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Actine: entre structure et mouvement 

L’actine est impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires physiologiques et pathologiques. Au cours de 
ma thèse j'ai analysé le rôle de l'actine i) lors de l’invasion tumorale et ii) dans la formation des fenêtres des cellules 
endothéliales sinusoïdales hépatiques.  

i) Les cellules tumorales forment des structures d’actine permettant la dégradation de la matrice extracellulaire 
(MEC) nommés invadosomes. Mes travaux ont permis de démontrer que la RhoGTPase Cdc42 régule la formation 
de la structure d’actine qu’est l’invadosome, tandis que la protéine d’échafaudage Tks5 est requise pour l’activité de 
dégradation aboutissant à un invadosome fonctionnel. Ces deux molécules constituent la signature moléculaire 
minimale des invadosomes. Nous avons établi que le collagène de type I qui est surexprimé dans le 
microenvironnement tumoral induit la formation d’invadosomes linéaires (Lis). Nous avons identifié le récepteur à 
domaine discoïdine 1 (DDR1) comme spécifiquement responsable de la formation des Lis. Son interaction avec le 
collagène fibrillaire permet le recrutement du facteur d’échange des RhoGTPases, Tuba et l’activation de la Cdc42 
conduisant à la formation d’un Li. DDR1 est impliqué dans l’invasion tumorale et sa surexpression est de mauvais 
pronostic dans plusieurs cancers comme le poumon ou encore le sein. Le récepteur DDR1 est également impliqué 
dans la cohésion cellulaire au cours de la migration collective des cellules tumorales. Nous avons démontré que dans 
un contexte riche en collagène de type I, DDR1 a une double localisation et donc différents rôles associés dans la 
migration collective. D’une part un rôle de cohésion cellulaire et d’autre part un rôle dans la dégradation de la MEC. 
Nous tentons de démontrer que ces différentes fonctions impliquent différentes isoformes de DDR1. Nous 
souhaitons par la suite déterminer les mécanismes moléculaires qui régulent l’expression, la localisation et la 
signalisation associées aux différentes isoformes de DDR1. 

ii) Dans un contexte physiologique, les capillaires sanguins du foie présentent des pores transcellulaires ou 
fenêtres, qui permettent les échanges bidirectionnels entre le sang et les hépatocytes pour assurer la fonction de 
filtration de cet organe. Au cours du processus de fibrose ces fenêtres sont perdues réduisant les échanges. Nous 
avons démontré le caractère réversible de la perte des fenêtres mais aussi que l’actine n’était pas impliqué dans la 
formation de ces structures. Nous avons développé une méthode de visualisation en microscopie haute résolution 
STED de ces structures permettant pour la première fois une analyse sur cellule vivante. Par une approche de 
spectrométrie de masse couplée à notre nouvelle méthode d’observation en STED, nous voulons valider la 
colocalisation des fenêtres avec des marqueurs potentiels identifiés. 

Mots clés : Actine, invasion, migration, invadosome, DDR1, foie, fibrose, cellules endothéliales, fenêtres 

Actin: between structure and movement 

Actin is involved in many physiological and pathological cellular functions. In my thesis I analyzed the role of actin 
i) during tumor invasion and ii) in the formation of fenestrae in liver sinusoidal endothelial cells. i) Tumor cells form 
actin-based structures, invadosomes, involved in extracellular matrix (ECM) degradation. My work has 
demonstrated that the RhoGTPase Cdc42 regulates the formation of invadosomes, while the Tks5 scaffold protein is 
required for the matrix degradation activity. These two molecules form a minimum molecular signature for 
invadosomes. We found that type I collagen, which is overexpressed in the tumor microenvironment, induces the 
formation of linear invadosomes (Lis). We have identified the discoidin receptor 1 (DDR1) to be specifically 
responsible for Lis formation. Its interaction with the fibrillar collagen allows the recruitment of GEF Tuba and the 
activation of Cdc42 RhoGTPase leading to Li formation. DDR1 is implicated in tumor invasion and its 
overexpression is a poor prognosis in many cancers like lung or breast. The DDR1 receptor is also involved in cell 
cohesion in the collective migration of tumor cells. We have demonstrated that in a context rich in type I collagen, 
DDR1 has a dual location and therefore possesses different roles in the collective migration of tumor cells: a role in 
cell cohesion and a role in ECM degradation. We are analyzing the role of the different DDR1 isoforms in this 
process. We wish subsequently to determine the molecular mechanisms that regulate the expression, localization and 
signaling associated with these different isoforms. ii) In a physiological context, the liver capillaries have 
transcellular pores that allow bidirectional exchanges between the blood and the hepatocytes to ensure the proper 
filtering function of that organ. During the fibrosis process, these pores are lost thus decreasing the exchanges. We 
have demonstrated that the loss of these “fenestrae” is reversible and also that actin does not play a role in their 
formation. We have developed a novel method to analyze these structures in living cells using high resolution STED 
microscopy. Now, by using mass spectrometry approach coupled to our new observation methods in STED, we want 
to validate the fenestrae colocalisation with potential markers identified.  

Keywords: Actin, invasion, migration, invadosome, DDR1, liver fibrosis, endothelial cells, fenestrae 

Groupe de Recherche pour l’Etude du Foie, INSERM Unité 1053, Bordeaux 
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Ils ont essayé de nous enterrer. Ils ne savaient pas que nous étions des graines. 

Proverbe mexicain 
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A ces grands Hommes qui ont structuré et déstructuré ma pensée. 

 

«Ce n’est pas la plus forte ni la plus intelligente des espèces qui survivra, mais celle qui sera la plus apte à 

changer. » Charles Darwin 

 

« Je suis le maître de mon destin. Je suis le capitaine de mon âme» William Ernest Henley 

 

« C'est la curiosité, l'obsession et la simple persévérance qui m'ont conduit à mes idées. » Albert Einstein 

 

« Tout le monde est un génie. Mais si vous jugez un poisson par sa capacité à grimper aux arbres, il passera 

sa vie entière persuadé qu’il est totalement stupide » Albert Einstein 

 

« L’Homme n’est que la somme de ses actes.» Jean Paul Sartre 

 

« L'aventure de la science sera sans fin ; nous nous trouverons toujours devant des domaines inconnus que 

nous aurons envie d'enfin connaître. Cette attitude est l'apanage de notre espèce ; elle va au-delà de l'objectif 

donné aux hommes selon la Bible : "Peuplez la Terre et soumettez-la." Pour le scientifique, l'obsession est de 

s'approcher de la réalité fascinante du cosmos non pour le soumettre mais pour l'explorer ; il consacre à cette 

démarche toute son énergie, toute son intelligence. » Albert Jacquard 

 

« Cela semble toujours impossible, jusqu'à ce qu'on le fasse.» Nelson Mandela 

 

« À la naissance, on nous donne une étincelle de folie. On n'est rien si on la perd.» Robin Williams 

 

« Peu importe ce qu’on pourra vous dire, les mots et les idées peuvent changer le monde.» Peter Weir,  

Le cercle des poètes disparus 

 

« Je préfère mourir debout que vivre à genoux. » Charb 

 

Perstare et præstare 
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A mes parents,  

A mon arrière-grand-mère, 

A Mr Sourzat, 

A Clément, 
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Remerciements 
Soyons reconnaissants aux personnes qui nous donnent 

du bonheur; elles sont les charmants jardiniers 

par qui nos âmes sont fleuries. 

Marcel Proust 

 

Arrivée au bout de ces trois années de thèse, je suis convaincue que la thèse est loin d’être le fruit 

d’un travail solitaire. Je n’aurais jamais pu aller si vite et si loin sans vous tous et ne serais tout 

simplement pas là sans certains d’entre vous.  

Je voudrais tout d’abord remercier mes parents sans qui je ne serais pas ! Je les remercie de leur 

soutien malgré mes choix parfois difficiles à comprendre. Durant ces trois années de thèse, je vous 

remercie de m’avoir donné le sentiment d’être épaulée et de voir de la fierté dans vos yeux m’ont 

permis de dépasser mes limites. A ma sœur et mon frère que j’aime profondément et dont je suis fière. 

A tous les autres membres de ma famille dispersée.  

Je ne sais pas si je trouverai les mots à la hauteur de ma gratitude envers le Professeur 

Christophe Cullin qui me fait l’honneur de présider mon jury de thèse et sans qui je ne serai pas allée 

aussi loin dans les études. Je te remercie de m’avoir donnée une chance de faire un stage dans ton 

équipe au moment où je me sentais désorientée. J’ai pour habitude de dire que ces quelques mois de 

stage m’ont permis d’être frappée violement par la passion de la science et je ne m’en suis toujours 

pas remise aujourd’hui! Je te remercie d’avoir été là, à chaque étape qui a suivi, du master au choix 

de ma thèse et de ton écoute et tes encouragements dans les moments de doute qui ont fait leur 

apparition au cours de ces trois dernières années. 

Je remercie le Dr. Fabien D’Angelo, mon premier encadrant de stage pour la qualité de 

l’enseignement qu’il m’a offert. Je suis encore aujourd’hui ton conseil à la lettre et m’attache à faire 

tout le contraire de ce que tu as pu faire sauf pour un détail que j’ai entièrement plagié : ta pédagogie 

et ton envie de transmettre ton savoir.  

Je remercie le Dr. Frédéric Chibon et unité INSERM VINCO U916 dans laquelle j’ai pu 

découvrir ma capacité de travail et confirmer mon envie de faire cette thèse. 

Je tiens ensuite à remercier mon directeur de thèse, le Dr. Frédéric Saltel, pour m'avoir fait 

confiance malgré les connaissances plutôt légères que j'avais en octobre 2012 sur la biologie 

cellulaire et la microscopie, puis pour m'avoir guidée, encouragée, conseillée, permis de voyager 

pendant ces trois ans tout en me laissant une grande liberté et autonomie dans la gestion de mes 

projets, m’accordant la responsabilité de l’encadrement de plusieurs stagiaires. J’espère avoir été à 

la hauteur de tes attentes et t’avoir prouvé qu’on pouvait maintenir une bonne relation pendant trois 

ans et bien au-delà j’espère. Je te remercie d’avoir toujours été là à chaque fois que j’ai pu avoir 

besoin de toi, dans mes projets de recherche, dans mes moments de doute et d’avoir su me challenger 

pour repousser mes limites. Enfin, je ne te remercierais jamais assez de ne pas m’avoir caché la 

réalité de la difficulté d’accéder de notre métier. Si ma thèse était à refaire, je ferai les mêmes choix ! 

Je remercie le Dr Violaine Moreau future responsable du Groupe Cancer du foie pour les 

échanges que nous avons pu avoir ensemble. Violaine, je te remercie de ta patience malgré nos 

désaccords et te suis reconnaissante d’avoir partagé avec moi ton expérience et du temps que tu as 

consacré à la relecture des articles et de cette thèse. Je pense avoir aujourd’hui beaucoup plus d’idéo 

en commun avec toi qu’il y a trois ans. And I think that only dumb people don’t change their minds! 

Je remercie le Dr Jean Rosenbaum, directeur de l’unité 1053 pour m'avoir accueilli au sein de ce 

laboratoire et avoir su, certes peut être un peu maladroitement mais su qu’en même, me challenger et 

m’aider à cultiver mon esprit. 
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Je voudrais aussi remercier « les anciens » qui ont essayé de me transmettre un peu de leur savoir 

et de leur « sagesse », le Dr. Charles Balabaud et le Dr. Paulette Bioulac-Sage ainsi que le Dr. 

Hélène Jacquemin Sablon. Charles, cela a été un véritable plaisir d’échanger avec vous au cours de 

ces trois dernières années à n’importe quelle heure de la journée. Je vous remercie de m’avoir appris 

qu’un trou n’est qu’un trou ! Et qu’il ne fallait pas réchauffer les boites en plastique au micro-onde ! 

Cela a été une réelle chance de vous côtoyer et un réel plaisir de vous taquiner !  

Je souhaite remercier vivement les personnes avec qui j’ai eu la chance de collaborer de près ou 

de loin, Philippe Legros : merci pour tes idées brillantes et ton soutien, grâce à toi je sais comment 

appeler maman quand elle travaille tard le soir et que parfois elle ne rentre pas ! Cécile Gauthier 

Rouvière : merci de m’avoir accueillie dans ton équipe et d’avoir contribué à notre papier par ta 

disponibilité, tes conseils prodigués pour la suite sont précieux. Sabrina Lacomme : merci pour ta 

gentillesse et ton humanité. Pierre Costet : merci pour ta réactivité et ta patience ces matins ou je 

parlais si vite au téléphone. Isabelle Sagot : merci pour tes encouragements et tes conseils. Damien 

Laporte : merci à toi, beau brun ténébreux myope comme une taupe, de ne plus m’ignorer ☺ et 

d’avoir partagé tes curly avec moi ! Les sessions confocales étaient sympa …la guillotine un peu 

moins mais, jamais tu n’es tombé dans les pommes ! Jean-William Dupuy : merci pour ta patience 

quand tu t’es cru bousculé par mes pics de stress. Véronique Guyonnet Dupérat et Alice Biberan : 

merci pour vos conseils et votre disponibilité! Fabrice Cordelière merci pour imageJ et Christel 

Poujol : merci pour le dSTORM et de m’avoir fait me rendre compte de ma patience ! Mathieu 

Bourdenx : Mon sauveur d’expérimentation animale ! Je remercie aussi Aurélie Amadio, Aude 

Panatier, Muna Hilal, Anais Soula, Elodie Poinama, Paul Girardeau de m’avoir permis de 

respecter une des règles fondamentale de l’expérimentation animale : réduire. Merci à Elodie 

Richard pour toutes les lignées qu’elle a gentiment pu me donner. Merci à Samira Laouirem et 

Emma Norkowski pour leur collaboration à distance, en espérant avoir satisfait vos espérances. Au 

futur Dr. Damien Planchon : ravie de notre encontre et qui sait quand le prochain congrès nous fera 

nous revoir ! Tu as illuminé ma phalloïdine en 405 et je t’en remercie! 

Je remercie mon comité de mi-thèse : Dr. Pierre Vacher, Dr. Isabelle Sagot et particulièrement 

Dr. Carmen Berasain d’avoir fait le déplacement depuis l’Espagne. Je vous suis reconnaissante de 

vos conseils.  

Je remercie mon jury de thèse, Dr. Isabelle Maridonneau Parini et Dr. David Durantel d’avoir 

acceptés de rapporter mon travail de thèse, Dr. Damien Laporte et le Dr. Violaine Moreau d’avoir 

acceptés de participer à la discussion et Dr. Christophe Cullin d’avoir bien voulu le présider.  

Je remercie les professeurs du master de génétique de Bordeaux pour la qualité de l’enseignement 

qu’ils nous ont prodigué : Dr. François Doignon, Dr. Didier Thoraval, Dr. Francis Sagliocco, Dr. 

Christelle Marchal, Dr. Corinne Clavé et Dr. Christophe Cullin bien sûr ! 

Je remercie particulièrement ces personnes que la thèse m’a faite rencontrée et sans qui le 

quotidien aurait perdu de ses saveurs: Dr. Anne Aurélie Raymond : ma colocataire de bureau si 

douée pour l’art et la retenue, que de chemin parcouru ensemble! Dr. Samira Benhamouche : ma 

coupine princesse des cités merci pour tous nos moments ici et dans cet ailleurs où nous avons pu 

échanger des moments précieux, tu es sans conteste ma plus belle rencontre de cette thèse, Dr. 

Marion Bouchecareilh : merci pour ton soutien et tes conseils avisés, sans toi l’ASCB n’aurait été 

qu’un congrès parmi tant d’autres (I will be back soon for you!), Dr. Zakaria Ezzoukhry : merci de ta 

patience et de m’avoir apaisée, sans toi je n’aurai pas été la même, j’espère sincèrement qu’un jour 

nous serons en phase, et merci pour les images inoubliables de Raoul, Dr.Osman Breig : merci de 

t’être si bien occupé de mes épaules, Nathalie Dugot Senant : une rencontre parfois explosive je crois 

que tout est dit ma Nathalie ! Dr. Valérie Lagree-Bringtown merci pour ton écoute et tes conseils et 

les crêpes dentelles !! Emilie Bourdens et Melanie Gavalet : Que de souvenirs à Aquitec, merci les 

filles pour vos conseils et les moments passés ensemble. Trois ans assez riches pour nous trois ! Au 

futur Dr. Léo Piquet : merci pour cette bonne odeur de mec dans notre bureau ! Et pour tout le reste, 

je te souhaite plein de bonnes choses pour cette dernière année ! Et enfin au futur futur Dr. Elodie 



!

Henriet : merci pour nos échanges et cette année et demi que nous avons eu la chance de partager, je 

te fais la passation du fouet et te réserve encore quelques surprises pour ces deux dernières années de 

thèse. En espérant que tu trouves le chemin qui est le tien ma petite mimi knacki ! 

Aux stagiaires que j’ai fait plus ou moins souffrir Kévin Boyé, Ophélie Virales, Elodie Henriet, 

Anne Sophie Gary, Anissa El Hayani, Manon Ros et Eloïse Dupuychaffray mais qui ont donné le 

meilleur d’eux-mêmes pour contribuer de près ou de loin à cette thèse. J’espère vous avoir transmis 

au mieux tout ce que je sais et vous avoir transmis l’envie de découvrir de nouvelles choses ! Mention 

spéciale à Manon Ros, on a vraiment passé 6 mois de folie !!!!Je suis très contente de t’avoir 

rencontrée et sûre que tu feras une très bonne thèse! 

Je voudrais accorder une attention particulière aux membres passés et présents de l’équipe AFA 

de l’IBGC, ex HSP, au troisième étage de l’IBGC que j’appelle la maison: Christelle Marchal, 
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passés ensemble.  
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dernières années.  
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Enfin, j’ai réservé le meilleur pour la fin. Je remercie mes amis sans qui cette thèse ne serait pas 
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Abréviations  

°C : degré celsius 
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AA : acide acétique 
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actine-F : actine filamenteuse  
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APC : anapase promoting complex 
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FtsZ : Filamentin temperature sensitive mutant Z 
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PAR : Proteinase-activated receptor  
PDB : Protein data base 
PDGF : platelet-derived growth factor 
PDGF-B : platelet-derived growth factor subunit B 
PECAM-1 : Platelet endothelial cell adhesion molecule 1 
pH : potentiel hydrogène 
PI3K : phosphoinositide 3-kinase 
PKC : protein kinase C 
PLVAP : plasmalemma vesicle associated protein 
PM : poids moléculaire 
PMA : Phorbol-12-myristate-13-acetate 
P-TYR : phospho-tyr 
PV1 : Plasmalemmal vesicle 1 
RAC1 : Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 
RAS : Rat Sarcoma 
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ROCK : Rho-associated protein kinase 
RT : room temperature 
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RTK : récepteurs à activité tyrosine kinase  
s : seconde 
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SEM : standard error of the mean 
SH2 : Src homology 2 
SHP2 : Src homology phosphatase 2 
SIM : single-minded protein 
SRF : Serum response factor 
STED : stimulated-emission-depletion 
STORM : Stochastic optical reconstruction microscopy 
SV-40 : Simian virus 40 
SYK : Spleen tyrosine kinase 
TAM : Tumor associated macrophages 

TEM 
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Transmission Electron Microscopy OU Transition épithélio-
mésenchymateuse  

TGF-β : Transforming growth factor beta 
TIMPS1/2 : tissue inhibitor of metalloproteinases 1/2  

TKs : tyrosine kinase 
TMEM : Transmembrane 
TNFα : Tumor necrosis factor alpha 
TWIST : Twist Family BHLH Transcription Factor 
VASP : Vasodilator-stimulated phosphoprotein 
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VEGF  : Vascular endothelial growth factor 
VEGF A : Vascular endothelial growth factor A 
VEGFR-1/2 : Vascular endothelial growth factor receptor 1/2 
VIH : virus de l'immunodéficience humaine 
VP : Viral protein 
WASH  : Wiskott–Aldrich syndrome protein and SCAR homologue 
WASP : Wiskott–Aldrich syndrome protein 
WAVE  : WASP-family verprolin-homologous 
WH1 : WASP homology 1 
WH2 : WASP homology 2 

WHAMM  
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microtubules 

WIP : WASP-interacting protein 
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Avant-propos 

!

Après un semblant de première année de médecine peu assidue et des possibilités en 

biologie, j’ai choisi de démarrer des études de science de la vie et de la santé où les deux 

premières années ont honnêtement été plus consacrées à la vie étudiante qu’aux bancs des 

amphithéâtres de l’Université Victor Segalen. C’est en troisième année de licence que, lors 

d’un stage de professionnalisation dans le but de quitter le système universitaire, j’intègre le 

laboratoire du Professeur Christophe Cullin. Ce stage m’a permis de découvrir une passion 

pour la recherche qui ne m’a toujours pas quittée depuis. J’ai donc naturellement poursuivi 

mes études par un master dont j’ai choisi la spécialité : la génétique moléculaire et cellulaire. 

J’y ai reçu un enseignement riche et dense, certainement perçu ainsi à cause de l’extrême 

légèreté de mes premières années, qui m’a permis de cultiver ma réflexion. Puis, j’ai choisi de 

réaliser mon stage de master 2 à l’interface entre la génétique et la biologie cellulaire en 

étudiant la biologie des sarcomes à génétique complexe dans l’équipe du Dr Frédéric Chibon. 

Passionnée par le cancer et la façon dont les cellules peuvent former des tumeurs puis des 

métastases mais aussi déterminée à devenir chercheur, j’ai choisi de terminer mon cursus 

universitaire par une thèse de biologie cellulaire sous la direction du Dr Frédéric Saltel. 

Au cours de ma thèse, j’ai eu l’occasion de travailler sur des projets très différents, 

éloignés les uns des autres dont le fil conducteur est l’étude du cytosquelette d’actine.  

J’ai étudié deux structures distinctes intervenant dans des processus physiologiques et 

pathologiques différents. D’une part, les invadosomes, structures d’actine impliquées dans 

l’invasion cellulaire dans un contexte de progression tumorale et d’autre part, l’architecture et 

la dynamique des fenêtres des cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques, véritables pores 

transcellulaires participant à la fonction de filtration réalisée par le foie normal.  

Ce manuscrit se compose de trois parties.  

1. Une introduction qui sera divisée en trois chapitres. Premièrement, je présenterai le 

cytosquelette d’actine dans toute sa complexité, puis je développerai un exemple de structure 

d’actine impliquée dans l’invasion, les invadosomes, dans un contexte de progression 

tumorale. Enfin, je ferai un état de l’art sur les fenêtres des cellules endothéliales sinusoïdales 

hépatiques et de leur évolution au cours du développement d’une pathologie hépatique 

chronique : la fibrose.  



!

2. Dans une seconde partie, je présenterai les résultats obtenus en quatre sous-parties. Une 

première sous-partie, composée d’un article publié, dans lequel sera décrite la composition 

moléculaire minimale d’un invadosome fonctionnel. Une seconde sous-partie, composée d’un 

article publié, qui définit le récepteur impliqué dans la formation d’une nouvelle classe 

d’invadosomes : les invadosomes linéaires. Une troisième sous-partie, visera à synthétiser les 

résultats obtenus sur un projet que j’ai développé au cours de ma dernière année de thèse, qui 

traitera du rôle du récepteur des invadosomes linéaires dans la migration collective des 

cellules tumorales. Puis, une dernière sous-partie, composée des résultats d’un article en cours 

de rédaction, visant à définir le rôle de l’actine dans la formation et la dynamique des fenêtres 

des cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques.  

3. Enfin je réaliserai une conclusion générale de mes travaux de thèse. 

 

Bonne lecture ! 
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« La connaissance générale est presque  

fatalement une connaissance vague. » 

De Gaston Bachelard 
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Chapitre 1 : Le cytosquelette d’actine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Il y a comme un dessin préétabli de chaque être et de chaque organe." 

Claude Bernard 
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Depuis la naissance de la première cellule, la survie des êtres vivants est intrinsèquement 

liée à leur capacité à se déplacer, se nourrir et se multiplier. Avec le temps, les organismes 

primitifs n’ont eu de cesse d’évoluer et de se complexifier afin de construire la biodiversité 

que nous connaissons aujourd’hui. Des protéines, de plus en plus diversifiées, sont apparues 

et ont donné lieu à des fonctions cellulaires de plus en plus spécialisées (Cavalier-Smith 

1987). 

Le cytosquelette est un réseau complexe de polymères de nature protéique, constituant le 

squelette de la cellule. Chez les eucaryotes, le cytosquelette se compose de trois types de 

filaments : les microtubules (25nm de diamètre), les filaments intermédiaires (10-25nm de 

diamètre) et les microfilaments d’actine (10nm de diamètre) (Figure 1). 

 
Figure 1 : Les composants du cytosquelette des eucaryotes 

A. Structure : Schéma d’un microfilament d’actine représenté en bleu, représentation en microscopie électronique 
en transmission en dessous et représentation dans une cellule entière en microscopie confocale. Fonctions de 
l’actine listées à droite de la figure. B. Structure : Schéma d’un filament intermédiaire représenté en violet, 
représentation en microscopie électronique en transmission en dessous et représentation dans une cellule entière en 
microscopie confocale. Fonctions des filaments intermédiaires listées à droite de la figure. C. Structure : Schéma 
d’un microtubule représenté en jaune, représentation en microscopie électronique en transmission en dessous et 
représentation dans une cellule entière en microscopie confocale. Fonctions des microtubules listées à droite de la 
figure. D’après www.http://c-est-quoi.com/fr/definition/cytosquelette , www.lmgc.univ-montp2.fr et 
www.biologie-usthb.forumprod.com 



Dans l'histoire de l’évolution du vivant, l'apparition du cytosquelette est une étape cruciale 

qui remonte à environ 4 milliards d’années avec l’apparition des bactéries. En effet, nous 

avons longtemps pensé que la présence d’un cytosquelette était une évolution des cellules 

eucaryotes et qu’il était absent chez les procaryotes. Cependant, dans les années 2000, les 

travaux de Rut Caballido-Lopez (Carballido-López 2006; Campellone & Welch 2010) ont 

démontré que les bactéries possèdent, elles aussi, un cytosquelette qui détermine leur forme, 

mettant en évidence la protéine MreB (« rod shape-determining MreB Bacillus subtilis str 

168 ») (Figure 2). MreB est une protéine homologue de l’actine. La conservation de la 

structure entre ces deux protéines suggère qu’elle soit l’ascendante de l’actine actuelle. Des 

études récentes ont montré que MreB polymérise pour former des filaments semblables aux 

microfilaments d’actine (Gunning et al. 2015; Popp et al. 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Depuis les travaux de Rut Caballido-Lopez , nous connaissons l’équivalent des trois 

réseaux du cytosquelette chez les bactéries : les microfilaments sont donc représentés par la 

protéine MreB, les microtubules par la protéine FtsZ et les filaments intermédiaires par la 

crescentine (Leonard et al. 2005; Carballido-López & Errington 2003; Carballido-López & 

Formstone 2007). 

Ces différents éléments du cytosquelette résultent tous de la polymérisation d’unité de 

bases nommées « monomères ». Ces protéines élémentaires peuvent être soit globulaires, dans 

le cas de l’actine et la tubuline, composant, respectivement, les microfilaments et les 

microtubules, soit fibreuses comme par exemple la kératine, dans les filaments intermédiaires.  

Figure 2 : Evolution du cytosquelette d’actine  
A. Représentation schématique d’un filament d’actine d’une 
cellule eucaryote. B. Représentation schématique d’un 
filament constitué par la protéine MreB, ancêtre de l’actine. 
D’après Campellone and Welch 2010 
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Le cytosquelette a deux grandes fonctions : la régulation de l’architecture de la cellule et 

la motilité cellulaire.  

Il possède un rôle structural lorsque les polymères sont stabilisés, permettant le maintien 

d’une architecture propre à chaque type cellulaire. Cependant les filaments suivent des cycles 

de polymérisation/dépolymérisation de polymères instables, conférant ainsi un rôle important 

du cytosquelette dans la plasticité et la motilité cellulaire. Ce dynamisme permet aux cellules 

de s'adapter à une grande variété de changements morphologiques et d'effectuer des 

mouvements coordonnés conférant au cytosquelette un rôle majeur dans les mécanismes de 

migration cellulaire.  

Il permet l’ancrage aux membranes des cellules voisines, le maintien de la structure 

interne des cellules, en particulier des compartiments cellulaires. Il permet la formation de 

protrusions et d’involutions membranaires nécessaires à la phagocytose et la migration 

cellulaire mais aussi les mouvements intracellulaires comme le transport des protéines et 

ARNm, la séparation des chromosomes en mitose et la contraction musculaire (Lane & Wcb 

1987). 

1. Les fonctions de l’actine 

L’actine composant les microfilaments est au cœur de structures essentielles à la 

physiologie. Elle assure des fonctions d’adhérence, que ce soit entre cellules ou avec la 

matrice extracellulaire. Elle définit la polarité cellulaire des épithéliums en faisant partie des 

différentes jonctions cellulaires. Elle participe à la contraction musculaire et à la cytodiérèse.

Elle maintient les microvillosités des cellules épithéliales intestinales ou encore la position 

des organites dans la cellule. Elle participe au trafic membranaire via le transport vésiculaire, 

l’endocytose et la phagocytose. Mais elle est aussi impliquée dans la formation de structures 

de motilité et de dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) impliquées dans la migration 

cellulaire comme le lamellipode, le filopode, la fibre de stress ou encore les invadosomes 

(Figure 3).  

Après avoir longtemps pensé que l’actine n’était strictement présente que dans le 

cytoplasme des cellules, nous lui connaissons aujourd’hui une localisation nucléaire, certes 

bien moins abondante que dans le cytoplasme mais dont le rôle reste à définir (Pederson & 

Aebi 2002). Récemment, quelques éléments de réponse sur le mécanisme d’action de l’actine 

dans le noyau ont été mis en évidence. L’équipe de Xuetong Shen a démontré que l’actine 

forme un complexe avec des protéines homologues Arp4 et Arp8 (Actin-Related Proteins 4 et 

8) dans le noyau. Ce complexe s’associe ensuite avec le complexe INO80 responsable du 



remodelage de la chromatine. Le mécanisme d’action est loin d’être élucidé mais il a été mis 

en évidence que ce processus fait intervenir les histones, protéines tout aussi bien conservées 

que l’actine au cours de l’évolution (Kapoor et al. 2013).  

 

Un autre de ces rôles est son implication indirecte dans le programme transcriptionnel de 

la cellule via sa régulation du coactivateur MAL (« Myocardin-related transcription 

factor »)(Miralles & Visa 2006; Olson & Nordheim 2010). MAL est une protéine qui navigue 

entre le cytoplasme et le noyau où il régule l’activité du facteur de transcription SRF (« serum 

response factor »). L’extrémité N-terminale de la protéine MAL contient deux répétitions 

d’un domaine RPEL (nommé ainsi pour sa séquence consensus RPxxxEL) de liaison à 

l’actine monomérique. La liaison de l’actine à MAL inhibe son activité, empêchant son 

accumulation dans le noyau et sa liaison à SRF. L’état de polymérisation de l’actine régule 

donc le programme de transcription de la cellule en séquestrant des coactivateurs de facteurs 

de transcription comme MAL (Dominguez & Holmes 2011) (Figure 4). 

Figure 3 : Les fonctions de l’actine dans la cellule eucaryote 

L’actine ici représentée en rouge est au cœur de nombreuses fonctions cellulaires que sont : 1. l’adhérence 
cellule-matrice extracellulaire, 2. l’adhérence cellule-cellule, 3. La polarité cellulaire, 4. Le trafic membranaire, 

5. la phagocytose et 6. la migration et le chimiotactisme. Ces fonctions sont réalisées par des structures d’actine 
différentes qui seront présentées à la fin de ce chapitre. D’après Olson & Nordheim Nature reviews 2010 
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2. L’actine : une protéine du cytosquelette 

L’actine a été observée pour la première fois en 1887 par Halliburton WD qui a noté 

qu’une protéine était capable de coaguler des préparations de myosine à partir de cellules 

musculaires. Cependant, elle n’a été caractérisée qu’en 1942 par le biochimiste Straub FB qui 

obtient de l’actine pure à partir de muscles de lapin (Straub 1942). Szent-Gyorgyi avait 

précédemment décrit une forme plus visqueuse de la myosine extraite des muscles comme 

étant la myosine active. L’actine pure isolée par Straub produisant cet effet d’activation, il la 

nomma actine.  

Dans les années 60, elle a été identifiée comme étant la protéine du cytosquelette la plus 

abondante de la cellule eucaryote. Conséquence directe de son abondance, elle participe plus 

que toute autre protéine aux interactions protéine-protéine dans la cellule. L’actine est une 

protéine très bien conservée au cours de l’évolution, que ce soit du point de vue de sa 

structure primaire aussi bien que de sa taille. En effet, il y a plus de 90% d’homologie de cette 

protéine entre l’Homme et la levure (Vandekerckhove & Weber 1984).  

L’actine est codée par un seul gène chez les eucaryotes inférieurs unicellulaires alors que 

six gènes différents dispersés sur plusieurs chromosomes (Alonso 1987) codent pour six 

isotypes différents chez les mammifères (Herman 1993). Ceci produit une protéine globulaire 

de 377 acides aminés (Simon et al. 1988; Anon 1983). La protéolyse de ces deux premiers 

acides aminés, immédiatement après sa traduction (Et & Acta 1966) (Raghavan et al. 1989) 

produit une protéine de 375 acides aminés soit une masse moléculaire d’environ 42 kDa. 

Figure 4: Rôle de l'actine dans la régulation de la transcription 

Représentation schématique de la régulation du facteur MAL en rouge par l’actine représentée en vert. Lorsque 
l’actine séquestre MAL, il ne peut avoir son rôle de coactivateur et se lier au facteur SRF en orange pour réguler 
la transcription de certains gènes. D’après Posern & Treisman 2006 



Les différents isotypes peuvent être classés en trois grands groupes suivant leurs origines: 

trois isotypes α exprimés dans les muscles lisse, strié et cardiaque, un isotype β exprimé dans 

les cellules non musculaires et deux isotypes γ dans les muscles lisses et cellules non 

musculaires (Perrin & Ervasti 2010) (Tableau 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Tous les isotypes possèdent des séquences d'acides aminés très similaires, soit au moins 

93% d’identité entre eux. Les différences entre les isotypes sont essentiellement localisées à 

l’extrémité N-terminale de la séquence (Figure 5). Plusieurs isotypes peuvent être co-

exprimés dans la même cellule et incorporés dans des structures différentes. De part la 

diversité des fonctions de l’actine et la présence de différents isotypes, l’hypothèse d’une 

fonction spécifique de chaque isotype a été émise (Perrin & Ervasti 2010). Cependant la 

grande homologie de séquence est compatible avec une redondance des isotypes pour 

certaines fonctions cellulaires centrales. 

