	
  d’assemblage	
  concentration	
  dépendante	
  

	
   La	
   cinétique	
   d’assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   a	
   été	
   analysée	
   par	
   fluorescence	
   de	
   la	
  
thioflavine	
  T	
  (ThT)	
  pour	
  différentes	
  concentrations	
  de	
  fibronectine	
  allant	
  de	
  0,25	
  à	
  1,25	
  mg/ml	
  afin	
  
de	
   mieux	
   caractériser	
   le	
   mécanisme	
   de	
   polymérisation	
   (Figure	
   56).	
   A	
   différents	
   temps	
   de	
   la	
  
cinétique,	
  la	
  réaction	
  d’assemblage	
  est	
  arrêtée	
  par	
  refroidissement.	
  La	
  ThT	
  est	
  ensuite	
  ajoutée	
  dans	
  
la	
   solution	
  de	
   fibronectine	
   et	
   son	
  pic	
   d’émission	
  maximal	
   à	
   482	
  nm	
  est	
  mesuré	
   après	
   excitation	
   à	
  
442nm.	
  Les	
  résultats	
  montrent	
  dans	
  un	
  premier	
  temps	
  que	
  la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  augmente	
  avec	
  
la	
   concentration	
   et	
   avec	
   le	
   temps.	
   L’agrégation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   donc	
   dépendante	
   de	
   la	
  
concentration	
  et	
  du	
  temps.	
  	
  
Les	
  cinétiques	
  d’assemblage	
  ne	
  présentent	
  pas	
  de	
  phase	
  de	
  latence	
  et	
  ne	
  semblent	
  pas	
  montrer	
  de	
  
concentration	
  critique	
  pour	
  initier	
  la	
  polymérisation	
  (Figure	
  56.a).	
  	
  
Ainsi,	
  les	
  cinétiques	
  ont	
  été	
  modélisées	
  avec	
  une	
  double	
  exponentielle	
  :	
  	
  
	
  

!   =   !   +   !! 1 − !!!!! + !! 1 − !!!!! 	
  
	
  
avec	
  y	
  l’intensité	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  au	
  temps	
  t,	
  A	
  la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  au	
  temps	
  t=0,	
  A1	
  
et	
   A2	
   l’intensité	
   de	
   fluorescence	
   de	
   la	
   ThT	
   au	
   plateau	
   pour	
   les	
   deux	
   exponentielles,	
   k1	
   et	
   k2	
   la	
  
constante	
  de	
  vitesse	
  d’augmentation	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  pour	
  les	
  deux	
  exponentielles	
  en	
  h-­‐1.	
  
	
  
Quelle	
   que	
   soit	
   la	
   concentration,	
   les	
   cinétiques	
   présentent	
   deux	
   phases.	
   La	
   modélisation	
   des	
  
cinétiques	
  permet	
  de	
  déterminer	
  la	
  constante	
  de	
  vitesse	
  d’augmentation	
  de	
  la	
  fluorescence	
  (k1	
  et	
  k2)	
  
(Figure	
  56.b)	
  et	
  l’amplitude	
  maximale	
  de	
  fluorescence	
  (A1	
  et	
  A2)	
  des	
  deux	
  exponentielles	
  pour	
  chaque	
  
cinétique	
  (Figure	
  56.c).	
  Pour	
  les	
  deux	
  exponentielles,	
  même	
  si	
  A1	
  et	
  A2	
  augmentent	
  linéairement	
  avec	
  
A1	
  deux	
  fois	
  plus	
  élevée	
  que	
  A2,	
  k1	
  et	
  k2	
  diminuent	
  avec	
  la	
  concentration.	
  	
  
Ainsi,	
   la	
   première	
   exponentielle	
   modélise	
   la	
   première	
   phase	
   rapide	
   d’augmentation	
   de	
   la	
  
fluorescence	
   et	
   la	
   deuxième	
   exponentielle	
  modélise	
   la	
   deuxième	
   phase	
   lente.	
   Cela	
   indique	
   que	
   la	
  
polymérisation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   en	
   deux	
   étapes	
   avec	
   une	
   polymérisation	
   rapide	
   sur	
   les	
  
premières	
  heures	
  de	
  la	
  cinétique,	
  suivie	
  d’une	
  diminution	
  du	
  taux	
  de	
  polymérisation.	
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a)	
   	
  

b)	
   	
  

c)	
   	
  
Figure	
  56	
  :	
  Effet	
  de	
  la	
  concentration	
  sur	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

La	
  fibronectine	
  à	
  0.25,	
  0.5,	
  0.6,	
  0.75,	
  1	
  et	
  1.25	
  mg/ml	
  est	
  incubée	
  à	
  70°C	
  pendant	
  5min,	
  2,	
  8,	
  15,	
  24,	
  48,	
  72,	
  168h	
  sous	
  agitation	
  orbitale	
  de	
  
600	
  rpm.	
  a)	
  Fluorescence	
  de	
   la	
  ThT	
  en	
  présence	
  de	
   fibronectine	
  suivie	
  à	
  482	
  nm	
  au	
  cours	
  de	
   la	
  cinétique	
  d’agrégation.	
  Les	
   traits	
  pleins	
  
représentent	
  la	
  modélisation	
  des	
  cinétiques	
  selon	
  l’équation	
  à	
  double	
  exponentielle.	
  b	
  et	
  c)	
  Constantes	
  de	
  vitesse	
  d’augmentation	
  (k1	
  et	
  k2)	
  
et	
   amplitudes	
   maximales	
   (A1	
   et	
   A2)	
   de	
   fluorescence	
   de	
   la	
   ThT	
   obtenues	
   à	
   partir	
   des	
   cinétiques	
   et	
   représentées	
   en	
   fonction	
   de	
   la	
  
concentration.	
  Les	
  résultats	
  représentent	
  la	
  moyenne	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes.	
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Le	
  ratio	
  des	
  amplitudes	
  A1	
  et	
  A2	
  entre	
  les	
  deux	
  exponentielles	
  est	
  de	
  2.	
  Cela	
  suggère	
  que	
  deux	
  types	
  
d’agrégats	
  pourraient	
  être	
  formés	
  à	
  partir	
  de	
  deux	
  états	
  de	
  la	
  fibronectine	
  :	
  
	
  

Aggoff	
  ←	
  FN*Dimère	
  ↔	
  FNDimère	
  →	
  Aggon	
  

FNDimère	
  et	
  FN*Dimère	
  correspondraient	
  à	
  deux	
  états	
  conformationnels	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  présent	
  
en	
  solution.	
  Chacun	
  des	
  deux	
  états	
   forment	
  un	
  type	
  d’agrégat	
  différent.	
  Un	
  état	
  de	
   la	
   fibronectine	
  
formerait	
   des	
   agrégats	
   on-­‐pathway	
   (Aggon)	
   de	
   type	
   amyloïde,	
   alors	
   que	
   le	
   deuxième	
   état	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  native	
  formerait	
  des	
  agrégats	
  off-­‐pathway	
  (Aggoff)	
  de	
  structure	
  différente	
  et	
  liant	
  moins	
  
la	
  thioflavine	
  T.	
  	
  
A	
  faible	
  concentration,	
  la	
  formation	
  des	
  agrégats	
  on-­‐pathway	
  serait	
  majoritaire.	
  Avec	
  l’augmentation	
  
de	
  la	
  concentration,	
  la	
  formation	
  des	
  agrégats	
  off-­‐pathway	
  serait	
  favorisée	
  aux	
  dépens	
  de	
  celle	
  des	
  
agrégats	
  on-­‐pathway,	
   pouvant	
  ainsi	
   expliquer	
   la	
  diminution	
  de	
   la	
   constante	
  de	
  vitesse	
  k.	
  Ces	
  deux	
  
types	
  d’agrégats	
  pourraient	
  résulter	
  de	
  l’interaction	
  non-­‐native	
  entre	
  les	
  modules	
  de	
  la	
  fibronectine	
  
suite	
  à	
  son	
  dépliement	
  thermique	
  complexe.	
  
D’après	
  les	
  résultats	
  de	
  spectrométrie	
  de	
  masse,	
  la	
  fibronectine	
  forme	
  également	
  deux	
  populations	
  
d’agrégats	
  (Figure	
  48)	
  :	
  une	
  population	
  d’agrégat	
  de	
  petite	
  taille	
  et	
  une	
  population	
  d’agrégat	
  de	
  plus	
  
grande	
   taille	
  mais	
  portant	
  moins	
  de	
  charge	
  par	
   fibronectine.	
  On	
  peut	
  ainsi	
   supposer	
  que	
  certaines	
  
molécules	
  de	
  fibronectine	
  seraient	
  plus	
  compactes	
  (FN*Dimère)	
  et	
   formeraient	
  ainsi	
  des	
  agrégats	
  off-­‐
pathway	
   de	
   haut	
   poids	
  moléculaire	
   eux	
   aussi	
   compacts	
   et	
   liant	
  moins	
   facilement	
   la	
   ThT.	
   D’autres	
  
molécules	
   de	
   fibronectine	
   (FNDimère),	
  moins	
   compactes,	
   pourraient	
   se	
   déplier	
   plus	
   facilement	
   pour	
  
former	
   des	
   agrégats	
   on-­‐pathway	
   plus	
   petits	
   et	
   plus	
   allongés	
   qui	
   lieraient	
   mieux	
   la	
   ThT	
   dans	
   les	
  
feuillets	
  β	
  intermoléculaires.	
  
Des	
  expériences	
  complémentaires	
  sont	
  à	
  réalisées	
  afin	
  de	
  vérifier	
  le	
  modèle	
  proposé	
  ici.	
  
	
  

III.	
  B. Cinétique	
  d’assemblage	
  température	
  induite	
  

	
   La	
  cinétique	
  d’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  a	
  été	
  suivie	
  sur	
  168h	
  à	
  différentes	
  températures	
  
entre	
  49	
  et	
  70°C	
  par	
  gel	
  SDS-­‐PAGE	
  et	
  par	
  incorporation	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T.	
  
	
  

 Analyse	
  par	
  SDS-­‐PAGE	
  III.	
  B.	
  1.

	
   Les	
   cinétiques	
   d’assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   à	
   49,	
   55	
   et	
   70°C	
   sont	
   analysées	
   par	
  
électrophorèse	
   (Figure	
  57).	
  Dans	
   le	
   cas	
  de	
   la	
   fibronectine	
  native,	
   la	
   Figure	
  57.a	
  montre	
  une	
  bande	
  
majoritaire	
   de	
   dimère	
   de	
   fibronectine	
   au	
   alentour	
   de	
   450	
   kDa	
   ainsi	
   qu’une	
   bande	
   légère	
   de	
  
monomère	
  au	
  environ	
  de	
  220-­‐250	
  kDa.	
  Suite	
  au	
  traitement	
  à	
  49°C,	
  la	
  fibronectine	
  possède	
  le	
  même	
  
profil	
   de	
   bande	
   que	
   la	
   fibronectine	
   native	
   quel	
   que	
   soit	
   le	
   temps	
   d’incubation	
   (Figure	
   57.a).	
   On	
  
observe	
  également	
  la	
  persistance	
  de	
  la	
  bande	
  de	
  fibronectine	
  monomérique.	
  Cela	
  indique	
  donc	
  que	
  
même	
  si	
  elle	
  induit	
  des	
  modifications	
  de	
  structure,	
  la	
  température	
  de	
  49°C	
  n’est	
  pas	
  suffisante	
  pour	
  
provoquer	
   un	
   assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   détectable	
   par	
   électrophorèse.	
   A	
   55°C,	
   le	
   profil	
   de	
  
migration	
  de	
   la	
   fibronectine	
  à	
  5	
  minutes	
  est	
  quasi	
  similaire	
  à	
  celui	
  de	
   la	
   fibronectine	
  native	
  (Figure	
  
57.b).	
  Par	
  contre,	
  à	
  partir	
  de	
  2h,	
  des	
  bandes	
  de	
  plus	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  commence	
  à	
  apparaître.	
  
Après	
  15h,	
   l’intensité	
  de	
  la	
  bande	
  à	
  450	
  kDa	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  et	
  de	
  la	
  bande	
  de	
  haut	
  poids	
  
moléculaire	
  sont	
  quasiment	
  identiques.	
  A	
  partir	
  de	
  72h,	
  seule	
  la	
  bande	
  de	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  est	
  



	
  
Résultats-­‐Discussion	
  

	
  160	
  

détectable.	
   Toute	
   la	
   fibronectine,	
   dimérique	
   et	
   monomérique,	
   semble	
   incorporée	
   dans	
   les	
  
assemblages	
  à	
  partir	
  de	
  72h.	
  
Le	
  profil	
  de	
  migration	
  est	
  différent	
  dans	
  le	
  cas	
  du	
  traitement	
  à	
  70°C	
  (Figure	
  57.c).	
  La	
  bande	
  de	
  haut	
  
poids	
  moléculaire	
  apparaît	
  dès	
  5	
  minutes	
  d’incubation.	
  A	
  2h,	
  toutes	
  les	
  molécules	
  de	
  fibronectine	
  se	
  
retrouvent	
  dans	
   la	
  bande	
  de	
  haut	
  poids	
  moléculaire	
  et	
  ne	
  pénètrent	
  pas	
  dans	
   le	
  gel	
  de	
  séparation.	
  
Toutes	
  les	
  molécules	
  de	
  fibronectine	
  semblent	
  donc	
  être	
  incorporées	
  dans	
  les	
  assemblages,	
  avec	
  une	
  
disparition	
  totale	
  des	
  bande	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  au	
  alentour	
  de	
  250	
  et	
  450	
  kDa.	
  Les	
  agrégats	
  de	
  
haut	
  poids	
  moléculaires	
  à	
  70°C	
  se	
  forment	
  donc	
  en	
  quelques	
  minutes	
  et	
  sont	
  stables	
  jusqu’à	
  168h.	
  A	
  
168h,	
  on	
  observe	
  une	
  seule	
  bande	
  à	
  la	
  limite	
  du	
  gel	
  de	
  séparation	
  mais	
  d’intensité	
  moins	
  importante.	
  
Il	
  se	
  pourrait	
  que	
  la	
  fibronectine	
  ait	
  formé	
  des	
  assemblages	
  de	
  plus	
  haut	
  poids	
  ne	
  pénétrant	
  pas	
  dans	
  
le	
  gel	
  de	
  concentration.	
  
Ces	
   résultats	
   indiquent	
   que	
   la	
   polymérisation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   d’autant	
   plus	
   rapide	
   avec	
   la	
  
température.	
  A	
  55°C,	
  le	
  processus	
  d’assemblage	
  est	
  plus	
  lent	
  qu’à	
  70°C.	
  Le	
  dépliement	
  subit	
  à	
  55°C	
  
permettrait	
   un	
   assemblage	
   plus	
   lent	
   et	
   progressif	
   de	
   la	
   fibronectine,	
   alors	
   que	
   le	
   dépliement	
   plus	
  
important	
  à	
  70°C	
  serait	
  suffisant	
  pour	
  favoriser	
  un	
  assemblage	
  dès	
  5	
  min.	
  
	
  

a)	
  	
   	
  

b)	
   	
  

c)	
   	
  
	
  

Figure	
  57	
  :	
  Analyse	
  par	
  électrophorèse	
  de	
  la	
  cinétique	
  d’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  
La	
  fibronectine	
  est	
  assemblée	
  à	
  49°C	
  (a),	
  55°C	
  (b)	
  et	
  70°C	
  (c)	
  pendant	
  5min,	
  2,	
  8,	
  15,	
  24,	
  48,	
  72	
  et	
  168h	
  sous	
  agitation	
  orbitale	
  de	
  600	
  rpm	
  
et	
   comparée	
   à	
   la	
   fibronectine	
   native	
   (N).	
   La	
   fibronectine	
   est	
   séparée	
   en	
   conditions	
   dénaturantes	
   non-­‐réductrices.	
   Les	
   résultats	
   sont	
  
représentatifs	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes.	
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 Cinétique	
  d’assemblage	
  suivie	
  par	
  fluorescence	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  III.	
  B.	
  2.

	
   Afin	
   de	
   mieux	
   définir	
   le	
   mécanisme	
   cinétique	
   de	
   polymérisation,	
   l’assemblage	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  à	
  différentes	
   températures	
  est	
   suivi	
  par	
   incorporation	
  de	
   la	
   thioflavine	
  T	
   (ThT)	
   (Figure	
  
58).	
   Comme	
  précédemment,	
   la	
   réaction	
   d’assemblage	
   est	
   arrêtée	
   par	
   refroidissement	
   à	
   différents	
  
temps	
  de	
  la	
  cinétique	
  puis	
  la	
  ThT	
  est	
  ajoutée	
  dans	
  la	
  solution	
  de	
  fibronectine	
  pour	
  mesurer	
  son	
  pic	
  
d’émission	
  maximal	
  à	
  482	
  nm	
  après	
  excitation	
  à	
  442	
  nm.	
  La	
  Figure	
  58.a	
  montre	
  une	
  augmentation	
  de	
  
la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  avec	
  le	
  temps	
  et	
  avec	
  la	
  température.	
  L’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  est	
  
donc	
  dépendant	
  de	
  la	
  température	
  et	
  du	
  temps.	
  
La	
   Figure	
   58.a	
   présente	
   également	
   des	
   cinétiques	
   sans	
   phase	
   de	
   latence	
   quelles	
   que	
   soit	
   la	
  
température	
   et	
   peuvent	
   ainsi	
   être	
   modélisées	
   avec	
   la	
   même	
   double	
   exponentielle	
   que	
   celle	
  
présentée	
  dans	
  le	
  paragraphe	
  III.A	
  (cf.	
  p.	
  157)	
  :	
  
	
  

!   =   !   +   !! 1 − !!!!! + !! 1 − !!!!! 	
  
	
  
avec	
  y	
  l’intensité	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  au	
  temps	
  t,	
  A	
  la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  au	
  temps	
  t=0,	
  A1	
  
et	
   A2	
   l’intensité	
   de	
   fluorescence	
   de	
   la	
   ThT	
   au	
   plateau	
   pour	
   les	
   deux	
   exponentielles,	
   k1	
   et	
   k2	
   la	
  
constante	
  de	
  vitesse	
  d’augmentation	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  pour	
  les	
  deux	
  exponentielles	
  en	
  h-­‐1.	
  
	
  
Quelle	
   que	
   soit	
   la	
   température,	
   les	
   cinétiques	
   présentent	
   deux	
   phases.	
   La	
   modélisation	
   des	
  
cinétiques	
   permet	
   également	
   de	
   déterminer	
   la	
   constante	
   de	
   vitesse	
   d’augmentation	
   de	
   la	
  
fluorescence	
   (k1	
   et	
   k2)	
   et	
   l’amplitude	
  maximale	
  de	
   fluorescence	
   (A1	
   et	
  A2)	
   des	
  deux	
  exponentielles	
  
pour	
  chaque	
  cinétique	
  (Figure	
  58.b).	
  Pour	
  les	
  deux	
  exponentielles	
  de	
  la	
  cinétique,	
  A1	
  est	
  constant	
  et	
  
A2	
  augmentent	
  avec	
   la	
  concentration.	
  Dans	
   le	
  cas	
  des	
  constantes	
  de	
  vitesse	
  k,	
  k1	
  augmente	
  avec	
   la	
  
concentration	
  alors	
  que	
  k2	
  est	
  constant.	
  	
  
Ainsi,	
  la	
  première	
  exponentielle	
  modélise	
  également	
  la	
  première	
  phase	
  rapide	
  d’augmentation	
  de	
  la	
  
fluorescence	
   et	
   la	
   deuxième	
   exponentielle	
  modélise	
   la	
   deuxième	
   phase	
   lente.	
   Cela	
   indique	
   que	
   la	
  
polymérisation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   en	
   deux	
   étapes	
   avec	
   une	
   polymérisation	
   rapide	
   sur	
   les	
  
premières	
  heures	
  de	
  la	
  cinétique,	
  suivie	
  d’une	
  diminution	
  du	
  taux	
  de	
  polymérisation.	
  	
  
	
  
La	
  cinétique	
  d’assemblage	
  à	
  49°C	
  révèle	
  que	
  la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  ne	
  varie	
  pas	
  avec	
  le	
  
temps.	
  Cela	
  indique	
  qu’à	
  49°C,	
  la	
  fibronectine	
  n’est	
  pas	
  agrégée.	
  Ainsi,	
  la	
  température	
  de	
  49°C	
  n’est	
  
pas	
  pris	
  en	
  compte	
  dans	
  la	
  suite	
  de	
  l’interprétation	
  des	
  résultats	
  d’agrégation.	
  
	
  
Les	
  valeurs	
  logarithmiques	
  de	
  k1	
  et	
  k2	
  ont	
  été	
  représentées	
  en	
  fonction	
  de	
  la	
  température	
  en	
  Kelvin	
  
d’après	
  la	
  loi	
  d’Arrhenius	
  (Figure	
  58.c	
  et	
  e)	
  :	
  

! = !  ×!
!!"
!" 	
  

donc	
  	
  

!"# = !"# −
!"
!"

	
  

	
  
avec	
  k	
  la	
  constante	
  de	
  vitesse	
  d’augmentation	
  de	
  fluorescence	
  de	
  la	
  ThT,	
  a	
  la	
  constante	
  d’Arrhenius	
  
qui	
  correspond	
  au	
  facteur	
  de	
  fréquence	
  de	
  collision	
  entre	
  les	
  molécules,	
  Ea	
  l’énergie	
  d’activation	
  de	
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la	
  réaction	
  d’assemblage,	
  R	
   la	
  constante	
  des	
  gaz	
  parfaits	
  égale	
  à	
  8.314	
  J.mol-­‐1.K-­‐1,	
  T	
   la	
  température	
  
en	
  Kelvin.	
  
	
  
L’interprétation	
  des	
  résultats	
  est	
  difficile	
  avec	
  seulement	
  quatre	
  points	
  (Figure	
  58.c).	
  Néanmoins,	
  les	
  
valeurs	
  logarithmiques	
  de	
  k1	
  et	
  k2	
  peuvent	
  être	
  modélisées	
  par	
  des	
  courbes	
  de	
  tendance	
  linéaire.	
  
Les	
  pentes	
  de	
   ces	
   courbes	
  de	
   tendance	
  permettent	
  de	
   calculer	
   les	
   énergies	
  d’activation	
   (Ea)	
   de	
   la	
  
réaction	
   d’agrégation	
   de	
   la	
   fibronectine.	
   Pour	
   les	
   valeurs	
   logarithmiques	
   de	
   k1,	
   l’Ea	
   est	
   d’environ	
  
80000	
  J/mol	
  alors	
  qu’elle	
  est	
  de	
  25000	
  J/mol	
  environ	
  pour	
  k2	
  (Figure	
  58.d).	
  	
  
D’après	
  Milto	
  &	
  al,	
  la	
  formation	
  des	
  fibres	
  amyloïdes	
  de	
  la	
  protéine	
  prion	
  nécessite	
  une	
  Ea	
  d’environ	
  
170	
   000	
   J/mol.	
   La	
   dénaturation	
   préalable	
   de	
   la	
   protéine	
   par	
   l’urée	
   diminue	
   l’Ea	
   nécessaire	
   à	
   son	
  
assemblage	
  amyloïde.	
  Ainsi,	
  les	
  valeurs	
  d’Ea	
  obtenues	
  dans	
  notre	
  étude	
  montre	
  que	
  l’agrégation	
  de	
  
la	
   fibronectine	
   nécessite	
   une	
   énergie	
   moins	
   importante	
   que	
   la	
   formation	
   de	
   certains	
   autres	
  
assemblages	
   de	
   protéines	
   (Milto	
   et	
   al.	
   2014).	
   Ces	
   deux	
   valeurs	
   d’Ea	
   suggèrent	
   également	
   la	
  
formation	
   de	
   deux	
   types	
   d’agrégats	
   qui	
   se	
   formeraient	
   à	
   partir	
   de	
   deux	
   conformations	
   de	
   la	
  
fibronectine.	
  Une	
  population	
  de	
  fibronectine,	
  se	
  dépliant	
  plus	
  facilement,	
  formerait	
  plus	
  facilement	
  
des	
  agrégats	
  avec	
  une	
  barrière	
  énergétique	
  d’agrégation	
  moins	
  importante.	
   Il	
  se	
  pourrait	
  que	
  cette	
  
population	
  corresponde	
  à	
  des	
  agrégats	
  off-­‐pathway	
  et	
  lieraient	
  moins	
  la	
  ThT	
  (expliquant	
  les	
  valeurs	
  
de	
   A2	
   inférieures	
   à	
   A1).	
   La	
   deuxième	
   population	
   d’agrégats	
   aurait	
   une	
   barrière	
   énergétique	
   plus	
  
importante	
  à	
  passer	
  et	
  correspondrait	
  à	
  la	
  formation	
  d’agrégats	
  on-­‐pathway	
  liant	
  plus	
  la	
  ThT.	
  
Avec	
   l’augmentation	
   de	
   la	
   température,	
   la	
   formation	
   des	
   agrégats	
   on-­‐pathway	
   serait	
   défavorisée	
  
expliquant	
  alors	
  l’augmentation	
  de	
  la	
  constante	
  de	
  vitesse	
  k1.	
  