Figure 5: Séquences protéiques des différents isotypes de l'actine 

A. alignement protéique de l’extrémité N-terminale variant dans les différents isotypes de l’actine. B. 
localisation des acides aminés variant sur la structure d’actine filamenteuse. Les résidus en rouge sont les résidus 
les plus variables entre tous les isotypes. Les résidus en bleu varient entre l’actine musculaire et non musculaire. 
Les résidus en jaune varient entre l’actine β et γ. Les résidus en vert représentent des substitutions entre les 
différentes isotypes. La structure de l’actine filamenteuse est basée sur le travail d’Oda & al. 2009 (PDB : 
2ZWH) Extrait de Perrin & Ervasti 2010  

Tableau 1 : Les différents isotypes de l'actine 

Ce tableau répertorie la localisation dans le génome humain de chaque isotype ainsi que les types cellulaires 
dans lesquels ils sont exprimés.  
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3. Deux états dans la cellule 

L’actine cycle entre deux états dans la cellule : une forme monomérique globulaire 

(actine-G) et une forme oligomérique filamenteuse (actine-F) correspondant à la 

polymérisation réversible des monomères d’actine (Figure 4). Elle est présente sous ces deux 

formes dans le cytosquelette. Après avoir pensé qu’elle n’était présente dans le noyau 

uniquement sous sa forme monomérique, les travaux de Schoenenberger et al. ont démontré 

la coexistence d’actine monomérique et filamenteuse dans le noyau, à différent stade de 

polymérisation (Hofmann & De Lanerolle 2006) (Falahzadeh et al. 2015) .  

La structure 3D de l’actine a été résolue sur le complexe cristallisé actine-G-DNase I avec 

une résolution atomique de 2,5 Å grâce à l’effet stabilisateur de la DNase I sur les monomères 

d’actine-G (Kabsch et al. 1990). 

L’actine-G est composée d’un grand lobe et d’un petit lobe (Figure 6a), séparés par une 

crevasse. Chaque lobe comprend deux sous-domaines (SD1 et SD2 pour le petit lobe, SD3 et 

SD4 pour le grand lobe) (Figure 6b). Chaque sous-domaine se compose d’un motif répété 

composé de feuillets β entourés d’hélices α (Figure 6c).  

Chaque monomère d’actine est associé à un cation divalent (Mg2+ ou Ca2+) ainsi qu’à un 

nucléotide (ATP, ADP-Pi ou ADP) se localisant dans la crevasse entre les deux lobes 

conférant sa stabilité au monomère en évitant sa dénaturation (Figure 6c) (Kabsch et al. 

1990). 

 

 

 

Figure 6 : Structure 3D de l'actine 
monomérique  

A. Représentation 3D des deux lobes constituant le 
monomère d’actine-G. Le grand lobe est représenté 

en rouge et le petit lobe en bleu. B. Représentation 
schématique de l’orientation d’un monomère au 
sein d’un filament d’actine. Le monomère est 
composé de 4 sous domaines. Les sous-domaines 1 
et 3 sont orientés vers l’extrémité barbée alors que 
les sous-domaines 2 et 4 sont à l’extrémité pointue 
(SD: sous domaine). C. Représentation de la 
séquence en acides aminés de l’actine sous forme 
d’une suite d’hélices α et de feuillets β. L’interstice 
entre les deux lobes est le siège de l’ATP qui sera 

hydrolysé en ADP après formation du 
microfilament et d’un ion calcium ou magnésium. 
D’après Référence PDB (1atn) et © The National 
University of Singapore, 2009 - 2014. 
www.mechanobio.info 



L’actine filamenteuse est un assemblage de monomères d’actine-G suivant un 

arrangement hélicoïdal double brin comprenant treize monomères par tour d’hélice sur une 

longueur de 37 nm avec un pas d’hélice de 59 Å (Egelman 1985; Anon n.d.). Les monomères 

sont orientés dans le filament. Les sous-domaines 1 et 3 forment l’extrémité barbée et les 

sous-domaines 2 et 4, l’extrémité pointue du filament (Figure 6c). 

Une des caractéristiques majeures de l'actine est son caractère dynamique qui lui est 

conféré par des étapes de polymérisation et de dépolymérisation successives (Cleveland 

1982). 

4. La polymérisation de l’actine 

Le caractère dynamique de l'actine est contrôlé par une molécule d'ATP liée à chaque 

monomère d'actine. L'état de cet ATP détermine la stabilité du filament d'actine. L’actine 

libre est typiquement associée à une molécule d'ATP et a tendance à polymériser 

spontanément in vitro, pour former les filaments d’actine. 

La polymérisation de l’actine est réalisée en trois phases : 1) une phase de nucléation où 

l’actine est liée à l’ATP, 2) une phase d’élongation où l’ATP est hydrolysé et 3) une phase 

stationnaire ou d’équilibre où elle est liée à l’ADP (Figure 7).  

 

Figure 7: Les étapes de polymérisation de l'actine 

La polymérisation de l’actine s’opère en trois étapes: la nucléation qui forme des trimères d’actine, l’élongation 
qui allonge le filament et l’équilibre qui s’opère après hydrolyse d’ATP. Afin de contrôler cette polymérisation, 
des protéines de liaison de l’actine sont capable de réguler les différentes étapes de la polymérisation. Les 
monomères en rouge sont liés à l’ATP alors que ceux en bleu sont liés à l’ADP. L’actine-ATP est représentée 
en rouge et l’actine ADP en bleu. D’après Nürnberg, Kitzing & Grosse 2011 
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Au cours de la phase de nucléation, les monomères s’associent étroitement formant un 

noyau d’actine composé de trois monomères. Lorsque l’oligomère dépasse la taille d’un 

trimère, il prend une conformation hélicoïdale et devient thermodynamiquement stable. Il 

initie alors, la croissance du filament. Cette étape est lente et n’est pas thermodynamiquement 

favorable dans la cellule.  

Si la concentration en monomères d'actine-G est supérieure à une concentration critique 

d’assemblage définie par la formule (c=k-/k+ où c représente la concentration et k la 

constante d’association (+) ou de dissociation (-)) (Figure 8), les monomères s'assemblent en 

filaments à partir des noyaux préformés lors d’une étape d’élongation. Cette étape plus rapide 

est souvent appelée phase de polymérisation. Cependant l'actine filamenteuse n’est pas un 

véritable polymère car les monomères ne sont pas liés entre eux par des liaisons covalentes. 

Après la liaison des monomères, l’hydrolyse de l’ATP en ADP s’accompagne d’un 

changement de conformation de l’actine (M. F. Carlier 1991; M F Carlier 1991). Chaque 

monomère présente une rotation de 166° par rapport au suivant, ce qui conduit à un filament 

en double hélice de diamètre compris entre 9 et 10 nm. Cette forme est à la fois plus stable et 

plus facile à dissocier.  

Un filament d’actine sera en permanence rapidement polymérisé à l’extrémité barbée dite 

positive (+) due à sa vitesse de polymérisation tandis que simultanément l’extrémité pointue 

(-) sera en train de se dissocier lentement. Ceci va entraîner un phénomène de « treadmilling » 

ou phénomène du tapis roulant (Wegner 1982). Enfin, les filaments d'actine seront polarisés et

à l'équilibre entre association et dissociation. Ceci constitue la dernière étape de la 

polymérisation de l’actine appelée état stationnaire ou équilibre (Figure 7). 

 

 

Figure 8: Les constantes d’association et 
dissociation de l’actine  

Représentation schématique d’un filament 
d’actine et des constantes d’association et 
dissociation à chaque extrémité. Extrait de la 
thèse d’Alphée Michelot Grenoble. D’après 
Pollard 1986 



La vitesse de polymérisation in vitro est d’environ 0,3µm.s-1
 au niveau de l’extrémité (+) 

(correspondant à 110 monomères/sec.) et ceci pour une concentration d’actine-G de 10 µM 

(Pollard & Borisy 2003). Cette vitesse est au moins 200 fois plus rapide in vivo grâce à 

l’intervention de protéines de liaison à l’actine qui vont catalyser et réguler la polymérisation. 

Comme nous avons pu le constater, le filament d’actine est monocaténaire et peut exister 

dans différentes conformations selon le type de cation, de nucléotide liés au monomère et de 

l’isotype de l’actine (Orlova et al. 1997; Ressad et al. 1998). L’actine filamenteuse est une 

structure extrêmement dynamique. Les protéines associées à l’actine sont essentielles à la 

régulation de cette dynamique in vivo (McGough et al. 1997; Owen & DeRosier 1993). 

5. Les protéines associées à l’actine  

L’hydrolyse des monomères au sein du filament d’actine est un des principaux régulateurs 

de la transition actine-F–actine-G. Toutefois, de nombreuses protéines de liaison à l’actine, 

encore appelées ABPs pour « actin-binding proteins », sont impliquées dans la régulation de 

la dynamique du cytosquelette. Ces dernières interagissent sélectivement avec l’actine 

monomérique ou filamenteuse ou avec les deux. A ce jour, 162 ABPs ont été découvertes 

(Ayscough 1998)(dos Remedios et al. 2003) et peuvent être classées en quatre catégories : 1) 

les protéines contrôlant la polymérisation de l’actine, 2) les protéines de stabilisation, 3) les 

protéines d’ancrage et 4) les protéines motrices (Figure 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Les protéines et toxines associées à l'actine 

Les protéines associées à l’actine sont de quatre types : les protéines contrôlant la polymérisation 
représentées en violet, les protéines d’ancrage en bleu, les protéines stabilisatrices en vert foncé et les 
protéines motrices en vert clair. Les exemples cités sont décrits dans la suite de ce chapitre.  
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5.1. Les protéines et toxines contrôlant la polymérisation de l’actine 

Les acteurs de la polymérisation de l’actine peuvent être de cinq types : 1) des protéines 

de séquestration des monomères, 2) des protéines dite « nucléateur », 3) des protéines de 

coiffe, 4) des protéines de fragmentation du filament ou encore 5) des toxines naturelles ayant 

un effet sur la polymérisation de l’actine (Figure 9). 

5.1.1. Les protéines de séquestration des monomères d’actine 

Ces protéines se fixent à l’actine-G et régulent la polymérisation de l’actine en empêchant 

l’incorporation de monomères au filament ou, à l’inverse, en favorisant leur incorporation 

dans le filament. Parmi les protéines à avoir cette fonction, on retrouve par exemple, la 

thymosine β4, la profiline et la twinfiline.  

La thymosine β4 est un petit peptide de 43 acides aminés. Il se fixe à l’actine-G et le 

séquestre, inhibant la polymérisation. Il se lie avec 50 fois plus d’affinité au complexe actine-

ATP qu’au complexe actine-ADP (Carlier et al. 1993). L’actine liée à la thymosine β4 ne peut 

pas polymériser. 

La profiline est une petite protéine globulaire très conservée chez les eucaryotes. Elle se 

lie préférentiellement à l’actine-G liée à l’ADP et catalyse l’échange du nucléotide (Theriot et 

al. 1994). Ce complexe forme la profilactine. Elle n’est cependant pas capable d’initier la 

formation d’un noyau d’actine nécessaire à l’initiation de la polymérisation d’un 

microfilament. La profiline est en compétition avec la thymosine β4 pour lier l’actine et peut 

éloigner physiquement l’actine de cette dernière (Pollard et al. 2000; Goldschmidt-Clermont 

et al. 1992; Lassing & Lindberg 1985). Les échanges sont rapides en raison des constantes de 

dissociation élevées (5s-1 pour la profiline et 2.5s-1 pour la thymosine β4) (Pollard et al. 2000). 

L’actine liée à la profiline constitue un pool de monomères mobilisables pour la 

polymérisation de nouveaux filaments alors que l’actine liée à la thymosine β4 constitue un 

pool de réserve. 

Enfin la twinfiline se lie au monomère lié à l’ADP et empêche l’échange nucléosidique 

par la profiline. Elle est cependant capable de concentrer les monomères aux sites de 

polymérisation par son interaction avec les protéines de coiffe (Palmgren et al. 2002). 

Ces protéines vont créer un pool d’actine-G cytoplasmique essentiel à la régulation de la 

polymérisation de l’actine. Cependant, il est nécessaire que des protéines initiatrices de la 

polymérisation interviennent pour former un microfilament : c’est le rôle des nucléateurs.  
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5.1.2. Les nucléateurs de l’actine 

Dans les cellules, la formation spontanée de noyaux d'actine n’est pas 

thermodynamiquement favorable, due à la nécessité de dépasser le seuil de la concentration 

critique en monomères qui varie de 0,1 à 1 µM. De ce fait, les cellules utilisent des protéines 

dites nucléateurs de l’actine pour catalyser la formation de noyaux d’actine et ainsi initier la 

polymérisation du filament mais aussi pour permettre la formation d’un filament à partir d’un 

filament existant.  

Depuis plus d’une décennie, le complexe Arp2/3 et la famille des formines étaient les 

seules protéines connues pour nucléer l’actine de façon directe et former des filaments 

d’actine de novo. Cependant, ces dernières années, de nouveaux nucléateurs ont émergés 

comme la protéine Spire, cordon-bleu et les leiomodin qui participent elles aussi à la 

formation de nouveaux filaments d’actine. 

A l’exception des formines, les nucléateurs n’ont pas d’homologie de séquence. Ils 

utilisent le domaine WH2 (« WASP homology 2 domain ») pour interagir avec l’actine. Les 

formines sont les seules à utiliser un domaine FH2, pour « formin homology 2 domain », qui 

leur permet de promouvoir la nucléation mais aussi l’élongation de l’extrémité barbée (Goode 

& Eck 2007). La protéine WASP est une protéine adaptatrice essentielle au fonctionnement 

du complexe Arp2/3 qui sera détaillé dans la section 5.1.2.2.  

5.1.2.1. Le complexe Arp2/3 

Le complexe Arp2/3 (Actin-realated protein 2/3) se compose de sept sous-unités 

protéiques dont Arp2, Arp3 et cinq autres protéines (p16, p20, p21, p34 et p40). Il se lie à un 

filament d’actine existant pour initier la polymérisation d’un nouveau filament. Ce complexe 

permet à l’actine de prendre une conformation dite branchée, Arp2/3 formant un angle de 70° 

entre le filament « mère » et le filament « fille » (Figure 10) (L Blanchoin et al. 2000). Arp2/3 

se localise dans des régions cellulaires caractérisées par une forte activité dynamique de 

l’actine telles que le front de migration de cellules en mouvement (lamellipode) ou dans des 

structures de dégradation de la matrice extracellulaire que sont les invadosomes, qui seront 

développés dans le chapitre 2.  
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5.1.2.2. Les activateurs de la nucléation par Arp2/3 

Le complexe Arp 2/ 3 nécessite l’aide d’un activateur pour initier la nucléation. Les 

activateurs de nucléation sont classés en deux groupes et nommés les NPF (« nucleation 

promoting factors » de type I et de type II. Les NPF de type I sont représentés par les 

protéines de la famille « Wiskott–Aldrich syndrome protein » qui regroupent les protéines 

WASP, N-WASP, WAVE, WASH, WHAMM et JMY. Les NPF de type II regroupent la 

cortactine et HS1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Nucléation par le complexe Arp2/3 

Le complexe multiprotéique Arp2/3 se fixe sur un filament d’actine existant représenté en rouge (1), il est activé 
par la protéine WASP qui sera décrite dans la suite de ce chapitre (2). Ceci provoque une rotation du complexe 
Arp2/3 et l’initiation de la polymérisation d’un nouveau filament avec un angle de 70° avec le filament existant 
(3). Extrait de « Molecular Cell Biology, Sixth Edition » 2008 Freeman and Company 

Figure 11 : Les activateurs de la nucléation par Arp2/3 

NPF de classe 1 représenté par la famille WASP composée de 8 membres. Ils possèdent tous un à plusieurs 
domaines WH2 représenté par un W. WH1 : WASP homology domain 1 CRIB : liaison Cdc42-Rac1 AI : 
domaine d’autoinhibition PRD : domaine riche en proline WCA : région liant l’actine monomérique SHD : Scar 
holomogy domain WAHD1 : WASH homology domain 1 TBR : région de liaison à la tubuline P : polyproline 
WMD : domaine d’interaction membranaire de WHAMM CC : domaine superhélice L : linker. NPF de classe 2 
composé de deux membres : la cortactine et son homologue spécifique des leucocytes HS-1. A : Domaine N-
terminal acide liant Arp2/3 R : domaine liant l’actine-F SH3 : Src homology domain 3. D’après Campellone & 
Welch 2010 



La famille WASp/WAVE est composée de 8 membres (Figure 11). Ce sont des 

activateurs de la polymérisation d’actine. WASP est exprimé dans les plaquettes et les 

globules blancs alors que N-WASP s’exprime dans le cerveau et de nombreux autres tissus. 

WAVE est un homologue chez les vertébrés de la protéine Scar qui a été découverte chez 

Dictyostelium discoideum. WASH contrôle la scission des vésicules d’endocytose. 

WHAMM est impliqué dans la régulation de la position et la morphologie de l’appareil de 

Golgi et participe au transport vésiculaire entre le Golgi et le réticulum endoplasmique. Enfin, 

JMY est impliqué dans la formation du lamellipode ( 

Figure 12).  

De façon surprenante, JMY est capable de nucléer l’actine en présence et en absence du 

complexe Arp2/3 (Zuchero et al. 2009). Ce rôle de nucléation indépendante d’Arp2/3 semble 

impliquer un autre type de nucléateur, Spire, qui sera décrit plus bas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Localisation des NPF I et fonctions dans la cellule eucaryote des vertébrés 

(a) Fonctions endogènes et (b) induites par un pathogène des NPF de classe 1. Différents NFP sont impliqués 
dans des processus tels que : (i) la formation du lamellipode; (ii) l’endocytose; (iii) le trafic endosomal (iv) le 
transport des vésicules; (v) la phagocytose; (vi) le transport réticulum endoplasmique-Golgi; (vii) les mouvements 
intracellulaires de Shigella ; (viii) l’entrée de Listeria; (ix) mouvements membranaires d’absorption de 
Salmonella; (x) entrée independante de Salmonella ; (xi) formation d’un pied d’actine par Escherichia coli; (xii) 
formation d’un queue d’actine et propagation du poxvirus. L’actine est représentée en vert, les ligands et 
récepteurs en gris et marron, les endosomes et vésicules en rose, les particules extracellulaires en jaune, le Golgi 
et le noyau en bleu foncé, le réticulum endoplasmique en bleu clair les différentes bactéries en rouge et le 
poxvirus en gris. Extrait de Rottner & al 2010. 
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La protéine WASP est le membre fondateur de la famille WASp/WAVE. WASP est une 

protéine déficiente dans le syndrome de Wiskott-Aldrich qui induit des altérations dans le 

cytosquelette d’actine des plaquettes et des leucocytes (Ochs & Thrasher 2006). Les signaux 

extérieurs à la cellule vont être perçus par les récepteurs à activité tyrosine kinase, les 

intégrines et les récepteurs à 7 domaines transmembranaires. Ils vont activer des GTPases, qui 

vont à leur tour activer WASP. Celui-ci va contrôler l’activation du complexe Arp 2/3 

(Weaver et al. 2001). Comme nous l’avons vu dans la section 5.1.2.1., Arp2/3 va quant à lui, 

activer la polymérisation de l’actine de façon branchée.  

La faible concentration en protéines WASP/WAVE, comparée à la concentration en 

Arp2/3, permet d’imaginer qu’elles soient le facteur limitant régulant la polymérisation de 

l’actine. Ces protéines ont un domaine WA ou WCA en région Cter de la protéine (WASP 

homology 2 domain WH2 ; central region acidic region). Le domaine WA est composé d’un 

motif WH2 qui lie l’actine monomérique et l’extrémité (+) du filament en cours d’élongation, 

d’un connecteur basique et d’une région acide liant et activant le complexe Arp2/3 (Machesky 

& Gould 1999; Dominguez & Holmes 2011). Le domaine WCA est activateur de la 

nucléation et de la formation de réseaux branchés (Laurent Blanchoin et al. 2000).  

En N-terminal de la protéine WASP, se trouve un domaine WH1 qui va permettre la 

liaison des protéines WIP (« WASP interacting protein ») qui stabilisent la protéine WASP 

elle-même. Dans cette région, se trouve aussi un domaine de liaison aux RhoGTPases qui 

seront présentées dans la section 6.2 de ce chapitre.

La cortactine est un NPF de type II. Ces NPF n’ont pas de domaine WH2. Elle peut 

stimuler la polymérisation de l’actine, en recrutant elle aussi le complexe Arp 2/3, mais peut 

aussi induire son réarrangement au niveau du cortex cellulaire en réponse à des stimuli 

extérieurs. Elle est activée entre autre par l’oncogène Src (Wang et al. 2011; Tehrani et al. 

2007) et est importante dans la formation des lamellipodes, des invadosomes, dans l’actine 

corticale et dans l’endocytose (Chen et al. 2006). 

La protéine HS1 est un homologue de la cortactine exprimée dans les leucocytes. Elle 

interagit avec le complexe Arp 2/3 et serait phosphorylée pendant la migration des 

neutrophiles (Cavnar et al. 2012) et essentielle à la régulation de l’actine dans la synapse 

immunologique (Gomez et al. 2006). 

 

 

 



5.1.2.3. Les formines 

Chez les mammifères, la famille des formines est composée de 14 membres représentés 

sur la Figure 13b. Les formines possèdent deux domaines d’interaction avec l’actine, FH1 et 

FH2 (Dominguez & Holmes 2011) (Figure 13b). Le domaine FH1 de la formine, riche en 

prolines, lie la profiline qui active les monomères d’actine en échangeant l’ADP pour de 

l’ATP. Cette liaison permet l’apport de monomères activés sur la formine afin qu’il y ait 

polymérisation à l’extrémité (+) du filament. La formine se dimérise pour être active (Figure 

13a). En présence de profiline, la formine peut assembler des filaments d’actine en faisceaux 

parallèles que l’on retrouve dans les filopodes qui seront décrits dans la dernière section de ce 

chapitre. In vivo, les formines peuvent former des fibres de tension (fibres de stress) mais 

elles sont aussi impliquées dans beaucoup d’autres fonctions, comme l’allongement cellulaire, 

la maturation des adhérences focales et la migration cellulaire (J. Block et al. 2008). 

Figure 13: Les formines 

A. Mode d’action des formines. Lorsque les formines se dimérisent, elles emprisonnent un monomère chacune 
et les assemblent, permettant la formation d’un filament d’actine. B. Famille des formines chez les 
mammifères. Toutes les formines ont un domaine FH1 et FH2 (« formin homology domain ») de liaison à 
l’actine. GBD : domaine de liaison aux GTPases DID : domaine inhibiteur DD : domaine de dimérisation CC : 
domaine superhélice DAD : domaine d’autoinhibition FSI : domaine d’interaction avec Spire PDZ : 
Postsynaptic density protein, Discs large, Zona occludens 1 domain; W : WASP homology 2 domain. D’après 
Chesarone, DuPage & Goode 2010 et Campellone & Welch 2010  
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5.1.2.4. Les « nouveaux nucléateurs » : Spire, Cordon Bleu et 

leiomodin 

Ces dernières années, de nouveaux nucléateurs de l’actine contenant des répétitions de 

domaines WH2, ont été découverts chez les mammifères et sont présentés sur la Figure 14. 

Les protéines Spire 1 et 2 ont été identifiées chez la drosophile et sont conservées chez les 

métazoaires. Elles possèdent quatre répétitions du domaine WH2 d’interaction avec l’actine, 

leur permettant de lier quatre monomères d’actine (Dominguez & Holmes 2011)(Figure 14G). 

Ceci permet la formation d’un noyau d’actine qui initiera la création d’un nouveau filament 

(Mandemakers & Barres 2005). Pendant l’élongation, Spire reste fixé à l’extrémité pointue du 

filament et stimule la formation de filaments non branchés par polymérisation à l’extrémité 

barbée. De plus, il semble coopérer avec la formine dans l’assemblage du microfilament 

d’actine. 

La protéine Cordon Bleu (COBL) a été identifiée lors d’une expérience de double 

hybride et semble uniquement exprimée chez les vertébrés. Elle possède trois domaines WH2 

qui lient l’actine et une concentration de polyprolines qui pourraient lier la profiline. Elle est 

exprimée dans les neurones de l’hippocampe, région du cerveau siège de la mémoire mais son 

rôle est peu défini.  

Figure 14: Spire, Cordon bleu et Leiomodin 

A. Représentation des domaines protéiques présents sur les nouveaux nucléateurs Spire, Cordon bleu et 
Leiomodin. W : WASP homology 2 domain KIND : domaine kinase non catalytique P : polyproline T : hélices 
de liaison à l’actine et tropomyosine LRR : domaine riche en leucines hbh : hélice-base-hélice. B. 
Représentation du mode d’action de ces nucléateurs sur l’actine représentée en rouge. D’après Campellone & 
Welch 2010 
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Enfin les protéines leiomodin 1, 2 et 3 sont les derniers nucléateurs à avoir été identifiés 

en 2008 (Chereau et al. 2008). Elles contiennent un domaine WH2 de liaison à l’actine et 

peuvent lier la tropomyosine. Elles sont principalement exprimées dans le tissu musculaire. 

Après que les nucléateurs aient initié la formation d’un noyau d’actine grâce à 

l’intervention d’activateur de la nucléation, celui-ci va s’allonger et sera coiffé par des 

protéines de coiffe qui sont essentielles à la stabilisation et l’orientation du filament. 

5.1.3. Les protéines de coiffe  

Les protéines de coiffe sont des protéines qui se lient aux extrémités des filaments 

d’actine afin d’inhiber la polymérisation en empêchant l’addition ou la soustraction des 

monomères du filament (Figure 7). Elles sont essentielles pour maintenir un pool d’actine-G 

cytoplasmique car si l’extrémité barbée du microfilament était libre, l’élongation épuiserait ce 

pool en quelques secondes (Pollard et al. 2000). 

Les filaments coiffés doivent se dépolymériser par leur extrémité (-) ou attendre 

l’intervention de protéines de fragmentation qui seront décrites dans la section 5.1.4. Ces 

protéines sont essentielles à la motilité cellulaire car elles permettent de générer des filaments 

courts qui pourront former un réseau d’actine branchée dense. Ce réseau est capable de 

générer des forces nécessaires à la formation de protrusions membranaires au niveau du front 

de migration de la cellule (Iwasa & Mullins 2007). 

La protéine CapZ (capping protein) se lie à l'extrémité (+) du filament d'actine. A 

l’inverse, la tropomoduline se lie à l'extrémité (-) inhibant la dépolymérisation ou permettant 

la formation d'un noyau qui initiera une nouvelle polymérisation. Avec le complexe Arp2/3, 

ce sont les rares protéines à se fixer sur l’extrémité (-). 

La twinfiline est capable de jouer ce rôle de coiffe en se liant au monomère qui, lui-

même, se lie au filament. Cette association empêche l’accrochage d’autres monomères et 

inhibe la polymérisation.  

La formation des filaments d’actine va diminuer la fluidité du cytoplasme. Lorsque les 

filaments sont trop vieux ou trop nombreux, la cellule va devoir utiliser des protéines capables 

de segmenter les filaments afin de créer un renouvellement des filaments à l’origine de la 

motilité cellulaire.  
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5.1.4. Les protéines de fragmentation du filament  

Les protéines de fragmentation scindent les microfilaments d’actine (Figure 15). Ceci 

régule la longueur des filaments en bloquant l’extrémité + générée et en les dépolymérisant. 

Ces protéines sont généralement dépendantes de l’influx calcique. La gelsoline et les 

protéines de la famille ADF/cofiline sont les principales protéines de fragmentation de 

l’actine.  

!

 La gelsoline fait partie des protéines de fragmentation (Kwiatkowski 1999). Après liaison 

du calcium sur la gelsoline, cette dernière se lie et clive le filament d’actine, qui se 

désassemble en monomères d’actine-G-ADP qui seront pris en charge par la profiline pour 

être recyclés et disponibles pour une nouvelle polymérisation. La gelsoline reste liée à 

l’extrémité barbée du filament qu’elle clive et, de ce fait, a aussi une activité de coiffe du 

filament (Janmey et al. 1985; Bearer 1991). 

Dans un autre mode d’action, les membres de la famille des ADF «Actin 

Depolymerizing Factor»/cofiline coupent les filaments d’actine en se fixant 

préférentiellement au filament d'actine-ADP (Laurent Blanchoin et al. 2000). Ceci permet de 

modifier les propriétés structurelles de l’actine et d’induire une rotation du filament en aval de 

la fixation de la protéine de liaison (McCullough et al. 2011). Ceci provoque une cassure du 

filament et donc leur renouvellement en dépolymérisant les filaments les plus anciens (Ressad 

et al. 1998). 

Figure 15: Mode de fonctionnement des protéines de fragmentation  

La gelsoline représentée par un ciseau se fixe au filament d’actine puis le clive, induisant son désassemblage. Les 
membres de la famille ADF/cofiline (en violet) se fixent sur le filament au niveau des actine-ADP, leur fixation 
induit une rotation qui rompt le filament. L’actine est schématisée en rouge. Extrait de Taylor & al 2011
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L’actine ayant de nombreuses fonctions essentielles présentées au début de ce chapitre, 

nous pouvons comprendre que sa polymérisation et sa dépolymérisation sont finement 

régulées de manière physiologique. De plus, certains êtres vivants sécrètent des toxines qui 

modulent aussi la polymérisation de l’actine de façon non physiologique.  

5.1.5. Les toxines naturelles agissant sur la polymérisation de l’actine 

Dans la nature se trouvent des toxines provenant d’organismes variés capables d’interagir 

avec l’actine (Yeung & Paterson 2002). La sécrétion de toxines par un organisme est un 

mécanisme de défense contre les agresseurs extérieurs. Elles sont le produit de métabolismes 

secondaires dans la cellule. Ces toxines sont très utilisées en laboratoire pour moduler l’état 

de polymérisation de l’actine mais aussi pour visualiser l’actine filamenteuse. De plus, la forte 

activité anti-tumorale de certains de ces composés a suscité un intérêt pour leur utilisation 

comme sondes moléculaires pouvant aider à élucider les fonctions cellulaires de l’actine et 

comme squelette de base dans le développement de drogues anti-cancéreuses (Dominguez & 

Holmes 2011). Parmi ces drogues on retrouve : 1) la phalloïdine, 2) les cytochalasines, 3) les 

latrunculines et 4) la jasplakinolide. 

5.1.5.1. La phalloïdine 

La phalloïdine est une toxine fongique extraite d’Amanita phalloides et Amanita 

rubescens. Cette famille de champignons est la plus meurtrière qu’a connue l’humanité. La 

phalloïdine est capable de se lier aux filaments d’actine et d’inhiber leur dépolymérisation 

causant leur accumulation dans la cellule. A des concentrations faibles, elle se lie aux 

filaments courts d’actine alors qu’à forte concentration, elle est capable de provoquer une 

contraction de la cellule. Elle n’est pas perméable aux membranes plasmiques. Couplée à des 

fluorophores, elle permet la visualisation de l’actine-F dans la cellule en immunofluorescence 

(Sampath & Pollard 1991; Spudich 1973).  

5.1.5.2. Les cytochalasines 

Les cytochalasines sont des métabolites fongiques qui ont la capacité de se lier dans la 

crevasse des monomères à l’extrémité barbée des filaments et d’inhiber l’association et la 

dissociation des monomères d’actine. Elles bloquent le phénomène de « treadmilling ».  
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Il y a une vingtaine de membres dans la famille des cytochalasines dont quelques uns sont 

répertoriés dans le tableau suivant (Tableau 2). L'utilisation des cytochalasines a permis de 

mieux comprendre la polymérisation de l'actine, la motilité cellulaire, le front de migration, la 

division cellulaire, la contraction et la rigidité de la cellule (Spudich 1973; Sampath & Pollard 

1991).  

5.1.5.3. Les latrunculines A et B 

Les latrunculines A et B proviennent, respectivement, des éponges Latrunculia et 

Negombata. Elles se lient directement au monomère d’actine-G et agissent comme les 

protéines de séquestration des monomères provoquant la rupture des filaments d’actine du 

cytosquelette (Coué et al. 1987).  

5.1.5.4. La jasplakinolide 

La jasplakinolide extraite de l’éponge Jaspis johnstoni, induit une polymérisation 

amorphe de l’actine en stimulant la nucléation. Elle s’intercale tous les trois monomères et le 

filament s'en trouve alors désorganisé mais stabilisé. Cet effet de stabilisation du filament est 

aussi visible physiologiquement grâce à des protéines de stabilisation. 

5.2. Les protéines de stabilisation (ou réticulation ou pontage) 

Ces protéines contrôlent l’organisation des filaments individuels en structures d’actine 

ordonnées, dynamiques et complexes, en interagissant avec au moins deux filaments. Elles 

permettent la stabilisation des microfilaments d’actine soit en faisceaux soit en réseaux de 

maille (Figure 16). Ces formes sont plus ou moins interconnectées dans le cytoplasme d'une 

cellule et diminuent la fluidité du cytoplasme. 

Tableau 2: La famille des cytochalasines 

Représentation d’une cytochalasine. Le tableau répertorie les membres les plus étudiés, l’organisme duquel ils 
sont extraits et leurs effets cellulaires. D’après www.sigmaaldrich.com 



 

5.2.1. Les faisceaux d’actine  

Les faisceaux d’actine correspondent à un arrangement des filaments plus ou moins serré 

en fonction de la distance qui sépare les deux domaines de la protéine liant l’actine. Ces 

faisceaux peuvent être soit parallèles soit antiparallèles contractiles (Figure 16).  

5.2.1.1. Les faisceaux parallèles 

Au sein de ces faisceaux, les filaments d’actine s’organisent de manière parallèle. Ce sont 

des faisceaux serrés car l’espacement entre deux filaments est d’environ 20nm. Ceci est dû au 

faible espacement entre les domaines liant l’actine des protéines capables d’organiser l’actine 

en ce type de faisceaux. Les principales protéines capables de former des faisceaux parallèles 

sont la fimbrine, la fascine et la villine. Ces protéines peuvent être associées dans une même 

structure d’actine. Ces faisceaux n’ont pas de propriétés contractile. 

La fimbrine est une protéine liant l’actine au niveau de structures comme les filopodes et 

les microvillosités qui seront présentés en section 7 de ce chapitre.  

La fascine est une petite protéine globulaire permettant la formation de faisceaux 

parallèles polaires. Elle est le composant majoritaire des filopodes (Vignjevic, S. I. Kojima, et 

al. 2006). Elle a été étudiée dans le cadre de la propagation de métastases car elle stabilise 

Figure 16 : Arrangements des filaments d'actine 

A. Schéma des faisceaux parallèles où les filaments sont liés par des protéines comme par exemple la fimbrine 
représentée en orange. B. Schéma des faisceaux contractiles où les filaments sont organisés de façon 
antiparallèle par des protéines telles que la myosine II ou l’α-actinine. C. Schéma des réseaux de maille ou des 
protéines, comme la filamine, lient deux filaments d’actine de façon croisée. Les filaments d’actine sont 
schématisés en bleu. D’après Kramer et Tramu 2013 
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aussi les faisceaux d’actine composant les invadopodes (Juin et al. 2013), structures d’actine, 

impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire qui seront présentées dans le 

chapitre 2. 

La villine est une protéine de structure présente dans les microvillosités intestinales. Elle 

se lie à l’actine de façon dépendante du calcium et selon la concentration calcique, elle peut 

assembler ou désassembler des filaments d’actine entre eux (Kametaka et al. 2007). 

5.2.1.2. Les faisceaux contractiles 

Les faisceaux contractiles d’actine sont dits lâches car l’espacement entre les filaments est 

d’environ 40nm (Figure 16). Ils sont organisés de manière antiparallèle ce qui permet la 

création de forces de contraction lorsque les filaments se rapprochent les uns des autres. 

Contrairement à leur nom, ils ne sont pas restreints qu’aux cellules musculaires dont la 

contraction est un rôle majeur. Cependant, la dystrophine est une protéine de liaison de 

l’actine, normalement présente sous la membrane cellulaire de toutes les fibres musculaires et 

qui permet l’arrangement des filaments en faisceaux contractiles spécifiquement dans le tissu 

musculaire.  

L’α-actinine permet de relier les filaments d’actine à la titine dans les bandes I du 

sarcomère (Figure 17) mais peut aussi se lier aux intégrines membranaires, récepteurs 

ubiquitaires d’interaction avec la matrice extracellulaire au sein de structures d’adhérences à 

la membrane, les fibres de tension. L’α-actinine donne un accès au filament à la myosine de 

type II qui intervient dans l’établissement de faisceaux contractiles dans les cellules non 

musculaires.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17: Organisation Actine-myosine au sein du sarcomère dans les cellules musculaires 

Dans le sarcomère, les bandes I sont riches en actine en bleu et en protéines de liaison. L’α-actinine relie les 
filaments d’actine à la titine en violet qui, elle-même, se lie aux têtes de myosine en rouge. Cette association 
actine-myosine permet la contraction du tissu musculaire. Adapté de wikipedia article « sarcomere ». 
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5.2.2. Les réseaux de maille d’actine  

Enfin, les protéines de stabilisation des microfilaments peuvent créer un réseau de 

mailles (Figure 16). Ce sont des agents permettant de lier au moins deux microfilaments de 

manière croisée. Parmi ces protéines, on trouve la filamine. Elle bloque deux filaments 

d’actine dans une conformation croisée formant un maillage lâche. Cette protéine est 

considérée comme un mécanosenseur régulant la transcription, le trafic membranaire, le 

fonctionnement des canaux ioniques et l’adhérence à la matrice extracellulaire (Popowicz et 

al. 2006). 

Les protéines de stabilisation sont donc à l’origine de la formation de structures d’actine 

spécialisées telles que les filopodes, lamellipodes et invadopodes, pour ne citer que quelques 

exemples. Une structure d’actine est donc, par définition, composée d’actine-F et nécessite un 

ancrage à la membrane. Cet ancrage est possible grâce à des protéines spécialisées dans 

l’interaction avec la membrane et des protéines membranaires. 

5.3. Les protéines d’ancrage  

Il est nécessaire que les microfilaments aient des points d’ancrage à la membrane 

plasmique afin de pouvoir exercer des forces de contraction ou encore maintenir l’architecture 

de la cellule. Dans la cellule épithéliale, les microfilaments peuvent s’ancrer sur les points 

d’adhérence focales se formant au contact de la cellule avec la lame basale ou au niveau des 

jonctions entre deux cellules (Figure 18).  

Dans les jonctions serrées, la protéine ZO-1 (zonula occludens 1) accroche l’actine au 

complexe claudine/occludine. Ce complexe est entouré par les protéines JAM (« Junctional 

adhesion molecule ») et, ensemble, ils forment la jonction serrée. Au niveau des jonctions 

adhérentes cellule-cellule, l’α-caténine ancre l’actine au complexe E-cadhérine/β-caténine qui 

forme la jonction.  

Dans les adhérences focales qui permettent l’adhérence des cellules à la lame basale au 

niveau de leur pôle basal, l’ancrage fait intervenir des protéines d’adhérence telles que la 

vinculine, la taline et la paxilline.  
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Parmi les protéines d’ancrage, on trouve aussi 1) la famille ERM (ezrine, radixine, 

moésine), 2) la spectrine, 3) la dystrophine et 4) la filamine.  

1)Les protéines ERM lient les filaments d’actine à la membrane plasmique grâce à deux 

domaines fonctionnels (ERMAD pour ERM Association Domains) qui interagissent avec des 

protéines de la membrane et l’actine-F (Hughes et al. 2010). Ces protéines sont impliquées 

dans la formation et le maintien de structures membranaires particulières, souvent dans une 

sous-région spécifique du cortex de la cellule. Les ERM s’accumulent, par exemple 

spécifiquement dans les microvillosités apicales des cellules épithéliales, dans les 

lymphocytes T et dans les pieds des podocytes du glomérule rénal (Figure 19). Les protéines 

ERM sont aussi impliquées dans l’invasion tumorale et leur dérégulation a été identifiée 

comme impliquée dans la formation de métastases. En effet, l’expression élevée de l’Ezrine 

Figure 18: Organisation de l'actine au sein des structures d'adhérence de la cellule 

A. Représentation des jonctions entre deux cellules épithéliales et la membrane basale. B. Composition 
moléculaire des jonctions serrées. Les membranes plasmiques sont représentées en bleuclair, l’actine en hélice 
bleu et verte, les protéines JAM en orange, les occludines en fuchsia, les claudines en rose clair et ZO-1 en jaune. 
C. Composition moléculaire des jonctions adhérentes. Les membranes plasmiques sont représentées en jaune, 
l’actine en hélice bleu et verte, les cadhérines en rouge, les α et β-Caténine en vert kaki et l’α-actinine en jaune 
clair. D. Composition moléculaire des adhérences focales. Les membranes plasmiques sont représentées en vert, 
l’actine en hélice vert clair et foncé, les intégrines en bleu, la fibronectine en représentation 3D, la taline en violet, 
la vinculine en orange et l’α-actinine en bleu clair. D’après Servier medical art et Kramer et Tramu 



dans des tumeurs (ostéosarcomes, sein) est corrélée avec leur pouvoir invasif (Elliott et al. 

2005; Khanna et al. 2004). 

 

2) La spectrine est une protéine fibreuse reliée à la membrane plasmique. Elle forme le 

cortex cellulaire, réseau d’actine corticale sous-membranaire.  

3) La dystrophine tient le même rôle que la spectrine dans les cellules musculaires. Elle 

se dimérise et forme un complexe avec la syntrophine qui se lie au complexe 

transmembranaire sarcoglycane des cellules musculaires. 

4) En plus de son rôle de réticulation, la filamine permet aussi un ancrage des filaments à 

la membrane plasmique. 

Enfin, les myosines peuvent servir à l’ancrage à la membrane plasmique via la myosine I 

ou V (Figure 20).  

5.4. Les protéines motrices  

Les protéines motrices interagissant avec l’actine sont à l’origine de la contraction 

musculaire et nécessaire à la motilité cellulaire (Les 1998). Ces protéines sont représentées 

par la famille des myosines composée d’au moins 25 classes différentes, classant les 

différentes myosines selon leur taille (Hodge & Cope 2000). Les myosines ont pour point 

Figure 19: Ezrine et architecture cellulaire 

A. Représentation schématique des microvillosités ou l’ezrine en bleu sert de protéine d’échafaudage. B. Schéma 
d’une synapse immunologique entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice d’antigène (CPA). L’ezrine 
intéragit avec le récepteur CD43 et l’actine corticale. C. Schéma des podocytes entourant les capillaires du 
glomérule rénal où l’ezrine maintien l’architecture des podocytes. Filaments d’actine représentés en rouge. Extrait 
de Bretscher Edwards & Fehon 2002 
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commun un domaine moteur situé en N-terminal. Les myosines utilisent l’énergie issue de 

l’hydrolyse de l’ATP pour générer des forces contractiles (Figure 20).  

Par exemple, la myosine de type I est ubiquitaire et aide au maintien de l’actine en 

faisceaux parallèles avec l’aide de l’α-actinine (Pollard et al. 1991) (Zot et al. 1992). La 

myosine II est impliquée dans la contraction musculaire et la myosine V est une protéine 

moteur capable de se déplacer sur le filament à l’extrémité (-).  

Au fil de ce chapitre, nous avons pu appréhender la variété et le nombre important des 

protéines de liaison de l’actine. Il est nécessaire qu’il y ait des régulateurs du cytosquelette 

d’actine afin de contrôler les différentes fonctions de cette dernière.  

6. Les régulateurs de l’actine  

La régulation de l’actine est très localisée, dans un espace subcellulaire, à la fois par la 

disponibilité en ions calcium et par l’action de GTPases de la famille Rho.  

6.1. Le taux de calcium 

 Une des voies de régulation, importante dans le phénomène de contraction, est le contrôle 

du taux de calcium intracellulaire via des voies bien connues qu’elles soient extracellulaires 

ou intracellulaires (Tam et al. 2009). Ce mode de régulation est central dans la contraction 

musculaire au niveau des sarcomères, unités fonctionnelles du muscle strié (Honda & 

Figure 20: Exemples de membres de la famille des myosines et leur fonction 

Tableau répertoriant les structures et fonctions de quelques membres de la famille des myosines. Les myosines I 
et V peuvent interagir avec les membranes comme présenté sur le schéma de droite. La myosine II présentée à 

gauche est la myosine qui contribue à la contraction musculaire. D’après Biologie moléculaire de la cellule 3ème 
édition De Boeck 
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Asakura 1989). Le réticulum sarcoplasmique est un réservoir de calcium pouvant moduler la 

contraction musculaire, le calcium y est stocké à des concentrations pouvant atteindre 1 

mmol.l-1. Au repos, la concentration calcique cytoplasmique est d'environ 0,1 µmol.l-1. Lors 

d'une stimulation, cette concentration peut augmenter d’un facteur 1000, soit jusqu'à 0,1 

mmol.l-1. De nombreuses protéines associées à l’actine décrites précédemment sont 

dépendantes du calcium. De plus, pour certaines protéines, le taux de calcium va déterminer 

leurs fonctions qui peuvent être antagonistes selon la concentration calcique. La filamine et la 

gelsoline auront une action dépolymérisante si la concentration calcique est inférieure à 10-7M 

et une action polymérisante au-dessus de ce seuil de concentration. L’α-actinine facilitera 

l’assemblage en faisceaux des filaments d’actine si la concentration calcique cytoplasmique 

est supérieure à 10-5M et inhibera cet assemblage en-dessous de ce seuil de concentration.  

6.2. Les RhoGTPases : des régulateurs clés des microfilaments d’actine 

Les petites GTPases sont des protéines ubiquitaires, d’une vingtaine de kilos Dalton 

seulement, qui permettent une régulation fine et très localisée de nombreuses fonctions 

cellulaires comme la croissance cellulaire, le trafic vésiculaire, la polarité, l’endocytose, 

l’adhérence ou la migration. Elles sont divisées en cinq grandes familles : Ras, Rab, Arf, Ran 

et Rho (Figure 21). Ce sont des interrupteurs moléculaires activés par différents signaux 

extracellulaires : les facteurs de croissance, les cytokines, les hormones et les molécules 

d’adhérence. 

 

 

 

 

 

 

 

La famille Rho dont les membres les plus étudiés sont RhoA, Rac1 et Cdc42, est 

impliquée dans la morphologie cellulaire et le remodelage du cytosquelette d’actine (Etienne-

Figure 21 : Les GTPases 

Représentation des 5 familles de GTPases comprenant Ras, Rab, Arf, Ran et Rho et de leurs fonctions. D’après 
http://master.igmm.cnrs.fr/www/IMG/pdf/m2r2013_a_debant.pdf 
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Manneville & Hall 2002). De ce fait, les RhoGTPases ont un rôle central dans la motilité 

cellulaire. En effet, elles influencent la polymérisation et la dépolymérisation de l’actine ainsi 

que l’activité de la myosine et la contractilité actine-myosine (Figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.1. Fonction et régulation des RhoGTPases  

 

6.2.1.1. Les RhoGEFs : activateurs de RhoGTPases 

Les RhoGTPases cyclent entre un état actif lié au GTP et un état inactif lié au GDP 

(Figure 23). Elles sont activées par les protéines RhoGEFs (guanine nucleotide exchange 

factors) qui vont échanger le GDP en GTP en réponse à des signaux provenant en amont de 

facteurs de croissance, de cytokines ou de molécules d’adhérence (Van Aelst & D’Souza-

Schorey 1997). Certaines GEFs sont spécifiques d’une seule GTPase tandis que d'autres 

peuvent en activer plusieurs.  

Figure 22 : Famille des RhoGTPases chez l’Homme 

Représentation de l’arbre philogénique de la famille Rho divisée en sous-familles Rho en orange, Rac en bleu 
foncé et Cdc42 en jaune RhoBTB en rouge, Miro en bleu, Rnd en vert. TTF/RhoH, RhoD et Rif/RhoF 
n’appartiennent à aucune sous-famille. Extrait de Grise & al 2009 



 

Il existe deux types de domaines pouvant avoir une activité RhoGEF : DH-PH (Dbl 

homology-Pleckstrin homology) et DHR2 (Dock homology region 2). Ces domaines 

fonctionnels ne sont pas structurellement liés et ne partagent pas d'homologie de séquence. Ils 

semblent n’avoir aucun lien évolutionnel commun, en dépit de leur fonction et leurs substrats 

communs. Les domaines DH-PH sont présents chez tous les membres de la famille Dbl qui 

sont les GEFs activant la famille des RhoGTPases (Zheng 2001). Le domaine DH est 

responsable de l’activité catalytique de la GEF. Le domaine PH est un modulateur de la 

liaison de la GTPase à la membrane par des interactions avec les phospholipides 

membranaires. Ensemble, ces deux domaines constituent l'unité structurale minimum 

nécessaire pour l'activité des protéines de la famille Dbl. Le domaine de PH est situé à 

l'extrémité C-terminale du domaine DH. Il y a environ 70 RhoGEFs de la famille Dbl 

identifiés chez l’Homme, dont la plupart ont une expression tissu spécifique (Schmidt & Hall 

2002). Le domaine DHR2 est le domaine de la famille DOCK qui est un sous-ensemble 

distinct de GEF de la famille Dbl et n'a aucune relation structurelle ou de séquence avec le 

domaine DH. Il y a 11 membres identifiés dans la famille DOCK répartis en sous-familles 

selon qu’ils activent Rac1 ou Cdc42. Les membres de la famille DOCK sont impliqués dans 

la migration cellulaire, la morphogenèse et la phagocytose.  

Une fois liées au GTP, les GTPases vont interagir avec des effecteurs en aval pour induire 

différentes voies de signalisation. 

  

Figure 23 : Régulation des GTPases de la famille Rho 

Les RhoGTPases sont activées par les GEF représentées en rose, inactivées par les GAP en vert et peuvent être 
régulées par séquestration dans le cytoplasme par les GDI en violet. D’après Sahai & Marshall 2002 
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6.2.1.2. Les effecteurs des RhoGTPases 

La plupart des RhoGTPases ont pour effecteur des kinases comme par exemple PAK 

(p21-activated kinase) pour Rac1 et Cdc42, ainsi que ROCK (Rho-associated coiled-coil 

kinase) pour RhoA. Les effecteurs peuvent aussi être des formines comme mDia (mammalian 

Diaphanous-related formin 1) ou des protéines d’échafaudage telles que les protéines de la 

famille WASp/WAVE (Figure 24). 

La protéine ROCK phosphoryle des protéines régulatrices de l’actine incluant MLC 

(myosine II light chain), MLCP (myosine light chain phosphatase) et LIMK (LIM motif 

containing kinase). MLC et MLCP régulent la contraction alors que LIMK inhibe la cofiline 

régulant le renouvellement des filaments d’actine. Rac1 et Cdc42 activent PAK qui active à 

son tour LIMK. Les trois principales RhoGTPases activent la polymérisation d’actine via la 

formine mDia. Rac1 active spécifiquement le nucléateur d’actine Arp2/3 via WAVE alors que 

Cdc42 l’activera via WASP. Les effecteurs pourront ensuite engendrer soit la polymérisation 

de l’actine, soit sa dépolymérisation ou encore une contraction de l’actine (Figure 24).  

 

 

6.2.1.3. Les RhoGAPs : inactivateurs de RhoGTPases 

Il existe 70 Rho GAP chez l’Homme, qui sont classées selon l’homologie de leur domaine 

BH (« BCR homology ») (Figure 25). A l’inverse des GEFs, les RhoGAPs (« GTPases 

activating proteins ») inactivent les RhoGTPases en hydrolysant le GTP en GDP (Figure 23). 

Le domaine RhoGAP interagit avec le domaine de liaison du GTP et avec la GTPase. Elles 

insèrent un résidu arginine qu’elles portent dans le site actif de la RhoGTPase afin de 

l’inactiver. Les RhoGAP ont des rôles essentiels dans la cellule comme par exemple le rôle de 

Figure 24 : Les effecteurs des Rho GTPases 

Les RhoGTPases sont représentées en orange et activent des effecteurs directs représentés en bleu. Ceux-ci 
activent des effecteurs secondaires en vert qui conduisent à des effets cellulaires en jaune tels que la 
polymérisation de l’actine, la contraction ou le turnover. Extrait de Draber & al 2012 



p190RhoGAP dans le maintien de la polarité cellulaire et l’étalement au cours de la migration 

cellulaire (Arthur & Burridge 2001).!

 

6.2.1.4. La régulation par le RhoGDIs 

Les RhoGTPases sont aussi majoritairement régulées par les protéines RhoGDIs 

(« guanine nucleotide dissociation inhibitors ») qui vont contrôler le trafic de ces protéines 

entre le cytoplasme et les membranes. En effet, les GTPases Rho sont modifiées au niveau 

post-traductionnel par l’ajout d’un groupement isoprényl sur le résidu cystéine d’un motif 

CAAX situé à l’extrémité C-terminale ce qui leur permet un ancrage à la membrane 

plasmique (Roberts et al. 2008). Les RhoGDIs se fixent sur les GTPases inactives en 

masquant leur extrémité C-terminale, pour les extraire de la membrane plasmique et les 

Figure 25: Quelques membres de la famille RhoGAP 

Représentation des différents domaines des membres de la famille RhoGAP. Actin bs : site de liaison de l’actine-

F; C2: site de liaison de lipides dépendant du calcium; CC: superhélice; CR: domaine riche en cystéines et motif 
liant le diacylglycerol et l’ester de phorbol; DH : Dbl homology domain; Endophilin : Endophilin homology 
domain; FCH : Fes/CIP4 homology domain; IQ : site de liaison de la calmoduline; PH : pleckstrin homology 
domain; P : domaine riche en proline ; PEST : domaine de dégradation riche en acides aminés P-, E-, S- et T; 
RA : domaine associé à Ras; Ral BR : région de liaison de la GTPase Ral; Rho GAP : domaine à activité Rho 
GTPase; Sec14/BCH : Sec14 homology/BNIP2 et Cdc42 GAP homology; SH2 : Src homology 2; SH3 : Src 
homology 3; S/T kinase : sérine et thréonine kinase; START : domaine de transport des lipides liés à STAR; Z : 
domaine de liaison à PDZ. Extrait de Young Moon & Zheng 2003 
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séquestrer dans le cytoplasme. Elles protègent alors ces protéines d’une activation 

inappropriée en inhibant la dissociation du GDP, d’un mauvais repliement et d’une 

dégradation par le protéasome afin de maintenir un important pool de GTPases rapidement 

mobilisables (Garcia-Mata et al. 2011) (Figure 23). 

7. Les structures d’actine dans la cellule : de la physiologie à la pathologie 

Nous avons vu précédemment que les filaments d’actine pouvaient s’organiser de trois 

façons différentes : les faisceaux parallèles serrés non contractiles, les faisceaux d’actine 

contractiles lâches et les réseaux de mailles. Ces différentes organisations de filaments 

d’actine participent à l’échafaudage de structures d’actine impliquées dans divers processus 

cellulaires.  

Les cellules eucaryotes doivent être considérées comme des entités dynamiques devant 

s’adapter rapidement à des changements de signalisation et de flux métaboliques. En 

conséquence, les cellules présentent des réarrangements physiques continus. Les structures 

d’actine s’associent et se dissocient continuellement si elle ne sont stabilisées par des 

protéines stabilisatrices. 

7.1. Les structures d’actine impliquées dans la physiologie de la cellule 

Comme il a été mentionné au début de ce chapitre, l’actine participe à des fonctions 

cellulaires diverses et essentielles. La richesse des protéines de liaison et de leurs 

combinaisons permet la formation et l’assemblage de structures d’actine différentes associées 

à des fonctions différentes. 

7.1.1. Le cortex cellulaire 

Sous la membrane plasmique se trouve un réseau dense de microfilaments d’actine et de 

protéines associées, appelé le cortex cellulaire ou encore actine corticale. Il y a une balance 

entre l’attachement du réseau à la membrane plasmique et la contractilité à l’origine de la 

formation de protrusions. La modulation de la rigidité corticale influence la façon de se 

mouvoir des cellules dans leur microenvironnement. Par exemple, si l’attachement à la 

membrane est fort, cela va promouvoir la formation de protrusions alors que si l’attachement 

est plus faible, la cellule aura tendance à former des bourgeons appelés « blebs » (Stevenson 

et al. 2012).  

La myosine de type II est la principale protéine de liaison à l’actine responsable de la 

régulation de la rigidité du réseau cortical. La phosphorylation de sa chaîne légère par la 

kinase ROCK1, elle-même sous le contrôle de la GTPase RhoA, induit la contraction. De ce 



fait, elle permet la formation de protrusions et promeut donc l’invasion. Il y a, d’ailleurs, une 

corrélation entre la surexpression de la protéine ROCK1 et le faible taux de survie dans 

le cancer du sein (Lane 2008). La filamine et la spectrine sont deux autres protéines majeures 

régulant l’actine corticale. Enfin l’actine corticale est polymérisée par le nucléateur Arp2/3 

qui est activé par une concentration élevée en cortactine dans cette région de la cellule.  

7.1.2. Les microvillosités  

Les microvillosités sont de fins prolongements cellulaires de forme cylindrique d'environ 

1 à 2 micromètres de longueur, localisées au pôle apical de la cellule épithéliale, qui servent à 

absorber des substances.!Dans une microvillosité, il y a entre 20 et 30 filaments d'actine. Cette 

organisation est permise par la présence de protéines associées aux filaments d'actine qui 

renforcent l'armature interne de la structure d’actine. La fimbrine, la fascine et la villine 

forment des ponts moléculaires entre les filaments d'actine et stabilisent leur architecture. La 

myosine I et l’ezrine permettent d'ancrer les faisceaux d'actine à la membrane plasmique de la 

microvillosité. Ce réseau est raccroché à l’actine corticale via la spectrine (Figure 26).  

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

7.2. Les structures d’actine impliquées dans la migration cellulaire  

Comme il a déjà été évoqué dans ce chapitre, l’actine est impliquée dans la migration 

cellulaire. Elle est au cœur de différentes structures nécessaires à la progression des cellules 

Figure 26: L’actine au sein d’une microvillosité 

Schéma d’une microvillosité. La membrane plasmique 
est représentée en vert, le cytoplasme en bleu, l’actine 
en jaune, la myosine I et calmoduline en violet et la 

villine et fimbrine en orange. Ces protéines de liaison 
permettent le maintien de la structure d’actine. D’après 
http://study.com/academy/lesson/actin- filaments-
function-structure-quiz.html 
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dans un territoire inconnu. Elle est le composant central des fibres de stress, du filopode et du 

lamellipode que nous allons détailler ci-après.  

7.2.1. Les fibres de stress 

Les fibres de stress ou fibres de tension correspondent à de gros faisceaux d’actine 

parallèles de polarité mixte, pouvant être comparés à de longs câbles. Ces fibres sont capables 

de se contracter et de générer des forces de tension. Elles s’ancrent aux membranes via les 

adhérences focales (revue décrivant les adhérences focales en annexe : Invadosomes and the 

microenvironment: plasticity and reciprocity), réels points d’ancrage de la cellule à la matrice 

extracellulaire grâce à la focalisation des intégrines (Figure 27).  

Les fibres de stress sont induites par ROCK1 et la formine mDia1, suite à l’activation de 

la GTPase RhoA (Watanabe 1999). Par conséquent, la surexpression de ROCK induit aussi 

une augmentation de la formation de fibres de stress. Elles sont formées grâce à l’intervention 

de la myosine II et de l’α-actinine. 

Les fibres de stress ont un rôle important dans la contraction cellulaire et sont nécessaires 

à la migration des cellules, en induisant la force nécessaire au détachement des cellules de 

leur substrat.  

 

 

Figure 27: Représentation des fibres de stress 

A. Représentation schématique des fibres de stress entre deux points d’adhérences focales. L’actine est 
représentée en vert, le collagène sous forme de représentation 3D, la myosine II en jaune, les protéines de coiffe 
en rouge, l’α-actinine en bleu. Un zoom des adhérences focales est présenté sur la Figure 18. B. Image de 
l’ultrastructure des fibres de stress en microscopie électronique en transmission. D’après Kramer et Tramu, 
Stevenson & al 2012 



7.2.2. Les filopodes  

Les filopodes sont formés de faisceaux d’actine parallèles serrés. Le filopode est une 

excroissance cytoplasmique permettant à la cellule d’explorer son environnement dans le but 

de se déplacer. Il se forme au contact de la matrice extracellulaire, souvent au niveau du front 

de migration. Au niveau moléculaire, lors d’une phase d’initiation, N-WASP va être activé 

par la RhoGTPase Cdc42 et va recruter le complexe ARP2/3 qui va démarrer la 

polymérisation d’un filament (Figure 28). Les formines sont également impliquées dans la 

formation et le maintien de filopodes (Pellegrin & Mellor 2005; Antje Schirenbeck et al. 

2005; A Schirenbeck et al. 2005; J Block et al. 2008). La fascine est le composant majeur des 

filopodes(Svitkina et al. 2003; Vignjevic, S. Kojima, et al. 2006).  

 

7.2.3. Les lamellipodes  

Le lamellipode est une extension membranaire dynamique permettant le déplacement de 

la cellule en quatre étapes : protrusion, adhérence, translocation, rétraction. Ces mécanismes 

de déplacement s'accompagnent de mécanismes de réabsorption de membrane à l'arrière de la 

cellule et d'apport de membrane au niveau du front de migration. De façon plus complexe, il 

s'établit dans la cellule un trafic vésiculaire qui permet le recyclage de membrane de la partie 

postérieure de la cellule vers le front de migration. L’actine se polymérise au front de 

migration et se dépolymérise lorsqu’on s’éloigne de la membrane. A l’intérieur de cette 

Figure 28: Le filopode 

1. Schéma de la phase d’induction d’un filopode ou l’actine représentée en orange est nuclée par Arp2/3 via 

N-WASP. 2. L’activation de la kinase FAK va induire la formation du filopode au sein duquel la myosine II 
va participer à la structuration du réseau d’actine. 3. Ultrastructure d’un filopode en microscopie électronique 
à transmission. D’après Chacón & al 2012 et Svitkina & al 2003 

Figure 28: Le filopode
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structure, l’actine est organisée en réseaux de maille branchés denses et polarisés grâce à 

l’intervention d’Arp2/3 (Figure 29).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La formation du lamellipode est le résultat de l’activation en cascade de trois 

RhoGTPases : RhoA, Cdc42 et Rac1. Cet enchaînement permet la protrusion puis la 

rétraction du cytosquelette d’actine nécessaire à la migration cellulaire (Figure 30) (Machacek 

et al. 2009). 

Figure 29: Le lamellipode 

A. Schéma représentant le recrutement de l’actine au front de migration au niveau de la formation du lamellipode 
représenté en violet foncé. B. Zoom sur l’architecture du lamellipode qui contient un réseau d’actine branché par 
Arp2/3 représentée en bleu. C. Image d’un lamellipode en microscopie confocale révélé par un co-marquage de 
la dynamine 2 et la cortactine. D.a) Image d’une portion de lamellipode en microscopie électronique à 
transmission. Les zooms de b à g permettent d’observer les réseaux de maille branchés mis en évidence par un 
surlignage vert. D’après (A-B) Deeks & Hussey 2005 (C) Kruchten & McNiven 2006 (D) Svitkina & Borisy 
1999 

Figure 30: Coordination spatiotemporelle de 
l’activation des RhoGTPases 

Modèle d’activation des GTPases pendant la protrusion 
(flèches vers l’extérieur) et la rétraction (flèches vers 
l’intérieur). Activation en vert Rac 1, en noir RhoA et 
en bleu Cdc42.Le schéma du haut est une 
représentation de la membrane plasmique et cette 
représentation est traduit en graphique en dessous. 
Extrait de Machacek 2009 
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Il est à noter qu’une publication récente démontre que le modèle de l’actine branchée dans 

le lamellipode est à revoir. En effet, en utilisant la tomographie cryoélectronique sur cellules 

vivantes, des chercheurs ont mis en évidence la présence de filaments d’actine non branchés 

au sein des lamellipodes (Urban et al. 2010).  

7.3. Les rôles de l’actine dans la pathologie 

Lorsqu’elle subit des changements qualitatifs ou quantitatifs ou que ces changements 

touchent une de ces protéines de liaison, l’actine est impliquée dans différentes 

pathologies :1) infectieuses, 2) sensorielles et neurodégénératives, 3) vasculaires et 4) 

cancéreuses (Fattoum 2001).  

7.3.1. Les pathologies infectieuses  

L’actine joue un rôle important dans de nombreuses maladies infectieuses comme par 

exemple la listériose. Cette maladie d’origine bactérienne est d’enjeu de santé publique car la 

bactérie responsable, Listeria monocytogenes, se développe grâce à notre mode de 

conservation des aliments : la réfrigération. La listériose se manifeste entre autres par une 

septicémie, une méningite (ou méningo-encéphalite), une encéphalite, et des infections intra-

utérines ou cervicales chez la femme enceinte, ce qui peut entraîner un avortement spontané. 

Au cours de la phase d’invasion, Listeria monocytogenes utilise des composants 

protéiques qui lui permettent de détourner à son profit l’actine de la cellule hôte. Elle se sert 

alors de l’actine comme force de mouvement, facilitant sa survie dans la cellule infectée. La 

protéine ActA exprimée à la surface des bactéries est capable de se fixer à VASP (vasodilator 

stimulated phosphoprotein). Ena/VASP recrute des protéines comme la formine et le 

complexe Arp2/3 afin d’initier la polymérisation de l’actine qui permettra le mouvement du 

pathogène. D’autres protéines du cytosquelette participent à l’efficacité de l’invasion 

bactérienne comme la cofiline qui, en régulant la polymérisation de l’actine, va influencer la 

vitesse de déplacement des bactéries (Loisel et al. 1999).  

Chez de nombreuses bactéries pathogènes, les phases d’adhérence et de pénétration de la 

cellule hôte sont précédées d’une sécrétion de facteurs de virulence, d’une activation des 

voies de transmission du signal par les ions calcium, la phosphorylation des tyrosines et des 

RhoGTPases et d’une perturbation de nombreuses protéines associées à l’actine situées au 

niveau de la membrane plasmique (Tapon & Hall 1997). Ces stratégies sont utilisées par de 

nombreux virus comme le VIH, les virus de la variole ou de la rage et d’autres parasites du 

genre Plasmodium responsables du paludisme. 
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En règle générale, nous pouvons conclure que les différents pathogènes ont développé des 

mécanismes fondés sur le recrutement et l’exploitation du cytosquelette d’actine de l’hôte afin 

de faciliter leur survie et leur dissémination aux cellules voisines.  

7.3.2. Les pathologies sensorielles et neurodégénératives 

De tous les partenaires de l’actine, la myosine est la plus abondante. Des mutations dans 

le domaine catalytique de la myosine II altère son interaction avec l’actine et entraîne une 

désorganisation myofibrillaire nommées myopathies. 

 Des mutations de l’actine elle-même et des dérégulations de protéines associées sont à 

l’origine de maladies comme les actinopathies ou myopathie congénitale. Des mutations dans 

le muscle squelettique de l’α-actine (gène ACTA1) provoquent une gamme de myopathies 

congénitales caractérisées par une faiblesse musculaire et des lésions structurelles musculaires 

squelettiques spécifiques. Au niveau cellulaire, on peut observer des agrégats d’actine dans 

les cellules musculaires qui ne sont que peu fonctionnelles (Goebel & Laing 2009; Nowak et 

al. 2013). 

7.3.3. Les pathologies vasculaires 

Le gène codant pour l’actine α musculo-cardiaque a été incriminé dans les 

cardiomyopathies. Ces maladies sont caractérisées par une dilatation des cavités ventriculaires 

et une diminution de la contractilité du myocarde pouvant conduire à la mort subite. Des 

mutations du gène de l’actine α ou de la myosine sont à l’origine de ces maladies (Mogensen 

et al. 1999; Tesson et al. 1999).

7.3.4. Les pathologies cancéreuses 

L’actine tient un rôle important dans la carcinogenèse et la progression tumorale.  

La transformation par le virus SV40 diminue le taux d’expression de l’α-actinine et son 

apport de façon exogène semble réprimer le développement tumoral (Honda et al. 1998). 

Dans certaines tumeurs, on note la perte d’expression de la gelsoline, un changement de 

répartition de la villine, autant de changements qui semblent pro-tumoraux (Ho 1992; 

Kwiatkowski 1999). Il a été observé qu’au début de la tumorigenèse, le taux d’actine-G 

augmente au détriment de l’actine-F (Economidou-Karaoglou et al. 1989). Il y a aussi une 

augmentation de l’expression de la thymosine β4 (Clark et al. 2000). 

Lorsqu’une tumeur primaire s’est développée, l’actine joue un rôle clé dans le processus 

d’invasion et de formation de métastases. En effet, les cellules malignes ont subi des 

modifications morphologiques, passant d’un phénotype épithélial à un phénotype 
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mésenchymateux (développé dans le chapitre 2). Elles subissent aussi des modifications 

d’adhérence au substrat et de motilité. Les cellules transformées ont généralement un 

cytosquelette d’actine désorganisé et une altération de l’expression et de la distribution des 

protéines associées à l’actine affectant son architecture.  