Ces	
   résultats	
   semblent	
   confirmer	
   le	
   modèle	
   d’un	
   assemblage	
   où	
   deux	
   réactions	
   mènent	
   à	
   la	
  
formation	
  de	
  deux	
  types	
  d’agrégats	
  différents	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  	
  
Cette	
  partie	
  des	
   résultats	
  mérite	
  d’être	
  approfondie	
  en	
  effectuant	
  des	
  mesures	
   supplémentaires	
   à	
  
des	
  températures	
  intermédiaires.	
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a)	
  	
   	
  
	
  

b)	
  	
  	
   	
  	
  	
   	
  
	
  

c)	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  

d)	
  	
   	
  
Figure	
  58	
  :	
  Effet	
  de	
  la	
  température	
  sur	
  l’assemblage	
  et	
  l’énergie	
  d’activation	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

La	
  fibronectine	
  à	
  1	
  mg/ml	
  est	
  incubée	
  à	
  49,	
  55,	
  60,	
  65	
  et	
  70°C	
  pendant	
  5min,	
  2,	
  8,	
  15,	
  24,	
  48,	
  72,	
  168h	
  sous	
  agitation	
  orbitale	
  de	
  600	
  rpm.	
  
a)	
  Fluorescence	
  de	
  la	
  ThT	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  suivie	
  à	
  482	
  nm.	
  Les	
  traits	
  pleins	
  représentent	
  la	
  modélisation	
  des	
  cinétiques	
  selon	
  
l’équation	
   à	
   double	
   exponentielle.	
   b)	
   Amplitudes	
   maximales	
   de	
   fluorescence	
   de	
   la	
   ThT	
   (A1	
   et	
   A2)	
   (à	
   gauche)	
   et	
   constantes	
   de	
   vitesse	
  
d’augmentation	
  de	
  la	
  fluorescence	
  (k1	
  et	
  k2)	
  (à	
  droite)	
  obtenues	
  à	
  partir	
  	
  des	
  cinétiques	
  et	
  représentées	
  en	
  fonction	
  de	
  la	
  température.	
  c	
  et	
  
d)	
   Représentation	
   logarithmique	
   des	
   valeurs	
   de	
   k1	
   et	
   k2	
   et	
   énergie	
   d’activation	
   déterminées	
   selon	
   la	
   loi	
   d’Arrhenius.	
   Les	
   résultats	
  
représentent	
  la	
  moyenne	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes	
  +/-­‐	
  SEM.	
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   Nous	
  avons	
  montré	
  que	
   la	
  fibronectine	
  forme	
  des	
  agrégats	
  de	
  type	
  amyloïde.	
  La	
   littérature	
  
décrit	
   une	
   polymérisation	
   généralement	
   nucléation-­‐dépendante	
   pour	
   la	
   formation	
   des	
   fibres	
  
amyloïdes	
  (cf.	
  Synthèse	
  bibliographique,	
  Partie	
  2,	
  II.A).	
  La	
  polymérisation	
  nucléation-­‐dépendante	
  se	
  
fait	
   en	
   trois	
   étapes	
  :	
   la	
   phase	
   de	
   latence	
   correspond	
   au	
   temps	
   nécessaire	
   pour	
   la	
   formation	
   d’un	
  
premier	
   noyau	
   constitué	
   de	
   deux	
   à	
   plusieurs	
   protéines,	
   puis	
   le	
   polymère	
   s’allonge	
   à	
   partir	
   de	
   ce	
  
noyau,	
  enfin	
   le	
  polymère	
  atteint	
  une	
  taille	
  stable	
  en	
  raison	
  de	
  la	
  diminution	
  de	
  la	
  concentration	
  en	
  
protéines	
   monomériques	
   dans	
   le	
   milieu	
   réactionnel.	
   Il	
   existe	
   néanmoins	
   des	
   protéines	
   dont	
   la	
  
polymérisation	
   est	
   isodesmique,	
   c’est-­‐à-­‐dire	
   en	
   deux	
   phases	
   et	
   sans	
   phase	
   de	
   latence.	
   La	
  
fibronectine	
   semble	
   faire	
   partie	
   de	
   cette	
   catégorie	
   et	
   présente	
   une	
   première	
   phase	
   rapide	
   de	
  
polymérisation	
  suivie	
  d’un	
  ralentissement	
  due	
  à	
  une	
  diminution	
  de	
  la	
  concentration	
  en	
  fibronectine	
  
native	
  dans	
  la	
  solution.	
  
	
  

 Cinétique	
  suivie	
  par	
  fluorescence	
  de	
  l’ANS	
  et	
  des	
  tryptophanes	
  	
  III.	
  B.	
  3.

	
   L’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  a	
  également	
  été	
  suivi	
  par	
  fluorescence	
  des	
  tryptophanes	
  et	
  
de	
  l’ANS	
  sur	
  168h	
  (Figure	
  59	
  et	
  Figure	
  60).	
  Suite	
  au	
  traitement	
  à	
  70°C,	
  les	
  résultats	
  montrent	
  que	
  la	
  
fluorescence	
  de	
   l’ANS	
  atteint	
  un	
  plateau	
  dès	
  2h	
  d’assemblage	
  (Figure	
  59)	
  alors	
  que	
   la	
   fluorescence	
  
intrinsèque	
  des	
  tryptophanes	
  n’atteint	
  un	
  plateau	
  qu’à	
  partir	
  de	
  15h	
  (Figure	
  60)	
  et	
  la	
  fluorescence	
  de	
  
la	
   ThT	
   atteint	
   un	
   plateau	
   à	
   48-­‐72h	
   (Figure	
   58.a).	
   Avec	
   seulement	
   trois	
   points	
   dans	
   la	
   phase	
  
croissante,	
  il	
  est	
  difficile	
  d’interpréter	
  les	
  résultats.	
  Néanmoins,	
  ces	
  données	
  indiquent	
  qu’il	
  pourrait	
  
exister	
  une	
  hiérarchie	
  dans	
  le	
  dépliement	
  et	
  la	
  mise	
  en	
  place	
  des	
  différentes	
  structures	
  permettant	
  le	
  
maintien	
   des	
   assemblages	
   avec	
  :	
   une	
   première	
   exposition	
   des	
   zones	
   hydrophobes	
   et	
   des	
  
tryptophanes	
  sur	
  les	
  premières	
  heures	
  de	
  la	
  cinétique	
  et	
  une	
  réorganisation	
  progressive	
  des	
  feuillets	
  
β	
  jusqu’à	
  48-­‐72h.	
  Néanmoins,	
  une	
  étude	
  cinétique	
  plus	
  approfondie	
  sur	
  des	
  temps	
  d’agrégation	
  plus	
  
cours	
  entre	
  0	
  et	
  1	
  heure	
  sont	
  à	
  réaliser	
  pour	
  confirmer	
  cette	
  hypothèse.	
  	
  
	
  

	
  
Figure	
  59	
  :	
  Incorporation	
  de	
  l’ANS	
  au	
  cours	
  de	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

La	
  fibronectine	
  à	
  1	
  mg/ml	
  est	
  incubée	
  à	
  70°C	
  pendant	
  5min,	
  2,	
  8,	
  15,	
  24,	
  48,	
  72,	
  168h	
  sous	
  agitation	
  orbitale	
  de	
  600	
  rpm.	
  La	
  fluorescence	
  
de	
  l’ANS	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  est	
  suivie	
  à	
  465	
  nm	
  suite	
  à	
  son	
  excitation	
  à	
  350	
  nm.	
  Les	
  résultats	
  représentent	
  la	
  moyenne	
  de	
  trois	
  
expériences	
  indépendantes	
  +/-­‐	
  SEM.	
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Figure	
  60	
  :	
  Fluorescence	
  des	
  tryptophanes	
  au	
  cours	
  de	
  l’assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  

La	
  fibronectine	
  à	
  1	
  mg/ml	
  est	
  incubée	
  à	
  70°C	
  pendant	
  5min,	
  2,	
  8,	
  15,	
  24,	
  48,	
  72,	
  168h	
  sous	
  agitation	
  orbitale	
  de	
  600	
  rpm.	
  La	
  fluorescence	
  
des	
   tryptophanes	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
   suivie	
   à	
   355	
   nm	
   après	
   excitation	
   à	
   295	
   nm.	
   Les	
   résultats	
   représentent	
   la	
   moyenne	
   de	
   trois	
  
expériences	
  indépendantes	
  +/-­‐	
  SEM.	
  

	
  
En	
  résumé	
  :	
  
La	
   fibronectine	
  présente	
  une	
  cinétique	
  de	
  polymérisation	
   isodesmique	
  en	
  deux	
  phases	
  :	
  une	
  phase	
  
rapide	
   d’assemblage	
   suivie	
   d’une	
   phase	
   plus	
   lente	
   probablement	
   en	
   raison	
   de	
   la	
   diminution	
   de	
   la	
  
concentration	
   en	
   fibronectine	
   dimérique	
   dans	
   la	
   solution.	
   L’agrégation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
  
dépendante	
  de	
   la	
  concentration,	
   la	
  température	
  et	
  du	
  temps	
  d’assemblage.	
  L’augmentation	
  de	
  ces	
  
trois	
  paramètres	
  favorise	
  la	
  polymérisation	
  isodesmique	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  
La	
   fibronectine	
   semble	
   former	
   deux	
   types	
   d’agrégats	
  :	
   des	
   agrégats	
   amyloïdes	
   on-­‐pathway	
   et	
   des	
  
agrégats	
   off-­‐pathway.	
   La	
   formation	
   des	
   agrégats	
   off-­‐pathway	
   semble	
   favorisée	
   à	
   haute	
  
concentration	
   en	
   protéine	
   et	
   basse	
   température	
   alors	
   que	
   les	
   agrégats	
   amyloïdes	
   on-­‐pathway	
  
pourraient	
   être	
   favorisés	
   à	
   haute	
   température	
   et	
   basse	
   concentration.	
   De	
   façon	
   plus	
   atypique,	
   la	
  
constante	
   d’assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   diminue	
   avec	
   la	
   concentration	
   en	
   fibronectine.	
   La	
  
constante	
   d’assemblage	
   des	
   agrégats	
   on-­‐pathway	
   augmente	
   avec	
   la	
   température	
   alors	
   qu’elle	
  
diminue	
  pour	
  les	
  agrégats	
  off-­‐pathway.	
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   La	
   dénaturation	
   thermique	
   de	
   la	
   fibronectine	
   mène	
   à	
   la	
   formation	
   d’agrégats	
   de	
   type	
  
amyloïde.	
  La	
  fonctionnalité	
  de	
  ces	
  agrégats	
  ainsi	
  que	
  leur	
  influence	
  sur	
  le	
  comportement	
  cellulaire	
  a	
  
été	
  étudiée.	
  
	
  
A	
  noter	
  dans	
  cette	
  étude	
  :	
  
Sauf	
   cas	
   indiqués,	
   les	
   agrégats	
   de	
   fibronectine	
   sont	
   formés	
   à	
   70°C	
   pendant	
   24h	
   et	
   sous	
   agitation	
  
orbitale	
   de	
   600	
   rpm	
   (tampon	
   HEPES	
   10	
   mM,	
   pH	
   7.4).	
   La	
   réaction	
   d’assemblage	
   est	
   stoppée	
   par	
  
refroidissement	
  à	
  +4°C.	
  Pour	
  les	
  études	
  cellulaires,	
  la	
  fibronectine	
  est	
  ensuite	
  diluée	
  dans	
  le	
  milieu	
  de	
  
culture.	
   Puis,	
   toutes	
   les	
   études	
   en	
   présence	
   de	
   la	
   fibronectine	
   sont	
   réalisées	
   dans	
   les	
   conditions	
  
optimales	
  de	
  culture	
  :	
  37°C	
  et	
  5%	
  de	
  CO2.	
  
	
  
	
  

I. CARACTERISATION	
   DE	
   L’ACCESSIBILITE	
   DES	
   SITES	
   DE	
   LIAISON	
   DE	
   LA	
  
FIBRONECTINE	
  

I.	
  A. Accessibilité	
  du	
  domaine	
  d’affinité	
  pour	
  la	
  gélatine	
  

	
   La	
  fibronectine	
  est	
  une	
  protéine	
  modulaire	
  qui	
  contient	
  des	
  séquences	
  d’affinité	
  à	
  différents	
  
partenaires.	
  Parmi	
  ces	
  séquences	
  se	
  trouve	
  le	
  domaine	
  de	
  liaison	
  à	
  la	
  gélatine	
  (GBD,	
  Gelatin	
  binding	
  
domain)	
  de	
  42	
  kDa	
  formé	
  des	
  domaines	
   I6-­‐9	
  et	
  qui	
  permet	
  à	
   la	
   fibronectine	
  de	
  se	
   lier	
  au	
  collagène.	
  
Cette	
   séquence	
   GBD	
   correspond	
   également	
   à	
   une	
   des	
   séquences	
   d’auto-­‐assemblage	
   de	
   la	
  
fibronectine.	
  C’est	
  pourquoi	
  l’accessibilité	
  de	
  cette	
  séquence	
  GBD	
  une	
  fois	
  la	
  fibronectine	
  agrégée	
  a	
  
été	
  étudiée	
  par	
  chromatographie	
  d’affinité	
  (Figure	
  61).	
  L’analyse	
  des	
  résultats	
  montre	
  que	
  l’affinité	
  
des	
  agrégats	
  pour	
   la	
  gélatine	
  n’est	
  pas	
  modifiée	
   si	
   la	
   fibronectine	
  est	
   incubée	
  à	
  49°C,	
  alors	
  qu’elle	
  
diminue	
  avec	
  l’élévation	
  de	
  la	
  température	
  d’assemblage	
  à	
  55°C	
  et	
  70°C	
  par	
  rapport	
  à	
  la	
  fibronectine	
  
plasmatique	
   native.	
   La	
   perte	
   d’affinité	
   est	
   d’environ	
   45%	
   pour	
   les	
   agrégats	
   formés	
   à	
   55°C	
   alors	
  
qu’elle	
  est	
  d’environ	
  65%	
  pour	
  les	
  agrégats	
  formés	
  à	
  70°C	
  par	
  rapport	
  à	
  la	
  fibronectine	
  native.	
  
	
  

	
  	
   	
  
Figure	
  61	
  :	
  Accessibilité	
  des	
  sites	
  d’affinité	
  à	
  la	
  gélatine	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  

La	
  fibronectine	
  est	
  incubée	
  24h	
  à	
  49°C,	
  55°C	
  et	
  70°C	
  sous	
  agitation	
  orbitale	
  de	
  600	
  rpm.	
  L’accessibilité	
  des	
  sites	
  est	
  déterminée	
  par	
  affinité	
  
à	
  la	
  gélatine	
  en	
  système	
  batch.	
  Les	
  résultats	
  représentent	
  la	
  moyenne	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes	
  +/-­‐	
  SEM.	
  *	
  p	
  <	
  0.05.	
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I.	
  B. Accessibilité	
  de	
  la	
  séquence	
  RGD	
  

	
   Les	
   cellules	
   adhèrent	
   à	
   la	
   fibronectine	
   en	
   partie	
   grâce	
   à	
   la	
   reconnaissance	
   de	
   la	
   séquence	
  
RGD	
  située	
  dans	
  le	
  module	
  III10.	
  Ainsi,	
  l’accessibilité	
  de	
  cette	
  séquence	
  dans	
  la	
  fibronectine	
  agrégée	
  a	
  
été	
  déterminée	
  par	
   test	
   ELISA	
  pour	
  différentes	
  quantités	
  de	
  protéine	
  pour	
   lesquelles	
  une	
   réponse	
  
linéaire	
   du	
   signal	
   en	
   fonction	
   de	
   la	
   quantité	
   en	
   fibronectine	
   a	
   été	
   observée	
   avec	
   la	
   fibronectine	
  
native	
  (Figure	
  62.a).	
  	
  
La	
  fibronectine	
  incubée	
  24h	
  à	
  49°C	
  présente	
  un	
  profil	
  d’accessibilité	
  de	
  ses	
  séquences	
  RGD	
  similaire	
  à	
  
celui	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  (Figure	
  62.b).	
  Dans	
   le	
  cas	
  des	
  agrégats	
  assemblés	
  à	
  55°C,	
  on	
  observe	
  
une	
   perte	
   de	
   cette	
   accessibilité	
   de	
   80	
   à	
   90%.	
   La	
   perte	
   d’accessibilité	
   est	
   totale	
   pour	
   les	
   agrégats	
  
formés	
  à	
  70°C.	
  

a) 	
  	
  b) 	
  
Figure	
  62	
  :	
  Accessibilité	
  de	
  la	
  séquence	
  RGD	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  

La	
  fibronectine	
  est	
  incubée	
  24h	
  à	
  49°C,	
  55°C	
  et	
  70°C	
  sous	
  agitation	
  orbitale	
  de	
  600	
  rpm.	
  Puis	
  l‘accessibilité	
  des	
  sites	
  RGD	
  est	
  déterminée	
  
par	
  test	
  ELISA.	
  a)	
  Gamme	
  étalon	
  du	
  dosage	
  des	
  séquences	
  RGD	
  de	
  la	
  fibronectine	
  native.	
  b)	
  Accessibilité	
  des	
  sites	
  RGD	
  déterminée	
  par	
  test	
  
ELISA	
   pour	
   différentes	
   quantités	
   de	
   fibronectine.	
   Les	
   résultats	
   sont	
   présentés	
   en	
   pourcentage	
   de	
   RGD	
   détecté	
   pour	
   chaque	
   forme	
   de	
  
fibronectine	
  par	
  rapport	
  à	
  la	
  fibronectine	
  native.	
  Les	
  résultats	
  représentent	
  la	
  moyenne	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes	
  en	
  triplet	
  +/-­‐	
  
SEM.	
  ***	
  correspond	
  à	
  p	
  <	
  0.005.	
  

	
  
Les	
   tests	
   d’affinité	
   et	
   les	
   tests	
   ELISA	
   montrent	
   que	
   l’agrégation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   modifie	
   son	
  
interaction	
  avec	
  deux	
  de	
  ses	
  partenaires.	
  
	
  
L’analyse	
  des	
   agrégats	
  de	
   fibronectine	
  par	
   électrophorèse	
   a	
  montré	
  que	
   le	
  processus	
  d’agrégation	
  
est	
  partiel	
  à	
  55°C.	
  Il	
  existe	
  un	
  mélange	
  entre	
  fibronectine	
  native	
  et	
  fibronectine	
  agrégée.	
  Par	
  contre,	
  
toutes	
  les	
  molécules	
  de	
  fibronectine	
  sont	
  incorporées	
  dans	
  les	
  agrégats	
  formés	
  à	
  70°C.	
  Ainsi,	
  les	
  sites	
  
RGD	
   et	
   GBD	
   accessibles	
   de	
   la	
   fibronectine	
   agrégée	
   à	
   55°C	
   pourrait	
   correspondre	
   aux	
   sites	
   des	
  
molécules	
   de	
   fibronectine	
   non-­‐incorporées	
   dans	
   les	
   agrégats.	
   Néanmoins,	
   l’analyse	
   par	
  
spectrométrie	
   de	
   masse	
   et	
   les	
   cinétiques	
   d’assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   ont	
   montré	
   que	
   deux	
  
populations	
  de	
  fibronectine	
  sont	
  formées	
  aux	
  cours	
  du	
  processus	
  d’agrégation.	
  Le	
  masquage	
  partiel	
  
des	
  sites	
  RGD	
  pourrait	
  donc	
  correspondre	
  à	
  la	
  différence	
  d’accessibilité	
  de	
  la	
  séquence	
  RGD	
  dans	
  les	
  
deux	
  populations	
  d’agrégats.	
  Une	
  des	
  populations	
  pourrait	
  avoir	
  une	
  accessibilité	
  de	
  ses	
  sites	
  altérée	
  
alors	
  que	
  la	
  deuxième	
  ne	
  serait	
  pas	
  modifiée.	
  
L’absence	
   de	
   détection	
   des	
   sites	
   RGD	
   et	
   la	
   très	
   faible	
   accessibilité	
   des	
   séquences	
   d’affinité	
   à	
   la	
  
gélatine	
  de	
   la	
   fibronectine	
  agrégée	
  à	
   70°C	
   sont	
  probablement	
  dues	
   à	
   l’incorporation	
  de	
   toutes	
   les	
  
molécules	
   de	
   fibronectine	
   dans	
   les	
   agrégats.	
   Ces	
   résultats	
   semblent	
   montrer	
   que	
   la	
   perte	
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d’accessibilité	
   à	
   ces	
   deux	
   séquences	
   est	
   probablement	
   due	
   à	
   un	
   enfouissement	
   des	
   séquences	
   au	
  
sein	
  des	
  agrégats.	
  	
  
	
  
La	
  séquence	
  d’affinité	
  à	
  la	
  gélatine	
  de	
  la	
  fibronectine	
  est	
  située	
  dans	
  la	
  partie	
  amino-­‐terminale	
  de	
  la	
  
protéine	
   et	
   comprise	
   dans	
   les	
  modules	
   I6-­‐9	
   (cf.	
   Revue	
   bibliographique,	
   Partie	
   3,	
   I.	
   B.	
   1,	
   Figure	
   31).	
  
Cette	
   partie	
   amino-­‐terminale	
   contient	
   également	
   des	
   séquences	
   d’auto-­‐assemblage	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  (cf.	
  Revue	
  bibliographique,	
  Partie	
  3,	
  I.	
  B.	
  2).	
  Ainsi,	
  la	
  perte	
  d’affinité	
  à	
  la	
  gélatine	
  pourrait	
  
être	
  concomitante	
  à	
  l’agrégation	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  La	
  séquence	
  RGD	
  se	
  trouve	
  également	
  dans	
  un	
  
site	
   cryptique	
   d’auto-­‐assemblage.	
   En	
   effet,	
   cette	
   séquence	
   se	
   trouve	
   dans	
   le	
  module	
   III9	
   qui	
   peut	
  
interagir	
  avec	
   le	
  module	
   III1	
   (Pankov	
  &	
  Yamada	
  2002).	
   Il	
  est	
  donc	
  possible	
  que	
  cette	
  séquence	
  soit	
  
également	
  impliquée	
  dans	
  une	
  interaction	
  permettant	
  l’auto-­‐assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine.	
  
	
  
Contrairement	
  à	
  ce	
  qui	
  est	
  observé	
  ici,	
  des	
  études	
  antérieures	
  ont	
  montré	
  que	
  la	
  dénaturation	
  de	
  la	
  
fibronectine	
  par	
   l’urée	
  permet	
  de	
   former	
  des	
  agrégats	
  qui	
   conservent	
   leur	
  affinité	
  pour	
   la	
  gélatine	
  
(Patel	
   et	
   al.	
   2006).	
   La	
   fibronectine	
   semble	
   donc	
   capable	
   de	
   former	
   différents	
   assemblages	
  
supramoléculaires	
  dont	
  les	
  séquences	
  d’auto-­‐assemblage	
  restent	
  à	
  mieux	
  définir.	
  
	
  
D’autre	
  part,	
  la	
  séquence	
  d’affinité	
  à	
  la	
  gélatine	
  contenue	
  dans	
  la	
  fibronectine	
  est	
  un	
  site	
  de	
  clivage	
  
de	
   plusieurs	
   protéases	
   dont	
   la	
   plasmine	
   ou	
   la	
   thrombine.	
   C’est	
   également	
   une	
   séquence	
  
d’interaction	
  pour	
  l’intégrine	
  α5β1	
  (Pankov	
  &	
  Yamada	
  2002).	
  En	
  conséquence,	
  la	
  reconnaissance	
  des	
  
agrégats	
  par	
  les	
  protéases	
  et	
  les	
  intégrines	
  pourrait	
  être	
  altérée.	
  
	
  
	
  
En	
  résumé	
  :	
  
L’accessibilité	
  des	
  séquences	
  RGD	
  de	
  liaison	
  aux	
  cellules	
  et	
  GBD	
  d’affinité	
  à	
  la	
  gélatine	
  est	
  diminuée	
  
avec	
  l’agrégation	
  de	
  la	
  fibronectine.	
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II. CARACTERISATION	
   DE	
   L’INFLUENCE	
   DES	
   AGREGATS	
   DE	
   FIBRONECTINE	
  
SUR	
  LES	
  CELLULES	
  
	
   L’état	
  de	
  type	
  amyloïde	
  et	
  la	
  moindre	
  accessibilité	
  des	
  deux	
  sites	
  d’interaction,	
  RGD	
  et	
  GBD,	
  
pourraient	
   modifier	
   les	
   interrelations	
   cellules-­‐fibronectine	
   et	
   les	
   réponses	
   cellulaires	
   qui	
   en	
  
découlent.	
  