De par leur implication dans la régulation fine de multiples processus biologiques tels que 

la motilité, les RhoGTPases peuvent avoir une implication directe dans les processus de 

cancérogenèse et de progression tumorale. Une simple mutation peut induire une activation 

constitutive d’une GTPase, une surexpression ou un épissage alternatif et ainsi une 

dérégulation des processus qu’elle régule. Les mutations de la RhoGTPase RhoA ont été 

mises en évidence dans différents cancers comme le lymphome et les cancers gastriques 

(Kakiuchi et al. 2014; Sakata-Yanagimoto et al. 2014; Yoo et al. 2014). La modulation de 

Rac1 et l’activation de ROCK peuvent conduire à une perte des jonctions cellule-cellule. De 

plus, une augmentation de l’activité de RhoA, ROCK, Rac1 et Cdc42 peut augmenter la 

motilité cellulaire. La RhoGTPase Rnd3 est quant à elle, sous-exprimée dans le carcinome 

hépatocellulaire (Ma et al. 2013; Luo et al. 2012; Grise et al. 2012). Il est maintenant 

clairement établi que les RhoGTPases sont impliquées dans la tumorigenèse et la progression 

tumorale et sont des cibles anti-tumorales potentielles (Sahai & Marshall 2002). 

Le cancer, de son développement à sa progression, va être l’objet du second chapitre.  
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Chapitre 2 : Complexité du microenvironnement 

tumoral et implication des invadosomes dans la 

progression du cancer 

 

 

 

 

 

 

 

« La cellule cancéreuse est une individualiste forcenée, 

 dans tous les sens possibles, une non conformiste. » 

L’empereur de toutes les maladies, Siddharta Mukherjee 
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1. Le cancer : généralités  

Le cancer est une pathologie qui implique des changements dynamiques dans le génome 

de son hôte. Les oncogènes subissent des mutations dominantes dites « gain de fonction » 

alors que les gènes suppresseurs de tumeur subissent des mutations dites « perte de 

fonction ». Dans L’empereur de toutes les maladies, Siddharta Mukherjee énonce que le 

cancer commence et se termine avec une personne, ceci étant sans compter sur les mutations 

héréditaires qui prédisposent la génération suivante au développement d’un cancer similaire 

mais qui ne sera cependant pas identique.  

Le cancer n’est pas la maladie de notre siècle. Les premiers cas de cancer répertoriés 

datent de 120 000 ans et correspondent à des ostéosarcomes. Les os étant les seuls vestiges 

conservables au cours du temps, il est envisageable que des cancers des tissus mous puissent 

aussi avoir existés. De plus, sa prévalence au cours du temps est assez stable. La civilisation 

ne cause pas le cancer mais en faisant allonger la vie humaine et en ayant éradiqué les grands 

fléaux épidémiques, elle le dévoile. 

L’origine du mot cancer est attribuée à Hippocrate, qui en observant des tumeurs du sein 

les compare à des crabes décrivant une tumeur primaire ovoïde et des prolongements fins de 

cellules invasives imitant les pattes d’un crabe. Au fil du temps, s’est développé une science 

de l’étude des tumeurs nommée oncologie du grec « onkos » littéralement « masse » qui 

caractérise la tumeur primaire.  

La tumorigenèse est un processus en plusieurs étapes amenant les cellules à adopter une 

croissance anarchique, suivant une évolution darwinienne rapide, conférant des avantages 

sélectifs aux cellules tumorales. Weinberg R. a défini « The Hallmarks of cancer », règles qui 

gouvernent la transformation de cellules normales en cellules cancéreuses. Pour cela, il décrit 

six altérations nécessaires pour former une cellule cancéreuse : 1) la cellule doit développer 

une autosuffisance en facteurs de croissance, 2) devenir insensible aux signaux 

antiprolifératifs, 3) échapper à l’apoptose, 4) devenir immortelle en n’ayant plus de limites 

réplicatives, 5) stimuler l’angiogenèse et enfin 6) être capable d’envahir les tissus 

environnants et de former des métastases, microtumeurs secondaires issues de la migration de 

cellules à partir de la tumeur primaire (Hanahan & Weinberg 2000). Une dizaine d’année plus 

tard, il met à jour les « Hallmarks of cancer », prenant en compte les instabilités génomiques 

et les mutations, mais aussi les dérégulations métaboliques au sein de la tumeur, 

l’inflammation produite par la tumeur et le rôle des cellules immunitaires dans le cancer 

(Hanahan & Weinberg 2011) .  



La tumeur primaire est soit composée de cellules non transformées et correspond à une 

tumeur bénigne, soit composée de cellules transformées par mutation ou instabilité génétique 

et correspond à une tumeur maligne. Les tumeurs bénignes n’engagent pas le pronostic vital 

du patient alors que les tumeurs malignes ont des risques élevés de récidive et de formation de 

métastases (Hanahan & Weinberg 2011). 

 

Dans les «Hallmarks of cancer », Weinberg décrit que le cancer peut avoir la capacité 

d’envahir le tissu péritumoral et de former des métastases. Cette définition sous-entend que 

seules les tumeurs malignes portent le nom de cancer.  

Au cours de la progression tumorale, les cellules cancéreuses vont évoluer et acquérir de 

nouvelles mutations, conférant à un sous-groupe d’entre elles des capacités invasives et 

migratoires afin de former des métastases. Les mécanismes permettant aux cellules de la 

tumeur primaire de migrer et former des métastases ont été conceptualisés par la notion de 

transition épithélio-mésenchymateuse. 

2. La transition épithélio-mésenchymateuse : un pas vers l’invasion 

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT pour « epithelial mesenchymal 

transition ») a été découverte en 1960 par Elizabeth Hays en observant la migration des 

cellules formant la ligne primitive des embryons de poulet. À l'époque, les chercheurs avaient 

défini que cette migration était le résultat de la transformation irréversible des cellules. Mais 

les recherches de Hays ont révélé que le changement dans les cellules était réversible en 

Figure 31 : Caractéristiques d’une cellule cancéreuse 

A. Schéma représentant les six caractéristiques définissant une cellule cancéreuse. B. Mise à jour des 
caractéristiques d’une cellule cancéreuse avec la prise en compte de quatre nouveaux critères. Traduit d’ 
Hanahan & Weinberg 2000 et 2011 
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découvrant que les cellules mésenchymateuses pouvaient devenir épithéliales dans un 

processus qu'elle a appelé «transition mésenchymo-épithéliale». En conséquence, son travail a 

permis de faire la distinction entre les termes «transformation» qui se produit dans la 

néoplasie (correspondant à un développement anormal de cellules qui prolifèrent sans 

bénéficier d'une fonction ni d'une structure utile à l'organisme) et «transition» qui se produit 

dans les cellules en migration (Kalluri & Weinberg 2009) 

L’EMT peut être de trois types différents : 1) l’EMT de type I intervient au cours du 

développement embryonnaire au cours de la gastrulation par exemple, 2) l’EMT de type II est 

celui qui se produit lors de la cicatrisation. Lorsque ce processus s’emballe il est impliqué 

dans la fibrose, pathologie qui sera développée dans le chapitre 3 (Weinberg, R. A. 2013. 

Biology of cancer). Enfin 3) l’EMT de type III intervient dans la progression tumorale.  

Figure 32: les différents types d'EMT 

A. EMT de type 1 : l’épithélium primitif (vert) se transforme en cellules mésenchymales (violet) puis par le 
processus inverse devient un épithélium secondaire (jaune). B. EMT de type 2 : au cours de la cicatrisation un 

épithélium secondaire ou endothélium (jaune) deviennent des fibroblastes (vert). C. EMT de type 3 : dans le 
cadre de la progression tumorale, à partir d’un carcinome (bleu) des cellules deviennent métastatiques (rouge) 
puis réalisent le processus inverse pour former une métastase (violet). D’après Zeisberg & Neilson 2009 

!



De manière intéressante, un ensemble d’observations suggère que l’EMT de type III dans 

les cellules métastatiques résulte de la réactivation de gènes éteints dans les cellules normales 

mais qui étaient activés pendant l’embryogenèse. Des facteurs de transcription tels que 

TWIST, SNAIL et SLUG sont activés dans les cellules épithéliales et sont des facteurs pro-

EMT (Tam & Weinberg 2013). Ceci suggère que les cellules cancéreuses n’aient pas 

systématiquement besoin d’acquérir de nouvelles mutations génétiques pour devenir 

métastatiques. La réactivation de gènes présents dans le génome de manière latente serait 

suffisante pour induire la métastase.  

L’EMT peut être induit et régulé par de multiples facteurs incluant le TGF-β, les facteurs 

de croissance qui agissent via les récepteurs à activité tyrosine kinase tels que le FGF, l’HGF, 

le PDGF et les protéines Wnt et Notch (Moustakas & Heldin 2007). 

A l’intérieur d’un carcinome, terme définissant une tumeur solide, les cellules cancéreuses 

sont jointives. Afin de pouvoir migrer et envahir les tissus environnants les cellules doivent 

perdre leur phénotype épithélial et devenir mésenchymateuses (Figure 33). Ce processus 

permet aux cellules épithéliales de devenir mobiles. Il s’agit d’une modification de 

l’expression de protéines clés dans l’adhérence et le remodelage du cytosquelette d’actine.  

Le programme d’EMT nécessite un changement d’expression des cadhérines. L’E-

cadhérine habituellement exprimée dans l’épithélium est remplacée par la N-cadhérine. La 

perte de l’expression de l’E-cadhérine est considérée comme une caractéristique de l’EMT 

(Llorens et al. 1998). Ceci s’accompagne d’une diminution de l’expression et/ou d’une 

Figure 33: La transition épithélio-mésenchymateuse 

Les cellules au sein d’un épithélium normal ou d’un carcinome malin ont un phénotype épithélial (jaune) et 
expriment de protéines de jonction comme l’E-cadhérine et ZO-1. Au cours du processus d’EMT, les cellules 
perdent progressivement les marqueurs épithéliaux pour acquérir des marqueurs mésenchymateux tels que la N-

cadhérine ou la vimentine. A la fin du processus d’EMT, les cellules sont de phénotype mésenchymateux (vert). 
D’après Kalluri & Weinberg 2009 
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relocalisation, des protéines de jonction cellule-cellule telles que la protéine ZO-1, les 

protéines claudine et occludine mais aussi la desmoplakine. De par la modification de ces 

protéines, tout le système de jonctions est perturbé : de la jonction serrée au desmosome en 

passant par la jonction adhérente. Ceci participe à la perte de polarité apico-basale des cellules 

(Derynck & Akhurst 2007) nécessaire à la migration. 

En parallèle, les cellules acquièrent des caractéristiques mésenchymateuses en exprimant 

entre autre l’actine du muscle lisse α-SMA (« α smooth muscle actin ») et la vimentine. Ces 

cellules ont aussi une forte activité de sécrétion de métalloprotéases telles que MMP-2 ou 

MMP-9 et sécrètent aussi du collagène de type I et III (Lamouille et al. 2014). 

Il a été démontré que le collagène de type I est un inducteur d’EMT (Shintani et al. 2008; 

Medici & Nawshad 2010) . Sécrété à la fois par les cellules tumorales et stromales, il induit 

en partie l’EMT. 

En acquérant des caractéristiques mésenchymateuses les cellules cancéreuses issues de la 

tumeur primaire vont pouvoir migrer à travers la matrice extracellulaire pour rejoindre les 

vaisseaux et tenter de former des métastases. Ceci place l’EMT au début du processus de 

formation de métastases.  

3. L’invasion et la métastase 

Les processus d’invasion et de métastase sont des processus extrêmement complexes et 

sont très étudiés à ce jour sans être entièrement compris. La formation de métastases est la 

première cause de mortalité chez les patients ayant développé un cancer. Cette étape de la 

progression tumorale nécessite des changements dans l’interaction des cellules entre elles et 

avec le microenvironnement, mais aussi une évolution du microenvironnement lui-même. 

Ensemble, ces changements peuvent modifier la réponse des cellules à leur environnement et 

entrainer l’activation de protéases extracellulaires aidant les cellules à se frayer un chemin à 

travers la MEC.  

La métastase est le résultat de l’adaptation de cellules cancéreuses au microenvironnement 

à distance de la tumeur primaire. Pour y parvenir, les cellules doivent réaliser plusieurs étapes 

successives. Elles doivent tout d’abord se détacher de la tumeur primaire, puis envahir le 

stroma environnant et pénétrer par intravasation les vaisseaux avoisinants (lymphatiques ou 

sanguins). Une fois dans la circulation, les cellules doivent survivre, former un embole dans 

les capillaires ou les veinules d’un autre organe, s’extraire de la circulation par extravasation, 

envahir à nouveau le parenchyme du site secondaire choisi, s’adapter au nouveau 

microenvironnement et enfin se diviser pour former une nouvelle colonie.  



Cependant, ces étapes sont l’image d’Epinal de la formation de métastases car in vivo 

toutes ces étapes n’ont pas été observées et il est difficile de prouver qu’un EMT complet ait 

eu lieu lorsqu’il y a une présence de métastases. 

 

Lorsque la métastase s’est formée, la progression tumorale n’est cependant pas 

terminée, car les cellules de la métastase poursuit leur évolution mutationnelle et peuvent 

recommencer le processus afin de créer des métastases secondaires, issues elles-mêmes des 

premières métastases et comme cela coloniser l’organisme entier, formant un cancer 

généralisé.  

La complexité de ce processus réside dans le nombre de fonctions nécessaires à sa 

réalisation. En effet, il fait appel à l’interaction avec le microenvironnement, à l’invasion, à la 

Figure 34 : Etapes de formation d'une métastase 

Le processus de formation de métastases est long et nécessite que les cellules acquièrent des capacités invasives et 

migratoires. !"# Développement d’un carcinome $"# Acquisition de capacités invasives %"# Dégradation de la 

membrane basale &"#Invasion dans le tissu environnant '"#Intravasation dans la circulation sanguine ou lymphatique 

("#Survie des cellules cancéreuses dans la circulation )"#Extravasation au site distant de métastase# * "#Formation 
d’une métastase dans l’organe de prédilection (poumon, foie, os). Extrait de Bacac & Stamenkovic 2009 
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migration, à la résistance à l’apoptose et à la capacité à induire l’angiogenèse. Une partie de 

ces fonctions sont régies par l’adhérence et la protéolyse. Ces deux phénomènes déterminent 

les interactions des cellules tumorales avec les cellules du stroma et la MEC, ainsi que leurs 

capacités à l’envahir.  

4. Le microenvironnement tumoral  

Le développement d’un cancer n’est pas limité à l’accumulation d’anomalies intrinsèques 

au génome de la tumeur. En effet, au cours de ces dix dernières années, de nombreuses 

observations ont mis en exergue l’importance des interactions entre les cellules tumorales et 

leur microenvironnement au cours des différentes étapes de l’évolution et de la progression 

tumorale.  

Après avoir longtemps étudié uniquement les cellules composant les tumeurs primaires, 

pensant qu’elles étaient les seules responsables de la progression tumorale, les chercheurs se 

sont intéressés au microenvironnement qui les entoure. En effet, il est aujourd’hui 

indiscutable que le microenvironnement est impliqué dans l’invasion et la formation de 

métastases. Au départ, limité aux cellules immunitaires, le microenvironnement tumoral est 

aujourd’hui représenté par la globalité des composants qui entourent et infiltrent la tumeur.  

Le microenvironnement est complexe et dynamique. Il peut être divisé en trois fractions : 

la fraction cellulaire (les cellules stromales), la fraction matricielle ou acellulaire (éléments de 

la matrice extracellulaire) et le réseau vasculaire. Les fibroblastes, les cellules vasculaires, les 

cellules dendritiques et les cellules du système immunitaire sont entourées de la MEC qui est 

un élément déterminant du microenvironnement. C’est en interagissant avec les composants 

de la MEC qu’une cellule peut s’ancrer et rester immobile ou, au contraire, migrer et se 

déplacer. 

Habituellement suppresseur de tumeur, le microenvironnement évolue au cours du 

développement tumoral pour devenir pro-oncogénique et favoriser l’EMT. Dans les premiers 

stades de développement de la tumeur, le microenvironnement tient un rôle protecteur et anti-

tumoral. Par exemple, dans le carcinome hépatocellulaire, les tumeurs encapsulées par une 

capsule de collagène I sont de meilleur pronostic que les tumeurs non encapsulées ou celles 

dont la capsule a été franchie par les cellules tumorales.  



Ce microenvironnement tumoral est très différent de celui entourant les cellules normales. 

Il est différent par la composition protéique de la MEC et par le fait que les populations 

cellulaires du stroma sont utilisées et contrôlées par les cellules tumorales pour répondre aux 

besoins de la tumeur (Figure 35). 

 

4.1 Les cellules stromales  

Les cellules stromales peuvent être activées par des éléments sécrétés par les cellules 

tumorales et agir sur ces dernières en retour.  

Les cellules stromales regroupent les fibroblastes associés au cancer (CAF pour « cancer 

associated fibroblastes ») et les cellules immunitaires infiltrées qui regroupent les 

macrophages, les neutrophiles, les lymphocytes T et les cellules dendritiques (Wels et al. 

2008; Ansell & Vonderheide 2013; Ungefroren et al. 2011) (Figure 35). 

Les CAF expriment entre autre le marqueur α-SMA qui les différencie des fibroblastes 

normaux (Serini et al. 1998). Ils sécrètent de nombreux facteurs de croissance comme l’HGF 

et le PDGF mais aussi des glycoprotéines comme la ténascine qui vont être impliqués dans la 

croissance mais aussi dans la progression tumorale en influençant la migration, l’invasion et 

l’angiogenèse (Leyva-Illades et al. 2012). Les CAF ne proviennent pas uniquement de 

Figure 35: Le microenvironnement tumoral 

Le schéma représente une tumeur primaire vascularisée d’un vaisseau sanguin et un vaisseau lymphatique. Les 
cellules tumorales sont rondes, les fibroblastes associés au cancer en vert, les cellules immunitaires infiltrées sont 

représentées en bleu clair pour les macrophages, en bleu foncé pour les lymphocytes et en violet pour les cellules 
dendritiques. Enfin, la matrice extracellulaire est représentée au jaune. D’après Junttila & De Sauvage 2013 
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l’activation des fibroblastes avoisinant la tumeur. Ils sont d’origines variées et peuvent 

provenir de l’EMT de cellules épithéliales ou de cellules tumorales, mais aussi de la MMT 

(« mesenchymal-mesenchymal transition ») de cellules endothéliales, de cellules souches et 

de péricytes (Cirri & Chiarugi 2011).  

Les macrophages infiltrant les tumeurs nommés TAM (pour « tumor associated 

macrophages) forment avec une cellule tumorale et l’endothélium une organisation facilitant 

l’invasion appelée TMEM (« tumor microenvironment of metastasis ») (Figure 36 a-b). Il est 

possible de comptabiliser ces évènements en immunohistochimie. Il a été démontré que ces 

évènements sont plus fréquents dans des tumeurs métastatiques, comparées à des tumeurs non 

métastatiques (Figure 36c). Ceci permet de proposer TMEM comme marqueur pronostic de 

formation de métastases (Pignatelli et al. 2014; Rohan et al. 2014; Oktay & Jones 2015; 

Robinson et al. 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36: TMEM marqueur de risque métastatique 

A. Représentation schématique de TMEM représenté par l’interaction d’une cellule tumorale, un macrophage 
et une cellule endothéliale. B. TMEM sur coupe de tissu en immunohistochimie, TC = cellule tumorale, M= 
macrophage et EC = cellule endothéliale. C. Graphique représentant la densité de TMEM sur coupe de tissus 
en immunohistochimie entre une cohorte de patients non métastatiques et une cohorte de patients 
métastatiques. Le nombre d’évènements augmente avec le risque de former des métastases. D’après 
https://publichealthwatch.wordpress.com/2014/06/04/researchers-discover-new-test-that-predicts-if-breast-
cancer-will-spread/ et Robinson & al 2009



Les TAM représentent jusqu’à 50% de la masse tumorale et sont très impliqués dans la 

progression tumorale (Leek et al. 1994; Kelly et al. 1988). Les TAM produisent des facteurs 

de croissance tels que le FGF, l’HGF, l’EGF, le PDGF et le TGF-β qui agissent directement 

sur la croissance tumorale de façon pro-tumorale (Pollard 2004).  

Les macrophages et autres cellules immunitaires atteignent la tumeur via une riche 

vascularisation entourant les tumeurs. 

4.2 Le réseau vasculaire 

Lorsque la tumeur se forme, elle est au départ non vascularisée. Les cellules tumorales 

vont sécréter du VEGF, un facteur pro-angiogénique qui va stimuler le bourgeonnement des 

vaisseaux avoisinants (Carmeliet 2005). Une fois irriguée, la tumeur pourra commencer sa 

croissance en bénéficiant des nutriments présents dans le sang et mais aussi progresser et se 

disséminer dans la circulation pour générer des métastases. Il y a une corrélation entre le 

niveau de vascularisation des tumeurs et le risque de développement de métastases (Muraoka 

& Iki 1996; Bognar et al. 2009). Au sein des tumeurs, les néo-vaisseaux sont très poreux et 

peuvent faciliter l’intravasation des cellules tumorales dans la circulation sanguine ou 

lymphatique et promouvoir la progression tumorale (Dvorak et al. 1988).  

Figure 37: l'angiogenèse tumorale  

A. tumeur non vascularisée B. sécrétion de VEGF pour induire le bourgeonnement des vaisseaux C. croissance 
tumorale suite à l’irrigation de la tumeur. Extrait de Siemann 2002 
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De manière concomitante, la matrice extracellulaire change de composition et de rigidité, 

influençant la migration et l’invasion des cellules cancéreuses. Enfin, il est à noter que 

certaines tumeurs, comme les gliomatoses méningées et les leucémies, évoluent pratiquement 

sans angiogenèse, faisant de l’angiogenèse une étape facultative du développement tumoral.! 

4.3 La matrice extracellulaire  

La MEC a tout d’abord été décrite comme support pour les cellules, ayant un simple rôle 

biomécanique. Elle est impliquée dans l’homéostasie des tissus dans laquelle elle se trouve. 

En effet, elle module les capacités de prolifération, de différenciation, d’organisation du 

cytosquelette d’actine et la signalisation via des récepteurs qui seront présentés dans la section 

suivante. Cette notion a évoluée et la MEC est aujourd’hui considérée comme un 

environnement en perpétuel remodelage. 

La MEC désigne l'ensemble des macromolécules extracellulaires d’un tissu. C’est la 

composante acellulaire sécrétée par les cellules constituant le tissu. Les éléments de la MEC 

sont multiples et sont constitués des macromolécules formant un gel hydraté (acide 

hyaluronique, protéoglycannes), des protéines fibrillaires (collagènes) et des protéines 

structurales (élastine, fibronectines), capables d’interagir directement avec les cellules et de 

moduler de nombreuses fonctions biologiques.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38: Les composants de la matrice extracellulaire 

Les complexes protéoglycanes en bleu, formés des protéoglycanes et des glycoaminoglycanes s’associent aux 
collagènes en violet, pour former un gel plus ou moins dense.  
Extrait de http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=matrice%20extracellulaire&lang=4 
!
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4.3.1 Les protéoglycanes 

Les protéoglycanes sont composés de glycoprotéines auxquelles sont rattachées les 

glycoaminoglycanes (GAG). Il existe plusieurs familles de GAG : les acides hyaluroniques, 

les chondroïtines sulfates, les kératanes sulfates et les héparanes sulfates. 

Les GAG forment des gels très hydratés qui occupent un grand volume du tissu et 

confèrent la résistance du tissu aux forces de compression. Ils sont impliqués dans la 

régulation de l’adhérence cellule-matrice extracellulaire, la migration et la prolifération 

cellulaire (Schaefer & Schaefer 2010).  

4.3.2 Les protéines fibreuses 

Les trois classes de protéines fibreuses majoritaires sont l’élastine, la fibronectine et les 

collagènes. 

4.3.2.1 L’élastine  

L’élastine fournit résistance et élasticité aux tissus. Ces sont des protéines fibreuses qui 

vont être réticulées les unes avec les autres par des enzymes sécrétées dans le milieu extérieur, 

les lysyl oxidases (LOX) (Lucero & Kagan 2006; Wagenseil & Mecham 2007). Elle s’associe 

avec le collagène ainsi qu’avec des glycoprotéines, les fibrillines, essentielles à leur intégrité 

(Wise & Weiss 2009). 

4.3.2.2 La fibronectine 

La fibronectine est importante pour la croissance, la différenciation, l’adhérence et la 

migration cellulaire (Pankov & Yamada 2002). Il s’agit de dimères qui s’associent pour 

former des protéines fibrillaires formant des réseaux linéaires ou branchés. La fibronectine 

peut se lier aux autres éléments de la MEC mais aussi aux cellules via leurs récepteurs de 

surface (Singh et al. 2010). 

4.3.2.3 Les collagènes  

Le collagène représente une classe de 28 protéines, la plus abondante de la MEC. Cette 

famille de protéines est d’une grande diversité, autant sur leur organisation que leur 

distribution tissulaire et leurs fonctions biologiques. A l’inverse de l’élastine, il est 

inextensible et résiste aux forces de traction et est réticulé par les LOX (Exposito et al. 2002). 

Il a un rôle structural et contribue aux propriétés mécaniques du tissu. Il intervient dans le 

chimiotactisme et la migration cellulaire, régule l’adhérence cellulaire et dirige le 

développement de certains tissus.  
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Les collagènes ont en commun, une organisation en triple hélices formées de trois 

chaines α identiques (homotrimères) ou différentes (hétérotrimères). Ils peuvent être répartis 

en deux grands groupes : les collagènes fibrillaires correspondants aux collagènes I (le plus 

abondant), II, III, V et XI et les collagènes non-fibrillaires tels que par exemple le collagène 

IV composant les membranes basales (Shoulders & Raines 2009; Ricard-Blum 2011). 

La biosynthèse du collagène est un processus en deux étapes : une synthèse intracellulaire 

et un assemblage extracellulaire. La cellule synthétise une triple hélice de procollagène qui 

est le résultat de la modification post-traductionnelle des hélices α. La triple hélice est 

stabilisée par sa forte concentration en glycine. Chaque chaine α est constituée d’une 

répétition Gly-X-Y où X et Y sont fréquemment des prolines et hydroxyprolines. Le 

procollagène va ensuite se replier pour former le tropocollagène, molécule très stable qui va 

être sécrétée par la cellule via la voie de sécrétion cellulaire. Une fois dans le milieu 

extracellulaire, des peptidases vont cliver les extrémités N et C-terminales du tropocollagène. 

Ce dernier va alors s’assembler pour former des fibrilles d’environ 50nm de diamètre. Les 

fibrilles sont stabilisées par la LOX qui crée des liaisons covalentes entre les lysines des N et 

C-terminales. Ces fibrilles vont alors s’associer entre elles pour former des fibres de 

collagène de 1 à 10 µm de diamètre. 

La MEC est communément dérégulée et désorganisée dans certaines maladies comme la 

fibrose et le cancer. Les collagènes de type I et III sont surexprimés dans le cancer du sein et 

sont de mauvais pronostic (Kauppila et al. 1998). Ceci augmente la rigidité de la MEC. Cette 

rigidité de la matrice augmente le facteur de risque métastatique (Levental et al. 2009). De 

plus, il a été démontré qu’une réorganisation du collagène en périphérie des tumeurs facilite 

l’invasion des cellules tumorales. En effet, le collagène s’aligne perpendiculairement à la 

tumeur, formant des câbles le long desquels les cellules migrent pour se disséminer 

(Provenzano et al. 2006).  

Afin d’interagir avec la MEC, les cellules présentent plusieurs récepteurs 

transmembranaires permettant de transmettre le signal du microenvironnement extérieur aux 

cellules. 

5. Les récepteurs aux éléments de la matrice extracellulaire 

5.1 Les intégrines  

Les intégrines sont la classe principale de récepteurs impliqués dans l’adhérence cellulaire 

à la matrice extracellulaire mais aussi la plus étudiée. Structuralement, ce sont des 

hétérodimères transmembranaires composés d’une sous-unité α s’associant à une sous-unité β 



pour former un récepteur fonctionnel (Figure 39a). Chez les vertébrés, il existe 18 sous-unités 

α et 8 sous-unités β qui se combinent pour former 24 types de récepteurs différents dont les 

propriétés d’interaction et l’expression tissulaire sont propres à chaque couple α-β (Figure 

39b) (Hynes & Naba 2012; Hynes 2002; Campbell & Humphries 2011).  

Les intégrines ont deux fonctions principales : l’attachement de la cellule à la matrice 

extracellulaire («inside-out ») et la transduction de signaux de la matrice extracellulaire vers 

la cellule («outside-in »). Ceci leur a valu leur nom, qui leur a été donné par Hynes en 1987, 

car elles « intégrent » les signaux provenant de la MEC. Une fois liées à leur ligand, elles 

régulent le remodelage de la matrice, l’angiogenèse et la migration (Calderwood 2004).  

Les sous-unités α et β possèdent plusieurs domaines extracellulaires et un domaine 

cytoplasmique permettant la signalisation intracellulaire. Les domaines « propeller » et « I » 

forment le site d’interaction des intégrines avec leurs ligands (Figure 39a).''

L’activation des intégrines est régulée de façon conformationnelle (Figure 39 c1). A l’état 

basal, les intégrines sont repliées à la surface des cellules et présentent une faible affinité pour 

leur ligand. Leur activation est due à la fois à une signalisation intracellulaire via la taline et la 

kindlin-3 (Ginsberg et al. 2005; Tadokoro et al. 2003; Calderwood 2004), induisant le 

changement conformationnel du domaine cytoplasmique et extracellulaire induite par 

l’interaction avec les éléments de la matrice extracellulaire (Saltel et al. 2009). L’interaction 

avec la MEC va induire un phénomène de « clusterisation » des intégrines due à la connextion 

de la taline avec le cytosquelette d’actine (Figure 39 c2).

Figure 39: Les intégrines  

A. Structure d’un récepteur fonctionnel composé d’une sous-unité α possédant 4 domaines extracellulaires et une 
sous-unité β possédant 8 domaines extracellulaires. B. Spécificité d’interaction en fonction du couple α-β. Il y a 
quatre récepteurs spécifiques au collagène (orange), trois à la laminine (violet), cinq aux leucocytes (encadré de 
droite) quatre récepteurs aux plaquettes et récepteurs RGD. C. Régulation conformationnelle de l’activation des 
intégrines. Le repliement des intégrines réduit leur affinté pour les éléments de la matrice extracellulaire. Une fois 
activées, elles se regroupent pour former des « clusters ». D’après Hynes 2002 Hynes& Naba 2012 Kinashi 2005 
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Les intégrines sont des actrices centrales de la signalisation cellulaire. Une fois liées à leur 

ligand, elles activent des voies de transduction intracellulaires faisant intervenir des protéines 

kinases. Plusieurs protéines sont connues pour interagir avec les intégrines telles que FAK, 

ILK, la paxiline, la vinculine et les kinases de la famille Src. L’interaction avec FAK permet 

la formation des adhérences focales (Harburger & Calderwood 2009).  

Certaines protéines peuvent induire l’inhibition de l’activation des intégrines, telles que 

Dock1 et ICAP1. Ces protéines sont en compétition avec la taline et les autres protéines 

activatrices de ces récepteurs (Calderwood et al. 2003). Enfin, lorsqu’elles sont phosphorylées 

ou liées aux inhibiteurs, les intégrines peuvent se désengager de leur ligand et désassembler le 

complexe protéique intracellulaire qu’elles ont formé. La protéolyse de la taline par la 

calpaine induit le renouvellement des adhérences (Mitra et al. 2005; Deakin & Turner 2008; 

Franco et al. 2004) .  

 Les intégrines sont impliquées dans la régulation de la formation de structures d’actine 

permettant la dégradation de la matrice extracellulaire : les invadosomes présentés section 7 

de ce chapitre. L’activation des intégrines β1 augmente l’activité de dégradation des 

invadosomes de cellules de mélanome, favorisant la progression tumorale (Nakahara et al. 

1998) et est essentielle à la formation des invadosomes (Destaing et al. 2010). De plus, le 

couple αvβ3 est impliqué dans la dégradation de la matrice extracellulaire induite par les 

ostéoclastes (Nakamura et al. 1999).  

5.2 CD44

L'antigène CD44 est une glycoprotéine transmembranaire de surface, ubiquitaire. Il 

possède différentes isoformes issues d’un même gène (Orian-Rousseau 2010). Il a 

initialement été identifié comme le récepteur à l’acide hyaluronique mais a depuis de 

nombreux autres ligands comme le collagène de type I, la laminine, les métalloprotéases et 

l’ostéopontine (Ponta et al. 2003). 

CD44 participe à une large variété de fonctions cellulaires telles que l'activation des 

lymphocytes, les interactions cellule-cellule, l’adhérence cellulaire, l'hématopoïèse, la 

migration et la formation de métastases tumorales. Une surexpression de différentes 

isoformes de CD44 a été trouvée dans de nombreux types de tumeurs humaines (Naor et al. 

1997).  

CD44 agit comme levier de signalisation des récepteurs de surface cellulaire de structures 

et fonctions très variées comme l'activation des lymphocytes, hématopoïèse, et la formation 

de métastase. Par exemple, l’isoforme CD44v6 agit en tant que corécepteurs avec les 



récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) telles que Met ou VEGFR-2 (Orian-Rousseau & 

Sleeman 2014).!D'une part, l'ectodomaine de CD44v6 conduit le processus d'activation du 

RTK et d'autre part, le domaine cytoplasmique recrute les protéines ERM (Ezrin-radixine-

moésine) et le cytosquelette d’actine afin de promouvoir la signalisation du RTK. Il agit aussi 

en binôme avec le récepteur CXCR4 ou encore la voie Wnt. 

 

Les isoformes CD44s et CD44v sont impliquées dans la progression tumorale. L’épissage 

alternatif de CD44 semble être un événement décisif commandant la progression du cancer, 

notamment en induisant la signalisation Ras impliquée dans la progression du cycle cellulaire 

(Orian-Rousseau 2015). 

Enfin il est capable de promouvoir la formation de structure de dégradation de la matrice 

extracellulaire des ostéoclastes et des macrophages: les podosomes, qui seront décrits dans la 

section 7 de ce chapitre (Van Goethem et al. 2011; Chabadel et al. 2007; Saltel et al. 2008). 

5.3 Les DDRs 

Les récepteurs à domaine discoïdine (DDRs) sont des récepteurs au collagène. Ils sont au 

nombre de deux : DDR1 et DDR2. Ce sont des récepteurs transmembranaires composés d’une 

Figure 40: CD44 

CD44 s’associe à différents récepteurs pour induire des signalisations différentes. A. L’association avec le 
récepteur CXCR4 induit la signalisation des protéines G. B. L’association aux récepteurs à activité tyrosine 

kinase induit l’activation de la voie MAPK-PI3K afin de contrôler, entre autre, la croissance, la survie et 
l’angiogenèse. C. L’association à la voie Wnt induit l’activation de la /-caténine contrôlant la prolifération des 

cellules. Extrait de Orian-Rousseau 2015 
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partie extracellulaire contenant le domaine discoïdine, domaine homologue à une lectine 

appelée Discoïdine I chez Dictostelium discoideum (Poole et al. 1981), d’une région 

transmembranaire, d’une partie intracellulaire constituée d’un domaine juxtamembranaire et 

d’un domaine catalytique leur conférant une activité tyrosine kinase. A la différence de 

DDR2, DDR1 possède 5 isoformes : DDR1a, b, c, d et e issues d’un épissage alternatif de 

l’ARN messager des exons 10 à 13 (Figure 41).  