	
  
REMARQUE	
  INTRODUCTIVE	
  :	
  
L’objectif	
  du	
  travail	
  étant	
  de	
  déterminer	
  l’effet	
  des	
  agrégats	
  de	
  la	
  fibronectine	
  sur	
  le	
  comportement	
  
cellulaire	
  par	
  rapport	
  à	
  la	
  fibronectine	
  sous	
  sa	
  forme	
  native	
  dimérique,	
  il	
  a	
  fallu	
  dès	
  les	
  prémices	
  de	
  
l’étude	
   s’interroger	
   sur	
   le	
   choix	
  du	
  modèle	
   cellulaire.	
   L’influence	
  des	
   assemblages	
  de	
  protéines	
  de	
  
type	
  amyloïde	
  est	
  très	
  souvent	
  étudiée	
  sur	
  les	
  cellules	
  nerveuses	
  en	
  raison	
  de	
  leur	
  implication	
  dans	
  
les	
   maladies	
   neurodégénératives.	
   Cependant,	
   il	
   a	
   récemment	
   été	
   montré	
   que	
   des	
   protéines	
  
impliquées	
  dans	
  la	
  régulation	
  de	
  l’apoptose,	
  notamment	
  Bcl-­‐xL	
  ou	
  p53	
  (Chenal	
  et	
  al.	
  2012;	
  Ano	
  Bom	
  
et	
   al.	
   2012)	
   (cf.	
   Revue	
   bibliographique,	
   Partie	
   2,	
   III.	
   A),	
   forment	
   également	
   des	
   assemblages	
  
fonctionnels	
   de	
   type	
   amyloïde	
   dans	
   les	
   cellules	
   cancéreuses.	
   En	
   outre,	
   l’étude	
   de	
   Huang	
   &	
   al	
   a	
  
montré	
  que	
   les	
  assemblages	
   fibrillaires	
  de	
   type	
  amyloïde	
  de	
   fibronectine	
   formés	
  par	
   sonication	
  en	
  
présence	
  de	
  détergent	
  altèrent	
   la	
  viabilité	
  des	
  cellules	
  cancéreuses	
  ovariennes	
  SKOV3	
  (Huang	
  et	
  al.	
  
2010).	
   Cette	
   étude	
   pouvait	
   donc	
   correspondre	
   à	
   un	
   cas	
   comparatif	
   pour	
   notre	
   travail.	
   Ainsi,	
   le	
  
modèle	
  cellulaire	
  choisi	
  pour	
  notre	
  étude	
  est	
  celui	
  des	
  cellules	
  cancéreuses	
  SKOV3.	
  
D’autre	
   part,	
   ces	
   cellules	
   sont	
   capables	
   de	
   remodeler	
   la	
   fibronectine	
   et	
   peuvent	
   donc	
   l’incorporer	
  
dans	
  les	
  réseaux	
  matriciels	
  et/ou	
  la	
  dégrader	
  (Kenny	
  et	
  al.	
  2008).	
  Ainsi,	
  ces	
  cellules	
  seront	
  sensibles	
  à	
  
l’apport	
  exogène	
  de	
  fibronectine.	
  
Des	
   études	
   préliminaires	
   ont	
   également	
   été	
   réalisées	
   sur	
   les	
   fibroblastes	
   et	
   les	
   CHO	
   K1	
   qui	
   sont	
  
également	
  capables	
  de	
  sécréter	
  et/ou	
  remodeler	
  la	
  fibronectine.	
  
	
  

II.	
  A. Analyse	
  de	
  la	
  viabilité	
  cellulaire	
  

	
   Nous	
   avons	
   dans	
   un	
   premier	
   temps	
   testé	
   la	
   viabilité	
   des	
   cellules	
   SKOV3	
   en	
   présence	
   des	
  
agrégats	
   formés	
   à	
   70°C.	
   Après	
   16h	
   de	
   culture,	
   les	
   résultats	
  montrent	
   que	
   la	
   viabilité	
   cellulaire	
   est	
  
inchangée	
  y	
  compris	
  en	
  présence	
  de	
  concentrations	
  élevées	
  d’agrégats	
  de	
  fibronectine	
  (Figure	
  63.a).	
  
Ce	
  résultat	
  est	
  reproductible	
  sur	
  des	
  temps	
  d’incubation	
  plus	
  long	
  de	
  48h	
  (Figure	
  63.b).	
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a)	
  	
  	
  	
  	
   	
  

b)	
  	
  	
  	
  	
   	
  
Figure	
  63	
  :	
  Viabilité	
  des	
  cellules	
  cancéreuses	
  SKOV3	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  

Les	
   cellules	
   SKOV3	
   sont	
   cultivées	
   16h	
   ou	
   48h	
   en	
   présence	
   de	
   différentes	
   concentrations	
   de	
   fibronectine	
   native	
   ou	
   agrégée	
  à	
   70°C.	
   Les	
  
résultats	
  sont	
  présentés	
  en	
  pourcentage	
  de	
  cellules	
  viables	
  par	
  rapport	
  au	
  contrôle	
  sans	
  fibronectine.	
  a)	
  Viabilité	
  à	
  16h.	
  b)	
  Viabilité	
  à	
  48h.	
  
Les	
  résultats	
  représentent	
  la	
  moyenne	
  de	
  quatre	
  expériences	
  indépendantes	
  en	
  triplet	
  +/-­‐	
  SEM.	
  

	
  
	
   Contrairement	
  à	
  ce	
  que	
  nous	
  observons,	
  les	
  études	
  menées	
  par	
  Huang	
  &	
  al	
  ont	
  montré	
  que	
  
des	
  assemblages	
   fibrillaires	
  de	
   type	
  amyloïde	
  de	
   la	
   fibronectine	
   formés	
  par	
  sonication	
  en	
  présence	
  
de	
   SDS	
   induisent	
   l’apoptose	
   des	
   cellules	
   SKOV3	
   (Huang	
   et	
   al.	
   2010).	
   Compte	
   tenu	
   du	
   caractère	
  
amyloïde	
   des	
   agrégats	
   de	
   fibronectine	
   que	
   nous	
   obtenons,	
   l’absence	
   de	
   cytotoxicité	
   peut	
   paraître	
  
surprenant.	
  S’ils	
  sont	
  généralement	
  cytotoxiques,	
  les	
  assemblages	
  amyloïdes	
  présentent	
  une	
  grande	
  
diversité	
  de	
  structures	
  avec	
  différents	
  potentiels	
  cytotoxiques	
  (Marshall	
  et	
  al.	
  2014).	
  Les	
  assemblages	
  
formés	
  dans	
  notre	
  étude	
  sont	
  différents	
  de	
  ceux	
  de	
  Huang	
  &	
  al	
  :	
  la	
  fibronectine	
  forme	
  des	
  agrégats	
  
et	
   non	
  des	
   fibres,	
   ce	
  qui	
   peut	
   expliquer	
   la	
   différence	
  de	
   cytotoxicité.	
  Ainsi,	
   les	
  deux	
  morphologies	
  
d’assemblage,	
  fibres	
  et	
  agrégats,	
  pourraient	
  générer	
  des	
  signaux	
  topographiques	
  différents	
  auxquels	
  
les	
  cellules	
  répondraient	
  différemment.	
  McKeown-­‐Long	
  &	
  al	
  ont	
  montré	
  que	
  la	
  polymérisation	
  de	
  la	
  
fibronectine	
   induit	
   par	
   l’anastelline	
   empêche	
   également	
   la	
   prolifération	
   des	
   cellules	
   endothéliales	
  
(Ambesi	
  et	
  al.	
  2005;	
  Ambesi	
  &	
  McKeown-­‐Longo	
  2014).	
  Ces	
  données	
  et	
  nos	
  résultats	
   indiquent	
  que	
  
malgré	
  une	
   structure	
  commune	
  en	
   feuillets	
  β	
   intermoléculaires,	
   la	
   fibronectine	
  peut	
   former	
  divers	
  
assemblages	
  avec	
  des	
  effets	
  cytotoxiques	
  et	
  cytostatiques	
  différents.	
  
D’autre	
  part,	
   s’ils	
   ont	
   longtemps	
  été	
  étudiés	
  pour	
   leur	
   cytotoxicité,	
   des	
  études	
   récentes	
   tendent	
  à	
  
montrer	
   la	
   formation	
   d’assemblages	
   amyloïdes	
   dit	
   «	
  fonctionnels	
  ».	
   Par	
   exemple,	
   l’agrégation	
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amyloïde	
  des	
  protéines	
  p53	
  inhibe	
  leur	
  fonction	
  pro-­‐apoptotique	
  et	
  confère	
  aux	
  cellules	
  cancéreuses	
  
un	
  potentiel	
  oncogénique	
  accrue	
  (Xu	
  et	
  al.	
  2011;	
  Ano	
  Bom	
  et	
  al.	
  2012).	
  	
  
	
  

II.	
  B. Analyse	
  de	
  l’incorporation	
  matricielle	
  	
  

	
   La	
   fibronectine	
  plasmatique	
  soluble	
  est	
   incorporée	
  dans	
   les	
  matrices	
  solides	
  au	
  cours	
  de	
   la	
  
fibrillogenèse.	
   Ce	
   processus	
   est	
   essentiel	
   pour	
   qu’elle	
   exerce	
   ses	
   effets	
   régulateurs.	
   Nous	
   nous	
  
sommes	
  donc	
  intéressés	
  à	
  savoir	
  si	
  la	
  fibronectine	
  sous	
  sa	
  forme	
  agrégée	
  conserve	
  sa	
  capacité	
  à	
  être	
  
incorporée	
   dans	
   les	
   matrices	
   cellulaires.	
   Pour	
   cela,	
   des	
   cellules	
   adhérentes	
   ont	
   été	
   incubées	
   en	
  
présence	
  de	
   fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  à	
  70°C	
  apportée	
  en	
  solution	
  dans	
   le	
  milieu	
  de	
  culture.	
  
L’incorporation	
  de	
   la	
   fibronectine	
  a	
   été	
   analysée	
  pour	
   différents	
   types	
   cellulaires	
   ayant	
   des	
   profils	
  
d’expression	
   et	
   de	
   remodelage	
   de	
   la	
   fibronectine	
   différents	
  :	
   les	
   fibroblastes	
   de	
   lignée	
   BJ	
   qui	
  
sécrètent	
  et	
  assemblent	
   la	
   fibronectine,	
   les	
  cellules	
  épithéliales	
  ovariennes	
  saines	
  de	
   la	
   lignée	
  CHO	
  
K1	
  qui,	
  dans	
  nos	
  conditions,	
  n’expriment	
  pas	
  de	
  fibronectine	
  endogène	
  mais	
  sont	
  capables	
  de	
  former	
  
un	
  réseau	
  matriciel	
  à	
  partir	
  de	
  fibronectine	
  exogène	
  et	
  enfin	
  les	
  cellules	
  cancéreuses	
  ovariennes	
  de	
  
lignée	
  SKOV3	
  qui	
  synthétisent	
  peu	
  la	
  fibronectine	
  mais	
  la	
  remodèlent	
  au	
  cours	
  des	
  processus	
  invasifs	
  
(Figure	
  64,	
  colonne	
  témoin).	
  
Pour	
  les	
  fibroblastes	
  BJ	
  et	
  les	
  cellules	
  CHO	
  K1,	
  on	
  observe	
  une	
  incorporation	
  matricielle	
  importante	
  
de	
  la	
  fibronectine	
  native	
  suite	
  à	
  son	
  ajout	
  dans	
  le	
  milieu	
  cellulaire	
  (en	
  rouge)	
  (Figure	
  64,	
  colonne	
  2).	
  
Dans	
   le	
   cas	
   des	
   cellules	
   SKOV3,	
   on	
   observe	
   que	
   l’apport	
   de	
   fibronectine	
   native	
   en	
   solution	
   à	
   une	
  
concentration	
  de	
  50	
  µg/ml	
  n’est	
   pas	
   suffisant	
  pour	
   la	
   formation	
  du	
   réseau.	
   Le	
   réseau	
  n’est	
   visible	
  
qu’à	
  partir	
  d’un	
  apport	
  en	
  fibronectine	
  native	
  à	
  une	
  concentration	
  de	
  100	
  µg/ml.	
  Ce	
  réseau	
  est	
  plus	
  
important	
  avec	
  la	
  concentration	
  de	
  500	
  µg/ml	
  (Figure	
  64,	
  colonne	
  2).	
  
En	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  agrégée	
  à	
  70°C,	
  le	
  réseau	
  matriciel	
  de	
  fibronectine	
  est	
  atténuée	
  quelle	
  
que	
  soit	
  la	
  lignée	
  considérée	
  (Figure	
  64,	
  colonne	
  3).	
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Figure	
  64	
  :	
  Formation	
  in	
  vitro	
  du	
  réseau	
  matriciel	
  de	
  fibronectine	
  en	
  présence	
  ou	
  non	
  de	
  fibronectine	
  native	
  
ou	
  agrégée	
  

Les	
  cellules	
  adhérentes	
  sont	
  cultivées	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  à	
  70°C.	
  Les	
  fibroblastes	
  BJ	
  et	
  les	
  cellules	
  CHO	
  K1	
  sont	
  
respectivement	
  incubés	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  à	
  25	
  µg/ml	
  et	
  50	
  µg/ml.	
  Les	
  cellules	
  SKOV3	
  sont	
  incubées	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  
à	
  50,	
  100	
  ou	
  500	
  µg/ml.	
  En	
  bleu,	
  marquage	
  des	
  noyaux	
  au	
  DAPI.	
  En	
  rouge,	
  immunomarquage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  (barre	
  d’échelle	
  :	
  100	
  µm).	
  
Les	
  résultats	
  sont	
  représentatifs	
  d’au	
  moins	
  deux	
  expériences	
  indépendantes	
  et	
  de	
  trois	
  champs	
  d’acquisition.	
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Les	
   cellules	
   utilisées	
   dans	
   cette	
   expérience	
   expriment	
   toutes	
   les	
   intégrines	
  α5β1	
   nécessaires	
   à	
   la	
  
fibrillogenèse	
  (Robinson	
  et	
  al.	
  2003;	
  Lobert	
  et	
  al.	
  2010;	
  Peng	
  et	
  al.	
  2012).	
  La	
  fibrillogenèse	
  est	
  initiée	
  
en	
  partie	
  par	
  ces	
  intégrines	
  α5β1	
  qui	
  reconnaissent	
  la	
  séquence	
  RGD	
  et	
  les	
  intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  αv	
  
(Boregowda	
  et	
  al.	
  2012;	
  Jia	
  et	
  al.	
  2012).	
  Ainsi,	
  l’altération	
  de	
  l’incorporation	
  matricielle	
  pourrait	
  être	
  
le	
  résultat	
  de	
  la	
  perte	
  d’accessibilité	
  de	
  ce	
  site	
  RGD.	
  
Les	
   cellules	
   saines	
   CHO	
   K1	
   et	
   fibroblastes	
   BJ	
   forment	
   un	
   réseau	
   dense	
   à	
   partir	
   de	
   la	
   fibronectine	
  
native	
  alors	
  que	
  les	
  cellules	
  cancéreuses	
  ovariennes	
  SKOV3	
  le	
  forme	
  difficilement,	
  sauf	
  à	
  très	
  haute	
  
concentration	
  en	
  protéine.	
  La	
  capacité	
  à	
  faire	
  de	
  la	
  fibrillogenèse	
  ne	
  dépend	
  donc	
  pas	
  de	
  l’expression	
  
de	
   ces	
   intégrines	
   mais	
   plutôt	
   du	
   phénotype	
   cellulaire.	
   La	
   fibrillogenèse	
   de	
   la	
   fibronectine	
   est	
  
inversement	
  proportionnelle	
  aux	
  capacités	
  invasives	
  des	
  cellules	
  (Sabari	
  et	
  al.	
  2011;	
  Jia	
  et	
  al.	
  2012).	
  
La	
   moindre	
   fibrillogenèse	
   observée	
   avec	
   les	
   cellules	
   SKOV3	
   pourrait	
   être	
   liée	
   à	
   leurs	
   propriétés	
  
invasives.	
  D’ailleurs,	
  Kenny	
  &	
  al	
  ont	
  montré	
  que	
   la	
  première	
  étape	
  de	
   la	
  dissémination	
  des	
  cellules	
  
SKOV3	
   est	
   médiée	
   par	
   le	
   clivage	
   rapide	
   de	
   la	
   fibronectine	
   par	
   les	
   MMP-­‐2,	
   expliquant	
   ainsi	
  
l’abondance	
  de	
  cette	
  protéine	
  dans	
  le	
  stroma	
  et	
  son	
  absence	
  dans	
  les	
  foyers	
  tumoraux	
  (Kenny	
  et	
  al.	
  
2008).	
  
Klein	
  et	
  Prabhakaran	
  ont	
  montré	
  que	
  l’anastelline,	
  un	
  fragment	
  de	
  la	
  fibronectine	
  impliqué	
  dans	
  sa	
  
polymérisation,	
  peut	
  se	
  lier	
  au	
  réseau	
  de	
  fibronectine	
  préexistant	
  pour	
  altérer	
  son	
  organisation	
  (Klein	
  
et	
  al.	
  2003;	
  Prabhakaran	
  et	
  al.	
  2009).	
  Dans	
  notre	
  étude,	
  la	
  forme	
  agrégée	
  de	
  la	
  fibronectine	
  semble	
  
avoir	
  un	
  effet	
  similaire	
  et	
  limite	
  son	
  incorporation	
  dans	
  les	
  réseaux	
  matriciels	
  formés	
  par	
  les	
  cellules.	
  
La	
   fibronectine	
   possède	
   un	
   rôle	
   «	
  stabilisateur/organisateur	
  »	
   de	
   la	
  matrice.	
   La	
   déstructuration	
   de	
  
son	
  réseau	
  matriciel	
  formé	
  par	
  les	
  cellules	
  mène	
  à	
  la	
  désorganisation	
  des	
  réseaux	
  d’autres	
  molécules	
  
dont	
  le	
  collagène,	
  la	
  fibrine	
  et	
  la	
  thrombospondine	
  (Shi	
  &	
  Sottile	
  2008;	
  Shi	
  &	
  Sottile	
  2011;	
  Pereira	
  et	
  
al.	
  2002;	
  Sottile	
  &	
  Hocking	
  2002;	
  Shi	
  et	
  al.	
  2010;	
  Ramanathan	
  &	
  Karuri	
  2014).	
  Ainsi,	
   l’influence	
  des	
  
agrégats	
   de	
   fibronectine	
   dans	
   l’organisation	
   des	
   différentes	
  molécules	
   de	
   la	
  matrice	
   pourrait	
   être	
  
suivi	
  par	
  immunomarquage	
  et	
  microscopie.	
  	
  
Ambesi	
  &	
  al	
  ont	
  montré	
  que	
  la	
  modification	
  du	
  réseau	
  de	
  fibronectine	
  en	
  présence	
  de	
  l’anastelline	
  
impacte	
  les	
  comportements	
  cellulaires	
  en	
  inhibant	
  la	
  prolifération	
  des	
  cellules	
  endothéliales	
  (Ambesi	
  
&	
  McKeown-­‐Longo	
  2014).	
  Ainsi,	
   la	
  perte	
  de	
   l’incorporation	
  matricielle	
  des	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  
peut	
  influencer	
  d’autres	
  comportements	
  cellulaires	
  dont	
  l’adhérence	
  et	
  la	
  migration	
  cellulaire.	
  
	
  

II.	
  C. Analyse	
  de	
  l’adhérence	
  et	
  de	
  l’étalement	
  cellulaire	
  

	
   La	
   capacité	
   des	
   cellules	
   SKOV3	
   à	
   adhérer	
   sur	
   la	
   fibronectine	
   a	
   été	
   déterminée	
   par	
   test	
  
colorimétrique	
  au	
  crystal	
  violet.	
  
La	
  Figure	
  65.a	
  montre	
  que	
  l’adhérence	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  sur	
  la	
  fibronectine	
  native	
  est	
   importante	
  
dès	
   la	
   concentration	
  de	
  1	
  µg/ml.	
   L’adhérence	
  est	
  maximale	
  dès	
   5	
  µg/ml.	
   Lorsque	
   les	
   cellules	
   sont	
  
ensemencées	
  sur	
  un	
  revêtement	
  de	
  fibronectine	
  traitée	
  à	
  49°C,	
  le	
  profil	
  d’adhérence	
  est	
  similaire	
  à	
  
celui	
  sur	
  recouvrement	
  de	
  fibronectine	
  native.	
  
Sur	
   un	
   revêtement	
   à	
   1	
  µg/ml	
   de	
   fibronectine	
   agrégée	
   à	
   55°C,	
   l’adhérence	
   est	
   diminuée	
   de	
   55%.	
  
Néanmoins,	
  avec	
  l’augmentation	
  de	
  la	
  concentration	
  en	
  fibronectine	
  agrégée	
  à	
  55°C,	
  l’adhérence	
  des	
  
cellules	
  SKOV3	
  augmente.	
  
En	
   revanche,	
  en	
  présence	
  des	
  agrégats	
   formés	
  à	
  70°C,	
   l’inhibition	
  d’adhérence	
  est	
  de	
  plus	
  de	
  80%	
  
quelle	
  que	
  soit	
  la	
  concentration	
  en	
  fibronectine.	
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L’analyse	
  par	
  microscopie	
  confocale	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  adhérentes	
  sur	
   la	
   fibronectine	
  native	
  après	
  
marquage	
   du	
   cytosquelette	
   montre	
   qu’elles	
   s’étalent.	
   Elles	
   présentent	
   une	
   morphologie	
   étalée	
  
caractéristique	
  avec	
  une	
  organisation	
  de	
  l’actine	
  corticale	
  et	
  sous	
  forme	
  de	
  fibre	
  de	
  stress	
  à	
  24h	
  sur	
  
un	
   coating	
   de	
   fibronectine	
   native	
   ou	
   traitée	
   à	
   49°C	
   (Figure	
   65.b).	
   Sur	
   revêtement	
   de	
   fibronectine	
  
agrégée	
  à	
  55	
  et	
  70°C,	
  les	
  cellules	
  	
  présentent	
  des	
  morphologies	
  moins	
  étalées.	
  	
  
La	
   perte	
   d’adhérence	
   cellulaire	
   est	
   souvent	
   associée	
   à	
   l’anoïkis	
   (mort	
   cellulaire	
   par	
   perte	
  
d’adhérence)	
  (Paoli	
  et	
  al.	
  2013).	
  Néanmoins,	
  nous	
  avons	
  montré	
  que	
  les	
  agrégats	
  n’ont	
  pas	
  d’activité	
  
cytotoxique	
   sur	
   les	
   cellules	
   SKOV3	
   (Figure	
   63).	
   Ainsi,	
   les	
   agrégats	
   semblent	
   entrainer	
   un	
   retard	
  de	
  
l’adhérence	
  et	
  de	
  l’étalement	
  plutôt	
  qu’une	
  mort	
  cellulaire.	
  
	
  

a)	
   	
  	
  
	
  

b)	
  	
   	
  
	
  

Figure	
  65	
  :	
  Adhérence	
  et	
  étalement	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  sur	
  coating	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  
a)	
   Adhérence	
   des	
   cellules	
   SKOV3,	
   après	
   15	
  minutes,	
   sur	
   revêtement	
   de	
   fibronectine	
   native	
   ou	
   incubée	
   à	
   49,	
   55	
   et	
   70°C	
   à	
   différentes	
  
concentrations.	
  Les	
  résultats	
  représentent	
  la	
  moyenne	
  de	
  quatre	
  expériences	
  indépendantes	
  en	
  triplet	
  +/-­‐	
  SEM.	
  *	
  correspond	
  à	
  p	
  <	
  0.01	
  et	
  
***	
  à	
  p	
  <	
  0.005.	
  b)	
  Etalement	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  observé	
  par	
  microscopie	
  confocale	
  après	
  marquage	
  du	
  cytosquelette	
  à	
  la	
  phalloïdine.	
  Les	
  
cellules	
  sont	
   incubées	
  24h	
  sur	
  coating	
  à	
  50	
  µg/ml	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
   incubée	
  à	
  49,	
  55	
  et	
  70°C.	
  En	
  bleu,	
  marquage	
  des	
  noyaux	
  au	
  
DAPI.	
  En	
  vert,	
  marquage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine	
  à	
   la	
  phalloïdine	
   (barre	
  d’échelle	
  :	
  100	
  µm).	
   Les	
   résultats	
   sont	
   représentatifs	
  de	
  deux	
  
expériences	
  indépendantes	
  et	
  trois	
  champs	
  d’acquisition.	
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La	
  forme	
  agrégée	
  de	
  la	
  fibronectine	
  pourrait	
  mener	
  à	
  la	
  formation	
  d’un	
  revêtement	
  non-­‐homogène.	
  
Ainsi,	
   les	
   tests	
   d’adhérence	
   ont	
   également	
   été	
   réalisés	
   avec	
   apport	
   exogène	
   en	
   solution	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  (Figure	
  66).	
  
Dans	
  ces	
  conditions,	
   le	
  profil	
  d’adhérence	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  exogène	
  
native	
  ou	
  incubée	
  à	
  49°C	
  est	
  similaire.	
  
L’adhérence	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  agrégée	
  à	
  55°C	
  est	
  également	
  similaire	
  
au	
   profil	
   d’adhérence	
   en	
   présence	
   de	
   fibronectine	
   native.	
   L’apport	
   exogène	
   en	
   solution	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  agrégée	
  à	
  55°C	
  ne	
  semble	
  donc	
  pas	
  modifier	
   l’adhérence	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  pour	
  des	
  
concentrations	
  en	
  fibronectine	
  inférieures	
  ou	
  égales	
  à	
  10	
  µg/ml.	
  
La	
   fibronectine	
   agrégée	
   à	
   70°C	
   inhibe	
   l’adhérence	
   des	
   cellules	
   SKOV3	
   de	
   30-­‐45%	
   par	
   rapport	
   à	
   la	
  
fibronectine	
  native.	
  
	
  

	
  	
   	
  
Figure	
  66	
  :	
  Adhérence	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  avec	
  apport	
  exogène	
  en	
  solution	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  
Adhérence	
   des	
   cellules	
   SKOV3,	
   après	
   1h,	
   en	
   présence	
   de	
   fibronectine	
   exogène	
   native	
   ou	
   incubée	
   à	
   49,	
   55	
   et	
   70°C	
   à	
   différentes	
  
concentrations.	
  Les	
  résultats	
  représentent	
  la	
  moyenne	
  de	
  quatre	
  expériences	
  indépendantes	
  en	
  triplet	
  +/-­‐	
  SEM.	
  ***	
  p	
  <	
  0.005.	
  

	
  
L’influence	
  des	
  agrégats	
  de	
   fibronectine	
  en	
  solution	
  sur	
   la	
  morphologie	
  cellulaire	
  a	
  été	
  étudiée	
  par	
  
microscopie.	
   Pour	
   cela,	
   les	
   cellules	
   SKOV3	
   sont	
   cultivées	
   dans	
   les	
   conditions	
   optimales	
   de	
   culture	
  
pendant	
   6h.	
   Suite	
   à	
   leur	
   adhérence,	
   les	
   cellules	
   sont	
   privées	
   de	
   sérum	
   pendant	
   une	
   nuit	
   puis	
  
cultivées	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  à	
  25	
  µg/ml	
  pendant	
  6h.	
  
Les	
  clichés	
  de	
  microscopie	
  montrent	
  que	
  les	
  cellules	
  SKOV3	
  ont	
  une	
  morphologie	
  étalée	
  en	
  présence	
  
de	
   fibronectine	
   native	
   (Figure	
   67.a).	
   Par	
   contre,	
   en	
   présence	
   d’agrégats	
   les	
   cellules	
   ont	
   une	
  
morphologie	
  plus	
  étirée.	
  Le	
  CSI	
  (cell	
  shape	
  index)	
  ou	
  indice	
  de	
  morphologie	
  cellulaire	
  a	
  été	
  déterminé	
  
(Figure	
  67.b).	
  Un	
  indice	
  de	
  1	
  reflète	
  une	
  cellule	
  étalée	
  circulaire,	
  alors	
  qu’un	
  indice	
  de	
  0	
  correspond	
  à	
  
une	
  cellule	
  étirée.	
  	
  
Le	
  pourcentage	
  de	
  cellules	
  étalées	
  circulaires	
   (en	
  rouge	
  sur	
   l’histogramme)	
  est	
  similaire	
   lorsque	
   les	
  
cellules	
   sont	
   cultivées	
   en	
   présence	
   de	
   fibronectine	
   native	
   ou	
   agrégée	
   à	
   70°C.	
   En	
   revanche,	
   le	
  
pourcentage	
  de	
  cellules	
  étirées	
   (en	
  vert	
   sur	
   l’histogramme)	
  augmente	
  significativement	
  de	
  22%	
  en	
  
présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  à	
  34%	
  en	
  présence	
  de	
   la	
   fibronectine	
  agrégée	
  à	
  70°C.	
  Cela	
   indique	
  
que	
  les	
  agrégats	
  favorisent	
  la	
  formation	
  d’une	
  sous-­‐population	
  cellulaire	
  à	
  morphologie	
  allongée.	
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a)	
   	
  
	
  

b)	
   	
  
	
  

Figure	
  67	
  :	
  Morphologie	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  
Les	
  cellules	
  SKOV3	
  adhérentes	
  sont	
  privées	
  de	
  sérum	
  pendant	
  une	
  nuit	
  puis	
  cultivées	
  pendant	
  6h	
  en	
  présence	
  de	
  25	
  µg/ml	
  de	
  fibronectine	
  
native	
  ou	
  agrégée	
  à	
  70°C.	
  a)	
  Morphologie	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  observée	
  par	
  microscopie	
  confocale.	
  En	
  bleu,	
  marquage	
  des	
  noyaux	
  au	
  DAPI.	
  
En	
   vert,	
  marquage	
   du	
   cytosquelette	
   d’actine	
   à	
   la	
   phalloïdine	
   (barre	
   d’échelle	
  :	
   100	
  µm).	
   b)	
   Indice	
   de	
  morphologie	
   des	
   cellules	
   SKOV3.	
  
L’analyse	
   a	
   été	
   effectuée	
   sur	
   un	
   total	
   de	
   317	
   (fibronectine	
   native)	
   et	
   322	
   (fibronectine	
   agrégée)	
   cellules	
   à	
   partir	
   de	
   trois	
   expériences	
  
indépendantes.	
  Les	
  résultats	
  correspondent	
  à	
  la	
  moyenne	
  de	
  3	
  expériences	
  +/-­‐SEM.	
  *	
  correspond	
  à	
  p	
  <	
  0.01.	
  	
  

	
  
En	
   conclusion,	
   le	
   changement	
  de	
   conformation	
  de	
   la	
   fibronectine	
  en	
  assemblage	
   supramoléculaire	
  
de	
  type	
  amyloïde	
  altère	
  l’adhérence	
  et	
  l’étalement	
  cellulaire.	
  	
  
Les	
   résultats	
   d’adhérence	
   ont	
  montré	
   des	
   différences	
   entre	
   le	
   recouvrement	
   (coating)	
   et	
   l’apport	
  
exogène	
  en	
  solution	
  de	
  fibronectine.	
  L’inhibition	
  de	
  l’adhérence	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  agrégée	
  
à	
   55°C	
   et	
   70°C	
   est	
   plus	
   importante	
   sur	
   un	
   revêtement.	
   Une	
   partie	
   de	
   l’inhibition	
   d’adhérence	
   est	
  
restaurée	
   en	
   présence	
   de	
   fibronectine	
   exogène.	
   Cela	
   semble	
   confirmer	
   que	
   la	
   forme	
  
supramoléculaire	
   empêche	
   le	
   revêtement	
   de	
   la	
   fibronectine	
   ou	
   alors	
   mène	
   à	
   la	
   formation	
   d’un	
  
recouvrement	
  non-­‐homogène.	
  Ces	
   éventuelles	
   variations	
  dans	
   la	
   capacité	
  d’adsorption	
  au	
   support	
  
pourraient	
  être	
  dûes	
  aux	
  modifications	
  des	
  charges	
  exposées	
  dans	
  les	
  différentes	
  conformations	
  de	
  
la	
  protéine	
  ou	
  alors,	
  pourraient	
  être	
  dû	
  à	
  une	
  modification	
  de	
  la	
  capacité	
  de	
  la	
  fibronectine	
  à	
  subir	
  
des	
   changements	
   de	
   conformations	
   lui	
   permettant	
   de	
   s’adsorber	
   (Pellenc	
   et	
   al.	
   2006;	
   Baujard-­‐
Lamotte	
  et	
  al.	
  2008).	
  
Sur	
   la	
   fibronectine	
   agrégée	
   à	
   70°C,	
   qui	
   présente	
   une	
   perte	
   d’accessibilité	
   au	
   site	
   RGD	
   totale,	
   une	
  
inhibition	
   de	
   l’adhérence	
   des	
   cellules	
   SKOV3	
   est	
   observée	
   de	
   façon	
   partielle.	
   Ainsi	
   cette	
   perte	
  
d’adhérence	
   peut	
   être	
   due	
   à	
   l’altération	
   de	
   l’accessibilité	
   des	
   sites	
   RGD.	
   Néanmoins,	
   même	
   si	
   la	
  
séquence	
  RGD	
  est	
   l’une	
  des	
  séquences	
  d’interaction	
  aux	
  cellules	
   la	
  plus	
   importante,	
   la	
  fibronectine	
  
possède	
  de	
  nombreuses	
  autres	
  séquences	
  d’interaction	
  avec	
  de	
  nombreuses	
  intégrines,	
  ce	
  qui	
  peut	
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expliquer	
  l’inhibition	
  de	
  l’adhérence	
  qui	
  n’est	
  que	
  partielle	
  (Synthèse	
  bibliographique,	
  Partie	
  1,	
  II.	
  A.	
  
2).	
  La	
  fibronectine	
  possède	
  par	
  exemple	
  un	
  site	
  synergique	
  dans	
  le	
  module	
  III9	
  nécessaire	
  pour	
  une	
  
interaction	
   optimale	
   des	
   intégrines	
   α5β1	
   avec	
   la	
   fibronectine	
   (Pankov	
   &	
   Yamada	
   2002).	
   Une	
  
caractérisation	
  de	
  l’accessibilité	
  de	
  cet	
  épitope	
  dans	
  les	
  agrégats	
  serait	
  intéressante.	
  
Les	
   agrégats	
   de	
   fibronectine	
   semblent	
   influencer	
   la	
   capacité	
   d’étalement	
   des	
   cellules.	
   En	
   outre,	
   la	
  
fibronectine	
   agrégée	
   à	
   70°C	
   favorise	
   l’apparition	
   d’une	
   population	
   de	
   cellules	
   étirées.	
   Les	
   cellules	
  
SKOV3	
  ont	
  un	
  phénotype	
  intermédiaire	
  entre	
  le	
  phénotype	
  épithélial	
  et	
  mésenchymateux	
  et	
  peuvent	
  
donc	
   basculer	
   d’un	
   des	
   côtés	
   du	
   spectre	
   épithéliale/mésenchymateux	
   en	
   fonction	
   du	
  
microenvironnement	
   (Carduner	
  et	
  al.	
  2014).	
   La	
   forme	
  étirée	
  des	
  cellules	
  en	
  présence	
  des	
  agrégats	
  
suggère	
   un	
   basculement	
   vers	
   un	
   phénotype	
   mésenchymateux	
   (Lee	
   2006).	
   Le	
   passage	
   vers	
   un	
  
phénotype	
   de	
   type	
   mésenchymateux	
   suggère	
   donc	
   que	
   les	
   cellules	
   SKOV3	
   pourraient	
   subir	
   une	
  
transition	
  épithélio-­‐mésenchymateuse	
  (TEM)	
  en	
  présence	
  des	
  agrégats	
  de	
  fibronectine.	
  Il	
  existe	
  des	
  
marqueurs	
  moléculaires,	
  notamment	
  les	
  N-­‐	
  et	
  E-­‐cadhérines,	
  dont	
  l’expression	
  reste	
  à	
  étudier	
  afin	
  de	
  
confirmer	
  l’éventuelle	
  TEM	
  des	
  cellules	
  (Synthèse	
  bibliographique,	
  Partie	
  1,	
  III.	
  C.	
  1).	
  	
  
	
  
	
  
En	
  résumé	
  :	
  
Malgré	
   les	
   caractéristiques	
  de	
   type	
  amyloïde	
  des	
  agrégats,	
   la	
   fibronectine	
  agrégée	
  ne	
  possède	
  pas	
  
d’activité	
   cytotoxique	
   sur	
   les	
   cellules	
   cancéreuses	
   ovariennes	
   SKOV3.	
   L’incorporation	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  agrégée	
  à	
  70°C	
  dans	
  les	
  réseaux	
  matriciels	
  formés	
  in	
  vitro	
  par	
  les	
  cellules	
  est	
  atténuée.	
  
La	
   fibronectine	
   agrégée	
   inhibe	
   l’adhérence	
   des	
   cellules	
   SKOV3	
  mais	
   favorise	
   des	
   changements	
   de	
  
morphologie	
  en	
  permettant	
  la	
  formation	
  d’une	
  sous-­‐population	
  cellulaire	
  allongée.	
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III. CARACTERISATION	
   DE	
   L’INFLUENCE	
   DES	
   AGREGATS	
   DE	
   FIBRONECTINE	
  
SUR	
  LA	
  MIGRATION	
  CELLULAIRE	
  
	
   Contrairement	
   aux	
   cellules	
   épithéliales,	
   les	
   cellules	
   mésenchymateuses	
   ont	
   un	
  
comportement	
   migratoire	
   plus	
   important.	
   Ainsi,	
   la	
   migration	
   des	
   cellules	
   SKOV3	
   a	
   été	
   suivie	
   en	
  
présence	
  des	
  agrégats	
  de	
  fibronectine.	
  
	
  

III.	
  A. Comblement	
  de	
  blessure	
  par	
  les	
  cellules	
  SKOV3	
  

	
   Les	
   cellules	
   SKOV3	
   sont	
   ensemencées	
   de	
   sorte	
   à	
   laisser	
   une	
   surface	
   libre	
   calibrée	
   dans	
   le	
  
tapis	
   cellulaire	
   (Figure	
   68.a).	
   Le	
   pourcentage	
   de	
   comblement	
   de	
   cette	
   surface	
   par	
   les	
   cellules	
   au	
  
cours	
   du	
   temps	
   est	
   déterminé	
   (Figure	
   68.a	
   et	
   b).	
   Les	
   résultats	
   montrent	
   que	
   le	
   pourcentage	
   de	
  
comblement	
   est	
   similaire	
   en	
  présence	
  des	
   agrégats	
   ou	
  de	
   la	
   forme	
  native	
  de	
   la	
   fibronectine	
   et	
   ce	
  
quelle	
  que	
  soit	
  la	
  concentration	
  en	
  fibronectine	
  testée.	
  	
  
	
  

a)	
   	
  	
  	
   	
  

b)	
  	
   	
  

b)	
  	
   	
  
Figure	
  68	
  :	
  Pourcentage	
  de	
  comblement	
  par	
  les	
  cellules	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  

a)	
  Représentation	
  du	
  système	
  permettant	
  de	
  générer	
  deux	
  tapis	
  cellulaires	
  séparés	
  par	
  un	
  espace	
  libre	
  de	
  surface	
  calibrée.	
  La	
  migration	
  
des	
  cellules	
  au	
  sein	
  de	
  l’espace	
  libre	
  est	
  analysée	
  pendant	
  48h.	
  Le	
  pourcentage	
  de	
  comblement	
  est	
  déterminé	
  en	
  mesurant	
  la	
  surface	
  de	
  la	
  
blessure	
  à	
  différents	
  temps	
  en	
  présence	
  de	
  25	
  µg/ml	
  (b)	
  ou	
  50	
  µg/ml	
  (c)	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  incubée	
  à	
  49,	
  55	
  et	
  70°C.	
  Les	
  résultats	
  
représentent	
  la	
  moyenne	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes	
  en	
  duplicata	
  +/-­‐	
  ecartype.	
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III.	
  B. Analyse	
  du	
  profil	
  de	
  migration	
  

	
   Si	
   la	
  cinétique	
  de	
  comblement	
  par	
  les	
  cellules	
  ne	
  varie	
  pas,	
   l’étude	
  de	
  l’étalement	
  cellulaire	
  
montre	
   des	
   différences	
   de	
   morphologie	
   cellulaire.	
   Ainsi,	
   nous	
   sommes	
   intéressés	
   ici	
   à	
   l’étude	
   de	
  
l’influence	
   de	
   cette	
  modification	
   de	
  morphologie	
   sur	
   le	
   déplacement	
   des	
   cellules	
   en	
   présence	
   de	
  
fibronectine	
  agrégée	
  à	
  70°C.	
  
Un	
   marquage	
   du	
   cytosquelette	
   à	
   la	
   phalloïdine	
   (en	
   vert)	
   a	
   été	
   réalisé	
   afin	
   d’observer	
   les	
  
morphologies	
  des	
  cellules	
  au	
  cours	
  de	
   la	
  migration.	
  Les	
  cellules	
  en	
  présence	
  de	
   fibronectine	
  native	
  
semblent	
  avoir	
  une	
  migration	
  collective	
  en	
  feuillet	
  (Figure	
  69.b,	
  flèche	
  en	
  rouge).	
  Les	
  cellules	
  restent	
  
cohésives	
  entre	
  elles.	
  Par	
  contre,	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  agrégée	
  à	
  70°C,	
   les	
  cellules	
  semblent	
  
avoir	
  une	
  migration	
  individualisée	
  (Figure	
  69.c,	
  flèches	
  rouges).	
  Les	
  images	
  de	
  microscopie	
  montrent	
  
des	
  cellules	
  de	
  morphologie	
   étirée,	
  qui	
   se	
  détachent	
   du	
   front	
   de	
  migration	
  et	
  se	
   dispersent	
  dans	
  
l’espace	
  libre	
  avec	
  des	
  orientations	
  cellulaires	
  différentes	
  les	
  unes	
  des	
  autres.	
  Ces	
  images	
  semblent	
  
montrer	
   le	
   caractère	
  dispersif	
   et	
   aléatoire	
   de	
   la	
  migration	
   cellulaire	
   en	
   présence	
   des	
   agrégats	
   de	
  
fibronectine.	
  
	
  

a) 	
  b)	
   	
  c)	
   	
  
Figure	
  69	
  :	
  Marquage	
  des	
  cellules	
  en	
  migration	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  

a)	
   Représentation	
   schématique	
   du	
   déplacement	
   des	
   cellules	
   au	
   sein	
   d’une	
   surface	
   libre.	
   Les	
   cellules	
   en	
   présence	
   de	
   25	
   µg/ml	
   de	
  
fibronectine	
   native	
   (b)	
   ou	
   agrégée	
   à	
   70°C	
   (c)	
   sont	
   observées	
   par	
  microscopie	
   confocale	
   après	
   6h	
   de	
  migration.	
   En	
   bleu,	
  marquage	
   des	
  
noyaux	
  au	
  DAPI.	
  En	
  vert,	
  marquage	
  du	
  cytosquelette	
  d’actine	
  à	
  la	
  phalloïdine	
  (barre	
  d’échelle	
  :	
  100	
  µm).	
  

	
  
A	
  partir	
  des	
  tests	
  de	
  blessure,	
   le	
  chemin	
  de	
  déplacement	
  individuel	
  des	
  cellules	
  a	
  été	
  suivi	
  pendant	
  
24h	
   (Figure	
   70).	
   Sur	
   les	
   représentations	
   graphiques,	
   chaque	
   ligne	
   correspond	
   au	
   chemin	
   de	
  
déplacement	
  d’une	
  cellule.	
  Le	
  profil	
  de	
  déplacement	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  révèle	
  ainsi	
  
que	
   les	
   cellules	
   ont	
   une	
   migration	
   plutôt	
   directionnelle	
   (Figure	
   70.a)	
   avec	
   un	
   champ	
   de	
  
déplacement	
   étroit	
  :	
   près	
   de	
   60%	
   des	
   cellules	
   migrent	
   entre	
   +/-­‐	
   20°	
   par	
   rapport	
   à	
   l’axe	
   du	
  
comblement	
  (Figure	
  70.c).	
  En	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  agrégée	
  à	
  70°C,	
  le	
  profil	
  de	
  migration	
  semble	
  
plus	
  aléatoire	
   (Figure	
   70.b)	
   et	
   le	
   champ	
   de	
   déplacement	
   est	
   plus	
   large	
   avec	
   45%	
  des	
   cellules	
   qui	
  
migrent	
   entre	
   +/-­‐	
   20°	
   et	
   50%	
   des	
   cellules	
   qui	
   migrent	
   entre	
   +/-­‐	
   20-­‐40°	
   par	
   rapport	
   à	
   l’axe	
   de	
  
comblement.	
  La	
  structure	
  supramoléculaire	
  de	
  type	
  agrégat	
  de	
   la	
  fibronectine	
  semble	
  donc	
   induire	
  
une	
  migration	
  aléatoire	
  des	
  cellules	
  SKOV3.	
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a)	
   	
  b)	
   	
  
	
  

c)	
  	
   	
  
Figure	
  70	
  :	
  Profil	
  de	
  migration	
  et	
  champ	
  de	
  déplacement	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  

native	
  ou	
  agrégée	
  
Le	
  chemin	
  et	
  le	
  champ	
  de	
  déplacement	
  individuel	
  des	
  cellules	
  au	
  sein	
  d’une	
  blessure	
  de	
  surface	
  libre	
  calibrée	
  sont	
  quantifiés	
  pendant	
  24h	
  
en	
  présence	
  de	
  25	
  µg/ml	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  à	
  70°C.	
  a)	
  Profil	
  de	
  migration	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native.	
  b)	
  Profil	
  de	
  
migration	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  agrégée	
  à	
  70°C.	
  c)	
  Pourcentage	
  de	
  cellules	
  ayant	
  migré	
  dans	
  le	
  champ	
  de	
  déplacement	
  entre	
  0-­‐20,	
  
20-­‐40,	
  40-­‐60	
  et	
  60-­‐90°	
  par	
  rapport	
  à	
  l’axe	
  de	
  comblement	
  de	
  la	
  blessure.	
  L’analyse	
  a	
  été	
  effectuée	
  sur	
  un	
  total	
  de	
  35	
  (fibronectine	
  native)	
  
et	
  36	
  (fibronectine	
  agrégée)	
  cellules	
  à	
  partir	
  de	
  trois	
  expériences	
  indépendantes	
  en	
  duplicata.	
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A	
  partir	
  des	
  profils	
  de	
  migration,	
   la	
  persistance	
  de	
  migration,	
   la	
  distance	
  moyenne	
  parcourue	
  par	
  
jour,	
  ainsi	
  que	
   la	
  vitesse	
   de	
  migration	
   des	
   cellules	
  SKOV3	
  ont	
  pu	
  être	
  déterminées.	
   La	
  persistance	
  
permet	
   de	
   déterminer	
   le	
  degré	
   de	
   tortuosité	
   dans	
   le	
   déplacement	
   des	
   cellules	
   (Figure	
   71.a).	
   Une	
  
persistance	
  de	
  1	
  correspond	
  à	
  une	
  migration	
  directionnelle	
  tandis	
  qu’une	
  persistance	
  plus	
  proche	
  de	
  
0	
  correspond	
  à	
  une	
  migration	
  aléatoire.	
  Dans	
  les	
  conditions	
  de	
  l’étude,	
   les	
  valeurs	
  montrent	
  que	
  la	
  
persistance,	
   proche	
   de	
   1,	
   est	
   peu	
  modifiée	
   en	
   présence	
   de	
   fibronectine	
   agrégée	
   par	
   rapport	
   à	
   la	
  
fibronectine	
   native.	
   Ainsi,	
   ensemble	
   avec	
   les	
   profils	
   de	
   migration,	
   ce	
   résultat	
   suggère	
   que	
   les	
  
assemblages	
  de	
  fibronectine	
  induisent	
  une	
  dispersion	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  à	
  partir	
  du	
  tapis	
  cellulaire	
  
plutôt	
  qu’une	
  migration	
  aléatoire.	
  
Les	
  Figure	
  71.b	
  et	
  c	
  montrent	
  que	
  la	
  distance	
  parcourue	
  par	
  les	
  cellules	
  et	
  leur	
  vitesse	
  de	
  migration	
  
en	
  présence	
  d’agrégats	
  de	
  fibronectine	
  sont	
  plus	
  importantes.	
  La	
  vitesse	
  de	
  migration	
  augmente	
  de	
  
9.1	
  à	
  12.3	
  µm/h	
  (Figure	
  71.b)	
  et	
  les	
  cellules	
  parcourent	
  en	
  moyenne	
  75	
  µm	
  de	
  plus	
  en	
  24	
  heures	
  par	
  
rapport	
  à	
  la	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native.	
  
Ainsi,	
   les	
  agrégats	
  de	
   type	
  amyloïde	
  de	
   la	
   fibronectine	
  modifient	
   le	
  profil	
  de	
  migration	
  des	
  cellules	
  
vers	
   une	
   migration	
   individualisée	
   et	
   disperse	
   avec	
   une	
   vitesse	
   de	
   migration	
   et	
   une	
   distance	
  
parcourue	
  moyenne	
  accrues	
  par	
  rapport	
  à	
  la	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native.	
  
	
  

a)	
   	
  	
  b)	
   c)	
   	
  
Figure	
  71	
  :	
  Persistance,	
  vélocité	
  et	
  distance	
  parcourue	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  native	
  

ou	
  agrégée	
  
La	
  persistance	
   (a),	
   la	
  vitesse	
  de	
  déplacement	
   (b)	
  et	
   la	
  distance	
  moyenne	
  parcourue	
   (c)	
  par	
   les	
   cellules	
   sont	
  quantifiées	
  pendant	
  24h	
  en	
  
présence	
  de	
  25	
  µg/ml	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  à	
  70°C	
  après	
  avoir	
  réalisé	
  une	
  blessure	
  de	
  surface	
  calibrée	
  dans	
  la	
  monocouche	
  de	
  
cellules.	
  ***	
  p	
  <	
  0.005.	
  L’analyse	
  a	
  été	
  effectuée	
  sur	
  un	
  total	
  de	
  35	
  (fibronectine	
  native)	
  et	
  36	
  (fibronectine	
  agrégée)	
  cellules	
  à	
  partir	
  de	
  
trois	
  expériences	
  indépendantes	
  en	
  duplicata.	
  