Figure 41: L’Architecture du récepteur DDR1 et ses différentes isoformes 

A. Représentation protéique des différentes isoformes de DDR1. Le récepteur possède un domaine discoïdine (bleu 
foncé) et un domaine « discoidin-like » (bleu clair) dans la portion extracellulaire et un domaine kinase (orange) dans 
sa portion intracellulaire. Les isoformes d et e sont non fonctionnelles. B. Représentation des différents épissages 
alternatifs à l’origine des isoformes de DDR1. Toutes les modifications sont intracellulaires. D’après Leitinger 2014 
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DDR1 et DDR2 présentent des sites de N- et O-glycosylation prédits et la protéine mature 

est N-glycosylée préférentiellement sur Asn211 pour DDR1 et Asn213 pour DDR2 (Phan et 

al. 2013). De plus, une étude menée en 2014 a démontré que la glycosylation sur le site 

Asn211 de DDR1 a un effet régulateur du récepteur en maintenant le dimère inactif (Fu et al. 

2014).  

DDR1 a une affinité pour les collagènes I, II, II, III, IV, V et VIII alors que DDR2 se lie 

au collagène I et III. Cependant, ils ne reconnaissent que la forme native du collagène et sont 

insensibles à la forme dégradée. La liaison au collagène active le récepteur qui s’auto-

phosphoryle (Kadler et al. 2007). 

Les récepteurs DDRs sont largement exprimés dans différents tissus durant le 

développement et à l’âge adulte. DDR1 est majoritairement exprimé dans les épithéliums, les 

fibroblastes et les macrophages et DDR2 dans les muscles, le cœur, les vaisseaux et les tissus 

conjonctifs. 

Les récepteurs DDRs ont de nombreuses fonctions cellulaires. Ils sont décrits comme 

étant des senseurs de collagène impliqués dans les fonctions cellulaires de prolifération et de 

différenciation, d’adhérence, de remodelage matriciel, de migration et d’invasion (Leitinger 

2014). Cependant, le « knock-out » de l’un ou de l’autre des membres de la famille DDR 

n’est pas létal mais entraîne un nanisme et des défauts de développement mammaire et rénal 

suggérant des compensations entre récepteurs dues à leur grande homologie.  

La liaison des DDRs aux collagènes se fait via la reconnaissance d’un motif de six acides 

aminés « GVMGFO » présent sur les collagènes I et III. Le collagène de type IV ne présente 

pas ce motif mais peut se lier au récepteur DDR1, ce qui indique que ces récepteurs puissent 

reconnaître des motifs différents sur les collagènes non fibrillaires (Konitsiotis et al. 2008; Xu 

et al. 2011). Le récepteur quant à lui, lie son ligand via le domaine discoïdine présent dans la 

partie extracellulaire. 

Les récepteurs DDRs sont actifs sous forme de dimères associant deux protéines par des 

liaisons non colaventes mais cette dimérisation est indépendante de sa fixation au ligand. Il 

est possible que l’activation des DDRs s’accompagne d’un changement de son niveau 

d’oligomérisation (Mihai et al. 2009). Contrairement aux intégrines, les récepteurs DDRs 

s’activent lentement, en une heure environ, mais leur activation est persistante (Shintani et al. 

2008; Vogel et al. 1997). L’état phosphorylé du récepteur est maintenu 16 heures après 

exposition au collagène. 
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La régulation du récepteur se fait principalement par endocytose des récepteurs présents à 

la membrane des cellules. Seules les isoformes b à e possèdent la séquence « NPXY » 

permettant l’internalisation du récepteur (Fu et al. 2013). Cette séquence est aussi retrouvée 

sur la sous-unité β des intégrines. La partie extracellulaire de DDR1 peut aussi être clivée par 

les métalloprotéases matricielles MT1-MMP, MT2-MMP et MT3-MMP mais pas par les 

métalloprotéases sécrétées de type MMP2 MMP9 (Fu et al. 2013). En 2014, une équipe de 

chercheurs a mis en évidence que la protéase ADAM10 induit le clivage de l’ectodomaine de 

DDR1 suite à sa liaison avec le collagène et ceci indépendamment de la signalisation 

intracellulaire de DDR1, faisant de cette protéase un élément régulateur de ce récepteur 

(Shitomi et al. 2015).  

Les voies de signalisation activées par le récepteur DDR1 ne sont pas complètement 

comprises. Elles sont induites par la liaison au collagène. La phosphorylation du récepteur 

induit le recrutement de protéines contenant des motifs SH2 (pour « src homology 2 ») et 

PTB (pour « phosphotyrosine binding domain »). Les isoformes b et c possèdent 15 résidus 

tyrosines alors que l’isoforme DDR1a n’en possède que 13. Plusieurs adaptateurs ont été 

démontrés comme interagissant avec DDR1. Par exemple ShcA, la sous-unité p85a de PI3K, 

Nck1/2, SHP-2, Csk, FAK et Pyk2 s’associent à DDR1 activé. Plusieurs interactants de 

DDR1 ont été identifiés indépendamment de l’activation du domaine kinase du récepteur. Il 

s’agit entre autre des protéines DARPP32, KIBRA, Syk, Notch1, l’E-cadhérine et PAR3-

PAR6. 

 Dans une publication, DDR1 est démontré comme impliqué dans la cohésion cellulaire. 

En effet, il permet, avec l’E-cadhérine et le complexe de polarité PAR3-PAR6, une 

stabilisation des jonctions cellule-cellule au cours de la migration collective (Hidalgo-Carcedo 

et al. 2011). Une localisation aux jonctions avait précédemment été observée dans des cellules 

normales de rein de chien (MDCK) (Wang et al. 2009). De plus, deux articles avaient déjà 

démontré que DDR1 régule la stabilisation de l’E-cadhérine, déclenchant la différenciation 

cellulaire (Yeh et al. 2011; Eswaramoorthy et al. 2010). Ceci ouvre des perspectives à des 

rôles plus complexes de DDR1, qu’un simple senseur de collagène. 

Lorsqu’une cellule migre dans un gel de collagène, elle doit adapter sa réponse à la 

structure et à la nature biochimique de son environnement. Pour cela, elle possède 

principalement deux types de récepteurs au collagène, les DDRs et les intégrines. Ces deux 

récepteurs semblent avoir des rôles antagonistes. Dans les MDCK, DDR1 promeut la 

différenciation des cellules épithéliales alors que les intégrines promeuvent la migration. De 

plus, l’activation de DDR1 ne nécessite pas la liaison des intégrines au collagène. Dans 
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d’autres cas, ces deux récepteurs coopèrent, comme dans le cancer du pancréas où ils 

induisent ensemble la surexpression de la N-cadhérine et le déclenchement de l’EMT en 

réponse au collagène I. Ces exemples démontrent que DDR1 et les intégrines peuvent avoir 

des rôles identiques comme antagonistes et qu’il est nécessaire de définir leur contribution 

dans les différentes étapes de la progression tumorale, afin de développer de nouveaux 

traitements anti-tumoraux.  

Les récepteurs DDRs sont des nouvelles cibles dans le cancer et la lutte contre la 

progression tumorale. Ils sont surexprimés dans de nombreux cancers comme le cancer du 

sein, du poumon, du cerveau, de la prostate, du lymphome, de la leucémie, ou encore le 

cancer du foie. Une dérégulation de l’expression des DDRs corrèle avec l’augmentation du 

risque de formation de métastases (Valiathan et al. 2012). De plus, DDR1 peut conférer des 

résistances contre les chimiothérapies et induire la survie des cellules cancéreuses dans le 

cancer du sein et le lymphome (Ongusaha et al. 2003; Cader et al. 2013). Cependant les 

mécanismes moléculaires impliquant DDR1 dans la progression tumorale sont peu définis. 

DDR1 participe à la migration et l’invasion de cellules tumorales dans le cancer du poumon à 

non petites cellules in vitro et induit la formation de métastases in vivo dans un modèle murin 

(Valencia et al. 2012; Ford et al. 2007; Miao et al. 2013). Des niveaux élevés de l’ARNm de 

DDR1 ont été reportés dans le carcinome hépatocellulaire et ceux-ci corrèlent 

significativement avec un stade avancé de la maladie (Shen et al. 2010). L’augmentation de 

l’expression du récepteur corrèle avec la sous-expression d’un microARN miR-199-5p qui 

cible directement le récepteur DDR1. Cependant, dans le cancer du sein, son implication est 

plus complexe et parfois antagoniste. Une étude rapporte une expression élevée de l’ARNm 

de DDR1 (Barker et al. 1995). Cependant, une autre étude montre une diminution modérée de 

cet ARNm dans des tumeurs de grade modéré à haut grade en comparaison avec du tissu 

mammaire normal (Neuhaus et al. 2011).  

Les récepteurs DDRs ont donc des signalisations et rôles complexes qu’il est nécessaire 

de comprendre afin de développer de nouvelles thérapeutiques. 

6. La migration cellulaire 

La migration cellulaire est un processus reposant sur la coordination de structures d’actine 

dans l’espace et dans le temps. 

La migration est cruciale au cours du développement embryonnaire des organismes 

multicellulaires mais participe aussi à la réponse immunitaire, au renouvellement des tissus et 

à la cicatrisation chez l’adulte. Cependant, l’acquisition de capacités migratoires joue un rôle 
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clé dans des situations pathologiques comme la progression tumorale en permettant la 

dissémination des cellules de la tumeur primaire afin de former des métastases.  

6.1 Le paradigme des différentes étapes de la migration cellulaire  

La plupart des cellules d’un organisme sont capables de migrer dans un espace défini et à 

un temps donné. En 1996, Lauffenburger et Horwitz sont les premiers à résumer les 

différentes étapes de la migration des cellules normales comme les fibroblastes et les 

kératinocytes. Les cinq étapes qui vont suivre ont été décrites suite à l’observation de cellules 

en culture en 2 dimensions sur des surfaces planes. Par la suite, la migration cellulaire en 3 

dimensions a été décrite suivant le même processus, cyclant de manière continue jusqu’à ce 

que la cellule ait atteint son but (Friedl & Wolf 2003; Lauffenburger & Horwitz 1996). Les 

nombreuses études qui ont suivi ont démontré que le même processus est utilisé par les 

cellules cancéreuses.  

La migration cellulaire est un processus en cinq étapes (Figure 42). Lors d’une première 

étape, la cellule se polarise, l’actine du cortex cellulaire se polymérise et forme des filopodes 

en projetant sa membrane vers l’avant. Le front de migration s’étale formant le lamellipode.  

Par la suite, il y a formation d’adhérences focales à l’interface entre la cellule et la matrice 

extracellulaire. Les intégrines se lient aux éléments de la MEC et s’oligomérisent pour 

recruter les protéines de liaison à l’actine et former l’adhérence focale. Ceci permet le 

recrutement de l’actine et l’ancrage de la cellule à son substrat. Cette étape d’adhérence est 

nécessaire à la génération de forces de tensions via les fibres de stress afin de permettre la 

traction de la cellule vers l’avant.  

Dans une étape suivante, la cellule va se contracter vers l’avant. La myosine de type II va 

générer des forces de contraction sur les réseaux d’actine polymérisée permettant le 

mouvement du contenu cellulaire vers le front de migration.  

Enfin, la traction de la cellule vers l’avant va générer des forces qui vont permettre un 

détachement de l’arrière de la cellule afin de permettre l’avancée de la cellule. Les adhérences 

focales se dissocient à l’arrière de la cellule et leurs différents composants sont recyclés à 

l’avant de la cellule. 

 



   

 

 

 

 

Ces cinq étapes ne représentent pas un programme stéréotypé mais fournissent un cadre 

dans lequel la migration va subir des modifications adaptatives en fonction du répertoire 

moléculaire disponible dans la cellule et du type de MEC environnante.  

Les différentes étapes de la migration cellulaire ont été très bien décrites in vitro et 

peuvent être observées in vivo (Clark & Vignjevic 2015). De plus, les cellules peuvent 

adopter différents modes de migration en fonction du microenvironnement et de leurs 

capacités migratoires et invasives. 

Figure 42: Les étapes de la migration cellulaire in vitro 

(a) Polarisation de la cellule et formation d’une protrusion (b) établissement de contacts focaux avec la matrice 
extracellulaire (c) contraction actomyosique de la cellule (d) détachement et rétraction de l’arrière de la cellule 
vers l’avant. Réseau d’actine en rouge, fibres de stress en vert et fibres de rétraction en bleu, adhérences à la 
matrice représentées par un rond bleu. Extrait de Mattila & al 2008. 
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6.2 Les différents modes de migration  

Depuis les dix dernières années, de nombreuses revues, dont celles du Dr. Peter Friedl, 

reportent différents modes de migration cellulaire. Avec les années, cette classification s’est 

précisée pour donner la classification présentée en Figure 43.  

Le processus commun à tous les modes de migration des cellules de mammifères repose 

sur un changement de forme de la cellule dû à une contraction de l’actomyosine de façon 

polarisée (Ridley et al. 2003; Keren et al. 2008; Lauffenburger & Horwitz 1996). 

Les molécules centrales qui gouvernent et définissent le type de migration adopté par les 

cellules sont de quatre types : 1) les récepteurs d’adhérence à la matrice extracellulaire tels 

que les intégrines, 2) les protéases matricielles telles que les métalloprotéases et la famille des 

sérines protéases, 3) les molécules des jonctions cellule-cellule telles que les cadhérines et 4) 

les protéines de signalisation contrôlant le cytosquelette d’actine tels que les Rho GTPases et 

leur effecteurs décrits dans le chapitre précédent.  

En fonction de l’architecture de la matrice extracellulaire et le niveau d’activation des 

déterminants cellulaires que nous venons de citer, les cellules adopteront un mode de 

migration plutôt qu’un autre. Dans le processus de différenciation cellulaire et d’acquisition 

de phénotypes tissus-spécifiques, différents modèles et mécanismes de migration cellulaire 

émergent. Les cellules cancéreuses peuvent adopter un mode de migration individuelle ou 

collective (Figure 43).  

 



 

  

 

 

Figure 43: Les différents modes de migration 

Diagramme schématique des différents modes de migration et de leurs caractéristiques. Il y a trois grands modes de 

migration : individuelle, multicellulaire et dynamique du tissu entier. La migration individuelle peut être soit de 
cellules uniques regroupant la migration amiboïde et mésenchymateuse, soit une diffusion multicellulaire. Cette 
dernière est entre migration individuelle et collective car présente parfois des jonctions cellule-cellule faibles et 
transitoires. La migration collective prend de multiples formes mais elle présente toujours les caractéristiques de 
conserver les jonctions cellule-cellule et d’utiliser la protéolyse de la MEC pour progresser. Enfin la dynamique des 
tissus entiers consiste soit en des mouvements cellulaires de repliement des tissus, soit à de la croissance expansive 
correspondant à une migration passive des cellules qui repoussent la matrice en se divisant sans cesse. Adapté de 
Friedl & al 2012 
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6.2.1 La migration individuelle  

En absence de jonction cellule-cellule, les cellules tumorales adoptent un mode de 

migration individuelle. Cette migration peut être soit mésenchymateuse, soit amiboïde selon 

que les cellules aient recours ou non à la protéolyse de la MEC.  

La migration amiboïde est le mode de migration le plus primitif qui puisse être adopté 

par les cellules. Il se nomme de la sorte en comparaison avec le comportement de l’amibe 

Dictyostelium discoideum qui est une cellule ellipsoïde se déformant très rapidement. Elle 

migre de façon rapide en alternant les cycles d’expansion et de contraction. Ce type de 

migration nécessite la contraction de l’actine corticale via l’activation de ROCK par RhoA 

ainsi que l’intervention de WASP coactivé par Rac1 et Cdc42 permettant la formation de 

filopodes et de lamellipodes (Haddad et al. 2001; Worthylake et al. 2001; Smith & Bolon 

2003). Dans ce mode de migration, il n’y a pas d’étape de formation d’adhérences focales ni 

de sécrétion de protéases. Cette migration amiboïde peut être soit « blebby » (bulleuse), soit 

pseudopodale de façon que les cellules forment des bulles en 3 dimensions ou des protrusions 

en 2 dimensions. Ce type de migration est reporté dans les leucémies et les lymphomes mais 

est aussi utilisé par les leucocytes, lymphocytes et neutrophiles en condition physiologique. 

La migration mésenchymateuse est dépendante de l’adhérence à la matrice et de la 

sécrétion de protéases. En 3 dimensions, les cellules adoptent une forme allongée semblable à 

celle des fibroblastes. Cet allongement est dû à l’interaction des intégrines avec la matrice 

extracellulaire (Tamariz & Grinnell 2002). A la différence des mouvements rapides générés 

par la migration amiboïde (environ 2-30µm/ minute), la migration mésenchymateuse est plus 

lente (0,1-2µm/ minute). Elle est utilisée par les cellules des tumeurs stromales et des tumeurs 

épithéliales post-EMT. 

A l’interface entre la migration individuelle et collective, il est possible d’observer une 

diffusion multicellulaire des cellules à partir de la tumeur primaire. Lorsqu’elles sont guidées 

par des gradients de chimiokines ou de morphogènes, les cellules peuvent former des chaînes 

de cellules se suivant les unes les autres. Il y a alors formation ou non de contacts faibles entre 

les cellules. Lorsque ces contacts sont de réelles jonctions cellule-cellule, la migration est dite 

collective.  
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6.2.2 La migration collective  

Ce type de migration peut prendre plusieurs formes comme schématisé dans l’encadré vert 

de la Figure 43. Cependant, il fait toujours état de groupes de cellules ayant conservé de fortes 

jonctions cellule-cellule et d’une intervention systématique des protéases afin d’aider les amas 

de cellules à se mouvoir dans la matrice extracellulaire. Ce type de migration est le résultat 

d’une EMT incomplète. Les cellules cancéreuses ont conservé une forte expression de l’E-

cadhérine. 

Le front de migration génère des forces de traction via la formation de protrusions et 

d’une contractilité actomyosique forte. Seules, les cellules des bords de l’amas sont en contact 

direct avec la MEC. Une étude d’Hidalgo-Carcero et al ; a récemment démontré que la 

migration collective nécessite la suppression de l’actomyosine au niveau des jonctions 

cellulaires. Le récepteur DDR1 et les protéines de polarité Par3 et Par6 forment un complexe 

avec l’E-cadhérine aux jonctions cellule-cellule stabilisant ces dernières afin de maintenir une 

forte cohésion cellulaire au cours de la migration. De ce fait, les amas de cellules forment des 

unités fonctionnelles qui ont des mouvements coordonnés. Si ce type de migration nécessite 

une forte activité de protéolyse, il est aussi le mode de migration le plus agressif car les amas 

qui se déplacent sont déjà des micrométastases qui n’ont plus qu’à se transposer dans un site 

distant de la tumeur primaire pour être fonctionnelles. 

Outre la migration individuelle ou collective, il existe des dynamiques multicellulaires qui 

doivent être distinguées de la migration que nous venons de décrire, que je qualifierai 

d’active. La dynamique multicellulaire est, en comparaison, une migration passive, résultat de 

l’expansion des cellules due à la prolifération anarchique des cellules qui vont appliquer des 

forces sur les tissus environnants afin de s’étaler et former la tumeur.  

Les cellules sont capables d’une grande plasticité (Figure 44). Elles peuvent grâce à des 

changements internes passer d’un mode de migration à un autre (Friedl & Wolf 2003). Par 

exemple, des cellules migrant de façon collective qui ont, à un instant, une sous-expression 

des cadhérines, pourront se mettre à migrer de façon individuelle. Les travaux d’Hidalgo-

Carcero et al ont démontré que l’inhibition du récepteur DDR1 dans des cellules migrant de 

façon collective favorise la migration individuelle des cellules tumorales (Hidalgo-Carcedo et 

al. 2011).  
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Il existe aussi une coopération entre cellules tumorales et stromales pour promouvoir la 

migration. En association avec les cellules cancéreuses, les CAF peuvent acquérir une activité 

de migration qui participe à la progression tumorale (Ishii et al. 2010). 

Comme nous avons pu le comprendre dans cette section, la migration cellulaire est un 

phénomène nécessitant plusieurs étapes, dont la protéolyse de la MEC, à l’exception de la 

migration amiboïde. Depuis une trentaine d’années, des chercheurs étudient des structures in 

vitro qui pourraient être à l’origine de la dégradation de la MEC : les invadosomes. 

7. Les invadosomes : des structures d’invasion

7.1 Définition des invadosomes 

Les invadosomes sont des structures d’actine filamenteuse protrusives se formant au 

contact de la MEC et qui présentent une activité de protéolyse de cette dernière. Leur aptitude 

à dégrader la MEC est conférée par leur capacité à focaliser des métalloprotéases matricielles 

telles que MMP2, MMP9 ou encore MT1-MMP.  

Le terme générique « invadosome » a été proposé par le Dr. Linder pour regrouper les 

podosomes, structures d’actine dégradant la MEC présentes dans les cellules normales 

(macrophage, cellule endothéliale, ostéoclaste), et les invadopodes, structures d’actine 

dégradant la MEC présentes dans les cellules cancéreuses.  

 

Figure 44: Plasticité des mécanismes d’invasion tumorale  

Les cellules tumorales peuvent changer de mode de migration en fonction du microenvironnement qu’elles 
rencontrent. Elles peuvent passer d’un mode de migration individuelle mésenchymateux à amiboïde grâce à la 
transition mésenchymateuse-amiboïde (MAT) en perdant l’expression des protéases matricielles. Elles peuvent 
aussi passer d’une migration collective à individuelle via la transition collective-amiboïde (CAT) en perdant 
l’expression des intégrines β1. Enfin, les cellules épithéliales peuvent acquérir des propriétés de dégradation de 
la MEC et d’invasion et réaliser une EMT en perdant l’E-cadhérine. D’après Friedl & Wolf Nature 2003 

!
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7.2 Invadosomes : constitutifs ou induits 

Les invadosomes peuvent être présents de façon constitutive dans certaines cellules mais 

aussi induits dans d’autres cellules par l’intervention de différents inducteurs. 

7.2.1 Les invadosomes constitutifs  

Plusieurs types cellulaires ont la capacité de former des invadosomes de manière 

« constitutive », c'est-à-dire sans nécessité d’une stimulation via un inducteur. Ces cellules 

présentent donc des invadosomes à leur état basal. Les cellules ayant cette capacité peuvent 

être divisées en deux groupes : les cellules de la lignée hématopoïétique comprenant les 

macrophages, les cellules dendritiques immatures et les ostéoclastes et les cellules 

cancéreuses.  

7.2.2 Les invadosomes induits  

De plus en plus d’études tendent à montrer que de nombreux types cellulaires peuvent 

former des invadosomes de façon induite. Il existe trois grandes voies permettant d’induire la 

formation d’invadosomes : 1) la surexpression d’une forme constitutivement active de Src ou 

des RhoGTPases nécessaires à la formation des invadosomes, 2) la stimulation avec des 

cytokines et 3) la stimulation par des agents pharmacologiques.  

7.2.2.1 La stimulation par la surexpression de protéines clés dans la 

formation des invadosomes 

La voie Src et les GTPases de la famille Rho sont les deux voies principales permettant de 

former des invadosomes.  

La voie v-src (« Rous sarcoma virus ») est la voie historique de l’induction des 

invadosomes (David-Pfeuty & Singer 1980). Src induit des invadosomes dans de nombreux 

types cellulaires (Zallone et al. 1983; Marchisio et al. 1988; Marchisio et al. 1984; Gavazzi et 

al. 1989; Chen 1989; Buschman et al. 2009; Berdeaux et al. 2004). L‘expression de V-src et 

l’activation de c-src, son homologue cellulaire, correspondent à une voie majeure d’induction 

d’invadosomes dans une très grande variété de modèles. C-src est présente aux membranes 

soit sous une conformation fermée inactive, soit sous une conformation ouverte active 

permettant des interactions protéiques. Son activation est contrôlée par la déphosphorylation 

de sa tyrosine 527, responsable de son maintien dans une forme inactive et la phosphorylation 

de sa tyrosine 416 (Boggon & Eck 2004). L’implication de Src dans la formation des 

invadosomes a été démontrée par l’utilisation de cellules Src -/- (Soriano et al. 1991; Destaing 

et al. 2008) et par l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques PP1, PP2 ou encore SU6656 
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(Blake et al. 2000; Cougoule et al. 2005). C-Src est impliqué dans la formation des 

invadosomes en stimulant la polymérisation de l’actine via la phosphorylation de la cortactine 

et de N-WASP (Tehrani et al. 2006; Park et al. 2005).  

D’autres membres de la famille Src, tels que Hck, sont également capables d’induire la 

formation d’invadosomes, de type rosette, dans les cellules myéloïdes. Ainsi, l’utilisation 

d’une forme constitutivement active de Hck, P61Hck(CA), induit la formation d’invadosomes 

(Poincloux et al. 2006; Poincloux et al. 2007; Cougoule et al. 2005).  

Les RhoGTPases ont été présentées dans le chapitre 1. Leur implication dans la 

formation et la régulation des invadosomes est largement décrite (Linder & Aepfelbacher 

2003; Buccione et al. 2004). La surexpression de formes constitutivement actives de Cdc42 

ou Rac1 induit la formation d’invadosomes dans de nombreux types cellulaires tels que les 

macrophages, les cellules cancéreuses et les cellules endothéliales (Ory et al. 2000; Dutartre 

et al. 1996; Moreau et al. 2003; Nakahara et al. 2003; Yamaguchi et al. 2005). En revanche, la 

surexpression de RhoA inhibe la formation des invadosomes (Schramp et al. 2008; Ory et al. 

2000; Moreau et al. 2003). A l’inverse, une activité limitée de RhoA permet la formation 

d’invadosomes dans des fibroblastes et des cellules de neuroblastome (Burgstaller & Gimona 

2004; Clark et al. 2007).  

7.2.2.2 La stimulation par des cytokines 

Les cytokines permettent aux cellules de communiquer entre elles. Pour agir, les cytokines 

doivent se fixer aux récepteurs présents à la membrane des cellules. Deux grandes classes de 

cytokines sont capables d’induire la formation d’invadosomes : les facteurs de croissance et le 

TNF-α (cytokine pro-inflammatoire).  

Dans la littérature, de nombreux facteurs de croissance sont capables d’activer la 

formation d’invadosomes : le VEGF, le PDGF, l’EGF, l’HDGF et le TGF-β.  

Le VEGF (« Vascular Endothelial Growth Factor ») est essentiel dans le processus 

d’angiogenèse, il est surexprimé dans le cancer afin de favoriser l’irrigation de la tumeur. Il 

stimule la formation d’invadosomes dans les HUVECs, cellules endothéliales de la veine du 

cordon ombilical humain (Osiak et al. 2005).  

Le PDGF (« Platelet-Derived Growth Factor ») stimule la synthèse de collagène, la 

biosynthèse lipidique et la prolifération cellulaire. Il induit la formation d’invadosomes dans 

les cellules musculaires lisses (Quintavalle et al. 2010). 
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L’EGF (« Epidermal Growth Factor ») stimule la prolifération cellulaire et l’angiogenèse. 

Il induit la formation d’invadosomes dans les cellules cancéreuses (Desmarais et al. 2009; 

Yamaguchi et al. 2005).  

L’HDGF (« Hepatoma-Derived Growth Factor ») stimule la prolifération des fibroblastes 

et des hépatocytes. Il induit la formation d’invadosomes dans des fibroblastes non transformés 

(Kung et al. 2012).  

Le TGF-β (« Transforming Growth Factor / ») est impliqué, entre autre, dans la 

prolifération cellulaire et la différenciation. Il est capable d’induire la formation 

d’invadosomes dans des cellules endothéliales d’explants d’aortes (Varon et al. 2006; Rottiers 

et al. 2009; Daubon et al. 2011). Mais il induit aussi une augmentation de la dégradation de la 

MEC (Mandal et al. 2008; Pignatelli et al. 2012). 

Enfin, le TNF-α (« Tumor Necrosis Factor !») a un rôle central dans le processus 

d’inflammation. Il induit la formation d’invadosomes dans les HUVECs et les cellules de 

l’inflammation : les éosinophiles (Johansson et al. 2004; Osiak et al. 2005). Cependant, il a un 

effet inverse et stimule la dissociation des podosomes dans les cellules dendritiques (van 

Helden et al. 2006). 

7.2.2.3 La stimulation par des agents pharmacologiques 

En dehors des facteurs physiologiques, des agents pharmacologiques peuvent également 

stimuler la formation d’invadosomes. Deux types de composés sont capables d’induire la 

formation d’invadosome : les esters de phorbol et le fluorure de sodium.  

Les esters de phorbols (PMA et PBDu) sont des analogues non-hydrolysables du 

diacylglycerol qui activent la voie de la protéine kinase C (PKC). La molécule chimique se lie 

directement à la PKC et stimule la voie de signalisation, induisant la formation 

d’invadosomes (Hai et al. 2002; Xiao et al. 2009; Tatin et al. 2006).  

Enfin Tatin & al, ont démontré que la stimulation de cellules endothéliales par le fluorure 

de sodium entraîne la formation de podosomes dans ces cellules via l’activation de Src (Tatin 

et al. 2010). 

7.3 Structure des invadosomes 

 Les invadosomes sont des structures composées d’un cœur d’actine filamenteuse et de 

protéines d’échafaudage, entouré de protéines d’adhérence. Même si leur composition 

moléculaire est très semblable, il y a des différences entre les podosomes et les invadopodes. 

Il y a une différence de nombre de structures par cellule: là où il peut y avoir une centaine de 
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podosomes par cellule, il n’y a généralement qu’au maximum une dizaine d’invadopodes par 

cellule. De plus, il y a une différence de taille de ces structures : les podosomes ont une 

longueur moyenne de 0.5 à 2 µm pour une hauteur de 0.5 à 2 µm et les invadopodes une 

longueur moyenne de 0.5 à 2 µm pour une hauteur supérieure à 2 µm. Ces derniers sont plus 

protrusifs. Il existe aussi une différence de dynamique. Les podosomes ont une durée de vie 

de quelques minutes alors que les invadopodes peuvent persister des heures. Enfin, il y a une 

différence d’architecture entre ces deux structures. Les podosomes présentent un cœur 

d’actine et de protéines d’échafaudage, entouré d’un anneau de protéines d’adhérence telle 

que la vinculine, la paxilline et les intégrines. Cet anneau est beaucoup moins visible et 

organisé dans les invadopodes (Figure 45). Malgré ces différences, ces structures présentent 

quasiment les mêmes composants protéiques et sont induits par le même récepteur : les 

intégrines.  

 

Deux types d’organisation de l’actine composent les invadosomes, un faisceau d’actine 

orienté perpendiculairement à la membrane au niveau du cœur des invadosomes, surplombé 

d’un réseau d’actine branchée, orienté parallèlement à la membrane (Schoumacher et al. 

2010; Luxenburg et al. 2007; Akisaka et al. 2008). Ce réseau complexe d’actine est associé à 

un ensemble de protéines de liaison à l’actine (cortactine, vinculine, Arp2/3, WASP…), 

précédemment abordées dans le chapitre 1, mais aussi des protéines d’échafaudage comme 

par exemple la famille des Tks. 

Figure 45: Structure d'un podosome et d'un invadopode 

A. schématisation d’un podosome avec le cœur d’actine-F en rouge et autour l’anneau de protéines 
d’adhérences en bleu. B. schématisation d’un invadopode qui forme une protrusion dans la matrice 
extracellulaire où l’organisation cœur/anneau est moins définie. D’après Linder 2011. 



La famille des Tks est représentée par Tks4 et Tks5. Ce sont des protéines d’échafaudage, 

substrats de Src, contenant comme la cortactine des domaines SH3, quatre pour Tks4 et cinq 

pour Tks5. La déplétion ou une mauvaise localisation de Tks5 induit une diminution du 

nombre d’invadosomes mais aussi une diminution de la dégradation de la MEC dans des 

modèles de fibroblastes, cellules musculaires lisses et ostéoclastes (Oikawa et al. 2008; 

Crimaldi et al. 2009; Oikawa et al. 2012). A contrario, sa surexpression est inductrice 

d’invadosomes. Des travaux de Blouw & al l’impliquent même dans la progression tumorale 

in vivo (Blouw et al. 2008; Blouw et al. 2015). Malgré sa forte homologie avec Tks5, Tks4 

semble dédié à la formation des invadosomes plus qu’à leur activité de dégradation de la 

MEC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les invadosomes peuvent avoir plusieurs morphologies. Ils peuvent être 

ponctiformes (en points individuels) formés par les cellules musculaires lisses, les cellules 

endothéliales et les cellules cancéreuses. Ils peuvent être en agrégats que l’on retrouve 

essentiellement dans les macrophages et les ostéoclastes, ou encore sous forme de rosettes 

Figure 46: Classification sémantique des invadosomes 

A. Image de microscopie confocale et schématisation d’une cellule endothéliale où les podosomes sont organisés 
en points individuels marqués par la colocalisation de l’actine en rouge et du marqueur Tks5 en vert. B. Image de 
microscopie confocale et schématisation d’un macrophage où les podosomes sont organisés en agrégats. C. Image 

de microscopie confocale et schématisation d’un ostéoclaste où il se forme une rosette. D. Image de microscopie 
confocale et schématisation d’une cellule cancéreuse où les invadopodes sont organisés en points individuels. 
D’après Linder, Wiesner et Himmel 2011 et source U1053 pour les images de confocal. 
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dans certaines cellules endothéliales, ostéoclastes et fibroblastes transformés (Figure 46). 

Nous exposons dans la revue en annexe que la morphologie des invadosomes pourrait être 

déterminée par l’activateur à l’origine de leur formation. Nous avons développé l’exemple 

d’une lignée de fibroblaste murin et démontré que les fibroblastes non activés NIH-3T3 ne 

forment pas d’invadosomes alors que la surexpression de Cdc42 dans les mêmes cellules 

induit la formation de structures ponctiformes et l’activation de l’oncogène Src induit la 

formation de rosettes. Une même cellule peut former différentes structures selon l’inducteur 

d’invadosome activé (Figure 47).  

 

 

 

De plus, il y a quelques années, notre laboratoire a mis en évidence une nouvelle classe 

d’invadosomes induite par le collagène de type I : les invadosomes linéaires.  

7.4 Les invadosomes linéaires  

Nommés ainsi pour leur alignement le long des fibres de collagène leur conférant un 

aspect rectiligne (Figure 48a), ils ont une activité de protéolyse de la MEC augmentée en 

comparaison avec les invadosomes classiques présentés précédemment (Figure 48b). Seul le 

collagène de type I sous sa forme fibrillaire est capable d’induire la formation d’invadosomes 

linéaires. Plus il est polymérisé et plus il induit la formation d’invadosomes linéaires (Figure 

48c) ( a. Juin et al. 2012).  