	
  
Au	
   sein	
   du	
   laboratoire,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   que	
   le	
   phénotype	
   mésenchymateux	
   est	
   associé	
   à	
   une	
  
accentuation	
  de	
  la	
  migration	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  (Carduner	
  et	
  al.	
  2014).	
  Dans	
  notre	
  étude,	
  les	
  cellules	
  
SKOV3	
  en	
  présence	
  des	
  agrégats	
  ont	
  une	
  migration	
  accélérée,	
  individualisée	
  et	
  disperse.	
  Or,	
  Morla	
  &	
  
al	
   ont	
   montré	
   que	
   la	
   superfibronectine,	
   un	
   assemblage	
   fibrillaire	
   de	
   la	
   fibronectine	
   formé	
   en	
  
présence	
  de	
   l’anastelline	
  et	
  maintenu	
  par	
  des	
   feuillets	
  β	
   intermoléculaires,	
   favorise	
   l’adhérence	
  et	
  
diminue	
  la	
  migration	
  (Morla	
  et	
  al.	
  1994).	
  Les	
  assemblages	
  formés	
  dans	
  notre	
  étude	
  sont	
  différents	
  de	
  
ceux	
  de	
  Morla	
  &	
  al.	
   La	
   fibronectine	
   forme	
  des	
  agrégats	
  et	
  non	
  des	
   fibres	
  dans	
  notre	
  étude,	
  ce	
  qui	
  
peut	
   expliquer	
   la	
   modification	
   dans	
   le	
   comportement	
   migratoire.	
   Ainsi,	
   les	
   cellules	
   répondent	
  
différemment	
   aux	
   deux	
  morphologies	
   d’assemblage	
   de	
   la	
   fibronectine	
  malgré	
   leur	
   caractéristique	
  
commune	
  de	
  type	
  amyloïde.	
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L’absence	
   de	
   différences	
   dans	
   les	
   cinétiques	
   de	
   comblement	
   d’une	
   surface	
   en	
   présence	
   de	
  
fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  peut	
  paraître	
  surprenante.	
  Néanmoins,	
  les	
  travaux	
  récents	
  de	
  Weiger	
  
&	
  al	
  ont	
  montré	
  que	
  l’étude	
  du	
  profil	
  de	
  déplacement	
  et	
  de	
  l’orientation	
  du	
  trajet	
  de	
  migration	
  peut	
  
apporter	
  des	
  informations	
  complémentaires	
  expliquant	
  les	
  comportements	
  des	
  cellules	
  cancéreuses	
  
(Weiger	
   et	
   al.	
   2013).	
   Nos	
   résultats	
   sont	
   en	
   accord	
   avec	
   cette	
   étude	
   qui	
   montre	
   que	
   les	
   cellules	
  
tumorigènes	
   ne	
   migrent	
   pas	
   plus	
   loin	
   que	
   les	
   cellules	
   saines	
   mais	
   ont	
   une	
   migration	
   moins	
  
directionnelle	
  (Weiger	
  et	
  al.	
  2013).	
  
La	
  direction	
  de	
  migration	
  des	
  cellules	
  est	
  contrôlée	
  par	
  la	
  combinaison	
  de	
  la	
  topographie	
  de	
  surface,	
  
l’expression	
  des	
  intégrines	
  et	
  l’expression	
  de	
  protéases.	
  Sur	
  des	
  supports	
  fibrillaires	
  de	
  fibronectine,	
  
si	
   la	
   séquence	
   RGD	
   d’ancrage	
   cellulaire	
   n’a	
   pas	
   de	
   rôle	
   dans	
   le	
   contrôle	
   de	
   l’orientation	
   de	
   la	
  
migration,	
  elle	
  interviendrait	
  en	
  revanche	
  sur	
  la	
  vitesse	
  de	
  migration	
  (Corall	
  et	
  al.	
  2014).	
  Dans	
  notre	
  
étude,	
  nous	
  avons	
  montré	
  que	
  l’accessibilité	
  à	
  la	
  séquence	
  RGD	
  de	
  la	
  fibronectine	
  agrégée	
  à	
  70°C	
  est	
  
inhibée	
   et	
   que	
   la	
   vitesse	
   de	
   migration	
   augmente.	
   Contrairement	
   à	
   l’étude	
   de	
   Corall	
   &	
   al,	
  
l’augmentation	
   de	
   la	
   vitesse	
   de	
   migration	
   en	
   présence	
   des	
   agrégats	
   de	
   fibronectine	
   serait	
   donc	
  
indépendante	
  de	
  cette	
  séquence	
  RGD.	
  
Nous	
  avons	
  montré	
  qu’en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  agrégée	
  les	
  cellules	
  ont	
  une	
  morphologie	
  étirée	
  
et	
  une	
  migration	
  moins	
  directionnelle.	
  Néanmoins,	
  sur	
  des	
  revêtements	
  de	
  fibronectine,	
  l’expression	
  
des	
  MT1-­‐MMP	
  est	
  nécessaire	
  pour	
  favoriser	
  l’orientation	
  directionnelle	
  et	
  la	
  vitesse	
  de	
  migration	
  des	
  
cellules	
   (Corall	
   et	
   al.	
   2014).	
  Kwon	
  &	
  al	
  ont	
  également	
  montré	
  que	
   les	
   cellules	
   SKOV3	
  ont	
  un	
  profil	
  
d’invasion	
   de	
   type	
   mésenchymateux	
   et	
   dégradation	
   dépendant	
   plutôt	
   qu’amiboïde	
   (Kwon	
   et	
   al.	
  
2011).	
   Il	
   serait	
   donc	
   intéressant	
   d’étudier	
   l’expression	
   des	
   protéases	
   afin	
   de	
   déterminer	
   leur	
   rôle	
  
dans	
  la	
  perte	
  de	
  l’orientation	
  en	
  présence	
  des	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  dans	
  notre	
  étude.	
  
Nous	
   avons	
   montré	
   par	
   microscopie	
   que	
   la	
   fibronectine	
   native	
   est	
   incorporée	
   dans	
   les	
   réseaux	
  
matriciels	
  fibrillaires	
  formés	
  par	
  les	
  cellules	
  alors	
  que	
  les	
  agrégats	
  ne	
  le	
  sont	
  pas.	
  Or,	
  Sabari	
  et	
  Jia	
  ont	
  
montré	
   que	
   la	
   fibrillogenèse	
   de	
   la	
   fibronectine	
   empêche	
   la	
   dispersion	
   des	
   cellules	
   cancéreuses	
  
(Sabari	
   et	
   al.	
   2011;	
   Jia	
   et	
   al.	
   2012).	
   La	
   capacité	
   accrue	
  des	
   cellules	
   à	
   se	
  disperser	
   à	
   partir	
   du	
   tapis	
  
cellulaire	
   confluent	
   peut	
   donc	
   s’expliquer	
   en	
   partie	
   par	
   l’altération	
   du	
   réseau	
   de	
   fibronectine	
   en	
  
présence	
  des	
   agrégats.	
   Les	
   résultats	
   de	
  pourcentage	
  de	
   comblement	
   d’une	
   surface	
  montrent	
   que,	
  
malgré	
  la	
  vélocité	
  et	
  la	
  distance	
  parcourue	
  accrues,	
  la	
  surface	
  comblée	
  dans	
  les	
  conditions	
  de	
  l’étude	
  
et	
   dans	
   un	
   environnement	
   confiné	
   est	
   identique	
   entre	
   la	
   fibronectine	
   native	
   et	
   agrégée.	
   Dans	
   un	
  
environnement	
  différent	
  plus	
  large	
  et	
  en	
  3D,	
  les	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  pourraient	
  permettre	
  une	
  
meilleure	
  dispersion	
  des	
  cellules	
  dans	
  des	
  espaces	
  plus	
  larges	
  et	
  plus	
  distants.	
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III.	
  C. Localisation	
   des	
   intégrines	
   de	
   la	
   famille	
   αv	
   et	
   β1	
   au	
   cours	
   de	
   la	
  
migration	
  

	
   La	
  migration	
  des	
  cellules	
  est	
  médiée,	
  entre	
  autre,	
  par	
  le	
  trafic	
  des	
  intégrines	
  et	
  la	
  dynamique	
  
des	
   structures	
   d’adhérence.	
   De	
   nombreuses	
   études	
   montrent	
   que	
   la	
   différence	
   dans	
   le	
   profil	
   de	
  
migration	
  collective	
  vs	
  individuelle	
  et	
  directionnelle	
  vs	
  aléatoire	
  est	
  en	
  partie	
  due	
  à	
  une	
  modification	
  
du	
  trafic	
  des	
  intégrines.	
  Ainsi,	
   la	
  répartition	
  cellulaire	
  des	
  intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  αv	
  et	
  β1,	
  qui	
  sont	
  
les	
  principales	
  impliquées	
  dans	
  l’interaction	
  cellule-­‐fibronectine,	
  a	
  été	
  déterminée	
  afin	
  d’étudier	
  leur	
  
devenir	
  au	
  cours	
  de	
  la	
  migration.	
  
La	
   localisation	
  des	
   intégrines	
  de	
   la	
   famille	
  αv	
  et	
  β1	
  au	
  cours	
  de	
   la	
  migration	
  a	
  été	
   suivie	
  en	
  pulse-­‐
chase	
   par	
  microscopie	
   confocale	
   (Figure	
   72).	
   Après	
   avoir	
   fait	
   une	
   blessure	
   dans	
   le	
   tapis	
   cellulaire	
  
confluent,	
  les	
  cellules	
  sont	
  incubées	
  en	
  présence	
  d’anticorps	
  dirigés	
  contre	
  les	
  intégrines	
  pendant	
  30	
  
minutes.	
  Après	
  rinçage,	
  les	
  cellules	
  sont	
  cultivées	
  en	
  présence	
  de	
  25	
  µg/ml	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  
agrégée	
  à	
  70°C	
  pendant	
  6h.	
  	
  
L’immunomarquage	
   montre	
   qu’au	
   début	
   de	
   la	
   migration,	
   les	
   intégrines	
   de	
   la	
   famille	
   αv	
   sont	
  
localisées	
  dans	
  des	
  structures	
  sous	
  formes	
  de	
  tirets	
  à	
  la	
  périphérie	
  des	
  cellules	
  (Figure	
  72,	
  marquage	
  
rouge).	
  Ces	
  intégrines	
  sont	
  donc	
  localisées	
  dans	
  les	
  contacts	
  focaux	
  au	
  niveau	
  du	
  front	
  de	
  migration.	
  
Après	
   6h	
   de	
   migration	
   en	
   présence	
   de	
   fibronectine	
   native,	
   les	
   intégrines	
   de	
   la	
   famille	
   αv	
   sont	
  
toujours	
   localisées	
  dans	
   ces	
   structures.	
  Par	
   contre,	
   en	
  présence	
  de	
   fibronectine	
  agrégée	
  à	
  70°C,	
   la	
  
localisation	
   de	
   ces	
   intégrines	
   dans	
   les	
   contacts	
   focaux	
   est	
   atténuée.	
   Une	
   fluorescence	
   rouge	
  
périnucléaire	
   plus	
   importante	
   qu’au	
   début	
   de	
   la	
   migration	
   est	
   observée.	
   Cela	
   suggère	
   une	
  
déstabilisation	
   des	
   contacts	
   focaux	
   constitués	
   des	
   intégrines	
   de	
   la	
   famille	
   αv	
   et	
   une	
   éventuelle	
  
internalisation	
  de	
  ces	
  dernières.	
  
Les	
  intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  β1	
  ont	
  une	
  localisation	
  péricellulaire	
  au	
  début	
  de	
  la	
  migration	
  (Figure	
  72,	
  
marquage	
  rouge).	
  Cette	
  localisation	
  est	
  conservée	
  après	
  6h	
  de	
  migration	
  en	
  présence	
  de	
  fibronectine	
  
native.	
   Par	
   contre	
   en	
   présence	
   de	
   fibronectine	
   agrégée	
   à	
   70°C,	
   on	
   observe	
   un	
   marquage	
   des	
  
intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  β1	
  qui	
  semble	
  être	
  en	
  «	
  gradient	
  ».	
  Le	
  marquage	
  des	
  intégrines	
  est	
  faible	
  au	
  
niveau	
   du	
   front	
   avant	
   et	
   s’intensifie	
   vers	
   le	
   front	
   arrière	
   de	
   la	
   cellule	
   en	
   migration.	
   On	
   observe	
  
également	
  une	
  localisation	
  périnucléaire	
  des	
  intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  β1.	
  Ces	
  résultats	
  suggèrent	
  une	
  
internalisation	
  et/ou	
  une	
  relocalisation	
  des	
  intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  β1	
  vers	
  le	
  front	
  arrière.	
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Figure	
  72	
  :	
  Localisation	
  des	
  intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  αv	
  et	
  β1	
  dans	
  les	
  cellules	
  en	
  migration	
  en	
  présence	
  de	
  

fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  
Les	
  cellules	
  SKOV3	
  sont	
  observées	
  après	
  6h	
  de	
  migration	
  en	
  présence	
  de	
  25	
  µg/ml	
  de	
  fibronectine	
  native	
  ou	
  agrégée	
  à	
  70°C.	
  Le	
  trafic	
  des	
  
intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  αv	
  et	
  β1	
  est	
  suivi	
  par	
  une	
  expérience	
  de	
  «	
  pulse-­‐chase	
  »	
  avec	
  l’anticorps	
  primaire	
  anti-­‐intégrine	
  αv	
  et	
  β1.	
  Les	
  flèches	
  
vertes	
  et	
  bleues	
  pointent	
  respectivement	
  le	
  front	
  avant	
  et	
  le	
  front	
  arrière	
  des	
  cellules	
  en	
  migration.	
  En	
  bleu,	
  marquage	
  des	
  noyaux	
  au	
  DAPI.	
  
En	
  rouge,	
  marquage	
  des	
  intégrines	
  (barre	
  d’échelle	
  :	
  20	
  µm).	
  

	
  
Des	
  études	
  antérieures	
  ont	
  montré	
  que	
  les	
  intégrines	
  α5β1	
  et	
  αvβ3	
  sont	
  toutes	
  les	
  deux	
  impliquées	
  
dans	
   la	
  migration	
  collective	
  alors	
  que	
  seules	
   les	
   intégrines	
  α5β1	
  sont	
   impliquées	
  dans	
   la	
  migration	
  
isolée	
  (Ray	
  et	
  al.	
  2014).	
  De	
  plus,	
  les	
  intégrines	
  α5β1	
  interviennent	
  dans	
  la	
  migration	
  aléatoire	
  et/ou	
  
dans	
  la	
  suppression	
  des	
  capacités	
  de	
  dispersion	
  et	
  d’invasion	
  des	
  cellules	
  (Sabari	
  et	
  al.	
  2011;	
  Jia	
  et	
  al.	
  
2012)	
   alors	
   que	
   les	
   intégrines	
   αvβ3	
   interviennent	
   quant	
   à	
   elles	
   dans	
   la	
   migration	
   directionnelle	
  
(Danen	
  et	
   al.	
   2005).	
  Ainsi,	
   la	
  migration	
  dépend	
  du	
   trafic	
   intracellulaire	
   et	
   de	
   la	
   localisation	
   spatio-­‐
temporelle	
   des	
   intégrines	
   à	
   la	
   surface	
   membranaire.	
   Suite	
   à	
   leur	
   internalisation,	
   les	
   intégrines	
  
peuvent	
   être	
   dégradées	
   dans	
   les	
   différents	
   compartiments	
   du	
   système	
   lysosomal	
   ou	
  peuvent	
   être	
  
recyclées	
   vers	
   la	
   surface	
   membranaire	
   (Petrie	
   et	
   al.	
   2009).	
   Dans	
   notre	
   étude,	
   en	
   présence	
   de	
  
fibronectine	
   native,	
   nous	
   retrouvons	
   une	
   localisation	
  membranaire	
   des	
   intégrines	
   de	
   la	
   famille	
  αv	
  
suggérant	
  qu’elles	
  sont	
  stabilisées	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  membrane	
  plasmique,	
  alors	
  qu’en	
  présence	
  de	
  la	
  
fibronectine	
   agrégée,	
   elles	
   ont	
   une	
   localisation	
   périnucléaire	
   suggérant	
   leur	
   internalisation.	
   En	
  
présence	
  de	
   fibronectine	
  agrégée,	
   les	
   intégrines	
  β1	
  semblent	
  quant	
  à	
  elles	
  être	
   internalisées	
  et/ou	
  
relocalisés	
  vers	
  le	
  front	
  arrière	
  des	
  cellules	
  où	
  elles	
  sont	
  stabilisées.	
  Ces	
  résultats	
  semblent	
  aller	
  dans	
  
le	
  même	
  sens	
  que	
  les	
  études	
  antérieures	
  et	
  montrent	
  que	
  les	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  favoriseraient	
  
une	
  migration	
  moins	
  directionnelle	
  des	
  cellules	
  SKOV3.	
  
Il	
   a	
   été	
  montré	
   que	
   les	
   syndécanes-­‐4	
   interviennent	
   dans	
   le	
   contrôle	
   du	
   trafic	
   des	
   intégrines	
   pour	
  
permettre	
  une	
  migration	
  rapide	
  et	
  directionnelle	
  des	
  cellules	
  (Bass	
  et	
  al.	
  2007;	
  Morgan	
  et	
  al.	
  2007;	
  
Morgan	
  et	
  al.	
  2013).	
  Sur	
  un	
  revêtement	
  de	
  fibronectine,	
  la	
  phosphorylation	
  des	
  syndécanes-­‐4	
  mène	
  
au	
   recyclage	
   des	
   intégrines	
  αvβ3	
   vers	
   la	
  membrane	
   plasmique	
   au	
   détriment	
   des	
   intégrines	
  α5β1.	
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Cette	
   stabilisation	
   des	
   complexes	
   focaux	
   constitués	
   des	
   intégrines	
   αvβ3	
   favorise	
   la	
   migration	
  
directionnelle	
  des	
   cellules.	
  Par	
   contre,	
   la	
  déphosphorylation	
  des	
   syndécanes-­‐4	
  mène	
  à	
   l’expression	
  
des	
   intégrines	
  α5β1	
   à	
   la	
   surface	
   cellulaire	
   et	
   inhibe	
   la	
  migration	
   cellulaire.	
   Dans	
   notre	
   étude,	
   les	
  
syndécanes-­‐4	
   pourrait	
   donc	
   intervenir	
   dans	
   le	
   contrôle	
   du	
   trafic	
   des	
   intégrines	
   en	
   présence	
   de	
   la	
  
fibronectine	
   agrégée	
   pour	
   favoriser	
   leur	
   internalisation,	
   et	
   il	
   serait	
   intéressant	
   d’étudier	
   leur	
  
contribution.	
  
	
  
	
  
En	
  résumé	
  :	
  
La	
  fibronectine	
  native	
  favorise	
  la	
  migration	
  collective	
  et	
  directionnelle	
  des	
  cellules	
  SKOV3	
  alors	
  qu’en	
  
présence	
  de	
  fibronectine	
  agrégée,	
  les	
  cellules	
  se	
  dispersent	
  et	
  migrent	
  de	
  façon	
  plus	
  isolée	
  et	
  moins	
  
directionnelle.	
   En	
   présence	
   des	
   agrégats,	
   les	
   cellules	
   ont	
   une	
   distance	
   parcourue	
  moyenne	
   et	
   une	
  
vitesse	
  de	
  migration	
  accrue.	
  L’internalisation	
  des	
   intégrines	
  de	
   la	
   famille	
  αv	
  et	
   la	
   relocalisation	
  des	
  
intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  β1	
  au	
  sein	
  des	
  cellules	
  semblent	
  associées	
  à	
  cette	
  migration	
  disperse.	
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   La	
   fibronectine	
   plasmatique	
   humaine	
   entière	
   est	
   une	
   glycoprotéine	
   structurelle	
   et	
  
fonctionnelle	
   importante	
  des	
  matrices	
  extracellulaires.	
  Elle	
  peut	
  acquérir	
  différentes	
  conformations	
  
moléculaires/supramoléculaires	
   impliquées	
   dans	
   des	
   processus	
   physiopathologiques	
   variés.	
   Si	
  
l’influence	
   des	
   fibres	
   de	
   fibronectine	
   issue	
   de	
   la	
   fibrillogenèse	
   est	
   connue,	
   l’impact	
   d’agrégats	
   de	
  
cette	
   protéine	
   n’a	
   commencé	
   à	
   être	
   étudié	
   que	
   récemment	
   avec	
   leur	
   découverte	
   in	
   vivo	
   dans	
  
certaines	
   pathologies	
   (glomérulopathie	
   et	
   échec	
   de	
   la	
   rémyélinisation).	
   Dans	
   le	
   but	
   de	
   mieux	
  
appréhender	
  le	
  rôle	
  de	
  ces	
  différentes	
  structures	
  de	
  la	
  fibronectine	
  sur	
  le	
  comportement	
  cellulaire,	
  
l’objectif	
  de	
  ce	
  doctorat	
  a	
  été	
  de	
  répondre	
  aux	
  questions	
  suivantes	
  :	
  
	
  
	
   La	
   fibronectine	
   peut-­‐elle	
   s’agréger	
   et	
   sous	
   quelle	
   forme	
  ?	
   Quels	
   sont	
   les	
   changements	
  
structuraux	
  associés	
   à	
   l’agrégation	
  de	
   la	
   fibronectine	
  ?	
  Quels	
   sont	
   les	
  mécanismes	
  d’agrégation	
  de	
  
cette	
   protéine?	
   Quelles	
   sont	
   les	
   conséquences	
   de	
   cette	
   agrégation	
   sur	
   les	
   propriétés	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  ?	
  Enfin,	
  quels	
  sont	
  les	
  effets	
  de	
  ces	
  agrégats	
  sur	
  le	
  comportement	
  cellulaire	
  ?	
  
	
  
	
   Ainsi,	
   nous	
   avons	
   montré	
   que,	
   suite	
   à	
   sa	
   dénaturation	
   thermique	
   irréversible,	
   la	
  
fibronectine	
  plasmatique	
  humaine	
  entière	
  forme	
  des	
  agrégats	
  très	
  stables	
  compacts	
  et	
  sphériques	
  
de	
  très	
  haut	
  poids	
  moléculaire.	
  Même	
  s’ils	
  sont	
  hétérogènes,	
  ces	
  agrégats	
  forment	
  deux	
  populations	
  
de	
  poids	
  moléculaires	
  moyens	
  de	
  46	
  et	
  236	
  kDa	
  qui	
  coexistent	
   in	
  vitro.	
  Ces	
  agrégats	
  possèdent	
  des	
  
caractéristiques	
  de	
  type	
  amyloïde	
  :	
  liaison	
  de	
  la	
  thioflavine	
  T	
  et	
  de	
  l’ANS	
  et	
  maintien	
  par	
  des	
  feuillets	
  
β	
   intermoléculaires	
   et	
   des	
   interactions	
   hydrophobes.	
   Ces	
   agrégats	
   ne	
   sont	
   pas	
  maintenus	
   par	
   des	
  
liaisons	
   covalentes	
   de	
   type	
   disulfure.	
   Contrairement	
   à	
   beaucoup	
   d’assemblages	
   amyloïdes,	
   la	
  
polymérisation	
  des	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  est	
  isodesmique	
  et	
  ne	
  présente	
  pas	
  de	
  phase	
  de	
  latence.	
  
Cette	
   polymérisation	
   mène	
   à	
   la	
   formation	
   de	
   deux	
   populations	
  d’agrégats	
  :	
   des	
   agrégats	
   de	
   type	
  
amyloïde	
  on-­‐pathway	
  et	
  des	
  agrégats	
  off-­‐pathway.	
  
En	
  dépit	
  de	
  leur	
  caractère	
  amyloïde,	
  ces	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  ne	
  sont	
  pas	
  cytotoxiques	
  pour	
  les	
  
cellules	
   cancéreuses	
   ovariennes	
   SKOV3.	
   Néanmoins,	
   l’agrégation	
   de	
   la	
   fibronectine	
   altère	
   ses	
  
interactions	
  avec	
   les	
  cellules.	
  L’assemblage	
  de	
   la	
   fibronectine	
  diminue	
   l’accessibilité	
  de	
  son	
  site	
  de	
  
liaison	
  à	
   la	
  gélatine	
  et	
  de	
  sa	
  séquence	
  RGD	
  et	
  altère	
   son	
   incorporation	
  dans	
   les	
  réseaux	
  matriciels	
  
formés	
  par	
   les	
  cellules.	
  Ces	
  agrégats	
  de	
   fibronectine	
  altèrent	
   l’adhérence	
  et	
   favorisent	
   l’apparition	
  
d’une	
   sous-­‐population	
   de	
   cellules	
   plus	
   allongées.	
   Ces	
   agrégats	
   favorisent	
   également	
   la	
  migration	
  
individuelle	
   et	
   la	
   dispersion	
   des	
   cellules	
   SKOV3	
   au	
   détriment	
   d’une	
   migration	
   collective	
   et	
  
directionnelle.	
   La	
  migration	
  aléatoire	
   est	
   accompagnée	
  d’une	
  augmentation	
  de	
   la	
   vélocité	
   et	
   de	
   la	
  
distance	
  parcourue	
  par	
  les	
  cellules.	
  Au	
  cours	
  de	
  cette	
  migration	
  aléatoire	
  induite	
  par	
  la	
  fibronectine	
  
agrégée,	
  les	
  intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  β1	
  semblent	
  être	
  relocalisées	
  du	
  front	
  avant	
  vers	
  le	
  front	
  arrière	
  
des	
  cellules	
  alors	
  que	
  les	
  intégrines	
  de	
  la	
  famille	
  αv	
  semblent	
  être	
  internalisées.	
  
	
  
	
   Au	
   cours	
   de	
   ces	
   trois	
   ans	
   de	
   thèse,	
   nous	
   avons	
   donc	
   montré	
   que	
   la	
   fibronectine	
   peut	
  
s’assembler	
   en	
   agrégats	
   de	
   type	
   amyloïde	
   et	
   que	
   ces	
   derniers	
   influencent	
   différemment	
   le	
  
comportement	
   cellulaire	
   par	
   rapport	
   à	
   la	
   fibronectine	
   native.	
  Néanmoins	
   ces	
   résultats	
   concernant	
  
cet	
  assemblage	
  amyloïde	
  de	
  la	
  fibronectine	
  soulèvent	
  de	
  nouvelles	
  questions.	
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   Dans	
   notre	
   étude,	
   la	
   fibronectine	
   forme	
   deux	
   populations	
   d’agrégats.	
   Quels	
   sont	
   les	
  
mécanismes	
  de	
  formation	
  de	
  ces	
  deux	
  populations	
  indépendantes	
  d’agrégats	
  ?	
  	