Figure 47: Une morphologie liée à l'inducteur 

A. Image en microscopie confocale et coupe en z de la matrice de gélatine fluorescente utilisée pour quantifier 
l’activité de dégradation des métalloprotéases sécrétées au niveau des invadosomes. B à D. Superposition de 
l’actine-F en rouge et de Tks5 en vert ; le carré blanc indique la zone zoomée dont le canal actine est représenté 
en bas de l’image, le canal Tks5 en haut à droite et en dessous la dégradation de la matrice en zymographie in 

situ. B. Fibroblastes NIH-3T3 wild-type ne formant pas d’invadosomes. C. Fibroblastes NIH-3T3 wild-type 
transfectés avec Cdc42 constitutivement actif (Cdc42V12) formant des invadosomes ponctiformes. D. 
Fibroblastes NIH-Src activé formant des rosettes. Extrait de Di Martino, Henriet, Ezzoukhry & al en cours de 
soumission disponible en annexe. 
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La formation d’invadosomes linéaires est aussi fonction de la concentration du collagène 

utilisée (Figure 48d). Le collagène de type I induit une augmentation de l’activité de 

dégradation de la matrice de gélatine fluorescente utilisée pour rapporter l’activité de 

sécrétion des métalloprotéases et induit aussi sa propre dégradation par les cellules en 

quelques jours (Figure 48 c-d). Il en est de même lorsque le collagène est réticulé par des 

agents de réticulation tels que la glutaraldéhyde ou la lysyl-oxydase, plus le collagène est 

réticulé plus les cellules forment d’invadosomes linéaires (données non publiées). 
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Figure 48: Les invadosomes linéaires induits par le collagène de type I 

A. Image de microscopie confocale présentant la colocalisation de l’actine en rouge sur les fibres de collagène 
en vert. B. Image de microscopie confocale présentant la colocalisation du collagène de type I en rouge avec le 

marqueur Tks5 en vert ; l’invadosome linéaire colocalise avec l’aire de dégradation de la gélatine en gris sur 
l’image de droite. C. Images de réflexion en microscopie confocale montrant le collagène de plus en plus 
polymérisé. CT : contrôle, ColI AA : en conditions acide acétique Col I RT : collagène polymérisé à température 
ambiante et Col I 37°C : collagène I polymérisé à 37°C. Le graphique représente le pourcentage de cellules 
formant des invadosomes linéaires. D. Graphique représentant le pourcentage de cellules formant des 
invadosomes linéaires en fonction de la concentration en collagène. E. Zymographie in situ en présence et en 
absence de collagène de type I et quantification de l’aire de dégradation dans les deux conditions. F. Cinétique 
de dégradation du collagène de type I en microscopie confocale. Marquage du collagène en rouge. D’après Juin 
& al 2012. 



Ces structures ont été caractérisées au laboratoire et se composent uniquement des 

protéines du cœur des invadosomes classiques tels que par exemple Tks5, N-WASP. Les 

protéines d’adhérence telles que la paxilline, la vinculine et la taline en sont absentes (Figure 

49).  

 

 

 

 

 

 

 

Selon l’hypothèse que la morphologie des invadosomes est fonction de l’inducteur que 

rencontre la cellule, le collagène est un puissant inducteur d’invadosomes linéaires. En effet, 

il est capable d’induire leur formation dans des cellules formant des invadosomes 

« classiques » comprenant podosomes et invadopodes (Figure 50). Les cellules forment alors 

préférentiellement des invadosomes linéaires jusqu’à ce que le collagène soit entièrement 

dégradé. Puis les cellules retournent à leur état basal et reforment des invadosomes classiques. 

Figure 49: Les invadosomes linéaires, composition moléculaire 

A. image de microscopie confocale d’un invadosome avec un cœur d’actine en rouge et un anneau de protéines 
d’adhérnces marqués avec la vinculine en vert. B. à E. Image de microscopie confocale de BAEc (« bovine 

aortic endothéliales cells ») cultivées sur collagène I fibrillaire. Le carré blanc représente le zoom du merge de 
l’actine et du marqueur testé. B. Colocalisation invadosome linéaire et N-WASP. C. Colocalisation invadosome 
linéaire et Tks5. D.et E. Pas de colocalisation invadosome linéaire et vinculine et paxilline. F. Liste des 
marqueurs testés pour les invadosomes linéaires. 1= présent X= absent D’après Juin et al 2012  
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De plus, contrairement aux invadosomes classiques, ils ne sont pas sous le contrôle des 

intégrines. L’utilisation de MEF (« murine embryonic fibroblastes ») inactivées pour les sous-

unités β1 ou β3, présentes au niveau des invadosomes classiques et des adhérences focales, a 

révélé la présence d’invadosomes linéaires malgré le KO. Des résultats identiques ont été 

obtenus pour le récepteur CD44. Les deux récepteurs responsables de la formation des 

invadosomes « classiques » n’étant pas impliqués dans la formation et l’activité des 

invadosomes linéaires, nous avons cherché à identifier le récepteur responsable de leur 

formation (Figure 51). L’identification de ce récepteur a constitué une partie de mon travail 

de thèse (voir résultats article 2 page 138). 

 

 

 

Figure 50: Le collagène réorganise les invadosomes en invadosomes linéaires 

A. schéma des conditions de culture des cellules. Les cellules sont cultivées sur gélatine seule ou sur matrice mixte 
composée d’une couche de gélatine et d’une couche de collagène en contact direct avec les cellules. B. Fibroblastes 

NIH 3T3 cultivés sur gélatine ou matrice mixte (haut /bas) marquage Actine rouge Tks5 vert. C. Cellules MDA MB 
231 de cancer du sein D. Monocytes RAW 264.7 marquage actine en rouge et cortactine en vert. D’après Juin & al 
2012 et Di Martino & al 2015 JoVE en cours de publication disponible en annexe 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.5 Fonction des invadosomes  

Trois grandes fonctions ont été attribuées aux invadosomes : une fonction d’adhérence à 

la MEC, une fonction de dégradation de cette dite matrice et une fonction de mécanosenseur 

de sa composition et de sa rigidité. Ces fonctions vont être développées et étayées 

d’exemples.  

7.5.1 Fonctions d’adhérence 

Les invadosomes ont une fonction d’adhérence due à l’interaction directe des intégrines 

avec la MEC. In vitro¸ ces structures se forment sur la face ventrale des cellules, en contact 

direct avec le substrat. Ce de fait, ces structures ne se forment que dans les cellules 

adhérentes. De plus, dans les ostéoclastes, le récepteur CD44 vient augmenter l’adhérence en 

se plaçant au cœur des podosomes (Chabadel et al. 2007). D’ailleurs, les podosomes sont 

essentiels à l’adhérence des ostéoclastes qui ne forment pas d’adhérences focales. Ils sont les 

seuls points d’ancrage de ces cellules à leur MEC (Sanjay et al. 2001; Destaing et al. 2003).  

Le rôle d’adhérence des invadopodes est moins clair que pour les podosomes de part leur 

architecture ne présentant pas d’anneau dense de protéines d’adhérence mais ils nécessitent 

tout de même la présence des intégrines pour leur formation (Mueller et al. 1999; Deryugina 

et al. 2001; Spinardi et al. 2004) et CD44 (Grass et al. 2013; Chellaiah 2013). Des articles 

Figure 51: La formation des invadosomes est indépendante des intégrines 

A. B. MEF (“mouse embryonic fibroblasts”) cultivées en présence de collagène de type I. Marquage de Tks5 en 
vert. A. Marquage de l’intégrine /1 en rouge B. Marquage de l’intégrine /3 en rouge. C. MEF /1-/- Merge actine 

en rouge Tks5 en vert. Carré blanc représentant le zoom sur l’invadosome linéaire et zymographie in situ associée 
D. MEF /3-/- Merge actine en rouge Tks5 en vert. Carré blanc représentant le zoom sur l’invadosome linéaire et 

zymographie in situ associée. D’après Juin et al 2012. 
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récents démontrent que les invadopodes ont eux aussi une fonction d’adhérence à la matrice 

extracellulaire démontrant que les protéines d’adhérence permettraient la maturation des 

invadopodes et le recrutement des MMPs (Branch et al. 2012). De plus, un nouveau rôle de 

l’ezrine a été mis en évidence très récemment. Elle serait capable de réguler le 

renouvellement des adhérences focales et des invadopodes nécessaires à l’invasion (Hoskin et 

al. 2015). Ils ont démontré qu’une déplétion de l’ezrine dans des cellules de cancer du sein 

compromettait le renouvellement des adhérences focales et des invadopodes.  

7.5.2 Fonction de dégradation de la matrice extracellulaire 

Par définition, un invadosome est une structure d’actine qui dégrade la MEC. L’activité de 

dégradation de la MEC est une fonction centrale des invadosomes. Les invadosomes sont 

capables de dégrader la fibronectine, la laminine ou encore le collagène. Cette dégradation est 

directement liée à la capacité des invadosomes à recruter et focaliser les MMPs. L’activité de 

ces MMPs est visualisable et quantifiable en zymographie sur gel ou in situ grâce à 

l’utilisation d’une matrice de gélatine couplée à un fluorophore (Figure 47a et Figure 50a).  

Les MMPs sont une classe de protéases impliquée dans l’activité de dégradation des 

invadosomes. Chez l’Homme il existe 24 MMPs différentes réparties selon qu’elles soient 

sécrétées ou membranaires (Grass et al. 2013; Chellaiah 2013). Ces protéases sont sécrétés 

inactives et s’activent par clivage de leur protodomaine. MT1-MMP, MMP2 et MMP9 sont 

les métalloprotéases retrouvées au niveau des invadosomes (Monsky et al. 1993; Nakahara et 

al. 1997; Redondo-Munoz et al. 2006; Lagarrigue et al. 2010; Xiao et al. 2012). MT1-MMP 

clive et active directement MMP2 au niveau des invadosomes (Artym et al. 2006; Deryugina 

et al. 2001). La surexpression ou la déplétion de MT1-MMP corrèle avec, respectivement, une 

augmentation ou une diminution de la formation des invadosomes et de leur activité de 

dégradation de la MEC (Nakahara et al. 1997; Artym et al. 2006; Varon et al. 2006).  

D’autres protéases sont connues pour intervenir au niveau des invadosomes. Il s’agit des 

ADAMs et des sérines protéases. Les ADAMs sont des métalloprotéases transmembranaires 

qui clivent la partie extracellulaire des protéines de surface telles que les précurseurs des 

cytokines et les facteurs de croissance (Seals & Courtneidge 2003; Huovila et al. 2005). Les 

ADAM 12, 15 et 19 interagissent avec la protéines Tks5 présente dans les invadosomes 

(Abram et al. 2003). Enfin ADAM 8 est impliqué dans la fonction de dégradation des 

invadosomes se formant dans les éosinophiles (Johansson et al. 2004). 

Enfin les sérines protéases : séparases et leur homologue DPP4 (dipeptidyl dipeptidase 

IV) sont impliquées dans la dégradation de la MEC et l’invasion cellulaire (Linder 2007).  
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7.5.3 Fonction de mécanosenseur  

La matrice extracellulaire évolue en composition et en rigidité. Les cellules sont capables 

via un système de mécanosenseur, de discerner les changements de rigidité et les forces 

produites par la MEC et d’adapter leur comportement en fonction (quiescence, 

différenciation, migration, invasion…) (Cox & Erler 2011; Hynes 2009; Mih et al. 2012). La 

rigidité globale de la MEC est un facteur qui influence la formation et l’activité de 

dégradation de la MEC (Alexander et al. 2008; Friedl & Wolf 2009; Parekh & Weaver 2009; 

Albiges-Rizo et al. 2009). Des fonctions de mécanosenseur ont été attribuées aux 

invadosomes (M. R. Block et al. 2008; Collin et al. 2008). Alexander & al ont démontré 

qu’une augmentation de la rigidité de la MEC au niveau des invadosomes, augmente leur 

activité de dégradation. Des études similaires de Collin & al ont démontré que les podosomes 

sont capable de sentir les forces mécaniques de la MEC. L’organisation et le temps de vie des 

invadosomes sont des caractéristiques dépendantes de la rigidité du substrat. Une diminution 

de la rigidité du substrat induit une organisation moins bien définie des rosettes (Collin et al. 

2008). Des expériences de réticulation du collagène de type I, suggèrent que l’augmentation 

de la rigidité du collagène induit une augmentation du nombre d’invadosomes linéaires 

formés par les cellules (données du laboratoire non montrées, non publiées).  

Deux études ont mis en évidence que la nature et la distribution des protéines de la MEC 

influencent la formation des podosomes faisant des invadosomes des senseurs de la rigidité 

mais aussi de la composition de la MEC (Labernadie et al. 2010; Destaing et al. 2010). Enfin 

deux articles récents présentent une méthode originale permettant de mesurer la force de 

protrusion des invadosomes individuels nommée PFM pour « protrusion forces microscopy ». 

De cette manière, les auteurs ont démontré que les podosomes ont une activité de 

mécanosenseur en appliquant des forces de protrusion perpendiculairement au substrat et 

dépendant de la rigidité du dit substrat. Ces forces dépendent de la polymérisation de l’actine-

F et de la contraction de la myosine II. Ils y proposent un modèle de génération de forces par 

les podosomes basé sur polymérisation de l’actine et la contractilité actomyosique 

(Labernadie et al. 2014; Proag et al. 2015).  

7.5.4 Les invadosomes in vivo  

De par leur activité de dégradation de la MEC, les invadosomes, bien que majoritairement 

étudiés in vitro, pourraient être impliqués dans de nombreux processus tels qu’entre autre 
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l’invasion et la progression tumorale à l’origine de la formation de métastases (Linder et al. 

2011). 

Plusieurs équipes cherchent à mettre en évidence ce type de structures in vivo. A ce jour, 

quelques observations dans différents modèles (souris, nématode, poisson zèbre) ont été faites 

(Seiler et al. 2012; Santiago-Medina et al. 2015; Leong et al. 2014; Hagedorn et al. 2013; 

Gligorijevic et al. 2012; Gligorijevic et al. 2014b). Cependant, le manque de marqueurs 

spécifiques et universels des invadosomes ne permet pas de confirmer qu’il s’agisse 

réellement de ces structures (voir revue en annexe) car, comme l’a démontré le chapitre 1, le 

seul marquage de l’actine peut correspondre à de nombreuses structures subcellulaires. De 

plus, l’observation de l’activité de dégradation de la MEC n’a pas été observée in vivo et ceci 

reste actuellement un défi technologique qu’il faudra surmonter pour prouver l’activité de ces 

structures in vivo (voir revue en annexe page 258). 
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Chapitre 3 : Dynamique des fenêtres des cellules 

endothéliales sinusoïdales hépatiques et fibrose 

hépatique 

 

 

 

 

 

 

  

 
« To be or not to be, that is the question. » 

William Shakespeare 
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1. Le foie : un organe multifonction 

Le foie est l’organe le plus volumineux du corps humain. Chez l’adulte, il pèse environ 

1500g. Il est entouré de tissu conjonctif appelé capsule de Glisson qui délimite deux lobes 

séparés par le ligament falciforme (droit et gauche) chez l’Homme et quatre lobes (latéral 

droit, médian, caudé et latéral gauche) chez la souris.  

Le foie est indispensable au maintien de l’homéostasie métabolique générale de 

l’organisme. Il remplit trois rôles vitaux : un rôle d'épuration, un rôle de synthèse et un rôle 

de stockage. 

Il remplit des fonctions digestives en ayant un rôle dans le métabolisme des glucides 

d’une part, en décomposant l’insuline et en synthétisant du glucose lors de la néoglycogenèse 

et de la glycogénolyse. Il synthétise la bile, fluide aidant à la digestion. Il stocke le glucose 

sous forme de glycogène lors de la glycogénogenèse. D’autre part, il a aussi un rôle dans le 

métabolisme des lipides en dégradant le cholestérol en acide biliaire, en synthétisant du 

cholestérol, des triglycérides et des lipoprotéines mais aussi en stockant les vitamines 

liposolubles (A,D,K et E). 

Il a aussi des fonctions sanguines en détruisant les globules rouges et les globules blancs 

sénescents, en synthétisant des facteurs de coagulation (I, III, V, VII, IX et XI) et en 

transformant la bilirubine libre toxique, provenant de la dégradation des globules rouges dans 

la rate, en bilirubine conjuguée non toxique. 

Le foie est le régulateur majeur de la glycémie sanguine, en étant à la fois 

hypoglycémiant et hyperglycémiant. Il est le seul à pouvoir sécréter du glucose dans le sang, 

en période de jeûne à partir du glycogène. Il est donc le seul organe hyperglycémiant et 

partage sa fonction hypoglycémiante avec les tissus musculaires et adipeux.  

De plus, il a des fonctions antitoxiques en éliminant les toxines et les xénobiotiques de la 

circulation sanguine et en transformant l’ammoniac en urée.  

Enfin il a une fonction de stockage de la vitamine B12, du fer, du cuivre et du glucose 

provenant du recyclage des globules rouges sénescents.  

2. Le foie : composition cellulaire 

Les cellules composant le foie peuvent être réparties en quatre types : les hépatocytes, les 

cholangiocytes, les cellules sinusoïdales et les cellules immunitaires.  
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Les hépatocytes représentent 60% des cellules composant le foie (Figure 52). Il s’agit de 

cellules épithéliales pouvant être binucléées qui contiennent la machinerie nécessaire pour 

accomplir des centaines de fonctions vitales comme la synthèse de la bile, la dégradation de 

l’hémoglobine ou encore le traitement des substances toxiques tels que l’alcool. Ils 

représentent 80% du poids total de l’organe.  

Les cholangiocytes constituent les canaux biliaires qui transportent la bile dans les voies 

biliaires. Le pôle apical de deux hépatocytes forme le canalicule biliaire où se déverse la bile 

qu’ils sécrétent. Cette bile se déverse dans le canal de Hering puis dans les ductules et enfin 

dans les canaux biliaires (Figure 52). Au niveau du canal de Hering, se situent des cellules 

souches hépatiques nommées cellules ovales pluripotentes qui participent à la régénération 

du foie (Glickman & Yelon 2002).  

 

Les cellules sinusoïdales regroupent trois types cellulaires que sont les cellules étoilées du 

foie, les macrophages résidants du foie et les cellules sinusoïdales hépatiques (CESH) qui 

cohabitent au niveau des capillaires sinusoïdes (Bouwens et al. 1992) (Figure 53). 

Les cellules étoilées ou cellules de Ito stockent la vitamine A et sécrètent entre autre des 

éléments de la matrice extracellulaire.  

Les macrophages résidants du foie, appelés cellules de Kuppfer, permettent la protection 

du foie contre les pathogènes et, entre autre, l’élimination des globules rouges sénescents de 

la circulation sanguine.  

Figure 52: La voie biliaire  

Les hépatocytes sont représentés en bleu, les cholangiocytes en rouge. Le canal de Hering se situe à l’intersection 
entre les hépatocytes et les cholangiocytes. A cet endroit se trouvent les cellules ovales en violet. Les vaisseaux 
sanguins sont représentés en jaune. Extrait de Kordes & Häussinger 2013 



Les cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques constituent les capillaires et seront 

détaillées en section 7 de ce chapitre.  

 

De plus, le foie contient de nombreuses cellules immunitaires. La fraction de cellules 

immunitaires y est plus importante que dans le sang circulant suggérant une rétention des 

cellules immunitaires dans cet organe. Du fait de sa grande vascularisation, le foie est très 

exposé aux agents pathogènes. De ce fait, l'immunité innée y est très développée, avec une 

abondance de lymphocytes NK, NKT et Tγδ, susceptibles d'être immédiatement efficaces à 

l'arrivée de cellules cancéreuses ou d'endotoxines bactériennes (Avital et al. 2001)(Oertel & 

Shafritz 2008). 

Toutes ces cellules s’organisent dans le foie en unités architecturales de base que l’on appelle 

le lobule hépatique (Figure 54). Ces structures sont hexagonales avec, à chaque angle, un 

groupe de vaisseaux nommé espace porte composé d’une artère, d’une veine porte et d’un 

Figure 53: Les cellules sinusoïdales 

Les cellules sinusoïdales comprennent les cellules de Kuppfer (K), les cellules étoilées (HS pour « hepatic 
stellate cells ») et les cellules endothéliales (E). Toutes ces cellules s’organisent au niveau du capillaire sinusoïde 
(S). Les cellules endothéliales forment le capillaire, les macrophages sont ancrés aux membranes des cellules 
endothéliales dans la lumière du capillaire et les cellules étoilées sont situées dans l’espace de Disse entre le 
capillaire et les hépatocytes (H). Source Paulette Bioulac-Sage 
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canal biliaire. Au centre, le sang est drainé par la veine centrolobulaire. Tout ceci permet au 

foie d’être un organe richement vascularisé.  

 



 

3. Le foie : un organe richement vascularisé  

Le foie est un carrefour vasculaire important, composé d’une double vascularisation 

veineuse et artérielle : la vascularisation mixte. Le foie draine 1,5litre de sang par minute soit 

le quart du débit cardiaque. Dans chaque lobule hépatique, l'apport sanguin est réalisé à 25% 

par l'artère hépatique (sang oxygéné) et à 75% par la veine porte (sang du tube digestif). Le 

sang de ces deux vaisseaux se mélange dans les capillaires sinusoïdes hépatiques qui irriguent 

le foie en étant présents entre chaque travée d'hépatocytes pour se réunir dans une veine 

centrolobulaire (Figure 54). Les hépatocytes sont séparés de l’endothélium, non pas par une 

membrane basale mais par un interstice nommé espace de Disse contenant des éléments de la 

matrice extracellulaire non organisés et les cellules étoilées (Figure 53). Le réseau riche en 

capillaires sinusoïdes constitue une zone d’échange entre le courant sanguin et les 

hépatocytes. Enfin le retour veineux s'effectue par les veines sus-hépatiques qui se regroupent 

Figure 54 : Le lobule hépatique, unité métabolique de base du foie 

A. Représentation de quatre lobules hépatiques formant des hexagones, unité de base composant le foie. B. 
Zoom sur une portion de lobule, ou chaque travée hépatocytaire est séparée par un capillaire sinusoïde reliant les 
espaces portes à la veine centrolobulaire. C. Zoom sur un espace porte présenté sur coupe histologique et 
schématiquement. L’espace porte se constitue d’une veine porte (VP), d’une artère hépatique (AH) et d’un canal 
biliaire (CB). D’après!http://illuminationstudios.com et Paulette Bioulac-Sage 
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en trois veines hépatiques, qui se déversent dans la veine cave inférieure (Aird 2007b) (Figure 

54).  

4. Le foie : un organe aux capacités de régénération  

Tout comme les bras des étoiles de mer, les pattes des tritons ou encore la queue des 

lézards, le foie des vertébrés est capable de régénérer. La régénération est la capacité d'une 

partie d’un être vivant à se reconstituer après sa destruction. Le foie est capable de restaurer à 

la fois sa masse d’origine et ses fonctions suite à des lésions ou résection partielle (Fausto 

2000). Découverte en 1931 par Higgins et Anderson après une hépatectomie des deux tiers du 

foie chez le rat, cette capacité de régénération est incroyable. Après une ablation de 70% de la 

masse hépatique chez le rat, le foie recouvre son poids et ses fonctions en seulement 7 à 10 

jours (Yildirim & Poulsen 1981). Chez l’Homme, la régénération observée est plus lente et 

prend en moyenne 6 mois (Nagasue et al. 1987). 

Dans un foie normal, les hépatocytes sont quiescents, peu de mitoses spontanées sont 

observables (en moyenne 1 mitose pour 20 000 cellules) (Loyer et al. 2012). Après 

hépatectomie, le TNF α (Tumor Necrosis Factor alpha) et l’IL6, sécrétés par les cellules non 

hépocytaires, permettent de faire entrer l’hépatocyte dans le cycle cellulaire. Chaque 

hépatocyte se divise 1 à 2 fois permettant ainsi la récupération de la masse hépatique. Il est 

possible de réaliser jusqu’à 12 hépatectomies itératives et observer une régénération hépatique 

post-opératoire.  

Il existe des mécanismes de régulation de la croissance hépatique pour que la taille de 

l’organe s’adapte parfaitement à son hôte. La pratique de transplantation hépatique illustre 

parfaitement l’adaptation du foie à son environnement.  

 Dans le cas où le foie est anormal, les hépatocytes ne peuvent pas se diviser correctement. 

Ce sont alors les cellules ovales, considérées comme cellules souches bipotentes hépatiques, 

et les cellules souches circulantes qui vont être à l’origine de la régénération hépatique 

(Glickman & Yelon 2002). Le foie recouvre alors sa taille et ses fonctions. Ces dernières sont 

réparties non uniformément au sein du lobule hépatique que l’on qualifie de zonation du foie 

(Fausto & Campbell 2003; Oertel & Shafritz 2008).  

5. Le foie : un organe zoné  

Bien que le foie paraisse histologiquement uniforme, il est métaboliquement hétérogène. 

Au sein du lobule hépatique se mettent en place des gradients de nutriments et des cascades 

de signalisation entre les espaces portes et la veine centrolobulaire, c’est que l’on nomme la 

zonation métabolique du foie (Gebhardt 1992).  
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Conceptualisée par Jungermann K. pour le métabolisme des glucides, la dynamique de 

zonation métabolique permet d’expliquer comment des fonctions a priori opposées, comme la 

biosynthèse et la dégradation d’un même nutriment, peuvent cohabiter au sein d’un même 

organe (Brinkmann et al. 1978).  

La zonation du foie est le reflet d’une hétérogénéité des hépatocytes le long d’un axe 

périportal–centrolobulaire. Les hépatocytes proches de la veine porte n’expriment pas les 

mêmes enzymes métaboliques que ceux proches de la veine centrolobulaire.  

Bien évidemment, tous les types de signaux, tels que les gradients d’oxygène, de 

nutriments, de métabolites, d’hormones et de cytokines, influencent la zonation du foie pour 

autant qu’ils modulent l’activité d’enzymes impliquées dans les voies métaboliques.  

La zonation métabolique permet de distinguer 3 zones dans le lobule hépatique : de 

l’extérieur vers l’intérieur du lobule, la zone périportale (zone 1), la zone intermédiaire (zone 

2) et la zone périveineuse (zone 3) (Figure 55). De nombreuses fonctions métaboliques sont 

zonées comme la glycogenèse, la gluconéogenèse, la glycolyse, la lipogenèse mais aussi le 

cycle de l’urée, la synthèse de glutamines, de glutaminases, de sérines déshydratasses ou 

encore la phosphorylation oxydative. Ces fonctions sont réparties selon des gradients le long 

de l’axe périportal–centrolobulaire comme schématisé sur la Figure 55. 
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Pour la première fois en 2006, une voie de signalisation, la voie Wnt/β-caténine, a été 

mise en évidence comme étant un régulateur clé de la mise en place de la zonation au sein du 

lobule hépatique (Benhamouche et al. 2006). En l’absence de Wnt, la β-caténine fait partie 

d’un complexe protéique avec l’axine, APC et la kinase GSK3-β (glycogen synthase kinase 3 

β). GSK3-β phosphoryle la β-caténine entraînant sa dégradation par le protéasome. La β-

caténine est aussi une protéine pouvant se lier à l’E-cadhérine et contrôler les jonctions 

cellule-cellule. En présence du ligand Wnt qui se lie au complexe récepteur frizzled/LRP, la 

β-caténine se dissocie du complexe dont elle fait partie et ne peut plus être phosphorylée. Elle 

rejoint donc le noyau où elle se lie aux facteurs de transcription LEF/TCF et déclenche donc 

la transcription de gènes cibles (Figure 56).  

Figure 55: la zonation du foie 

Le lobule hépatique se divise en trois zones sur un axe périportal-centrolobulaire, représentées sur le schéma de 
gauche. Le long de cet axe, les fonctions hépatiques sont activées selon un certain gradient, zonant les fonctions. 
Par exemple, le cycle de l’urée est plus actif dans la zone 1 alors que la synthèse de glutamine est plus 
importante dans la zone 3. D’après Gebhardt et al 2014 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Au sein du lobule hépatique, il y a un gradient de la concentration en protéine APC selon 

un axe espace périportal-centrolobulaire. Ceci entraîne en conséquence un gradient 

d’activation de la voie Wnt/β-caténine qui est très active au niveau centrolobulaire et moins 

active au niveau des espaces portes. L’extinction du gène APC ou la perturbation de la voie 

Wnt entraînent une perte de la zonation métabolique (Torre et al. 2011; Gebhardt & 

Hovhannisyan 2010; Benhamouche et al. 2006). Comme l’avait conceptualisé Jungermann 

K., cela permet de voir cohabiter des fonctions opposées au sein d’un même organe avec, par 

exemple, une néoglucogenèse au niveau des espaces portes et une glycolyse au niveau de la 

veine centrolobulaire. 

Même si seule la voie Wnt-β caténine a été démontrée comme ayant un effet sur la 

zonation métabolique du foie, d’autres ont été suspectées. Il s’agit de l’HGF (« hepatocyte 

growth factor ») et RAS mais aussi de la signalisation « hedgehog ». L’HGF est un mitogène 

pour les hépatocytes qui est activé de manière transitoire dans les premières étapes de la 

régénération hépatique après hépatectomie partielle. Son activité de stimulation de la 

Figure 56 : La voie Wnt – β-Caténine 

Lorsque la voie Wnt β caténine est inactivée, un complexe protéique envoie la β caténine à la dégradation. 
Lorsque la voie Wnt β caténine est activée, la β caténine s’accumule dans le cytoplasme, est transloquée dans le 
noyau où elle tient des fonctions de facteur d’activation de la transcription. Extrait d’Andreu & al 2006 
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prolifération semble plus importante dans la zone périportale que dans la zone périveineuse 

(Imai et al. 1998).  

En conséquence de cette zonation du foie, certaines lésions hépatiques peuvent elles aussi 

avoir une distribution zonale. Par exemple, l’intoxication aux xénobiotiques provoque une 

atteinte du lobule au niveau centrolobulaire alors que la stéatose, caractérisée par la présence 

de graisse dans les hépatocytes, est généralement périportale. En revanche cette distribution 

zonale n’est pas observée dans les cas de fibrose hépatique. 

Comme nous l’avons appréhendé plus haut dans cette section, tous types de signaux 

peuvent avoir un effet sur la zonation du foie. Certains de ces signaux, comme l’oxygène, 

sont véhiculés dans tout le foie grâce à un réseau de capillaires sinusoïdes qui séparent chaque 

travée d’hépatocytes au sein de chaque lobule hépatique.  

6. L’architecture du capillaire sinusoïde hépatique  

 

6.1. Caractéristiques des différents capillaires  

Les capillaires sont les vaisseaux sanguins les plus fins de l’organisme. Ils tissent un 

réseau entre les veines et les artères pour irriguer les territoires les plus éloignés des vaisseaux 

principaux. Les parois des capillaires sont fines, souples et élastiques. Elles sont simplement 

composées d’une monocouche de cellules endothéliales aussi appelée endothélium. Ils 

permettent au sang de fournir aux cellules les nutriments et le dioxygène nécessaires à leur 

survie mais captent aussi les déchets et le CO2 grâce à leur perméabilité plus ou moins 

importante. 

Il existe différents types de capillaires qui peuvent être répartis en trois classes : les 

capillaires continus, fenestrés et sinusoïdes (Aird 2007a)(Figure 57). 



 

6.1.1. Les capillaires continus 

Les capillaires continus sont tapissés de cellules endothéliales jointives et sont entourés 

d’une membrane basale continue. Ils sont présents au niveau des muscles, des tissus 

conjonctifs, des poumons et du cœur (Figure 57). De par leur membrane basale continue, ils 

ne sont pas très perméables et sont présents dans des zones de l’organisme où les échanges 

entre le sang et le tissu environnent ne nécessitent pas la présence de fenêtres comme c’est le 

cas des autres types de capillaires (Aird 2007a).  

6.1.2. Les capillaires fenestrés 

Les capillaires fenestrés sont tapissés de cellules endothéliales jointives et sont entourés 

d’une membrane basale continue mais l’endothélium présente des pores d’environ 70 nm de 

diamètre maintenus par un diaphragme. Ceci permet de rendre ce type de capillaire perméable 

aux liquides et aux petites molécules. Ils sont présents dans les zones du corps nécessitant la 

filtration comme le glomérule rénal, l’intestin grêle, les glandes endocrines, le plexus 

choroïde et les ventricules cérébraux (Aird 2007a) (Figure 57).  

6.1.2.1. L’exemple du néphron : siège de deux architectures des 

capillaires fenestrés 

Le rein est un organe vital, nécessaire à la filtration du sang et la formation de l’urine. La 

filtration s’effectue au niveau de capillaires sanguins de type fenestrés décrits dans la section 

précédente. Cependant, il existe des différences architecturales des pores des capillaires 

Figure 57: Classification des capillaires 

Les capillaires sont de trois types : continus, fenestrés ou sinusoïdes. Les cellules endothéliales sont en jaune et les 
membranes basales en bleu. D’après Anatomy & physiology 2013 de l’université Rice 
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fenestrés de façon qu’ils soient péritubulaires ou situés dans le glomérule rénal (Figure 58) 

(Aird 2007b).  

 

 

 

 

Les capillaires du glomérule rénal ont une structure unique dans l’organisme car ils sont 

entourés d’une membrane basale et sont perforés de pores ne présentant pas de diaphragme. 

Les capillaires péritubulaires, en revanche, ont un diaphragme permettant de maintenir le 

diamètre des pores plus constant et de filtrer les petites particules (Tableau 3). Ce diaphragme 

se compose de la protéine PV-1 (« plasmalemmal vesicule -1 » aussi nommée Plvap) (Figure 

59) (Ioannidou et al. 2006; Maruvada et al. 2004). Le VEGF-A se lie aux récepteurs VEGFR2 

présents à la surface des cellules endothéliales ce qui active les RhoGTPases Rho et Rac, un 

réarrangement de l’actine et un recrutement de la protéines PV-1 au niveau du pore 

transcellulaire. 

 

 

 

 

Figure 58: Le rein et le glomérule rénal 

Représentation schématique d’un néphron au sein du rein à gauche. Dans la partie terminale du néphron se trouve le 
glomérule rénal et autour se trouvent les capillaires péritubulaires schématisés à droite. Extrait de www. 
lookfordiagnosis.com et www.studyblue.com 

Tableau 3: Caractéristique des capillaires du 
néphron rénal  

Tableau comparatif des caractéristiques des deux 
types de fenêtres constituant les capillaires du rein. 
D’après Satchell & Braet 2009 



 

 

 

6.1.3. Les capillaires sinusoïdes 

Les capillaires sinusoïdes, aussi appelés capillaires discontinus, sont les capillaires les 

plus larges comparés aux autres. L’endothélium n’est pas toujours continu et peut présenter 

des espaces intercellulaires. La membrane basale est, elle aussi, discontinue voire absente 

dans les sinusoïdes du foie. Ces capillaires sont les plus adaptés aux échanges efficaces de 

liquides et de macromolécules. Ils sont présents dans la rate, les os, les glandes endocrines et 

le foie. 

6.2. Le capillaire sinusoïde hépatique : unique ! 

Le capillaire sinusoïde hépatique a une architecture unique dans l’organisme (Wisse et 

al. 1985). A l’apogée de l’adaptation d’une structure à sa fonction, le capillaire est construit 

pour potentialiser les échanges entre le sang et les hépatocytes et produire un effet de 

filtration efficace comparable aux stations de purification d’eau potable.  

En effet, l’échange entre les hépatocytes et le flux sanguin est facilité par l’absence de 

lame basale visible entourant les capillaires (Wisse 1970) mais aussi par la présence de pores 

transcellulaires traversant les cellules endothéliales. Ces pores sont communément appelés 

fenêtre, du latin fenestrae, véritables fenêtres ouvertes sur la circulation sanguine permettant 

des échanges bidirectionnels de petits solutés inférieurs à 0,23 µm de diamètre. Tout comme 

les pores des capillaires fenestrés des glomérules rénaux, les fenêtres des CESH n’ont pas de 

diaphragme (Tableau 4). 

 

 

 

 

Figure 59:Architecture des pores des deux types de capillaires fenestrés 

Schéma d’une coupe longitudinale d’une cellule de capillaires fenestrés. Glomérule rénal : pores sans 
diaphragme. Capillaires péritubulaires : pores avec diaphragme formé de la protéine PV-1 représentée en 
rouge. Actine schématisée en bleu. D’après Satchell & Braet 2009 
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7. Rôle des cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques  

Les CESH sont des cellules sessiles qui constituent le capillaire sinusoïde hépatique et ont 

des fonctions importantes dans le maintien de l’homéostasie hépatique. Elles ont une grande 

activité d’endocytose clathrine dépendante et de transcytose autour du noyau (Wisse et al. 

1985). Elles participent au métabolisme des lipoprotéines et ont une fonction immunitaire en 

ayant la capacité d’éliminer les virus présents dans le sang, ce qui constitue un obstacle à la 

thérapie génique basée sur l’utilisation de virus dans le foie. Enfin, elles ont une fonction de 

filtration du sang des macromolécules physiologiques, étrangères et colloïdes, telles que 

l’acide hyaluronique, réalisée en partie par les fenêtres (Braet & Wisse 2002) (Aird 2007b) 

(Elvevold & Martinez 2008)(Deanfield et al. 2007)(Wisse et al. 1996). 

8. Les fenêtres des cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques 

8.1. Définition des fenêtres 

Observées pour la première fois par Wisse en 1970, les fenêtres des CESH sont des pores 

transcellulaires permettant le passage des éléments du sang vers les hépatocytes et 

inversement (Wisse 1970). Elles occupent 6 à 8% de la surface cellulaire et ne se trouvent 

généralement pas à proximité des noyaux cellulaires (Wisse et al. 1996). Du fait de leur petite 

taille (inférieure à 200nm de diamètre), les fenêtres des cellules endothéliales hépatiques

n’ont longtemps été observables qu’en microcopie électronique à balayage et en transmission 

(Braet & Wisse 2002) (Figure 60 a-d). Elles ont été par la suite observées en microscopie à 

force atomique (Braet & Wisse 2012) (Figure 60e). Récemment, le développement de la 

microcopie haute résolution a permis de les observer pour la première fois en microscopie 

Tableau 4: Comparaison des fenêtres des différents types de capillaires 

Tableau comparatif des caractéristiques des trois types de fenêtres constituant les capillaires chez les mammifères. 
D’après Satchell & Braet 2009



optique SIM (« Structured-illumination Microscopy »)(Cogger et al. 2010) et STORM 

(« STochastic Optical Reconstruction Microscopy »)(Mönkemöller et al. 2014) (Figure 60f-g) 

sur des cellules fixées (une présentation des différents types de microscopie haute résolution 

se trouve en annexe). La taille de ces fenêtres est variable en fonction de l’espèce et de l’âge 

du sujet observé (Braet & Wisse 2002)(Tableau 5). En effet, on note une diminution du 

nombre de fenêtres corrélant avec l’âge du sujet (De Leeuw et al. 1990). 

 

 

 

La microscopie électronique, la plus résolutive à ce jour, a révélé une organisation des 

fenêtres en « sieve plate », des passoires organisées pour potentialiser les échanges entre le 

sang et les hépatocytes (Figure 60c). L’architecture et la composition moléculaire de ces 

fenêtres ne sont pas connues et aucun marqueur spécifique de ces structures n’a été mis en 

évidence à ce jour. 

 

 

 

 

Tableau 5 : Diamètre et nombre de fenêtre selon l’espèce étudiée 

Toutes les espèces ayant été étudiées présentent des fenêtres au niveau des capillaires sinusoïdes hépatiques. Leur 
taille et leur nombre ne sont pas corrélés à la taille de l’animal. Ce tableau répertorie quelques exemples d’espèce et 
de taille et nombre de fenêtres associées dans les CESH. D’après Braet & Wisse 2002 
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A. Section d’un capillaire sinusoïde en microscopie électronique à balayage où des fenêtres sont observables. Extrait 
de Braet & Wisse 2002 B. Coupe de foie de souris en microscopie électronique en transmission ou les LSECs (« liver 
sinusoidal endothelial cells ») forment une fine membrane séparant le sang des hépatocytes. Coupe réalisée au pôle 
microscopie électronique par Sabrina Lacomme (Bordeaux Imaging Center) C. Organisation en « sieve plate » des 
fenêtres sur une cellule en culture en microscopie électronique à balayage. Les cercles rouges délimitent les « sieve 
plate ». Extrait de Braet & al 1996 D. Organisation en sieve plate des fenêtres sur une cellule en culture en 
microscopie électronique en transmission. Extrait de Braet & al 1996 E. Observation des fenêtres en microscopie à 
force atomique. Extrait de Braet & Wisse 2012 F. Sieve plate observée en SIM Extrait de Cogger & al 2010. G. Sieve 
plate observée en STORM. Extrait de Mönkemöller & al 2014 



Dans la suite de ce chapitre, nous allons faire un état des connaissances bibliographiques 

sur les fenêtres au cours des 40 dernières années de recherche qui leur ont été consacrées. 

8.2. Les mécanismes de formation des fenêtres  

Le mécanisme de formation des fenêtres des CESH est largement incompris. En 2009, 

Satchell & Braet décrivent l’absence de la protéine PV-1 dans le foie adulte (Satchell & Braet 

2009). Cependant, des études ont montré que des concentrations élevées en VEGF 

augmentent le nombre de fenêtres par cellule in vitro (Esser et al. 1998). Ceci pouvant 

rappeler la formation des pores avec diaphragme des capillaires fenestrés dans le rein. May & 

al ont démontrés dans un modèle murin d’inhibition inductible du récepteur VEGF-R1, que le 

VEGF est nécessaire à la formation des fenêtres des cellules endothéliales sinusoïdales 

hépatiques (May et al. 2011) (Figure 61). Ceci permet de supposer que des mécanismes 

similaires à ceux permettant la formation des pores avec diaphragmes pourraient être 

impliqués dans la formation des fenêtres des CESH.  

Récemment, Herrnberger &al ont démontré que la protéine PV-1 (aussi nommée Plvap) 

était nécessaire à la formation des fenêtres in vivo (Herrnberger et al. 2014). Dans un modèle 

murin déficient pour la protéine PV-1, ils ont observé le développement d’une stéatose 

multivésiculaire, d’une stéatohépatite et d’une fibrose trois semaines environ après la 

naissance des animaux. Des coupes de capillaires en microscopie électronique à balayage ont 

révélé une diminution drastique du nombre de fenêtres présente dans les cellules endothéliales 

n’exprimant plus la protéine PV-1(Figure 62). Ce résultat soutient l’idée d’un mécanisme 

commun avec les pores présentant un diaphragme des capillaires fenestrés.  

 

Figure 61: Effet de l'inhibition du récepteur VEGF-R1 sur les fenêtres 

Images de microscopie électronique à balayage. Off : expression du récepteur VEGFR-1 et présence de fenêtres 
indiquées par la flèche. On : inhibition du récepteur VEGFR-1 par activation du promoteur Tet-On par ajout de 
doxycycline et disparition des fenêtres. (RBC : red blood cell –globules rouges). Extrait de May & al 2011 



!

"
#
$
%
&
2
+
'

 

 

 

 

 

En termes de constituant des fenêtres, peu de données supplémentaires ont été mises en 

évidence à ce jour. Il est à noter que l’observation des fenêtres à fort grossissement en 

microscopie électronique en transmission révèle la présence d’un anneau dense de 

cytosquelette entourant chaque fenêtre (Braet et al. 1998) (Figure 63). Cependant la 

composition de cet anneau est controversée et n’est pas clairement définie à ce jour. Certains 

parlent d’actine (Nagai et al. 2004), d’autre d’actine associée à la myosine (Gatmaitan et al. 

1996) pendant que le reste de la communauté scientifique continue de parler d’un anneau de 

cytosquelette de composition indéterminée.  

 

L’utilisation d’une drogue inhibitrice de l’actine, la misakinolide entraînerait la formation 

d’une structure identifiée par Braet & al en 1998, le « fenestrae forming center », littéralement 

le centre de formation des fenêtres (Braet et al. 1998)(Braet et al. 2002)(Figure 64). La 

Figure 62: Phénotype des souris Plvap -/- 

Images de microscopie électronique à balayage de CESH issues de souris wild type présentant des fenêtres 
indiquées par la flèche et de cellules issues de souris « knock out » pour la protéine Plvap présentant une 
réduction drastique du nombre de fenêtres. Le graphique représente la quantification du nombre de fenêtres par 
µm dans les deux conditions. Extrait de Herrnberger & al 2014 

Figure 63: Fenêtres à fort grossissement en 
microscopie électronique en transmission 

Image de microscopie électronique en transmission 
de CESH. Les flèches indiquent la présence d’un 
anneau dense de cytosquelette présent autour de 
chaque fenêtre à fort grossissement. Extrait de 
Braet & al 1998 



misakinolide agit comme protéine de coiffe des filaments d’actine à leur extrémité barbée. Le 

centre de formation des fenêtres a été observé au centre des « sieve plates ». Cette structure 

n’a ensuite plus été observée dans la littérature.  

 

 

 

 

 

 

8.3. La zonation des fenêtres dans le lobule hépatique 

Tout comme certaines fonctions du foie évoquées dans la section 5 de ce chapitre, la 

répartition des fenêtres est zonée au sein du lobule hépatique (Figure 65). En périphérie du 

lobule, lieu d’arrivée du sang à filtrer, les fenêtres sont peu nombreuses et de gros diamètre. 

Au cours de sa traversée du lobule le sang rencontre des CESH présentant des fenêtres de plus 

en plus nombreuses et de diamètre décroissant, permettant la comparaison avec une station de 

purification d’eau potable (Wisse 1970; Wisse et al. 1985). Cette zonation permet une 

purification progressive du sang. Le sang, ainsi purifié, quitte le foie par la veine 

centrolobulaire pour rejoindre la circulation générale.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 64: Le centre de formation des fenêtres  

A. image de microscopie électronique à balayage d’une CESH obtenue après 1h d’incubation avec 25nM de 
misakinolide. L’astérisque représente une aire sans fenêtre, entourée de cercles de fenêtres concentriques indiqués par 
la flèche. Barre d’échelle 250nm B. centre de formation des fenêtres en fort grossissement indiqué par l’astérisque. La 
flèche indique la première étape de formation des fenêtres. C. Après une heure de traitement à la misakinolide, on 
observe une augmentation du nombre de fenêtres formées. Les deux flèches indiquent la maturation des fenêtres 
lorsqu’elles s’éloignent du centre de formation. Barres d’échelle B et C 200nm. Extrait de Braet & al 1998 
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8.4. Les fenêtres : des structures dynamiques

Les fenêtres sont des sous-unités subcellulaires décrites comme étant dynamiques dans la 

littérature (Wisse 1970). Le diamètre et le nombre de fenêtres varient par l’action de 

nombreuses drogues et conditions environnementales telles que la température ou encore la 

pression (Figure 66). Ceci a permis aux scientifiques de conceptualiser un modèle selon 

lequel ces fenêtres pourraient s’ouvrir et se fermer au cours du temps. Elles pourraient par 

exemple être très dilatées après les prises de repas et moins dilatées lorsque le sang est moins 

riche en nutriments et en déchets. Cependant la dynamique de ces structures n’a jamais pu 

être observée en temps réel, dû au manque de résolution de la microscopie optique ne 

permettant pas de filmer la dynamique des fenêtres. Tous les évènements dynamiques décrits 

ci-dessous ne sont en fait que des observations de cellules fixées à différents temps et ne 

décrivent peut être pas la dynamique réelle de ces structures.  

Figure 65: La zonation des fenêtres  

Schéma des trois zones au sein du lobule hépatique à gauche. Représentation de la décroissance du nombre de 
fenêtres sur un axe centrolobulaire-périportal et à l’inverse du diamètre de ces fenêtres sur le même axe. 
D’après Wisse & al 1983 



De nombreuses publications reportent une dynamique d’ouverture et de fermeture des 

fenêtres. En effet, le diamètre et le nombre de fenêtres peuvent être altérés par de nombreuses 

drogues (cocaïne, cytochalasine), composés métaboliques (adrénaline, collagène), des 

atteintes diverses au foie (hépatite, maladie métabolique) et des conditions environnementales 

(hypoxie, pression, variation de température). Une liste non exhaustive des composés testés et 

de leur effet sur les fenêtres est présentée dans la Figure 66. Les fenêtres sont des structures 

labiles dont la dynamique est gouvernée par les signaux de l’environnement comme la 

température ou encore la pression et l’hypoxie mais aussi par la consommation de drogues 

telles que la cocaïne et l’alcool (Braet & Wisse 2002). 

Cette dynamique est également décrite dans la littérature comme étant liée à l’influx 

calcique et à la dynamique du cytosquelette, ces deux paramètres étant très liés car la 

concentration calcique est un régulateur de la dynamique de l’actine (voir chapitre 1).  

8.4.1. Des structures contractiles et dynamiques liées au calcium 

Dans la littérature, les fenêtres sont décrites comme étant dynamiques mais aussi 

contractiles. Le modèle de Gatmaitan décrit les fenêtres comme des structures pouvant se 

contracter et se dilater (Figure 67).  

 

 

Figure 66 : Exemple de composés pouvant faire varier la taille et le nombre de fenêtres dans une CESH 

Variation du diamètre des fenêtres présenté à gauche. Les composés en bleu augmentent la taille des fenêtres 
alors que ceux en violet la diminue. Variation du nombre de fenêtres présentée à droite. Les composés en bleu 
augmentent le nombre des fenêtres alors que ceux en violet le diminue. D’après Braet & Wisse 2002 
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Cette dynamique contractile est liée à un influx calcique (Gatmaitan et al. 1996). La 

stimulation des cellules endothéliales à la sérotonine diminue rapidement le diamètre des 

fenêtres et l’aire occupée par les fenêtres (en moins d’une minute) (Figure 68). La sérotonine 

est un composé jouant le rôle de neurotransmetteur dans le système nerveux, elle se fixe sur 

les récepteurs sérotoninergiques, induisant l’ouverture des canaux calciques présents dans les 

membranes des cellules endothéliales hépatiques (Ogi et al. 2000). Ceci augmente la 

concentration calcique intracellulaire.  

 

 

Figure 67: Modèle de Gatmaitan 

La sérotonine se fixe au récepteur à la sérotonine 5HT2 qui induit l’ouverture des canaux calciques. La 

calmoduline peut alors fixer les ions calcium et réguler l’attachement de l’actine à la mysoine. Ceci induit la 
contraction ou la dilatation des fenêtres. (MLCK « Myosin light-chain kinase » ; G : protéine G) Braet & Wisse 
2002 



La calmoduline (CaM) est une protéine ubiquitaire, capable de s'associer aux ions calcium 

présents dans le milieu cellulaire. Elle possède quatre sites de liaison avec un atome de 

calcium. Elle prend en charge le calcium intracellulaire et va pouvoir interagir avec la 

myosine pour induire la contraction ou la dilatation des fenêtres (Yokomori et al. 2012). 

L’actine et la calmoduline sont décrites comme associées à la membrane des cellules 

endothéliales. L’effet observé avec le traitement à la sérotonine est mimé par l’ajout d’ions 

calcium ionophores et abrogé par des inhibiteurs de canaux calciques (dilthiazem et 

vérapamil)(Gatmaitan et al. 1996). Ceci démontre que la modulation du diamètre des fenêtres 

est sensible à l’influx calcique. 

8.4.2. Des structures dynamiques liées au cytosquelette 

Observées à fort grossissement en microscopie électronique à transmission, les fenêtres se 

révèlent être entourées d’un anneau dense de cytosquelette (Reichen 1999)(Figure 63). La 

composition de cet anneau est très controversée et toujours mal définie à ce jour. Certains 

parlent d’actine, d’autre d’association actine-myosine. Ceci coïncide avec le modèle de 

Gatmaitan de contraction et dilatation des fenêtres.  

Les drogues ciblant l’actine telles que la cytochalasine B et la latrunculine A produisent 

une rapide augmentation du nombre de fenêtre avec une légère diminution de leur diamètre 

(Steffan et al. 1987)(Braet et al. 1996). La vitesse de formation des fenêtres observées lors de 

ces expérimentations (quelques minutes) n’est pas compatible avec la synthèse de protéines 

Figure 68: Effet de la sérotonine sur les fenêtres 

L’incubation des CESH avec 0.1µmol/l de sérotonine entraîne une réduction du diamètre (□) des fenêtres et de 

l’aire qu’elles occupent (●). Gatmaitan & al 1996 
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de novo. Ceci implique que la formation des fenêtres soit issue d’une réorganisation 

d’éléments déjà présents dans la cellule (Nagai et al. 2004). 

 

En 2004, Yokomori &al ont démontré l’implication de la RhoGTPase RhoA dans la 

modulation des fenêtres des CESH via la régulation du cytosquelette d’actine (Yokomori et 

al. 2004). Ceci montre un rôle potentiel de l’actine dans la modulation des fenêtres. 

8.5. Une organisation liée au microenvironnement 

La pression, l’hypoxie, la température sont des constantes pouvant moduler le nombre et 

le diamètre des fenêtres. Ces structures sont sensibles à leur microenvironnement. Elles ne 

reposent sur aucune membrane basale mais sont tout de même en contact permanent avec les 

cellules de Küppfer, les cellules étoilées et les hépatocytes. Comme nous l’avons défini au 

cours de ce chapitre, les CESH ont une architecture particulière avec des fenêtres organisées 

en « sieve plate ». Cependant la mise en culture de ces cellules pose un problème de 

conservation de l’architecture des fenêtres. Braet et al ont pu observer une perte rapide de 

l’organisation en « sieve plate » des cellules mises en culture, en comparaison avec des 

fenêtres observées sur coupe de foie entier (Figure 70) (Ohi et al. 2006; Krause et al. 2000; 

Elvevold & Martinez 2008). De plus, il a reporté la présence d’artéfacts de fusion de fenêtres 

liés à l’utilisation de paraformaldéhyde pour fixer les échantillons étudiés (Braet et al. 1997). 

Figure 69: Effet des drogues dépolymérisant l'actine sur les fenêtres 

A. La latrunculine A induit une rapide augmentation du nombre de fenêtres par µm². B. La cytochalasine B 
produit un effet similaire. C. Ces drogues provoquent une légère diminution du diamètre des fenêtres. Braet 
& al 1996 



 Bien plus qu’une désorganisation de l’arrangement des fenêtres, la mise en culture 

prolongée des cellules induit une perte totale de ces structures. Ce phénomène est rapide car la 

perte totale des fenêtres est observée seulement trois jours après isolement des CESH à partir 

d’un foie frais de rongeur (Figure 71b).  
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Figure 71 Cinétique de perte des fenêtres après mise en culture 

A. Cinétique de CD31. Au cours du temps en culture, les CESH expriment la protéine d’adhérence CD31. B. 
L’apparition du marqueur est corrélée à la perte des fenêtres et C. à l’apparition de fibres de tension dans le 
cytoplasme de ces cellules. Juin & al 2013 
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Cette perte de caractéristiques phénotypiques s’accompagne d’un étalement des cellules et 

d’une dédifférenciation, exprimant progressivement le marqueur CD31 aux jonctions cellule-

cellule (Figure 71a). CD31 ou PECAM1 (pour « Platelet endothelial cell adhesion molecule 

») est une molécule d’adhérence, présente aux jonctions de la plupart des cellules 

endothéliales, qui facilite la transmigration des leucocytes. Des études immunohistologiques 

ont démontré que les CESH différenciées in situ n’expriment pas le marqueur CD31. 

Cependant la dédifférenciation de ces cellules au cours du temps en culture s’accompagne de 

l’expression de cette protéine.  

DeLeve et al ont démontré que la co-culture de cellules endothéliales avec des cellules 

étoilées et des hépatocytes maintient la présence des fenêtres en culture, et diminue le 

pourcentage de cellules exprimant le marqueur CD31(DeLeve et al. 2004). Ceci démontre un 

dialogue entre ces deux types cellulaires. De plus, DeLeve et al démontrent que l’incubation 

des CESH avec du VEGF diminue le pourcentage de cellules CD31 positives passant de 20 à 

moins de 5%. Cette communication intercellulaire n’est pas à sens unique car les CESH sont 

capable de maintenir les cellules étoilées différenciées.  

En parallèle de l’augmentation de l’expression de CD31, un remodelage du cytosquelette 

d’actine s’opère. Les cellules contiennent de plus en plus de fibres de stress qui ne sont pas 

visibles un jour après isolement (Figure 71c). Ceci participe au processus de dédifférenciation 

des CESH en culture et démontre que cette dédifférenciation s’accompagne d’une 

dérégulation du cytosquelette d’actine. 

La perte des fenêtres est un phénomène qui n’est pas restreint à la mise en culture de ces 

cellules. En effet, elle est observée in vivo chez l’Homme et chez des modèles murins atteints 

d’une pathologie hépatique progressive : la fibrose hépatique. Cette réalité biologique nous 

incite à comprendre la composition et le mécanisme de formation des fenêtres afin de mieux 

comprendre leur implication dans la pathologie.  

9. La fibrose hépatique : une réponse aux agressions répétées du foie  

En conséquence de certaines maladies chroniques du foie incluant les substances toxiques 

(alcool), les infections virales de type hépatite B et C, la stéatohépatite non alcoolique 

(NASH), les syndromes métaboliques (hémochromatose et maladie de Wilson (maladie 

génétique provoquée par l'accumulation de cuivre dans le foie) ou les maladies auto-immune 

(cirrhose biliaire primitive et l’hépatite auto-immune), la fibrose est un processus lent et 

dynamique, conséquence d’une production excessive de composants matriciels (fibrogenèse) 

et d’une diminution de leur dégradation (fibrolyse) (Figure 72). 



 

Il faut une dizaine d’année pour développer une fibrose hépatique puis une vingtaine 

d’année supplémentaire pour atteindre le dernier stade de la pathologie : la cirrhose. Lorsque 

le foie est cirrhotique, le risque de développer un carcinome hépatocellulaire est augmenté 

(Figure 73). 

Il est nécessaire de comprendre les différentes étapes du développement de la fibrose afin 

de développer des thérapies pouvant limiter sa progression voir induire sa régression.  

Au niveau macroscopique, la fibrose se manifeste par une augmentation de la rigidité du 

foie détectable entre autre par un examen non invasif : le fibroscan aussi appelé élastographie 

impulsionnelle. Il s’agit d’une technique qui permet de déterminer la dureté du foie (exprimé 

en kPa équivalent de fibrose).  

Figure 73 : De la fibrose au carcinome hépatocellulaire 

La fibrose est un processus lent qui se transforme en cirrhose. La cirrhose augmente les risques de développer 

un carcinome hépatocellulaire mais peut cependant entraîner la mort par insuffisante hépatique. D’après www. 
hepatitiscnewdrugresearch.com 

Figure 72: Les différentes origines de la fibrose 
hépatique 

La fibrose hépatique est causée dans 50% des cas par la 
prise excessive d’alcool, dans 30% des cas par une 
infection virale de type hépatite, dans 10% des cas par 
une stéatose et dans 5% des cas respectivement par des 
syndromes métaboliques ou des maladies auto-immunes. 
D’après http://www.myliverexam.com/fr/les-maladies-du-
foie.html 
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Les agressions répétées du foie vont induire de l’inflammation qui dans un second temps, 

va entraîner la formation d’une cicatrice fibreuse du tissu hépatique. La fibrose est donc un 

processus de cicatrisation pathologique qui va remplacer les cellules hépatiques 

endommagées par du tissu cicatriciel. 

La fibrose peut être plus ou moins importante et l'on définit plusieurs stades grâce à la 

quantification de la quantité de marquage au rouge Sirius qui colore les fibres de collagène en 

rouge. Le foie normal a un stade entre F0 et F1. Le stade F2 désigne une fibrose légère, le 

stade F3, une fibrose sévère. A partir du stade F4, on l’appelle cirrhose (Germani et al. 2010) 

(Figure 74). 

 

La fibrose change l'architecture du foie sur le plan anatomique mais aussi sur le plan 

fonctionnel. Au plan clinique, la cirrhose au stade initial est dite compensée, stade où il y a 

une absence de complications dues à la maladie. Par la suite, la cirrhose décompense et les 

complications hépatiques apparaissent. De ces complications, nous pouvons citer 

l’hypertension portale qui est secondaire à la fibrose et gène alors la circulation veineuse 

Figure 74: Les différents stades du développement de la fibrose 

Le stade de développement d’une fibrose est calculé selon la quantité de marque des collagènes au rouge Sirius. 
Plus le marquage est important, plus il y a de matrice extracellulaire sécrétée et accumulée, plus la rigidité du 

foie augmente. Aux stades F0-F1, le foie est considéré comme normal, au stade F2-F3, la fibrose se développe. 
A partir du stade F4, on parle de cirrhose. D’après Germani et al 2010 



entrainant ainsi une augmentation de la pression dans la veine porte. Elle peut être à l’origine 

des hémorragies par rupture de varices œsophagiennes, ou encore d’un ascite qui est la 

formation d’un épanchement liquidien dans la cavité abdominale pouvant s’infecter mais 

aussi un ictère (jaunisse) voire même une encéphalopathie hépatique (troubles neurologiques 

par l’accumulation de toxiques non dégradés par le foie). 

 

 Les complications ultimes sont de deux types : l’insuffisance hépatocellulaire entrainant 

la mort et une complication majeure dont les risques augmentent avec la cirrhose compensée 

et décompensée : le carcinome hépatocellulaire.  

Au niveau microscopique, la fibrose hépatique se caractérise par une augmentation du 

volume de la matrice extracellulaire et d’un changement de sa composition dans l’espace de 

Disse situé entre l’endothélium et les hépatocytes. Cette matrice est sécrétée par les cellules 

étoiles et les fibroblastes portaux (Miyazaki et al. 1993), suite à leur transdifférenciation en 

myofibroblastes due aux agressions répétées du foie. Ces myofibroblastes sont caractérisés 

par l’expression du marqueur α-SMA (« smooth muscle actin »). Dans le foie normal, la 

matrice extracellulaire ne représente d’un faible pourcentage du volume hépatique (Schuppan 

1990). Les composants matriciels sont essentiellement regroupés dans l’espace porte et se 

composent de collagène de type III, de fibronectine et de ténascine associés à de faibles 

Figure 75: La fibrose d’un point de vue histologique 

Ici sont présentées des coupes de foie humain colorées au trichrome de Masson qui colore les collagène en bleu. 
Les espaces portes sont représentés par des astérisques. Sur un foie F1 on observe un léger marquage autour des 
espaces portes. Ce marquage s’étend au stade F2 puis la matrice extracellulaire relie les espaces portes entre eux 
formant des septa fibreux au stade F3 qui viendront ensuite entourer des nodules de régénération au stade F4 
nommé à présent cirrhose.  
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quantités de collagène IV, de laminine d’entactine et de perlécan (Schuppan 1990). Lors 

d’une fibrose, cette matrice est enrichie en fibronectine, collagène I et III participant à 

l’augmentation de la rigidité du foie (Figure 74).  

Cette augmentation de la matrice extracellulaire s’accompagne d’une diminution de son 

remodelage. Au cours de l’évolution de la maladie, la fibrose s’étend. Ceci laisse apparaître 

au niveau histologique, des septa fibreux colorés au rouge Sirius ou au trichrome de Masson, 

allant d’un espace porte à un autre ou d’un espace porte à la veine centrolobulaire (Figure 75). 

Les cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques sont, elles aussi, atteintes par la fibrose.  

10. Les CESH dans la fibrose 

Au cours du développement de cette maladie chronique, il se produit de façon précoce, un 

processus de capillarisation des sinusoïdes. Ce phénomène correspond à une 

imperméabilisation des capillaires. Une membrane basale discontinue se forme autour des 

capillaires et on observe une disparition des fenêtres. Ceci réduit alors, les échanges entre le 

sang et les hépatocytes et de ce fait l’efficacité de filtration du sang circulant dans les 

capillaires.  

Les CESH se dédifférencient et n’expriment plus les mêmes marqueurs présentés dans le 

Tableau 6. Les récepteurs de la matrice extracellulaire, les intégrines, changent. Par exemple, 

il y a une induction de l’expression des intégrines α2, α3, α4 dans le foie fibreux ainsi que 

l’expression de marqueurs de surfaces tels que CD31 et CD34.  

.

 

 

 

Tableau 6: Marqueurs de 
CESH normales et issues de 

foie fibreux 

- : non exprimé ;-/+ : plus ou 
moins exprimé + à +++ : 

expression de plus en plus 
forte ; I : donnée inconnue. 
D’après Couvelard &al 1993, 
Xu& al 2003 et DeLeve 2011  



 

 L’excès de matrice, la capillarisation des sinusoïdes, la perte des fenêtres conduisent à 

l’isolement des hépatocytes au sein de nodules de régénération qui empêchent le bon 

fonctionnement du foie 

11. La fibrose hépatique : une réversion possible 

La fibrose, et plus encore lorsqu’elle atteint le stade de cirrhose, est classiquement décrite 

comme irréversible. Toutefois, la littérature mentionne quelques cas de réversibilité de fibrose 

et de cirrhose. Perez-Tamayo a été un des premiers, il y a plus de 20 ans, à aborder le thème 

de la réversibilité, thème devenu d'actualité (Figure 76).  

La fibrose et la cirrhose sont aujourd’hui considérées comme réversibles si la cause de la 

maladie est traitée et si les lésions ne sont pas trop sévères. Le foie peut alors retrouver une 

structure sub-normale. Cependant, un stade F6 de développement de la maladie ne semble pas 

Figure 76 : La fibrose hépatique… réversible ?  

A. Schéma récapitulant les différentes origines de la fibrose hépatique. B. Schéma d’une portion de capillaire 

sinusoïde d’un foie normal et d’un foie fibreux, avec les hépatocytes en jaune, les Kupffer en violet, les CESH en 
rose et les cellules étoilées en bleu. C. Images de microscopie électronique à balayage de capillaires issus d’un 
foie normal ou d’un foie fibreux. D’après Medical art Servier, Friedman 2004 et May 2011. 
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réversible et encore plus lorsque la cirrhose est décompensée. Le degré de fibrose constitue 

donc un paramètre pronostic important. Connaitre l’importance de la fibrose est un élément de 

diagnostic, de décision thérapeutique ainsi qu’un critère de suivi de l’évolution de la maladie. 

Plusieurs publications tendent à démontrer que la régression de la fibrose, même à un 

stade avancé, est possible si les agressions du foie sont stoppées (Kaplan et al. 1997; Powell 

& Kerr 1970; Dufour et al. 1998; Dufour et al. 1997; Applebaum & Thaler 1975). Il existe 

différents modèles expérimentaux au cours desquels soit les cellules étoilées, soit les 

fibroblastes portaux sont activés. Comme tous les modèles expérimentaux, les lésions 

obtenues ne reproduisent jamais exactement ce qui est observé dans les pathologies humaines. 

Dans les modèles murins de fibrose hépatique induite par l’injection prolongée de CCL4 

(Fujii et al. 2010), les souris retrouvent un foie normal à l’arrêt des injections. Il s’agit d’une 

régression spontanée de la fibrose, due à l’arrêt des agressions répétées du foie (Perez-

Tamayo 1979). 

D'un point de vue général, pour que la régression d'un tissu fibreux puisse s'effectuer, 

deux mécanismes doivent être mis en jeu : a) l'élimination des cellules fibrogéniques et b) la 

protéolyse du dépôt matriciel. 

Jusqu'à récemment, il était admis qu'un dépôt matriciel dense, contenant de gros faisceaux 

de collagène fortement réticulé, n'était pas réversible. De nombreux travaux ont décrit 

différentes catégories de protéases capables de digérer un très large spectre de protéines 

matricielles. On en distingue trois classes : les sérines protéases, les métalloprotéases et les 

cystéines protéases. Il est également important de noter que les activités protéolytiques des 

métalloprotéases sont régulées par des inhibiteurs naturels, les TIMPs pour « tissue inhibitor 

of metalloproteinase »). Au niveau moléculaire, on observe une diminution rapide de la 

transcription des inhibiteurs de collagénase TIMP1 et TIMP2, sans altération de la 

transcription de la collagénase elle-même. Ceci conduit à une augmentation de l’activité de 

l’enzyme et participe à l’élimination de l’excès de matrice extracellulaire, principalement 

composée de collagène (Iredale et al. 1998). Cet effet peut provenir de l’apoptose des 

myofibroblastes et de l’augmentation de l’interleukine 10 qui est une cytokine anti-

inflammatoire produite par les cellules étoilées activées. Chez le rat, elle inhibe la 

transcription du collagène α1 et augmente l’expression de la collagénase. En corrélation avec 

son rôle, on observe une diminution de son expression lors de la progression de la fibrose 

chez le rat (Wang et al. 1998). 

Chez l’Homme, différentes observations montrent une stabilisation, voire une régression 

de fibrose, même à des stades avancés après éradication de la source d’inflammation 



chronique. La Figure 77 montre un exemple de régression de fibrose chez un patient 

cirrhotique. L’image en A montre les septa fibreux formés autour des nodules de régénération 

que l’on observe sur l’image B qui sont une caractéristique du stade cirrhotique. Après arrêt 

des agressions du foie, on observe une disparition quasi-totale de ces septa sur l’image C, 

démontrant une régression possible de la maladie même à un stade avancé.  