  
Des	
   expériences	
   supplémentaires	
   pourraient	
   être	
   réalisées	
   afin	
   d’isoler	
   et	
   caractériser	
   ces	
   deux	
  
populations	
   d’assemblage	
   de	
   façon	
   indépendante.	
   Il	
   est	
   également	
   nécessaire	
   de	
   déterminer	
  
l’influence	
  respective	
  de	
  chacune	
  des	
  deux	
  populations	
  sur	
  le	
  comportement	
  cellulaire.	
  Pour	
  cela,	
  il	
  
pourra	
  par	
  exemple	
  être	
  possible	
  de	
  séparer	
  ces	
  deux	
  populations	
  par	
  sédimentation	
  en	
  fonction	
  de	
  
leur	
  masse	
  ou	
  par	
  chromatographie	
  d’exclusion	
  de	
  taille.	
  
D’autre	
   part,	
   les	
   études	
   antérieures	
   in	
   vitro	
   ont	
   montré	
   que	
   la	
   fibronectine	
   peut	
   former	
   des	
  
assemblages	
  de	
  structures	
   supramoléculaires	
  variés	
  dont	
   les	
  mécanismes	
  de	
  polymérisation	
  sont	
  à	
  
mieux	
  appréhender	
  (cf.	
  Synthèse	
  bibliographique,	
  Partie	
  3,	
  III.	
  C.).	
  On	
  peut	
  alors	
  se	
  demander	
  quels	
  
sont	
  les	
  effets	
  de	
  ces	
  différents	
  assemblages	
  sur	
  les	
  comportements	
  cellulaires.	
  
	
  
	
   Les	
  agrégats	
  de	
  type	
  amyloïde	
  dans	
  cette	
  étude	
  modifient	
  le	
  réseau	
  matriciel	
  de	
  fibronectine	
  
formé	
   par	
   les	
   cellules.	
   Quelles	
   sont	
   alors	
   les	
   conséquences	
   de	
   ces	
   agrégats	
   sur	
   les	
   propriétés	
   des	
  
matrices	
  extracellulaires	
  ?	
  
Dans	
  la	
  littérature,	
  l’inhibition	
  de	
  la	
  fibrillogenèse	
  de	
  la	
  fibronectine	
  est	
  associée	
  à	
  une	
  déstabilisation	
  
des	
  autres	
  réseaux	
  de	
  protéines	
  matricielles	
  dont	
  la	
  fibrine	
  et	
  le	
  collagène	
  (Pereira	
  et	
  al.	
  2002;	
  Sottile	
  
&	
  Hocking	
  2002).	
  La	
  réorganisation	
  des	
  réseaux	
  de	
  protéines	
  est	
  associée	
  à	
  certaines	
  pathologies.	
  La	
  
restructuration	
  des	
   fibres	
  de	
   collagène	
  en	
   fibres	
   alignées	
   et	
   rigides	
   est	
   observée	
  dans	
   les	
   tumeurs	
  
mammaires	
  (Levental	
  et	
  al.	
  2009).	
  Dans	
  notre	
  étude,	
  les	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  altèrent	
  d’une	
  part	
  
leur	
   incorporation	
   dans	
   la	
   matrice	
   et	
   d’autre	
   part,	
   rendent	
   le	
   site	
   d’affinité	
   au	
   collagène	
   moins	
  
accessible.	
   Une	
   étude	
   plus	
   approfondie	
   par	
   des	
   expériences	
   d’immunomarquage	
   et	
   microscopie	
  
permettraient	
   de	
   déterminer	
   l’influence	
   de	
   ces	
   agrégats	
   de	
   fibronectine	
   sur	
   la	
   formation	
   et	
  
l’organisation	
  du	
  réseau	
  des	
  autres	
  protéines	
  matricielles.	
  La	
  formation	
  du	
  réseau	
  de	
  fibronectine	
  est	
  
primordiale	
   dans	
   le	
   processus	
   de	
   réparation	
   tissulaire	
   où	
   il	
   sert	
   de	
   support	
   pour	
   la	
   migration	
  
cellulaire.	
  Il	
  serait	
  donc	
  intéressant	
  d’étudier	
  le	
  rôle	
  de	
  cette	
  absence	
  de	
  fibrillogenèse	
  en	
  présence	
  
des	
  agrégats	
  sur	
  la	
  réparation	
  tissulaire.	
  
	
  
	
   Le	
  rôle	
  de	
  ces	
  agrégats	
  de	
  fibronectine	
  a	
  principalement	
  été	
  étudié	
  sur	
  le	
  comportement	
  des	
  
cellules	
   cancéreuses	
   ovariennes	
   SKOV3.	
   Mais	
   quels	
   sont	
   les	
   effets	
   de	
   ces	
   assemblages	
   sur	
   le	
  
comportement	
  des	
  autres	
  types	
  cellulaires	
  ?	
  
Entre	
   autre,	
   ces	
   assemblages	
   pourraient	
   impacter	
   le	
   comportement	
   d’autres	
   types	
   de	
   cellules	
  
cancéreuses	
  mais	
  également	
  des	
  cellules	
  saines.	
  L’étude	
  sur	
  d’autres	
  modèles	
  cellulaires	
  cancéreux	
  
et	
   sains	
   dont	
   les	
   fibroblastes	
   ou	
   les	
   cellules	
   endothéliales	
   permettrait	
   de	
   mettre	
   en	
   évidence	
   un	
  
phénomène	
   général	
   aux	
   comportements	
   cellulaires,	
   ou	
   au	
   contraire	
   spécifique	
   aux	
   cellules	
  
cancéreuses	
  ou	
  spécifiques	
  à	
  la	
  lignée	
  SKOV3.	
  
La	
  morphologie	
   allongée	
   et	
   la	
  migration	
   isolée	
   suggèrent	
   la	
   transition	
   des	
   cellules	
   SKOV3	
   vers	
   un	
  
phénotype	
  mésenchymateux.	
  La	
  transition	
  épithélio-­‐mésenchymateuse	
  est	
  un	
  événement	
  important	
  
facilitant	
   la	
   dissémination	
   des	
   cellules	
   cancéreuses.	
   Ainsi,	
   la	
   caractérisation	
   des	
   marqueurs	
  
moléculaires	
   N-­‐	
   et	
   E-­‐cadhérines	
   des	
   cellules	
   cancéreuses	
   SKOV3	
   permettrait	
   de	
   confirmer	
   leur	
  
transition	
   épithélio-­‐mésenchymateuse.	
   L’étude	
   des	
   capacités	
   d’invasion	
   et	
   de	
   dispersion	
   dans	
   des	
  
modèles	
   de	
   culture	
   en	
   trois	
   dimensions	
   ainsi	
   que	
   l’étude	
   du	
   profil	
   des	
   protéases	
   sécrétées	
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apporteraient	
   des	
   éléments	
   complémentaires	
   quant	
   aux	
   mécanismes	
   utilisés	
   lors	
   de	
   la	
   migration	
  
cellulaire	
  en	
  présence	
  des	
  agrégats	
  de	
  fibronectine.	
  
	
  
	
   Une	
  des	
  questions	
   importantes	
  à	
  résoudre	
  est	
  de	
  connaître	
   le	
  rôle	
  de	
  ces	
  agrégats	
  de	
  type	
  
amyloïde	
  de	
  la	
  fibronectine	
  dans	
  les	
  matrice	
  in	
  vivo	
  ?	
  Où	
  et	
  quand	
  sont-­‐ils	
  formés	
  ?	
  Ces	
  assemblages	
  
correspondent-­‐ils	
   à	
   des	
   structures	
   mal	
   repliées/pathologiques	
   de	
   cette	
   protéine	
   ou	
   ont-­‐ils	
   des	
  
fonctions	
  physiologiques	
  ?	
  
La	
  mise	
  au	
  point	
  d’un	
  protocole	
  de	
  marquage	
  des	
  réseaux	
  fibrillaires	
  de	
  fibronectine	
  formés	
  par	
  les	
  
cellules	
   permettrait	
   de	
   déterminer	
   si	
   la	
   mise	
   en	
   place	
   de	
   feuillets	
   β	
   intermoléculaires	
   est	
   un	
  
processus	
  physiologique.	
  Pour	
  cela,	
  il	
  serait	
  intéressant	
  de	
  développer	
  un	
  anticorps	
  conformationnel	
  
à	
  partir	
  des	
  agrégats	
  de	
  notre	
  étude	
  afin	
  de	
  réaliser	
  des	
  études	
  sur	
  coupes.	
  
D’autre	
  part,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  la	
  glomérulopathie	
  et	
  l’échec	
  de	
  la	
  rémyélinisation	
  sont	
  associés	
  à	
  
un	
  dépôt	
  de	
  fibronectine	
  de	
  type	
  agrégat	
  (Castelletti	
  et	
  al.	
  2008;	
  J.	
  M.	
  J.	
  Stoffels	
  et	
  al.	
  2013).	
  La	
  mise	
  
au	
  point	
  d’un	
  protocole	
  d’extraction	
  de	
  ces	
  agrégats	
  pathologiques	
  permettrait	
  de	
   faire	
  une	
  étude	
  
comparative	
   afin	
   de	
   déterminer	
   les	
   caractéristiques	
   structurales	
   et	
   les	
   similarités	
   entre	
   eux	
   et	
   les	
  
agrégats	
  formés	
  dans	
  notre	
  étude.	
  	
  
	
  
	
   Finalement,	
  ce	
  travail	
  a	
  permis	
  de	
  montrer	
  que	
  la	
  fibronectine	
  peut	
  former	
  des	
  agrégats	
  de	
  
type	
   amyloïde	
   dont	
   l’influence	
   sur	
   le	
   comportement	
   cellulaire	
   est	
   différente	
   de	
   celui	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  native,	
  puisqu’ils	
  modifient	
   le	
  profil	
  de	
  migration	
  des	
  cellules.	
  Ces	
  résultats	
  amènent	
  à	
  
s’interroger	
   sur	
   la	
   relation	
   qui	
   pourrait	
   exister	
   entre	
   la	
   dynamique	
   supramoléculaire	
   de	
   la	
  
fibronectine	
  dans	
  le	
  cas	
  de	
  processus	
  pathologiques	
  tels	
  que	
  le	
  développement	
  tumorale.	
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!"#$%&'()(*+,-.,-/#!)*%0,*#1-234-)($-1#0"#*#$-'(*%-!+)1&)-)1-)-1%+5.+#-!"%*#'(6-7/'+#-0#++5+)"-89-'1-
1#0"#*#$-.,-:'."%.+)1*1-)($-#($%*/#+')+-0#++1-)($-'1-&%1*+,-.%5($-*%-*/#-0#++-15":)0#-%"-$#!%1'*#$-)1-
'(1%+5.+#-&5+*'&#"1-'(-*/#-#;*")0#++5+)"-&)*"';<-
=(1%+5.+#-89-0)(-.#-:%5($-5($#"->)"'%51-:%"&1-'(-*'115#16- !"#"-:'."'+1-.5*-)+1%-/'?/-&%+#05+)"-7#'?/*-
)??"#?)*#16-7/'0/-/)>#-.##(-1/%7(-*%-.#-'(>%+>#$-'(-$'::#"#(*-!/#(%&#()<-8'."'+1-%:-89-/)>#-.##(-
1/%7(- *%- !+),- '&!%"*)(*- "%+#1- '(- */#- $,()&'0- %:- */#- @AB6- '(- */#- $#!%1'*'%(- %:- %*/#"- @AB-
0%&!%(#(*1- +'C#- 0%++)?#(- )($- '(- 0#++- )$/#1'%(- )($- !"%+':#")*'%(- 2D6E4<F#1'$#- :'."'++)*'%(6- 89-
)??"#?)*'%(- &),- .#- "#G5'"#$- $5"'(?- '('*')+- 1*)?#1- %:- 7%5($- /#)+'(?- )($- *'115#- "#?#(#")*'%(- 2H4<-
I%7#>#"6- '(-!)*/%+%?'0)+- 0%(*#;*6- #;0#11'>#- 89-$#!%1'*'%(- )($- '(0%""#0*- "#&%$#+'(?- 0%(*"'.5*#- *%-
10)""'(?- )($- :'."%1'16- )($- !"#>#(*- 0%&!+#*#- *'115#- "#?#(#")*'%(- 2H4<- =()!!"%!"')*#- "#&%$#+'(?6-
")*/#"- */)(- 0%(*'(5%51- 89- $#!%1'*'%(6- 0%5+$- !"%&%*#- 89- )??"#?)*'%(- '(-&5+*'!+#- 10+#"%1'1- +#1'%(1-
+#)$'(?-*%-"#&,#+'()*'%(-:)'+5"#-2JK4<- =(-C'$(#,6-/#"#$'*)",-$'1#)1#-?+%&#"5+%!)*/,-/)1-.##(-+'(C#$-
*%-&5*)*'%(1-'(-89-:%"&'(?-(%(L:'."'++)"-)??"#?)*#1-*/)*-0%5+$-0)51#-$#:#0*1-'(-&)*"';-)11#&.+,-2JJ4<-
I#(0#6- 15!")&%+#05+)"- 1*)*#1-%:- 89- 1##&- *%-/)>#- '&!%"*)(*- "%+#1- '(-$'::#"#(*-!/,1'%L!)*/%+%?'0)+-
!"%0#11#1- .5*- */#- &#0/)('1&- %:- 89- %+'?%&#"'1)*'%(- "#&)'(1- *%- .#- #+50'$)*#$<- A%(0#"('(?- 89-
:'."'++%?#(#1'16-'*-/)1-.##(-1/%7(-*/)*-*/#-1*"#*0/'(?-%:-89-.,-0#++1-'1-(#0#11)",-:%"-89-!%+,&#"'M)*'%(-
2JN4<-8'."'+-:%"&)*'%(-'1-'('*')*#$-.,-*/#-.'($'(?-%:-'(*#?"'(1-*/)*-"#15+*1-'(-)-0%(:%"&)*'%()+-0/)(?#-'(-
*/#-89-&%+#05+#-#;!%1'(?-1#+:L)11%0')*'%(-1'*#1<-B#0/)('0)+-1*"#11-7'++-5(:%+$-*/#-89===-$%&)'(1-)($-
&),-#;!%1#- 1%&#-%:- */#- '(*#"()+-!L1*")($1- '(- )- 0%(:%"&)*'%(- 15'*).+#- :%"- /,$"%?#(-.%($'(?- *%- )-
1'&'+)"+,-5(:%+$#$-'(*#"&#$')*#-%:-)(%*/#"-$%&)'(6-*/51-:%"&'(?-1*).+#-!%+,&#"'0-1*"50*5"#-2JOPJ34<-
Q#0#!*%"1-0+51*#"'(?-)($-'(0"#)1#$-0%(0#(*")*'%(-%:-+%0)+'M#$-89-)++%7-:'."'+-:%"&)*'%(6-!"%!)?)*'%(-
)($-5+*'&)*#+,6-*/#-?#(#")*'%(-%:-$#*#"?#(*L'(1%+5.+#-89-&)*"';-0%&!%1#$-%:-/'?/L&%+#05+)"-7#'?/*-
89-&5+*'&#"1- 2JD6JE4<- 89- 1*"50*5"#- '(- 150/- 89- 1#+:L)11#&.+'#16- )1-$#:'(#$-.,-$#%;,0/%+)*#- RSTAUL
'(1%+5.'+'*,6-'1-+'C#+,-*/#-"#15+*-%:-1*"%(?6-(%(L0%>)+#(*-!"%*#'(L!"%*#'(-'(*#")0*'%(1-2JH6NK4<-
V%-?)'(-'(1'?/*-'(*%-*/#-$'::#"#(*-&%+#05+)"-1*#!1-%:-89-1#+:L)11#&.+,6-#;!#"'&#(*)+-1,1*#&1-!$%&!'()-
7'*/%5*-+'>'(?-0#++1-7#"#-$#>#+%!#$<-=(-*/)*-0)1#6-&5+*'&#"'M)*'%(-0)(-.#-1*5$'#$-7'*/-*/#-/#+!-%:-89-
:")?&#(*1-+'C#-)()1*#++'(-2NJLNO4<-W50/-1*5$'#1-0%(:'"&#$-*/#-'(>%+>#&#(*-%:-*/#-5(:%+$'(?-%:-JK89===-
$%&)'(- )($- XL1*")($- #;0/)(?#- )1- !%*#(*')+- &#0/)('1&- :%"- 89- &5+*'&#"'M)*'%(- 2NJ6NN4<- V%- ?)'(-
'(:%"&)*'%(- %(- */#- >)"'%51- &%$':'0)*'%(1- #;!#"'#(0#$- .,- */#- #(*'"#- 89- &%+#05+#- $5"'(?- */#-
)11#&.+,6- )??"#?)*'(?-#;!#"'&#(*1- 0%(1'1*'(?- '(- */#- '(05.)*'%(-%:-!+)1&)-89- '(-$'::#"#(*-!/,1'0%L
0/#&'0)+-0%($'*'%(1-0)(-.#-5($#"*)C#(<-Y11#&.+,-7'*/%5*-+'>'(?-0#++1-0%5+$-.#-'($50#$-7'*/-/'?/-1)+*-
0%(0#(*")*'%(- .,-7#)C#('(?- */#- #+#0*"%1*)*'0- '(*#")0*'%(1- */)*-&)'(*)'(- */#- 0%&!)0*- 1*"50*5"#- %:-
896-)($-*/51-0%(>#"*'(?-*/#-1*"50*5"#-*%-)(-#;*#($#$-:%"&-15'*).+#-:%"-1#+:L)11#&.+,<-V/#-0/)(?#-%:-
*/#-%>#")++- 1*"50*5"#-%:- 89-7)1- "#:+#0*#$- '(- */#- 0%(:%"&)*'%()+- 0/)(?#-$#*#0*#$-.,- 1!#0*"%10%!'0-
&#*/%$1-150/-)1-0'"05+)"-$'0/"%'1&-2NZ6N[46-:+5%"#10#(0#-2N346-)($-&)?(#*'0-"#1%()(0#-2ND6NE4<-
=*- /)1- .##(- "#!%"*#$- */)*- !5"':'#$- !+)1&)- 89- :%"&#$- )- $'15+:'$#L.%($#$- )??"#?)*#1-7'*/%5*- 0#++1-
5($#"- 1'&!+#- .5*- !/,1'%+%?'0)++,- !%11'.+#- 0%($'*'%(1- '(- */#- !"#1#(0#- %:- )- +%7- 0%(0#(*")*'%(- %:-
"#$50'(?- )?#(*- 150/- )1- ?+5*)*/'%(#- 2NH4<- S'15+:'$#L.%($#$- )??"#?)*#1- 0)(- )+1%- .#- :%"&#$- ):*#"-
$#()*5")*'%(-'(-?5)('$'(#-2OK46-'(-5"#)-2N34-%"-.,-*#&!#")*5"#-2OJ4-7/#"#)1-)-:'."'++)"-:%"&-%:-89-(%*-
1*).'+'M#$-.,- 0%>)+#(*-.%($1- '1- :%"&#$-51'(?-WSW-)($- 1%('0)*'%(- 2ON4<V/#1#- 1*5$'#1-/)>#-!"%>'$#$-
1%&#-05#1-).%5*- */#-$'::#"#(*- 0%(:%"&)*'%(1-%:- #(*'"#- 896- )($- 15??#1*- */)*- */'1-!"%*#'(- 0)(- 1#+:L
)11#&.+#- '(*%- $'::#"#(*- *,!#1- %:- 15!")&%+#05+)"- )11#&.+'#16- %*/#"- */)(- :'."'+1<- I%7#>#"6- */#-
&#0/)('1&1-%:- 89- 1#+:L)11#&.+,-)($- */#- "%+#-%:- 89-)11#&.+'#1-%(- 0#++-.#/)>'%"- 1*'++- "#&)'(- *%-.#-
#+50'$)*#$<-
I#(0#6-'(-*/'1-7%"C6-7#-1*5$'#$-#(*'"#-!+)1&)-89-1#+:L)11#&.+,-7'*/%5*-"#G5'"#$-+'>'(?-0#++1-'(-%"$#"-
*%-&%('*%"-1!#0*"%10%!'0)++,-*/#-C'(#*'01-%:-)??"#?)*'%(-)($-*/#-)11%0')*#$-0%(:%"&)*'%()+-0/)(?#1<-
V/#"&)+- 5(:%+$'(?- 7)1- 51#$- *%- *"'??#"- 89- &5+*'&#"'M)*'%(<- B%"!/%+%?'0)+- '(:%"&)*'%(- %(- 89-
)11#&.+'#1-/)1-.##(-%.*)'(#$-.,-)*%&'0-:%"0#-&'0"%10%!,-RY8BU-)($-&%+#05+)"-7#'?/*-%:-'(*)0*-89-
)??"#?)*#1- /)1- .##(-&#)15"#$- 51'(?- )(- '((%>)*'>#- 0/)"?#L$#*#0*'%(-&)11- 1!#0*"%&#*",-&#*/%$<-
\1'(?- 8%5"'#"- *")(1:%"&#$- '(:")"#$- 1!#0*"%10%!,- R8V=QU6- EL)('+'(%()!/*/)+#(#LJL15+:%()*#- RY9WU-
.'($'(?- )11),1- )($- "#$50'(?- WSWL]Y^@6- 7#- '(>#1*'?)*#$- */#- 0%(:%"&)*'%()+- 0/)(?#1- %005""'(?-
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1,-%$*/$1"'(.1%#.4%-$%'*05,(%-$8?$"0.(&6$
E%#%>$ +%$ -%1*0&(#,(%$ (),(>$ 3%&.-%$ /.3#.'&>$ "0/*'-.05$ */$ 8?$ 2,0$ (#.55%#$ .(&$ &%'/A,&&%13'F$ .0(*$
,55#%5,(%&$ +.()$ ,1F'*.-$ =#*=%#(.%&6$ !"#$ #%&"'(&$ &"55%&($ ()%$ .1=*#(,02%$ */$ 8?$ 1*-"'%&$ .0$ ()%$
-F0,1.2$*/$()%$%0(.#%$=#*(%.06$\*1%$,1F'*.-$/%,("#%&$),U%$3%%0$#%U%,'%-$.0$8?$/#,51%0(&$'.G%$8?:::$
-*1,.0&$IJKL$,0-$,0,&(%''.0$IJQL6$$9)%$2*1='%<$.##%U%#&.3'%$"0/*'-.05$*/$=',&1,$8?$2*"'-$3%$-"%$(*$
.0(%#A-*1,.0$2*0(,2(&>$'%,-.05$(*$0*0A0,(.U%$.0(%#,2(.*0&$,0-$()%$/*#1,(.*0$*/$2*1=,2($,1F'*.-A'.G%$
,55#%5,(%&6$$
$
!""#$"%&'()*(+*,-%./%*01*2($.*)(&*+(--(3*&4$*)56-$%&'()72$,$)2$)&*,(-8/$#'9%&'()*/(2$-*
9)%$G.0%(.2&$*/$=',&1,$8?$,55#%5,(.*0$.&$-.//%#%0($(),0$+),($),&$3%%0$-%&2#.3%-$/*#$(F=.2,'$,1F'*.-$
/*#1,(.*0>$+).2)$2*1=#.&%&$2',&&.2,''F$()#%%$=),&%&c$',5>$%<=*0%0(.,'$5#*+()$,0-$&(,(.*0,#F$=),&%&$
ISML6$ :0$ ()%$,1F'*.-$ 2,&%>$ ()%$,&&%13'F$*22"#&$*0$,$ 2*1='%<$%0%#5F$ ',0-&2,=%>$ .0U*'U.05$1"'(.='%$
,0-$ 2*1=%(.05$ =,()&$ (),($ '%,-$ (*$ ,55#%5,(%&$ */$ -.//%#%0($ 1*#=)*'*5.2,'$ (F=%&6$ 9)%$ #%,2(.*0$
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j%#8)&%'&C(H$#8%.6G:(!72%7,.$(91*)91%&%)$(5/*>97$'(%.&,58*>)$(%.&,-*'6(',7>&$'(%&(;[@R<<(,.(OJB5
JB!(;4(0%)(&1$.(,./>-%&$'(+*#(;(1*>#(%&(#**8(&$89$#%&>#$(AB1$$9(g"HC(B,"8%C(B&(D>$.&,.(E%77%F,$#C(
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14Y'9B)(&1$G.$AF)''$A.D(5&(9B$E-)XF&D(A$CE$(5&$FC'&B4'&#$M)(4-&$H>"*$H>LHH#$

IR#$ ;&15)-*$@#$7$]DX5)F*$P#$3#$<J""I?#$]AC')(9CD$CE$)$DC[&'$9D(&X-9D$-&B&Y(C-$F&19)(9DX$S-X\2'.\SAY\
19-&B(&1$ B&''$ )15&A9CD$ (C$ E9G-CD&B(9D$ )D1$ (.Y&$ ]$ BC'')X&D$ E-CF$ 54F)D$ D&4-CG')A(CF)$ B&''A#$
SAACB9)(9CD$CE$)$DC[&'$G&()$J\-&')(&1$A4G4D9($W9(5$)'Y5)$[#$+#$3&''$,9C'#JJ>*$=JRI!=J"H#$

I"#$ ;4&5C'F*$Q#$@#*$%&(&-A&D*$@#$`#*$@aD1&-Nb-*$Q#*$8)-A&D*$%#*$35-9A(9)DA&D*$2#*$/&9D*$P#$8#*$6DX59'1*$
+#$ +#*$ M9&'A&D*$ +#$ 8#*$ M9&'A&D*$ P#$ 8#*$ M9&'A&D*$ %#$ /#$7$c(:&D*$ ;#$ 6#$ <=>J>?#$ 04DB(9CD)'$ )F.'C91$ 9D$
%A&41CFCD)A#$QC'#$Q9B-CG9C'#$ZZ*$J>>"\J>=>#$

K>#$ TCF&-C*$;#*$SX49')-*$3#*$8CA9BN*$T#$7$PC'(&-*$T#$<=>J>?#$SF.'C91$E9G&-A$Y-C[91&$A(-4B(4-)'$9D(&X-9(.$
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KJ#$ Q)O9*$@#$P#*$%&--9D*$Q#$/#*$@)W).)*$Q#$T#*$+&AAG&-X&-*$@#*$`)1C1)-9)*$P#*$T9AAF)D*$T#$S#*$@9DX-4*$%#$@#*$
M9'AACD*$ P#$ %#$ T#*$ @9FCD*$ T#*$ @B54G&-(*$;#*$ 69A&DG&-X*$;#*$ T9[9&-*$ +#*$ @)WB5&DNC*$ %#*$ `)'&*$U#$7$
T9&N*$ T#$ <=>>"?#$ 04DB(9CD)'$ )F.'C91A$ )A$ D)(4-)'$ A(C-)X&$ CE$ Y&Y(91&$ 5C-FCD&A$ 9D$ Y9(49()-.$
A&B-&(C-.$X-)D4'&A#$@B9&DB&H=I*$H=RLHH=#$
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-&A91&D($X'.BCY-C(&9D$(C$9D9(9)(&$F&')DCACF&$G9CX&D&A9A#$+#$3&''$,9C'#JKJ*$I=JLIHH#$

KH#$ 35&D)'*$S#*$`&D1-&'.*$3#*$`9(-)B*$/#*$P)-A(*$+#$3#*$2CDD&)41*$S#*$,')DB5&(*$3#$6#*$%9B5)-1*$@#*$2)-B9)*$
6#*$ @)'9D*$ ,#*$ 3)((.*$ %#*$ 29''&(*$ ;#*$ /4AA.*$ M#*$ Q)-d4&((&*$ 3#*$ S'F4D9)*$ 3#$ 7$ 0C-X&*$ `#$ <=>J=?#$
SF.'C91$ E9G-9'A$ EC-F&1$G.$ (5&$Y-CX-)FF&1$B&''$1&)(5$ -&X4')(C-$,B'\e8#$ +#$QC'#$,9C'#!JI*$IR!L
I""#$

K!#$ Q)'9N*$ 2#*$ PDCW'&A*$ Q#*$ ;59-*$ T#*$ f4*$ @#*$ g)DX*$ @#*$ T4CA')5(9*$ 6#*$ 7$ %9'B5*$ +#$ <=>J>?#$ %')AF)$
E9G-CD&B(9D$Y-CFC(&A$ '4DX$F&()A()A9A$G.$BCD(-9G4(9CDA$(C$E9G-9D$B'C(A$)D1$(4FC-$B&''$ 9D[)A9CD#$
3)DB&-$T&A#Z>*$!H=Z!!HH!#$

KI#$ %C4'C49D*$ 8#*$ 2)''&(*$c#*$ TC4)59*$Q#$7$ ]F5CEE*$ +#$Q#$ <J"""?#$ %')AF)$ E9G-CD&B(9D_$ (5-&&$ A(&YA$ (C$
Y4-9E9B)(9CD$)D1$A()G9'9(.#$%-C(&9D$6eY-#$%4-9E#JZ*$J!KLJI=#$

KK#$ P&)(CD*$%#$U#*$ ]1:C-&N*$2#$3#*$TCW(CD$@-#*$8#$ +#*$@&)X-)[&*$+#$;#*$@(-)1'9DX*$2#$8#*$,&-X&ACD*$@#$;#*$
3C''CY.*$ Q#$ V#*$ 34-'9DX$ +-#*$ /#$ 8#*$ QB3C''*$ ;#$ ,#$ 7$ @F9(5*$ +#$ ;#$ <J"">?#$ S$ 5.Y&-[&'CB9(.$ \$
F9B-CY)-(9B'&$\$9FY)B(A$')GC-)(C-.$W9(5$J>>\NFhA$Y-CO&B(9'&A#]D(#$+#$]FY)B($6DX#J>*$="ILH>R#$
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"%$! ! ! ! ! ! !"&$!!
!"#$%&'('!()*+!#,-!./012/3/4)&#3!#,#356)6!/7!#440+4#8+-!9:'!"#$!;#66!61+&80/.+805!.+#6<0+.+,8!%5!
=>;('! ?2+! ,<.%+0! /7! &/<,8+-! )/,6! )6! -+1)&8+-! %5! -)77+0+,8! &/3/0@! 82+! 0+-! &/00+61/,-),4! 8/! 82+!
2)42+68!#./<,8!/7!)/,6!#,-!82+!%3<+A!82+!3/B+68'!C,!82+!8/1!#,-!3+78!6)-+!/7!82+!.#1!#0+!62/B,!82+!
-)680)%<8)/,6! /7! 82+! )/,6! ),! &2#04+! #,-! ),! .#66! 0+61+&8)D+35'! "%$! E9;! ).#4+! ),! 3)F<)-! /7! ,#8)D+!
7)%0/,+&8),'!"&$!E9;!).#4+!),! 3)F<)-!/7!#440+4#8+-!7)%0/,+&8),!#8!G!.4'.HIG!#8!JKL=!-<0),4!MN2'!?2+!
6&#3+!%#0!&/00+61/,-6!8/!OKK!,.'!
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!&#$ $
!"#$%&' ()'()*$ +,-&./"$ 01$ 234-/3&$ "52$ 467.34-/38-2$ 13%/05-&.359$ '3%/05-&.35$ :"+$ ";;/-;".-2$ ".$ "$
&05&-5./".305$ 01$ <=$ 4;94>?@".$ A=BC$ 652-/$ +.3//35;$ 01$ D==/,4$ 35$ @=4E$ FGHGI?J<K$ %611-/9$ !"#$
I,-&./64$ 01$ 234-/3&$ 'L9$ !%#$ I,-&./64$ 01$ ";;/-;".-2$ 'L9$ !&#$ J311-/-5&-$ +,-&./64$ %-.:--5$
";;/-;".-2$ 'L$ "52$ 234-/3&$ 'L9$ (M-$ +,-&./"$ :-/-$ 2-&05N076.-2$ 35.0$ ,/35&3,"7$ &04,05-5.+$
/-,/-+-5.35;$ .M-$2311-/-5.$-7-4-5.+$01$ +-&052"/O$ +./6&.6/-$ !20..-2$ 735-+#9$ (M-3/$ +64$ !2"+M-2$ 735-#$
0N-/7",+$.M-$-P,-/34-5."7$2"."$!+0732735-#9$E-"+6/-4-5.+$:-/-$,-/10/4-2$".$<=BC9$
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!"#$ !%# $
!"#$%&'(')*+,'&'()*+,-.,+(*/)$"0"'12/2$,3$4/5(+/)$!6#$"04$788+(8"*(4$!78#$3/%+,0()*/09788+(8"*(4$:6$
;"2$ /0)<%"*(4$ =>.$ "*$ ?@AB9$ C@µ8$ ,3$ 3/%+,0()*/0$;(+($ 2(-"+"*(4$ ,0*,$ "$ ?D$ EFEGH7I&$ 8('$ /0$ 0,0G
+(4<)/08$!"#$"04$+(4<)/08$!%#$),04/*/,029$
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!"#$%&' ()"#$! %&'()*+,*-,*! .*/+')*.*-0! 1-! 2)*+*-,*! (%! %13)(-*,01-4513)(-*,01-! /0! 6.74.896:/+!
.'&01.*)1;*<! /0! =>?@! %()! ABC(')+! '-<*)! +01))1-7! /0! D>>)2.4! "#$! :/+! /<<*<! /0! *E'/&! .(&/)!
,(-,*-0)/01(-! :10C! %13)(-*,01-! 3*%()*! 0C*! %&'()*+,*-,*!.*/+')*.*-0! /0! A>?@! '+1-7! /-! *F,10/01(-!
:/G*&*-70C! (%! HI>! -.4! $2*,0)/! (%! /77)*7/0*<! 5#! J<(00*<! &1-*KL! <1.*)1,! 5#! J+(&1<! &1-*K! /-<! "#$!
J</+C*<!&1-*K!/)*!,(.2/)*<4!
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!&# $
"#$%&'! ()! '()*+,-$ &)-&+-*("*,)-$ .+/+-.+-&+$ )0$ 0)(1"*,)-$ )0$ "22(+2"*+.$ 0,%()-+&*,-3$ 4546
078)(+9&+-&+61)-,*)(+.$"22(+2"*,)-$:,-+*,&9$"*$;<=-1$)0$>?$"*$@3=A$1231B6@$!%7"&:$&,(&7+9#C$@$1231B6
@!2("D$ 9E8"(+9#C$ F3GA$ 1231B6@!%7"&:$ .,"1)-.9#C$ F3H$ 1231B6@!%7"&:$ 9E8"(+9#C$ F3A$ 1231B6@!2("D$
*(,"-27+9#$ "-.$ F3=A$ 1231B6@!2("D$ .,"1)-.9#3$ I)7"($ &)-&+-*("*,)-9$ J+(+$ &"7&87"*+.$ J,*5$ "-$
+9*,1"*+.$1)7+&87"($J+,25*$)0$;AF$:K"3$ !"#$L22(+2"*,)-$J"9$/+(0)(1+.$"*$GFMN$"-.0)($+"&5$ *,1+$
/),-*C$"-$"7,E8)*$)0$/()*+,-$J"9$&)77+&*+.$"-.$ ,-&8%"*+.$J,*5$454$"*$+E8"7$1)7"($&)-&+-*("*,)-$"*$
=FMN$%+0)(+$ *5+$ 078)(+9&+-&+$1+"98(+1+-*3$ 45+$ 9)7,.$ 7,-+9$ (+/(+9+-*$ *5+$ 7+"9*69E8"(+9$ 0,*9$ *)$ *5+$
.)8%7+$+O/)-+-*,"7$ +E8"*,)-$ !PE3$ @#3$ !%#$ 45+$ *J)$"//"(+-*$ ("*+$ &)-9*"-*9$ :@$ !%7"&:$ &,(&7+9#$ "-.$ :=$
!2(+D$*(,"-27+9#$"-.$!&#$*5+$*J)$"1/7,*8.+9$L@$!%7"&:$&,(&7+9#$"-.$0)($L=$!2(+D$*(,"-27+9#$)0$*5+$.)8%7+$
+O/)-+-*,"7$ )0$ >?$ "22(+2"*,)-$ )%*",-+.$ 0()1$ 454$ :,-+*,&9$ "(+$ /7)**+.$ "2",-9*$ /()*+,-$
&)-&+-*("*,)-93$45+$+(()(9$%"(9$(+/(+9+-*$*5+$9*"-."(.$.+Q,"*,)-9$&"7&87"*+.$0()1$*5(++$9+/"("*+.$
+O/+(,1+-*93$
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!"#$%& '("#$%&'(! )'(*'(+! %,,%-.! /0#! 12%3&'4(! 41! 1')24(#3&'(! )45(*&4! +#$%&'(! 6%,! &#,&#*! )-! %11'('&-!
30247%&4+2%80-.! 9'7#2'3! 1')24(#3&'(! %(*! %++2#+%&#*! :;! %&! <=>?! *52'(+! @A0! 6#2#! 7'B#*! 6'&0!
+#$%&'(C,#80%24,#!)#%*,!%(*!%1&#2!,#*'7#(&%&'4(!41!&0#!)#%*,D!&0#!,58#2(%&%(&!6%,!34$$#3&#*.!/0#!
)'(*'(+!12%3&'4(!41!1')24(#3&'(!6%,!&0#(!*#&#27'(#*!)-!7#%,52'(+!&0#!824&#'(!34(3#(&2%&'4(!%&!@E=!
(7./0#! 2#,5$&,! 2#82#,#(&! &0#! %F#2%+#! 41! &02##! '(*#8#(*#(&! #B8#2'7#(&,! GHC! IJK.!" #$" %&%'"
()*#+,-."/)".0*-,0("102,)3-(/03.!!
!
!

!
!"#$%).! JLMIN! &4! *#&#27'(#! &0#! %33#,,')'$'&-! 41! &0#! O"9! 3#$$C)'(*'(+! *47%'(! 41!
1')24(#3&'(.N++2#+%&#*!:;!6%,!'(35)%&#*!%&!<=>?!*52'(+!@A0.!P#23#(&%+#!6%,!*#&#27'(#*!3478%2#*!
&4!&0#!,%7#!%745(&!41!(%&'F#!*'7#2'3!1')24(#3&'(.!/0#2#!',!(4!*#&#3&'4(!41!O"9!,#Q5#(3#!5(*#2!@.R!
(+.!!!#$" %&%%'" ()*#+,-." /)" .0*-,0(" 102,)3-(/03.! /0#! 2#,5$&,! 2#82#,#(&! &0#! %F#2%+#! 41! &02##!
'(*#8#(*#(&!#B8#2'7#(&,!GHC!IJK.!

!"#$%&'()*"$+,-($&./0
12-(3+ 45&!"#$%

677*+72-+% 89:;&!"#""&

!"#$%&'( )"*%&'( *"%&'( %'(
+((,-(./-0 1 1 )"*!!! )"*!!!
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!%#$ $

!"#$%&' ()&'()()*+,+('$"--"'$).$ .+%/)01,(+0$)0$23456$,"0,1/$,177-8$9.(1/$":;1-+)0<$23456$,177-$=1/1$
+0,>%"(1:$ .)/$ ?@$ !"#$ )/$ AB$ ;)>/-$ !%#$ =+(;$ C"/+)>-$ ,)0,10(/"(+)0-$ ).$ :+D1/+,$ !E/"'$ %"/#$ )/$

"EE/1E"(1:!=;+(1$ %"/#$ .+%/)01,(+0$ +0$D1:+>D$ ->FF71D10(1:$=+(;$ G8HI$ -1/>D8$ J;1$ C+"%+7+('$ ).$ (;1$

,177-$ ="-$ (;10$ ,;1,K1:$ %'$ LJJ$ "--"'8J;1$ /1->7(-$ /1F/1-10($ (;1$ "C1/"E1$ ).$ (;/11$ +0:1F10:10($

1*F1/+D10(-$MNO$2PQ8$
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!"#$%&'()'(*+,-"'($,()''"''(./0#,'0/)$%,&()##"''%-%/%$0(,1(23(+"/)$"4($,(%$'(1,/4%&.(40&)5%#(

!"#$%&'()*+,-% ./01+233*%4*(51*+$,-% 6071*(3% 827+27)(,-%9-% !7#*$:0%;0<=*3)(,-%>0#0(27%;*(0=/271,-%
?+)@)*1%A0++*3,-B-%C-%D2/0((*%6*12$EF750+,-%C%

,GH7)I*%5*%!*=/*1=/*%<71%+*<%!*+03)2(<%J031)=*%GK310=*++7+0)1*E.*++7+*<-%G!!JG.*%LG&,MN,O-%P(<3)373%
5*<%#03"1)07K-%PEJ&Q%LRFS,99O-%T()@*1<)3"%5*%.*1'$E82(32)<*-%RENUVVV%.*1'$E82(32)<*-%9%0@*(7*%
&52+I/*%./07@)(-%NUMV9%.*1'$E82(32)<*%.*5*K-%R10(=*W%

B.211*<I2(5)('%073/21X%
GE#0)+%0551*<<X%2+)@)*1W'0++*3Y7E=*1'$WZ1%
Q*+X%C%MM%,%MS%9U%[U%NN%
R0KX%C%MM%,%MS%9U%[[%NS%
%
C%*H70+%=2(31)\73)2(%
%
6-'$+)#$(

T<)('% +*=3)(<%0<%I12\*<-%]*%I12I2<*% 32%0<<*<<% 3/*%0==*<<)\)+)3$%2Z% '+$=2<$+03)2(%/01\21*5%\$%0%/)'/%
#2+*=7+01%]*)'/3%I123*)(-%R)\12(*=3)(-%571)('%)3<%Z2+5)('%5$(0#)=W%R)\12(*=3)(%)<%0%!SUV%^F0%5)#*1)=%
I123*)(% =2#I1)<)('% S% 32% N_% 2Z% '+$=2<$+03)2(<W% P3% )<% 0% ^*$% 0=321% ])3/)(% *K310=*++7+01% #031)=*<%
<71127(5)('% =*++<% 0(5% 5)<I+0$<% 0% '1*03% =2(Z21#03)2(0+% +0\)+)3$% 1*+03*5% 32% )3<% Z7(=3)2(<W% &#2('% ,U%
+*=3)(<% 3*<3*5-% ]*% </2]*5% /*1*% 3/03% R)\12(*=3)(% #0)(+$% 1*0=3*5% ])3/% #0((2<*E\)(5)('% +*=3)(<-%
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$6(+%$5#6*)&5-6%#!%.!"68+%#'(-6#!.+53$'#-,!%+!$%76.6(5-6%#,!%.!*<4,6(%2(<'$6(5&!*5+5$'-'+,!A'+'!

*+%*%,'7!-%!+'*+%7)('7!01$20345!-<'!(%#.%+$5-6%#5&!(<5#3',!-<5-!)#7'+3%',!"#!01$2025).&#$%-6%,#$,%!S'+'H!
"#!,'(%#75+4!5#7!-'+-65+4!,-+)(-)+',!A'+'!,-)76'7!5-!:BH!\]!5#7!/W^>!84!(6+()&5+!76(<+%_,$!C>PH!

"63)+'!:IH!)**'+!*5#'&DH!6#-+6#,6(!-+4*-%*<5#!.&)%+',('#('!CFVQH!"63)+'!:IH!$677&'!*5#'&D!5#7!

74#5$6(!&63<-!,(5--'+6#3!CPR?H!"63)+'!:IH!8%--%$!*5#'&DE!"5+2L`!>P!,*'(-+5!%.!*&5,$5!"#!6#()85-'7!5-!

:B!5#7!\]^>!*+','#-'7!5!-4*6(5&!#'35-6@'!'&&6*-6(6-4!5+%)#7!29]EB!X!9W
B
!7'3E($aE7$%&

29
!5-!:9]!#$!

(%#.6+$6#3!6-,!"2,<''-!(%$*%,6-6%#E!I-!/W^>H!5!7+5,-6(!7'(+'5,'!%.!'&&6*-6(6-4!@5&)'!-%!2\:EB!

7'3E($aE7$%&
29
!A5,!%8,'+@'7H!6#76(5-6#3!5#!6#(+'5,'!%.!"2,<''-!,-+)(-)+',E!I-!:B!5#7!\]^>H!

-+4*-%*<5#!.&)%+',('#('!,*'(-+5!*+','#-'7!5!$5X6$)$!'$6,,6%#!('#-'+'7!5-!\\W!#$H!5!-4*6(5&!@5&)'!

.%+!8)+6'7!5+%$5-6(!+',67)',E
%.
!I-!/W^>H!5!,&63<-!,<6.-!-%A5+7!6#(+'5,'7!'$6,,6%#!A5@'&'#3-<!A5,!

%8,'+@'7E!?)(<!5!+'7!,<6.-!6,!U#%A#!-%!(%$'!5&%#3!-<'!'X*%,)+'!%.!-+4*-%*<5#!+',67)',!,)33',-6#3!5!

$%76.6(5-6%#!6#!-+4*-%*<5#!&%(5&!$6(+%'#@6+%#$'#-!A6-<6#!.%&7'7!"#E!PR?!5#5&4,6,!,<%A'7!#%!VS!

$%76.6(5-6%#,!%.!"#!.%+!-'$*'+5-)+',!%.!:B!5#7!\]^>!A<6&'!5!$5+U'7!6#(+'5,'!%.!"#!VS!%(()++'7!5-!
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!"#$%& $'()& *+,-.+-,/& 0+& +1/& *02/& +/23/,0+-,/*& 40*& 05*'& 0(0567/8%& )*& *1'4(& 9(& :9;-,/& <=>& ('&
*9;(9:9.0(+& 2'89:9.0+9'(*& ':& $?& *3/.+,0& @-33/,& 30(/5A>& +,63+'310(& :5-',/*./(./& /29**9'(& *3/.+,0&
@29885/&30(/5A&',&BC&':&$'()&@D'++'2&30(/5A&033/0,/8&0+&+1/&+/*+/8&+/23/,0+-,/*&/E./3+/8&0&20,F/8&
BC&9(.,/0*/&0+&!"#$%&&

G1/(&H(&0(8&$'()&4/,/&*-DI/.+/8&0&+/23/,0+-,/&,0(;/&J0,69(;&:,'2&<K&+'&!K#$>&80+0&.'55/.+9J/56&
955-*+,0+/& +10+& 9(.,/0*9(;& +/23/,0+-,/*& 9(8-./& 0& 3,';,/**9J/& -(:'589(;& ':& 350*20& H(>&419.1& 9*& :9,*+&
0..'230(9/8&D6&0(&05+/,0+9'(&':&9+*&;5'D05&.'(:',20+9'(&*//(&+1,'-;1&0(&9(.,/0*9(;&BC&:,'2&L"#$&0(8&
2'89:9.0+9'(& ':& MBN& 5'.05& /(J9,'(2/(+& D/+4//(& L"& 0(8& KK#$& 3,9',& 0& 8,0*+9.& 5'**& ':& */.'(80,6&
*+,-.+-,/*&0:+/,&KK#$&'D*/,J/8&9(&$?&@:9;-,/&O>&5/:+&30(/5A%&)+&19;1/,&+/23/,0+-,/>&0&20,F/8&9(.,/0*/&
':& BC& 40*& 'D*/,J/8& 49+1& 0& .5/0,& .-+P'::& 0+& KK#$%& & M1/*/& 'D*/,J0+9'(*& 19;159;1+& 0& :9(/P+-(/8&
.'(:',20+9'(05& +,0(*9+9'(& 0D'J/& L"#$& *-;;/*+9(;& 0& *+,-.+-,05& 50D959+6& ':& +1/& 3,'+/9(& 9(& 0&
316*9'30+1'5';9.05&,0(;/&':&+/23/,0+-,/&+10+&,/209(*&+'&D/&:-,+1/,&9(J/*+9;0+/8&9(&,/;0,8&49+1&+1/&
922-(/& :-(.+9'(& ':& :9D,'(/.+9(%& M1/6& 05*'& .',,'D',0+/& 0& 3,/J9'-*& QHMB& *+-86& 8/*.,9D9(;& +10+& !P
0;;,/;0+9'(&':&H(&'..-,,/8&0+&KK#$%!"&R-.1&0;;,/;0+9'(&4'-58&3,/J/(+/8&+1/&,/:'589(;&':&+1/&3,'+/9(&
0(8&206& 055'4& +1/& /E3'*9+9'(& ':& (/'/39+'3/*& 59F/& 922-(';/(9.& *9+/*& 9(& .'230,9*'(& +'& +1/& (0+9J/&
*+,-.+-,/*%#$&$'(&)&9*&0(&055&!P3,'+/9(&49+1'-+&89*-53198/&D'(8*%&M1/*/&+4'&/5/2/(+*&4'-58&/(10(./&
3,'+/9(&:5/E9D959+6&0(8&:0J',&.'(:',20+9'(05&.10(;/*&0+&+1/&+/,+90,6&*+,-.+-,/&5/J/5%""& Q(&+1/&,0(;/&':&
+/23/,0+-,/& J0,69(;& :,'2& <K& +'& !K#$>& $'()& *+,-.+-,/& 033/0,*& +'& ,/209(& *+0D5/& -(8/,& K"#$>& :,'2&
41/,/&0(&9(.,/0*/&':&BC&9*&'D*/,J/8&@H9;-,/&O>&,9;1+&30(/5A%&R-.1&5'**&':&*+0D959+6&*9(./&K"#$&40*&05*'&
,/3',+/8&8-,9(;&+1/&$'()&:',20+9'(&':&0265'98&0;;,/;0+/*%""&&

M0F/(&+';/+1/,&+1/*/&80+0&955-*+,0+/&+10+&+/23/,0+-,/&D/+4//(&<K&0(8&K"#$&9(8-./*&.'(:',20+9'(05&
2'89:9.0+9'(*& ':& H(& 49+1'-+& 0::/.+9(;& $'()%& Q(& +19*& +/23/,0+-,/& ,0(;/>& $'()& 033/0,*& 0*& 0& -*/:-5&
3,'D/& +'&2'(9+',&20(('*/& ,/*98-/*& :0+/& 8-,9(;& H(& 3,';,/**9J/& -(:'589(;& 0(8& I-*+9:6& +'& .0,,6& '-+&
:-,+1/,&/E3/,92/(+*&:,'2&<K&+'&K"#$%&

!"#$#%&'$()#&(*+, *-, .+, /#++*012#&(*+03!*+4, (+&'$#%&(*+, #2*+5, 60*&"'$/#2, 7(&$#&(*+, !#2*$(/'&$1,
867!9,#+#210(0,#&,:;,#+<,;=>!?,,,,

H',&<"&6/0,*>&-5+,0*/(*9+9J/&29.,'.05',92/+/,*&10J/&D//(&,/;-50,56&923,'J/8&0(8&1/(./&033/0,&0*&0&
2/+1'8& ':& .1'9./& +'& *+-86& 2'5/.-50,& 9(+/,0.+9'(*%"$& M1/6& 3,'J98/& 9(& I-*+& 0& *9(;5/& /E3/,92/(+& 0&
.'235/+/& +1/,2'86(029.& .10,0.+/,970+9'(& ':& +1/& D9(89(;& /J/(+%& )(& QM$& 3,'+'.'5& 40*& 8/*9;(/8& +'&
2'(9+',&:',&+1/&:9,*+&+92/&+1/&:0+/&':&;56.'*650+9'(*&8-,9(;&3,'+/9(&-(:'589(;%&Q+*&9235/2/(+0+9'(&40*&
.0,,9/8&'-+&0+&<K&0(8&K"#$& +10+&.',,/*3'(8& +'& +1/&295/*+'(/*&':& +1/& +1/,205P9(8-./8&H(&-(:'589(;&
49+1'-+&05+/,0+9'(&':&+1/&5/.+9(&3,'D/&.'(:',20+9'(%&&

S(/&':&+1/&.1055/(;/*&':&+19*&3,'./8-,/&40*&+'&+0F/&9(+'&0..'-(+&+10+&H(&9*&0&19;1&2'5/.-50,&4/9;1+&
20+,9E&;56.'3,'+/9(%&QM$&0(056*/*&.'22'(56&,/T-9,/&50,;/&T-0(+9+9/*&':&3,'+/9(>&+1-*&+1/&5'4/,&0*&
3'**9D5/&H(&.'(./(+,0+9'(&40*&0**/**/8%&M1/(>&+1/&H(U$'()&,0+9'&+10+&/(*-,/8&0../3+0D5/&
*9;(05U('9*/&,0+9'&40*&8/+/,29(/8%&?-,9(;&+1/&*3/.9:9.&$'()U20(('*/&,/.';(9+9'(&0&$0<V&9'(&0**9*+*&9(&
',;0(970+9'(&':&+1/&D9(89(;&*9+/&':&$'()>&419.1&0..'-(+*&:',&+1/&2/+05&9'(&,/T-9,/2/(+&':&0.+9J9+6&':&
+19*&5/.+9(%$%&Q(&0889+9'(>&+1/&.1'9./&':&+1/&D-::/,&:',&9(+/,0.+9'(&9*&.,9+9.05&8-,9(;&QM$&0(056*9*&'49(;&+'&
0&29(9205&/(+10536&':&9'(970+9'(&9*&,/*/0,.1/8%&R'89-2&31'*310+/&9*&':+/(&,/.'22/(8/8"&&D-+&('+&
*-9+0D5/&49+1&$'()&8-/&+'&+1/&,/T-9,/2/(+&':&89J05/(+&.0+9'(*&@$0<V>&W(<VA&:',&.0,D'168,0+/&D9(89(;%$&
%&C/,/>&9+&40*&8/+/,29(/8&+10+&<%<&XW&':&H(&49+1&0&,0+9'&':&<"YZ&$'()&3/,&H(&9(&C[N[R&@"C&':&<"&
F.05%2'5PZA&4/,/&*-9+0D5/&/E3/,92/(+05&.'(89+9'(*&:',&/0.1&0**06%&C/3/*&40*&3,/:/,,/8&+'&M,9*&
0..',89(;&+'&9+*&5'4&9'(970+9'(&/(+10536&.'230,9(;&+'&T-0+/,(0,6&022'(9-2&D-::/,>&,/*3/.+9J/56&<"&
0(8&L\%LK&F]%2'5PZ%"'&G1/(&/E3/,92/(+*&4/,/&.0,,9/8&'-+&0+&316*9'5';9.05&3C&@3C&\%LA&49+1&',&49+1'-+&
ZK"&2W&^0$5&@80+0&('+&*1'4(A>&+639.05&+1/,2';,02*&0+&<K&0(8&K"#$&*1'4/8&,/8-./8&D0.F;,'-(8&
('9*/*&9,,/*3/.+9J/&+'&+1/&+/*+/8&9'(9.&*+,/(;+1&0(8&D0*/59(/&8,9:+*&9(89.0+/&0;;,/;0+9'(&8-/&+'&$'()&
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!"#$%&'#()*+,(--(*$, .-%/"0(,123,456(0%!()$'#,*7)8%$%7)9,-70, #(*$%)9:*'0;7<+80'$(,;%)8%)/,'99(99(8,;+,
=>?,@(0(,60(&%7"9#+,8(9*0%;(83!", A7#";#(,B):?7)C,*7!6#(5(9,'0(, 0(D"%0(8, $7,()9"0(,/778,$%$0'$%7)3,
><"9E,=>?,(56(0%!()$9,@%$<,8%--(0()$,B),70,?7)C,*7)*()$0'$%7)9,@(0(,*'00%(8,7"$,@%$<,$<(,*7)9$')$,
@%##, $7,!%)%!%F(, $<%9, (--(*$, ')8, ()9"0(, /778, 9()9%$%&%$+, ')8, '**"0'*+, %), 9$7%*<%7!($0+, ')8,;%)8%)/,
*7)9$')$,!('9"0(!()$3,><(,9($,"6,607$7*7#,@(,8(&(#76(8,<'9,76$%!'#,*7)8%$%7)9,$7,-"0$<(0,9$"8+,B),
/#+*79+#'$%7),%),)('0:6<+9%7#7/%*'#,*7)8%$%7)93,,

!"#$%&'(##")*+(,-"#%-#,./(0,-"#)%12/-#3%4#%2#5"+1-#36%%

?7)9%8(0%)/, $<(, )"!(07"9, ;%)8%)/, 87!'%)9, %), B),@%$<, '--%)%$+, -70, ', /0('$, &'0%($+, 7-, 6<+9%7#7/%*'#,
#%/')8, #%G(, /#+*79'!%)7/#+*')9E, *7##'/()E, -%;0%)E, ($*E, '0$(-'*$"'#, %)$(0'*$%7)9, ;($@((), )7), ?:$+6(,
!'))'):;%)8%)/,87!'%)9,7-,?7)C,@%$<,B),@(0(,(5*#"8(8,6(0-70!%)/,*7)$07#9,(56(0%!()$9,7-,;%)8%)/,
%),$<(,';9()*(,7-,8%&'#()$,*'$%7)9,.?'HIE,J)HI23,K)8(0,$<(9(,*7)8%$%7)9E,)7,%)$(0'*$%7),7**"09,)(%$<(0,
")8(0,LMA,)70,=>?,')'#+9(9,.8'$',)7$,9<7@)23,,

A()9%$%&%$+, 7-, LMA, %9, 6'0$%*"#'0#+, <%/<, (96(*%'##+,@%$<, #'0/(, 6'0$%*#(9E, @<%*<, 9*'$$(0,!70(, #%/<$, $<'),
9!'##, 7)(93, C, #7@, B), *7)*()$0'$%7), .N3HH, OJ2, @'9, "9(8, $7, '99(99, ;%)8%)/, 8+)'!%*, 7-, ?7)C, ')8,
!('9"0(, $<(, (&7#"$%7),7-, B):?7)C, *7!6#(5, 9%F(, .PPN,)!, $7,HQNN,)!2,;(-70(,60(*%6%$'$%7)3, =), $<(,
60(9()*(,7-,R!J,?'HI,')8,R!J,J)HIE,LMA,')'#+9%9,9<7@(8,$<'$,6#'9!',B),70,?7)C,676"#'$%7),97#(#+,
60(9()$,',ST,7-,RR,')8,U,)!E,0(96(*$%&(#+,.8'$',)7$,9<7@)23,,C),%)*0('9(,7-,$(!6(0'$"0(,;($@((),HQ,
')8,QNV?,#('8,$7,$<(,-70!'$%7),7-,B):?7)C,*7!6#(5(9,@%$<,%)*0('9%)/,ST,.B%/"0(,QC23,L(6()8%)/,7),
$(!6(0'$"0(E,$<(,#'$(9$,'0(,60(9()$,")8(0,$@7,676"#'$%7)9,'**708%)/,$7,$<(,ST,&'#"(9E,@%$<,',*"$:7--,
'-$(0,PWV?3,B07!,HQ,$7,PWV?E,$<(,ST,7-,B):?7)C,*7!6#(5(9,@'9,9$';%#%F(8,'07")8,1NN,)!,@<(0('9,%$,
%)*0('9(9,@<(),6#'9!',B),@'9,%)*";'$(8,'$,',$(!6(0'$"0(,<%/<(0,$<'),PWV?,')8,0('*<(9,"6,$7,HQNN,
)!,'$,QNV?,.B%/"0(,QC23,X<'$(&(0,$<(,$(!6(0'$"0(E,$<(,ST,&'#"(9,'0(,7)(,70,$@7,!'/)%$"8(,708(0,
<%/<(0,$<'),ST,7-,%97#'$(8,607$(%),0(-#(*$%)/,$<(,!"#$%&'#()*(,(--(*$,7-,$($0'!(0%*,?7)C,%),;%)8%)/,$7,
B)3,,,,

><(,*7!6#(5'$%7),7-,?7)C,@%$<,$<(0!'#:")-7#8(8,B),@'9,$<(),-7##7@(8,"9%)/,$"0;%8%!($0+3,?7)$07#9,
B),')8,?7)C,'#7)(,8%8)Y$,60(9()$,')+,';9706$%7),'$,1NN,)!,%00(96(*$%&(,$7,$<(,0')/(,7-,$(!6(0'$"0(,
.8'$', )7$, 9<7@)23, ><(, B):?7)C, %)$(0'*$%7), 9<7@(8, ', G%)($%*, ')8, $<(0!'#:8(6()8()$, %)*0('9(, 7-,
!'5%!'#,$"0;%8%$+,'$,1NN,)!3,><(,'$+6%*'#,607-%#(9,7;9(0&(8,'$,1Q,')8,QNV?,-07!,RN,!%)"$(9,0(-#(*$,
$<(,60(*%6%$'$%7),7-,!"#$%:B):?7)C,'//0(/'$(9,.B%/"0(,QZ23,C9,9<7@),%),-%/"0(,Q?E,$<(,;%)8%)/,&(#7*%$+,
7-, *7!6#(5, -70!'$%7), 9%/)%-%*')$#+, %)*0('9(9, @%$<%), ', 0')/(, 7-, $(!6(0'$"0(, -07!, HQ, $7, QNV?3, ><(,
$(!6(0'$"0(:8(6()8()$, %)*0('9(, 7-, ;7$<, !'5%!'#, $"0;%8%!($0+, ')8, ;%)8%)/, &(#7*%$+, 9"//(9$,
()<')*(8,B),!'))79+#'$%7),!7%($%(9,'**(99%;%#%$+,$7,?7)C,8"0%)/,B),")-7#8%)/3,

[), $<(,;'9%9,7-, %!6#(!()$(8, =>?,607*(8"0(E,?7)C,;%)8%)/, $7,6#'9!',B),'$,8%--(0()$, $(!6(0'$"0(9,
@'9, -7##7@(8, "9%)/, =>?, ')'#+9(93, ><(, *, 6'0'!($(0E, @<%*<, %9, $<(, 6078"*$, 7-, $<(, !'*07!7#(*"#'0,
*7)*()$0'$%7)E,7-,$<(,;%)8%)/,*7)9$')$,')8,7-,$<(,9$7(*<%7!($0+,8($(0!%)(9,$<(,9<'6(,7-,$<(,;%)8%)/,
%97$<(0!3,><(,*,&'#"(9,0')/(8,-07!,Q,$7,QNN,0(60(9()$9,$<(,;(9$,-%$$%)/,*7)8%$%7)9,$7,()9"0(,60(*%9(,
!('9"0(!()$9E,(96(*%'##+,-70,$<(,;%)8%)/,*7)9$')$3!#,C9,9<7@),%),$';#(,HE,<(0(,$<(,*,*'#*"#'$(8,&'#"(,
-70!,(56(0%!()$'#,'*D"%9%$%7), 0')/(8, -07!,Q\, $7,R\Q3,><(,;%)8%)/,*7)9$')$, .];2,@'9,*'#*"#'$(8,'9,
8(9*0%;(8, %), !'$(0%'#, ')8, !($<789, 9(*$%7), ')8, $<(, 0(9"#$9, 7-, '$, #('9$, $<0((, %)8(6()8()$, =>?,
!('9"0(9,'0(,*7)9%/)(8,%),>';#(,H3,C),%)*0('9(,7-,];,-07!,'07")8,H3UN,5,RNW,!7#:R,$7,Q3\\,5,RNW,!7#:R,

7**"00(8,@%$<,$(!6(0'$"0(,-07!,PW,$7,1QV?E,@%$<,',*"$:7--,;($@((),PW,')8,1NV?3,C$,QNV?E,$<(,9#%/<$,
8(*0('9(,7-,];,$7,13NR,5,RNW,!7#:R,*7"#8,;(,0(#'$(8,$7,'//#"$%)'$%7),%)%$%'$%7)3,K)(56(*$(8#+E,)"!;(0,
7-,;%)8%)/,9%$(,6(0,B), %9, #7@, .R3P, $7,H3RP2,*7!6'0%)/, $7,67$()$%'#,;%)8%)/,^:/#+*79+#'$%7)9, ._:U23,C9,
60(&%7"9#+, 8(9*0%;(8$%E, $<(9(, #7@, &'#"(9, *7"#8, ;(, (56#'%)(8, ;+, !"#$%&'#()$, *0799:#%)G%)/, ;($@((),
?7)C, $($0'!(0,')8,B),!'))79+#'$%7)93, ><(, 9$7%*<%7!($0+,7-, $<(,;%)8%)/, %)*0('9(9,7)#+, '-$(0, 1QV?,
.$';#(,H23,K)8(0,1QV?E,$<(,0'$%7,?7)C`B),0(!'%)9,9$';#(,'$,'07")8,R3P_,')8,607/0(99%&(#+, %)*0('9(9,
"6,$7,H3RP,'$,QNV?3,=$,9"//(9$9,$<'$,$<(,];,%)*0('9(9,@%$<,$<(,0(#'5'$%7),7-,$<(,B),9$0"*$"0(,@<%#(,$<(,
9$7%*<%7!($0+,%9,!78%-%(8,'-$(0@'08,$<(,80'9$%*,#799,7-,B),9$0"*$"0(3,,
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!"#$%&'(%&)*%+%#','"-#&-.&'(%&/01$,#+&,..%$'+&'(%&*%$-/#"'"-#&-.&/01$-)*-'%"#&21&0%$'"#+&!"3&'(%&$4**%#'&
+'451& *%)-*'%5& .-*& '(%& ."*+'& '"6%& '(,'& ,#& "#$*%,+"#/& ,$$%++"2"0"'1& -.& '(%& 6,##-+1076-"%'"%+& -.&
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! 

Fig. 4 : Fn (A) and ConA (B) thermal denaturation monitored by Circular Dichroism (black squares), Intrinsec 
Fluorescence (white squares) and Dynamic Light Scattering (crosses). Inset figure on B represents ConA 
hydrodynamic radius with a log10 scale. 
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Lectins Species Specificity sugar 

ConA Canavalia ensiformis Man, bi-antennary structure 
DBA Dolcihos biflorus Gal, GalNAc 
DSL Datura stramomium GlcNAc 
GNA Galanthus nivalis Man(1-3)Man 
LCA Lens culinaris Man 
MAA Maackia amurensis NeuA(2-3)Gal 
PHA-E Phaesolus vulgaris bi-antennary structure 
PHA-L Phaesolus vulgaris tri/tetra-antennary structure 
PNA Arachis hypogea Gal(1-3)GalNAc 
PSA Pisum sativum Man 
RCA120 Ricinus communis Man 
SBA Glycin max Gal, GalNAc 
SJA Sophorica japonica Gal, GalNAc 
SNA Sambucus nigra NeuA 
UEA-1 Ulex europaeus Fuc(1-2)Gal 
WGA Triticum vulgaris NeuA, GlcNAc 
succWGA Triticum vulgaris GlcNAc 
 
 
 
 

Temperature n Kb c 

°C K ConA/Fn M-1 x 107 
 25 298 1,30 ± 0,06 2,06 ± 0,39 59 

30 303 1,37 ± 0,14 1,79 ± 0,12 54 
37 310 1,41 ± 0,07 2,80 ± 0,50 86 
40 313 1,36 ± 0,11 4,75 ± 0,26 142 
45 318 1,48 ± 0,08 5,99 ± 1,45 195 
50 323 2,13 ± 0,33 4,01 ± 1,11 188 
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Etude	
  de	
  l’auto-­‐assemblage	
  de	
  la	
  fibronectine	
  plasmatique	
  humaine	
  :	
  mécanismes	
  et	
  réponses	
  cellulaires	
  

La	
  matrice	
   extracellulaire	
   est	
   un	
   réseau	
   enchevêtré	
   de	
  macromolécules	
   variées,	
   en	
   étroite	
   relation	
   avec	
   les	
  
cellules	
   qu’elle	
   environne.	
   Les	
   interactions	
   bidirectionnelles	
   qui	
   s’établissent	
   entre	
   les	
   cellules	
   et	
   leur	
  
microenvironnement	
  matriciel	
  régulent	
  mutuellement	
  leur	
  comportement	
  et	
  devenir.	
  La	
  diversité	
  biochimique	
  
des	
  constituants	
  moléculaires	
  de	
  la	
  matrice,	
   leurs	
  propriétés	
  biophysiques,	
  leur	
  architecture	
  tout	
  comme	
  leur	
  
dynamique	
   représentent	
   autant	
  de	
   signaux	
   régulateurs.	
   Parmi	
   les	
   constituants	
   de	
   la	
  matrice,	
   la	
   fibronectine	
  
(FN)	
   est	
   une	
   glycoprotéine	
   structurale	
   et	
   fonctionnelle	
   majeure	
   intervenant	
   dans	
   de	
   nombreux	
   processus	
  
physiologiques	
  et	
  pathologiques.	
  Ces	
  fonctions	
  diverses	
  sont	
  directement	
   liées	
  à	
   la	
  dynamique	
  structurale	
  de	
  
cette	
  protéine	
  et	
  à	
   sa	
  capacité	
  à	
   interagir	
  avec	
   les	
  autres	
  molécules	
  matricielles,	
  dont	
  elle-­‐même.	
  Retrouvée	
  
sous	
  forme	
  soluble	
  dans	
   les	
   fluides	
  biologiques,	
   la	
  FN	
  est	
   incorporée	
  dans	
   les	
  matrices	
   insolubles	
  sous	
  forme	
  
d’assemblages	
  supramoléculaires	
  principalement	
  fibrillaires	
  mais	
  aussi	
  sous	
  forme	
  d’agrégats.	
  Ces	
  assemblages	
  
sembleraient	
  être	
  impliqués	
  dans	
  des	
  processus	
  physiologiques	
  et	
  pathologiques	
  distincts.	
  

Si	
  l’étude	
  des	
  assemblages	
  de	
  FN	
  est	
  rendue	
  possible	
  par	
  l’élaboration	
  de	
  modèles	
  in	
  vitro,	
  les	
  mécanismes	
  de	
  
polymérisation	
   et	
   l’effet	
   d’assemblages	
   de	
   structures	
   définies	
   sur	
   le	
   comportement	
   cellulaire	
   restent	
  
cependant	
  à	
  mieux	
  élucider	
  et	
  constituent	
  le	
  cœur	
  de	
  ce	
  travail.	
  

Les	
  travaux	
  ont	
  donc	
  consisté	
  à	
  élaborer	
  des	
  assemblages	
  de	
  FN,	
  à	
  caractériser	
   les	
  mécanismes	
  et	
  structures	
  
impliqués	
   dans	
   leur	
   polymérisation,	
   et	
   à	
   étudier	
   leur	
   influence	
   sur	
   un	
   modèle	
   de	
   cellules	
   cancéreuses	
  
ovariennes.	
  D’autre	
  part,	
  des	
  études	
  préliminaires	
  comparatives	
  ont	
  été	
  menées	
  avec	
  un	
  analogue	
  végétal	
  de	
  
la	
  FN.	
  

L’irréversibilité	
  de	
  la	
  dénaturation	
  thermique	
  de	
  la	
  FN	
  entraîne	
  la	
  formation	
  d’agrégats	
  de	
  type	
  amyloïde.	
  Deux	
  
populations	
  d’agrégats	
  coexistent	
  en	
  solution.	
  Cette	
  agrégation	
  est	
  corrélée	
  à	
  une	
  diminution	
  de	
  l’accessibilité	
  
des	
   sites	
   de	
   liaison	
   à	
   la	
   gélatine	
   et	
   des	
   sites	
   RGD,	
   et	
   à	
   une	
   diminution	
   de	
   l’incorporation	
   dans	
   les	
   réseaux	
  
matriciels.	
   De	
   plus,	
   si	
   la	
   FN	
   sous	
   sa	
   forme	
   agrégée	
   n’est	
   pas	
   cytotoxique	
   pour	
   les	
   cellules	
   étudiées,	
   la	
  
modification	
  de	
  la	
  conformation	
  de	
  la	
  FN	
  favorise	
  leur	
  migration	
  isolée	
  et	
  aléatoire.	
  

Ces	
   résultats	
   soulèvent	
   la	
  question	
  de	
   l’implication	
  de	
  ces	
  agrégats	
  de	
  FN	
  dans	
  des	
  processus	
  pathologiques	
  
tels	
  que	
  le	
  développement	
  tumoral.	
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Study	
  of	
  human	
  plasma	
  fibronectin	
  self-­‐assembly:	
  mechanisms	
  and	
  cell	
  responses	
  

Extracellular	
  matrix	
  is	
  a	
  complex	
  meshwork	
  of	
  various	
  macromolecules	
  that	
  have	
  a	
  tight	
  relationship	
  with	
  the	
  
surrounding	
  cells.	
  Bidirectional	
   interactions	
  between	
  cells	
  and	
  the	
  microenvironment	
  control	
   their	
   respective	
  
behaviors	
   and	
   fate.	
   The	
   biochemical	
   diversity	
   of	
  matrix	
  molecular	
   components,	
   their	
   biophysical	
   properties,	
  
their	
  architecture	
  but	
  also	
  their	
  dynamic	
  represent	
  as	
  many	
  regulator	
  signals.	
  Among	
  the	
  components	
  of	
  the	
  
matrix,	
   fibronectin	
   (FN)	
   is	
   a	
  major	
   structural	
   and	
   functional	
   glycoprotein	
   involved	
   in	
   numerous	
  physiological	
  
and	
  pathological	
  processes.	
  These	
  various	
  functions	
  are	
  directly	
  linked	
  to	
  the	
  structural	
  dynamic	
  of	
  this	
  protein	
  
and	
  its	
  ability	
  to	
  interact	
  with	
  others	
  matrix	
  components,	
  in	
  particular	
  with	
  itself.	
  Found	
  as	
  a	
  soluble	
  protein	
  in	
  
biological	
  fluids,	
  FN	
  is	
  also	
  incorporated	
  in	
  insoluble	
  matrix	
  as	
  supramolecular	
  assemblies,	
  mainly	
  fibrils	
  but	
  also	
  
aggregates.	
  These	
  assemblies	
  could	
  be	
  involved	
  in	
  distinct	
  physiological	
  and	
  pathological	
  processes.	
  

If	
   the	
   study	
   of	
   the	
   assembly	
   of	
   the	
   FN	
   is	
   possible	
   with	
   the	
   help	
   of	
   in	
   vitro	
   models,	
   the	
   mechanism	
   of	
  
polymerization	
  and	
  the	
  effects	
  of	
  defined	
  assemblies	
  on	
  the	
  cell	
  behavior	
  still	
  have	
  to	
  be	
  better	
  defined.	
  

Therefore,	
  this	
  work	
  consisted	
  in	
  elaborating	
  FN	
  assemblies,	
   in	
  characterizing	
  the	
  mechanisms	
  and	
  structures	
  
involved	
  in	
  their	
  polymerization	
  and	
  in	
  studying	
  their	
  influence	
  on	
  behaviors	
  of	
  a	
  model	
  of	
  ovarian	
  cancer	
  cells.	
  
Besides,	
  preliminary	
  comparative	
  studies	
  have	
  been	
  performed	
  with	
  a	
  plant	
  analogous	
  of	
  FN.	
  

We	
  show	
  that	
  irreversible	
  thermal	
  unfolding	
  of	
  FN	
  triggers	
  amyloid-­‐like	
  aggregation.	
  Two	
  states	
  of	
  aggregates	
  
could	
   coexist	
   in	
   solution.	
   FN	
   aggregation	
   correlates	
   with	
   a	
   decrease	
   of	
   gelatin-­‐binding	
   domain	
   and	
   RGD	
  
sequence	
  accessibility,	
  and	
  a	
  decrease	
  of	
  the	
  incorporation	
  in	
  the	
  matrix	
  network.	
  Moreover,	
  if	
  aggregates	
  are	
  
not	
  cytotoxic	
  for	
  the	
  studied	
  cells,	
  conformation	
  change	
  of	
  FN	
  promotes	
  their	
  single-­‐cell	
  and	
  random	
  migration.	
  

These	
   results	
   raise	
   questions	
   about	
   the	
   role	
   of	
   FN	
   aggregates	
   in	
   pathological	
   processes	
   like	
   tumor	
  
development.	
  

Keywords:	
  extracellular	
  matrix,	
  fibronectin,	
  self-­‐assembly,	
  cell	
  migration,	
  cancer	
  cell,	
  fibronectin	
  plant	
  
analogous	
  