Le terme de cirrhose ayant auprès du corps médical et de patients une connotation 

d’irréversibilité et d’issue fatale, il a été proposé de remplacer ce terme par celui de 

« advanded stage chronic liver disease ». Ceci permet de couvrir les différents stades de 

fibroses de F4 à F6 et de mieux comprendre les possibilités de régression en fonction du 

degré de fibrose (Hytiroglou et al. 2012).  

 

 

 

 

 

Ces observations de régression de fibrose suggèrent que le foie retrouve une partie de ces 

caractéristiques physiologiques. Il semble y avoir une disparition des myofibroblastes ainsi 

que de l’excès de matrice qu’ils produisaient. Mais qu’en est-il des fenêtres des cellules 

endothéliales ? Il est imaginable que l’endothélium retrouve un phénotype physiologique mais 

les mécanismes ne sont pas élucidés. S’opère-t-il un renouvellement total de l’endothélium à 

partir de cellules souches endothéliales ? Ce renouvellement est-il seulement partiel ? Les 

G::F!28!H 

Figure 77 : Exemple de régression de cirrhose 

A. Coupe immunohistochimique de lobules hépatiques entourés de septa fibreux correspondant à un stade avancé 
de cirrhose (zoom de B) B. Coupe immunohistochimique de lobules hépatiques avant arrêt des agressions du foie. 
C. Coupe immunohistochimique de lobules hépatiques après arrêt des agressions du foie. Source Pauletet Bioulac 
Sage.  
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cellules endothéliales sont-elles capable de recréer des fenêtres ? Peu de données sont 

disponibles à ce sujet actuellement.  

Il est connu que la perte des fenêtres est un évènement précoce dans le processus de 

fibrogenèse, ce qui peut s’expliquer par le simple fait que les cellules endothéliales sont en 

contact direct avec les agents toxiques responsables de la maladie. Les cellules endothéliales 

activées contribuent à l’activation des cellules étoilées en sécrétant du TGF-b et du PDGF-BB 

ainsi que du collagène de type I.  

Des données récentes indiquent que la restauration de la différenciation des CESH peut 

accélérer la réversion de fibrose en promouvant l’entrée en quiescence des cellules étoilées 

(Xie et al. 2012).Le paradigme proposé par De Leve est que les cellules endothéliales 

différenciées maintiendraient les cellules étoilées quiescentes et auraient ainsi un effet anti-

fibrotique. Ce paradigme place les cellules endothéliales dans les premières étapes du 

processus de fibrose. Cependant, nous avons introduit plus haut la notion de conservation de 

la différenciation des CESH grâce à la co-culture avec des cellules étoilées, ce qui suggère un 

échange bidirectionnel d’information entre ces deux types cellulaires.  

Après 40 ans de recherches figées de tissus et de cellules fixées, l’avènement des 

nouvelles techniques de microscopie haute résolution compatible avec l’observation du vivant 

permettra d’élargir le champ des possibles, permettant l’étude dynamique de ces structures, 

d’identifier des marqueurs des fenêtres, de décrire leur composition moléculaire et d’identifier 

des cibles thérapeutiques antifibrosantes. 
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Résultats 

 

 

 

 

 

 

 

« La science dans ces résultats, est plus magique que la magie: 

c’est la magie des preuves. » 

Jean Marie Adiaffi 
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Article 1 

 

 

Cdc42 et Tks5: une signature moléculaire minimale et 

universelle des invadosomes fonctionnels 

 

Cdc42 and Tks5: a minimal and universal molecular signature for functional 

invadosomes 

 

Di Martino J*, Paysan L*, Gest C*, Lagrée V, Juin A, Saltel F, Moreau V. 

Cell adhesion and migration 2014 
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Introduction générale de l’article  

 

Comme nous l’avons souligné en introduction, les invadosomes sont des structures multi-

protéiques complexes impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire. Les 

invadosomes sont identifiés dans un nombre croissant de types cellulaires. De plus, leur 

organisation générale ainsi que leur composition moléculaire peuvent varier d’un type 

cellulaire à l’autre. Certains sont constitutifs comme les podosomes des cellules 

hématopoïétiques et d’autres sont inductibles (pour revue Di Martino & al. en annexe). 

Cependant malgré ces différences, ces structures présentent des caractéristiques communes : 

leur capacité à interagir avec et dégrader la matrice extracellulaire.  

Le but de cette étude a été de proposer une définition moléculaire minimale 

permettant de définir un invadosome fonctionnel. 

Nous avons pu mettre en évidence l’universalité du rôle clé de la RhoGTPase Cdc42 dans 

la formation des invadosomes. En utilisant différents modèles cellulaires tels que les 

fibroblastes NIH-3T3, les cellules cancéreuse Hela et les cellules endothéliales PAE (pork 

aortic endothelial cells), nous avons démontré que la surexpression de la forme 

constitutivement active de Cdc42 était suffisante pour former un invadosome, faisant de 

cdc42 en plus d’un inducteur de filopodes, un inducteur d’invadosomes.  

Selon le niveau d'expression de la protéine d’échafaudage Tks5, ces invadosomes sont 

dotés ou non d'une activité de dégradation de la matrice extracellulaire. La surexpression de la 

protéine Tks5 dans des cellules ne l’exprimant que faiblement rétablit une activité 

protéolytique des invadosomes. Nous avons ainsi décrit la protéine adaptatrice Tks5 comme 

un acteur indispensable à la fonction de dégradation de la matrice extracellulaire par les 

invadosome.  

Étonnamment, nous avons mis évidence que les kinases Src, contrairement à ce qui est 

décrit dans la littérature, ne sont pas toujours nécessaires pour la formation et la fonction des 

invadosomes. Ces données suggèrent que même si les membres de la famille Src sont les 

principales kinases impliquées dans la formation des invadosomes, ils ne peuvent être 

considérés comme un élément commun à tous les invadosomes.  

Nous avons ainsi, définit une signature moléculaire minimale et universelle des 

invadosomes qui comprend l'activité de Cdc42 et la présence Tks5 nécessaires à conduire la 

machinerie d'actine et l'activité protéolytique de ces structures d’invasion. 
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Article 2 

 

Le récepteurs à domaine discoïdine 1 contrôle la formation des 

invadosomes linéaires selon la voie Cdc42-Tuba 

 

Discoidin domain receptor 1 controls linear invadosome formation via a 

Cdc42-Tuba pathway

Juin A*, Di Martino J*, Leitinger B, Henriet E, Gary AS, Paysan L, Bomo J, Baffet G, 

Gauthier-Rouvière C, Rosenbaum J, Moreau V, Saltel F 

Journal of Cell Biology 2014 
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Introduction générale de l’article  

 

L’accumulation de collagène de type I fibrillaire dans le microenvironnement tumoral est 

de mauvais pronostique et est associé à une augmentation du risque de métastases. Les 

invadosomes sont des structures d’actine fibrillaire capable de dégrader la matrice 

extracellulaire. Précédemment au laboratoire, il a été mis en évidence que le collagène de type 

I sous sa forme fibrillaire physiologique était capable d’induire la formation d’invadosomes 

particuliers nommés invadosomes linéaires dû à leur alignement le long des fibres de 

collagène. De manière surprenante, la formation de ces structures est indépendante de 

l’activité des intégrines.  

Le but de cette étude a été mettre en évidence le récepteur impliqué dans la 

formation des invadosomes linéaires ainsi que de préciser la voie de signalisation 

conduisant à leur formation et leur activité. 

Nous avons pu démontrer l’implication du récepteur DDR1, un récepteur au collagène 

surexprimé dans certains cancers comme le sein ou le poumon, dans la formation des 

invadosomes linéaires et leur activité protéolytique. 

De manière surprenante nous avons démontré que l’activité de DDR1 était à la fois 

indépendant de l’activité de la kinase Src mais aussi indépendante de sa propre activité 

kinase. 

De plus, nous avons confirmé la nécessité d’une activation de la RhoGTPase Cdc42 le 

long des fibres de collagène I pour la formation des invadosomes linéaires. Nous avons pu 

mettre en évidence, la « guanine nucléotide-exchange factor » (GEF) Tuba responsable de 

l’activation de Cdc42 au niveau des fibres de collagène I, spécifiquement dans les 

invadosomes linéaires. 

Enfin nous avons pu montrer que la déplétion du récepteur DDR1 bloque l’invasion 

cellulaire dans un gel de collagène 3D.  

Ensemble, ces données ont permis de mettre en évidence le rôle central du récepteur 

DDR1, agissant par l’intermédiaire de la GEF Tuba qui active la RhoGTPase Cdc42, dans la 

formation des invadosomes linéaire et l’invasion cellulaire dans un contexte riche en 

collagène I. 
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Projet en cours 1 

 

Double rôle du récepteur à domaine discoïdine 1 dans la 

migration collective des cellules cancéreuses 

 

Dual role of discoidin domain receptor 1 (DDR1) in collective cancer cell 

invasion of cancer cells 

 

Personnes ayant réalisé des expérimentations sur ce projet à ce jour:  

Di Martino J, Ros M, Duppuychaffray E, Raymond AA, Dupuy JW 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction  

!

Lors de la formation de métastases, certaines cellules de la tumeur primaire peuvent 

dégrader la matrice extracellulaire (MEC) environnante en formant des invadosomes pour 

migrer, de façon collective, et rejoindre les vaisseaux à proximité. Le microenvironnement 

tumoral peut être enrichi en collagène de type I fibrillaire (Gilkes et al. 2013; Ramaswamy et 

al. 2003). Notre équipe a découvert et décrit une nouvelle classe d’invadosomes in vitro, 

nommées invadosomes linéaires (A. Juin et al. 2012). Induits par le collagène I sous sa forme 

fibrillaire, ces structures dégradent le collagène pour envahir le stroma péritumoral. Nous 

avons mis en évidence que le récepteur DDR1 est responsable de la formation des 

invadosomes linéaires (Juin et al. 2014). Cependant, en contexte de migration collective de 

cellules tumorales, l’étude d’Hidalgo-Carcedo et al. localise le récepteur DDR1 au niveau des 

jonctions cellule-cellule dans une lignée cellulaire de carcinome épidermoïde. Il forme un 

complexe avec l’E-cadhérine et les protéines de la polarité PAR3/PAR6 et participe au 

maintien de la cohésion cellulaire (Figure 78) (Hidalgo-Carcedo et al. 2011). En effet, dans 

ces conditions, l’inhibition du récepteur DDR1 favorise la migration individuelle des cellules 

in vivo.  

DDR1 est un récepteur ubiquitaire transmembranaire à activité tyrosine kinase qui 

possède 5 isoformes (Leitinger 2014). Il est surexprimé dans certains cancers (Barker et al. 

1995; Ford et al. 2007) et est un marqueur de mauvais pronostic (Yang et al. 2005; Valencia 

et al. 2012; Miao et al. 2013). 

Figure 78: Organisation moléculaire des jonctions cellule-cellule lors de la migration collective 

DDR1 s’associe à l’E-cadhérine et au complexe de polarité PAR3/PAR6 pour stabiliser les jonctions cellule-cellule 
au cours de la migration collective. D’après Hidalgo-Carcero & al 2011 
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Le carcinome épidermoïde cutané, également appelé carcinome spinocellulaire, est le 

deuxième cancer de la peau par ordre de fréquence, après le carcinome basocellulaire. Il se 

développe sur la couche superficielle de la peau à partir des kératinocytes, généralement sur 

des lésions qui existaient auparavant dues à des blessures et/ou une exposition prolongée au 

soleil. Le carcinome épidermoïde peut parfois métastaser, mais avec une fréquence inférieure 

au mélanome qui reste le cancer de la peau le plus agressif. Le carcinome épidermoïde 

représente environ 20 % des cancers de la peau. 

La peau est un organe composé de trois feuillets : l’épiderme, le derme et l’hypoderme 

(Figure 79). L’épiderme est constitué d’une couche de cellules mortes nommée la couche 

cornée et d’un feuillet de cellules épithéliales composées des kératinocytes et des 

mélanocytes, ces derniers étant responsables de la pigmentation de la peau. Le derme est riche 

en collagène de type I, il est le siège des glandes sudoripares et sébacées. L'hypoderme, la 

couche la plus profonde de la peau, est un tissu adipeux. Les cellules de l’épiderme sont 

isolées du derme par une lame basale composée principalement de collagène IV et de 

laminine. Lorsque les cellules cancéreuses dégradent la lame basale, elles rentrent en contact 

direct avec le collagène de type I.  

Dans la migration collective, les jonctions cellules-cellules sont conservées. Les cellules 

migrent en amas dans un environnement tumoral dense en éléments matriciels. Ce mode de 

migration nécessite une protéolyse de la MEC environnante (Ilina & Friedl 2009). La richesse 

du derme en collagène de type I laisse supposer que le récepteur DDR1 puisse intervenir et 

permettre la formation d’invadosomes linéaires.  

Figure 79: La peau 

Représentation schématique de la peau composée de trois feuillets : l’épiderme, le derme et l'hypoderme. Extrait 
de www.futura-sciences.com 



Nous nous interrogeons sur le rôle du récepteur DDR1 dans la migration collective dans 

un microenvironnement riche en collagène de type I. En effet, l’étude in vitro d’Hidalgo-

Carcedo et al. a été réalisée sur une matrice de collagène I non fibrillaire. Le récepteur DDR1 

conserve-t-il sa localisation membranaire dans ce contexte ? Est-il impliqué dans la protéolyse 

de la MEC ? A-t-il un double rôle ? Ou la dégradation de la MEC est-elle sous le contrôle 

d’autres récepteurs dans ce contexte ?  

Pour tenter de répondre à ces questions, nous avons utiliser la même lignée de carcinome 

épidermoïde humain, les cellules A431, précédemment utilisée dans les travaux d’Hidalgo-

Carcedo et al. Ces cellules utilisent un mode de migration collectif et expriment le récepteur 

DDR1. Nous avons validé nos expériences dans un second modèle, la lignée MCF7 de cancer 

du sein, où le récepteur DDR1 est surexprimé.  

Tout au long de cette étude les cellules seront cultivées dans deux conditions : en présence 

ou en absence de collagène de type I fibrillaire (Figure 80). Les cellules seront généralement 

en îlot ou amas de cellules qui constituent des superpositions de couches de cellule à 

confluence. Une section « matériel et méthodes » est présentée en annexe (Matériel et 

Méthodes projet 1 page 301).  

 

 

 

 

L’objectif de cette étude est de déterminer la localisation, la fonction et la régulation 

du récepteur DDR1 lors de la migration collective de cellules tumorales en présence de 

collagène de type I fibrillaire.  

 

 

Figure 80: Schématisation des conditions de culture des cellules A431 

Les cellules sont cultivées en absence ou en présence de collagène I et poussent en îlots. Le collagène est 
représenté en rouge. D’après medical art Servier, réalisé par Manon Ros 
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Résultats  

1. Mise en place du modèle  

 

1.1. Vérification de la capacité des cellules A431 à former des invadosomes  

La lignée A431 est connue pour former peu d’invadosomes classiques (Lin et al. 2013; 

Grass et al. 2012; Kikuchi & Takahashi 2008). Environ 10% des cellules sont capable de 

former des invadosomes, nous avons vérifié cette capacité dans nos conditions de culture en 

absence de collagène (Figure 81a). Environ 20% des cellules présentent des invadosomes 

classiques fonctionnels, en absence de collagène I (Figure 81c). Cette différence de résultats 

avec les données de la littérature peut être due à l’utilisation d’un sérum de veau plus riche 

dans nos milieux de culture. En effet, le sérum, sa qualité, sa composition peuvent influencer 

la capacité des cellules à former des invadosomes.  

Le contact avec le collagène de type I induit la formation d’invadosomes linéaires

identifiés par une colocalisation de l’actine et du marqueur Tks5, dans les A431 (Figure 81b). 

60% des cellules forment des invadosomes dans ces conditions. Cette augmentation du 

nombre de cellules formant des invadosomes linéaires en comparaison avec des cellules 

formant des invadosomes classiques corrèle avec une augmentation significative de la 

dégradation de la matrice de gélatine (Figure 81 c et d).  

Les quantifications du nombre de cellules formant des invadosomes ont été réalisées 6 

heures après ensemencememnt car ce temps correspond au pic de formation de ces structures 

dans les cellules A431 (déterminé suite à une cinétique). La dégradation est quantifiée 20 

heures après ensemencement afin de laisser aux cellules le temps nécessaire pour réaliser une 

protéolyse de la MEC. 

Lorsque nous plaçons ces cellules, qui poussent en îlots, dans un contexte de collagène de 

type I, nous avons pu noter que seules les cellules en contact direct avec le collagène de type I 

forment des invadosomes linéaires 



 

1.2. Quel est l’impact du collagène I sur la localisation du récepteur DDR1 ? 

Nous avons ensuite analysé la localisation du récepteur DDR1 endogène, en présence ou 

non de collagène fibrillaire de type I. Dans la condition sans collagène, les cellules sont 

déposées sur une matrice de gélatine et nous confirmons que DDR1 colocalise avec l’E-

cadhérine, au niveau des jonctions cellule-cellule, comme précédemment observé par 

Hidalgo-Carcedo et ses collaborateurs (Figure 82a). En revanche, lorsque les cellules sont 

déposées sur une matrice correspondant à une matrice mixte composée de gélatine recouverte 

de fibres de collagène de type I, la localisation de DDR1 est modifiée (Figure 82b). Les 

jonctions E-cadhérine sont maintenues mais la présence de DDR1 est diminuée (Figure 82c). 

A l’inverse, le récepteur DDR1 se localise, dans ces conditions, le long des fibres de 

collagène I (Figure 82d) où il forme des invadosomes linéaires fonctionnels comme démontré 

précédemment (Figure 81b) (Juin et al. 2014). 

Figure 81: Capacité des cellules A431 à former des invadosomes fonctionnels 

A. Les cellules A431 forment des invadosomes classiques fonctionnels visualisés ici par un marquage actine –
Tks5. Barre d’échelle : 5µm ; les encadrés rouges correspondent à un zoom x2 de la zone indiquée. B. Cette lignée 
forme aussi des invadosomes linéaires en présence de collagène I. C. Quantification du nombre de cellules formant 
des invadosomes dans les deux conditions de culture. (n=3, 300 cellules quantifiées /n) D. Quantification de la 

dégradation par noyau induite par les invadosomes dans les deux conditions de culture (n=3, 90 champs 
quantifiés/n) 
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Les mêmes résultats ont été observés dans la lignée MCF7 de cancer du sein (Figure 83a-

b). Cependant, dans cette lignée, l’effet du collagène I est encore plus drastique concernant la 

perte de colocalisation entre DDR1 et l’E-cadhérine (Figure 83c).  

En présence de collagène I, l’organisation du cytosquelette d’actine est très différente par 

rapport à la condition contrôle. Les amas cellulaires sont moins structurés. Il n’y a plus de 

colocalisation de l’actine et de l’E-cadhérine aux jonctions cellule-cellule. On note la 

présence de fibres de stress et des protrusions membranaires aux sites de contact avec le 

collagène I.  

 

 

 

-./012!+,3!4:6>7.5>;.:8!50KN627707>.12!92!BBO#!9>85!7>!7./8=2!H'&#!

A. Cellules A431 cultivées sur gélatine : de gauche à droite marquage actine, DDR1 endogène et E-cadhérine, 
présentation d’une superposition DDR1/E-cadhérine. B. Cellules A431 cultivées sur collagène I : de gauche à 
droite marquage actine, DDR1 endogène et E-cadhérine, présentation d’une superposition DDR1/E-cadhérine. 
C. Ratio de colocalisation DDR1/E-cadhérine entre les conditions avec et sans collagène réalisé avec 
colocalization finder sur le logiciel Image J n=3 T-test P<0.0001. D. Colocalisation de DDR1 (vert) avec le 
collagène de type I marqué en rouge.  



 

 

Nous avons émis l’hypothèse que la déstabilisation des jonctions via l’utilisation d’un 

siARN contre l’E-cadhérine pourrait augmenter la relocalisation de DDR1 sur les fibres de 

collagène rendant les cellules moins cohésives et plus agressives.  

 

Figure 83 : Localisation sub-cellulaire de DDR1 dans la lignée MCF7 

A. MCF7 cultivées sur gélatine : marquage actine, DDR1 endogène et E-cadhérine, présentation d’un merge 

DDR1/E-cadhérine. B. MCF7 cultivées sur collagène I : marquage actine, DDR1 endogène et E-cadhérine, 
présentation d’un merge DDR1/E-cadhérine. C. Ratio de colocalisation DDR1/E-cadhérine entre les conditions 
avec et sans collagène réalisé avec colocalization finder sur le logiciel Image J n=3 T-test P<0.0001.!
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M2;;2 expérience montre une corrélation entre l’extinction de l’E-cadhérine et 

l’augmentation de la dégradation de la matrice de gélatine fluorescente (Figure 84).  

L’imagerie en z d’un îlot de cellules MCF7 confirme que seules les cellules en contact 

direct avec le collagène de type I perdent la localisation de DDR1 aux jonctions cellule-

cellule (Figure 85) et correspondent aux mêmes cellules formant des invadosomes linéaires. 

La matrice de collagène n’est pas un fin feuillet homogène, il arrive que du collagène soit à la 

fois sous et sur les cellules. Le panneau 3 de la Figure 85d montre DDR1 au niveau des fibres 

de collagène I. 

Figure 84: Déstabilisation des jonctions E-cadhérine dans les cellules A431 

A. Western de vérification de l’extinction de l’E-cadhérine. B. Quantification de la dégradation de la gélatine 
fluorescente par noyau. #1 et #2 correspondent à deux siARN différents ciblant l’E-cadhérine, siGL2 correspond 
à un siARN contrôle ciblant la luciférase (n=3 T-Test P<0.01)  



 

DDR1 présente deux localisations distinctes en présence de collagène I et en fonction du 

contact des cellules avec ce dernier. Cette double localisation coexiste au sein d’un îlot 

Figure 85 : Localisation de DDR1 au sein d’un îlot de cellules MCF7 

A. Reconstruction 3D avec le logiciel Imaris d’un z-stack réalisé sur un amas de cellules MCF7 vu de dessus. Actine 
en blanc, collagène en rouge, DDR1 en vert. Cet amas présente du collagène à la fois sous les cellules et des fibres de 
collagènes dont une fibre qui traverse l’amas en son centre. B. Vue en coupe en Z du même amas épaisseur 30µm. C. 
Positionnement des coupes présentées en D sur un schéma d’un amas cellulaire. (1) correspond à une vue de dessus de 
l’amas où les cellules n’ont plus de contact avec le collagène (2) correspond au centre de l’amas traversé par la fibre 
de collagène I et (3) correspond au contact direct avec le substrat. D. Image de microscopie confocale des canaux 
actine, DDR1 endogène et collagène I. Merge : superposition du récepteur en vert sur le collagène en rouge. 
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cellulaire mais aussi au sein d’une même cellule comme observé sur le panneau 2 de la figure 

85d et suggère des rôles différents du récepteur. Ceci est soutenu par l’association du 

récepteur à des protéines différentes en fonction de sa localisation (Figure 86).  

 

 

 

En effet, en absence de collagène I, la protéine PAR3 présente un marquage aux jonctions 

cellule-cellule (Figure 86). Le collagène de type I semble induire une déstabilisation du 

complexe de polarité et une perte du marquage de PAR3 au niveau des jonctions. 

Inversement, les marqueurs des invadosomes se localisent au niveau des invadosomes 

linéaires en présence de collagène I.  

Nous avons ensuite cherché à savoir si le changement de localisation de DDR1 observé 

s’accompagnait d’une modification de son expression.  

2. Quel est le niveau d’expression des DDRs dans la lignée A431 ? 

D’après les travaux d’Hidalgo-Carcedo et al, nous savons que la lignée A431 exprime le 

récepteur DDR1. Cependant nous n’avons aucune donnée sur l’expression du second membre 

Figure 86 : Des localisations différentes pour des partenaires protéiques différents 

Cellules A431 cultivées en absence (panneau du haut) et en présence (panneau du bas) de collagène de type I. Ces 
images de microscopie confocale sont représentatives des marquages obtenus pour le marqueur de polarité Par3 
ainsi que pour les marqueurs des invadosomes Tks5 et cortactine. Barre d’échelle 5µm 
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de la famille des DDRs : DDR2. Certaines lignées cancéreuses expriment les deux récepteurs 

au sein d’une même cellule (données non montrées).  

De plus, de par l’implication du récepteur DDR1 avec l’E-cadhérine, dans la stabilisation 

des jonctions cellule-cellule, nous avons vérifié si le niveau de confluence des cellules pouvait 

avoir un impact sur l’expression de DDR1 en réalisant des extractions protéiques à partir de 

cellules ensemencées à faible ou forte densité sur gélatine ou collagène de type I. 

Nous avons enfin vérifié le niveau d’expression de la protéine d’échafaudage Tks5 que 

nous avons, dans un article précédent, qualifiée de protéine nécessaire à l’activité de 

dégradation de la matrice extracellulaire (Di Martino et al. 2014).  

Les immuno-blots ont été réalisés sur les deux lignées A431 (cancer de la peau) et MCF7 

(cancer du sein) utilisées pour étudier la localisation de DDR1 et une lignée de carcinome 

hépatocellulaire (HuH7) qui sera ensuite utilisée pour la transfection transitoire de DDR1 car 

les lignées A431 et MCF7 sont difficilement transfectables (Figure 87).  

Les immuno-blots sont présentés sur la Figure 87. Les lignées A431 et MCF7 expriment 

fortement le récepteur DDR1 en comparaison avec la lignée HUH7. L’anticorps utilisé révèle 

la présence de plusieurs bandes de poids moléculaires différents, correspondant toutes au 

récepteur DDR1 car l’utilisation d’ARN interférent ciblant DDR1, induit l’extinction des 

différentes espèces (données non montrées). Le récepteur DDR1 possède 5 isoformes, issues 

d’un épissage alternatif des exons 10 à 13 de l’ARNm. L’anticorps utilisé s’hybride sur une 

portion de séquence commune aux 5 isoformes et peut, de ce fait, révéler les différentes 

isoformes. Les tailles théoriques attendues sont 96kDa pour DDR1a, 100kDa pour DDR1b et 

c, 61kDa pour DDR1d et 84kDa pour DDR1e. Cependant, comme DDR1 subit notamment 

des glycosylations post-traductionnelles le signal de la forme longue de DDR1 est attendu à 

125kDa. Les glycosylations étant situées sur la partie extracellulaire du récepteur, commune à 

toutes les isoformes, les tailles attendues de toutes les isoformes sont susceptibles d’être 

modifiées. Les bandes à 125 et 60kDa peuvent correspondre à des isoformes de DDR1, 

respectivement a, b ou c pour 125 et d pour 60kDa. Cependant la bande à 35kDa ne semble 

correspondre à aucune zone de clivage connue du récepteur mais augmente aussi à la 

confluence des cellules et diminue en présence de collagène I. 

L’immuno-blot de DDR1 révèle que la culture des cellules à confluence augmente la 

quantité relative du récepteur dans les cellules en comparaison avec des cellules ensemencées 

à faible densité. De plus, et de manière surprenante, la culture des cellules sur collagène de 

type I diminue significativement la quantité relative du récepteur (Figure 88).  
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L’expression du récepteur DDR2 n’est pas observée en western pour aucune des trois 

lignées étudiées. 

Figure 87: Westerns sur les lignées A431, HuH7 et MCF7 

Les cellules sont cultivées confluentes formant des jonctions (CF) ou non confluentes à densité plus faible ou les 

cellules ne forment pas ou peu de jonctions non matures (N.CF) sur gélatine ou collagène PM : poids moléculaire 
en kDa  



 

Les cellules MCF7 n’expriment que très faiblement Tks5 et, de ce fait, n’ont pas d’activité 

de protéolyse de la matrice extracellulaire en présence et en absence de collagène de type I

(données non montrées). De plus, le collagène I ne modifie pas l’expression de la protéine 

Tks5.  

Les cellules HuH7 expriment faiblement le récepteur DDR1. A des temps d’exposition 

plus longs, l’immuno-blot révèle une augmentation de la quantité du récepteur à la 

confluence, mais ne permet pas de détecter un signal sur collagène de type I, dû à la limite de 

détection de cette technique (données non montrées).  

Ayant observé des variations d’expression protéique de DDR1, nous avons cherché à 

identifier le niveau de régulation du récepteur DDR1 au contact du collagène I. Nous avons 

mis au point une RT-PCR quantitative sur ARNm total afin de vérifier si la diminution de la 

quantité relative du récepteur DDR1 en immuno-blot pouvait être régulée au niveau 

transcriptionnel par l’exposition au collagène de type I. De plus, le collagène étant connu pour 

induire l’EMT et la régulation transcriptionnelle de l’E-cadhérine étant un évènement clé de 

ce processus, nous avons vérifié l’effet du collagène I sur l’abondance de l’ARNm de l’E-

cadhérine. 

Figure 88 : Quantification du ratio DDR1/GAPDH dans les cellules A431 et MCF7 

Le niveau d’intensité des bandes est mesuré sur le logiciel Odyssey et la quantité relative du récepteur dans les 
deux conditions gélatine et collagène, soit confluentes, soit non confluente à l’extraction protéique, est calculée 
par un ratio réalisé avec le gène de référence GAPDH n=9 T-Test significatif P< 0.05.  
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Les quantités relatives d’ARNm de DDR1 et de l’E-cadhérine ne varient pas en absence et 

en présence de collagène de type I (Figure 89). Cependant, il faut noter que les extractions 

ARN ont été réalisées sur cellules cultivées à confluence, ce qui réduit les différences, comme 

observé par les western-blot. 

Ces résultats nous indiquent que la régulation de ces deux récepteurs semble intervenir au 

niveau protéique. Il est connu que le récepteur DDR1 porte des glycosylations qui peuvent 

avoir un effet régulateur de l’activation du récepteur lorsqu’il est sous forme de dimères. Il 

reste de nombreuses zones d’ombre sur les mécanismes de régulation du récepteur. Il est 

phosphorylé en présence de collagène de type I (Juin et al. 2014). La régulation du récepteur 

se fait principalement par endocytose des récepteurs présents à la membrane des cellules. 

Seules les isoformes b à e possèdent la séquence « NPXY » permettant l’internalisation du 

récepteur (Fu et al. 2013). L’isoforme DDR1a semble ne pas pouvoir être endocytée. La 

partie extracellulaire de DDR1 peut aussi être clivée par les métalloprotéases matricielles 

(MT1-MMP, MT2-MMP et MT3-MMP mais pas par les métalloprotéases sécrétées de type 

MMP2 MMP9)(Fu et al. 2013). En 2014, il a été établi que la protéase ADAM10 induit le 

clivage de l’ectodomaine de DDR1, suite à sa liaison avec le collagène et ceci 

indépendamment de la signalisation intracellulaire de DDR1, faisant de cette protéase un 

élément régulateur de ce récepteur (Shitomi et al. 2015).  

Le clivage de DDR1 et son recyclage par endocytose pourraient être à l’origine de la 

diminution protéique du récepteur observée en western-blot. Lorsque nous avons mis au point 

Figure 89: RT-PCR quantitative de DDR1 et l’E-cadhérine dans les cellules A431 

Réalisée à partir d’ADN complémentaire de cellules A431 en absence ou en présence de collagène de type I. Les 

expériences ont été réalisées n=5 en PCR quantitatives de type SyBRGreen. Non significatif en T-test. 
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l’immunofluorescence du récepteur DDR1 endogène, nous avons observé un marquage de 

DDR1 le long des fibres de collagène à distance des cellules (Figure 90). Ceci pourrait 

correspondre à la partie clivée du récepteur. Cependant l’anticorps utilisé cible la partie 

intracellulaire de DDR1. De plus, des observations identiques ont été faites en infectant les 

cellules avec un lentivirus portant la forme DDR1 taggée GFP en C-terminale de la protéine 

et en marquant la GFP en immunofluorescence (Figure 91). Ce vecteur a été construit au 

laboratoire afin de réaliser des observations en vidéomicroscopie. Ceci indique que le 

récepteur entier semble rester accroché aux fibres de collagène I et laisse imaginer que la 

cellule partagée entre adhérence et migration arrache des parties de sa membrane pour migrer. 

Il a déjà été rapporté dans la littérature que les cellules cancéreuses possèdent des systèmes de 

réparation membranaire efficaces leur permettant de survivre à l’arrachage d’une partie de 

leur membranes (Jaiswal et al. 2014). Ceci fait l’objet d’un projet en cours au laboratoire, non 

détaillé dans ce manuscrit.  
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Figure 90: DDR1 à l’extérieur des cellules colocalise avec les fibres de collagène I 

A. Cellules MCF7 cultivées sur collagène I. Actine en rouge et DDR1 en vert. Zoom de droite correspond à un 
marquage de DDR1 extracellulaire. Le zoom de gauche correspond à un marquage DDR1 intracellulaire. B. Cellules 
MCF7 cultivées sur collagène I fluorescent. Collagène en rouge et DDR1 en vert. Zoom de droite correspond à un 
marquage de DDR1 extracellulaire. Le zoom de gauche correspond à un marquage DDR1 au niveau de la cellule. Barre 
d’échelle 3µm. 
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3. Quelle est l’implication des différentes isoformes de DDR1 dans la 

migration collective? 

DDR1 possède cinq isoformes qui pourraient être régulées différentiellement en présence 

et en absence de collagène de type I. De plus, des études ont montré que les différentes 

isoformes de DDR1 pouvaient avoir des rôles différents au sein d’une même lignée cellulaire. 

Les travaux de Ram & al, dans le gliome, ont démontré que seule l’isoforme DDR1a était 

capable de promouvoir l’adhérence et l’invasion cellulaire en comparaison avec l’isoforme 

DDR1b (Ram et al. 2006). Nous cherchons à évaluer l’implication des différentes isoformes 

dans la migration collective des cellules tumorales en présence de collagène I.  

Figure 91 : DDR1-GFP à l’extérieur des cellules de cellules A431 sur collagène I 

A. Cellules A431 DDR1-GFP cultivées sur collagène de type I. Merge actine rouge et DDR1 vert. B. Zoom de 

l’image en A correspondant à l’encadré blanc. Le marquage de la GFP taggée en C-terminale est présent en intra 
et extracellulaire. Echelle 3µm. 
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3.1. Quelles isoformes sont exprimées dans les cellules A431 ? 

 

 

Les PCR ont été réalisées à partir d’une même quantité d’ADN complémentaire. Les 

intensités de bandes pour un même couple d’amorce sont donc comparables.  

Les lignées A431 et MCF7 expriment toutes les isoformes aux tailles attendues. Il semble 

y avoir une différence de quantité relative des isoformes b et c entre les conditions gélatine et 

collagène. Cette différence est clairement visible pour la condition MCF7 confluente sur 

collagène où la réduction des isoformes b et c est clairement détectée (Figure 92).  

De façon générale, l’ARNm de DDR1 est moins abondant dans les HuH7 que dans les 

deux autres lignées, ce qui corrèle avec la détection plus faible observé par western-blot. De 

plus, le profil pour les isoformes a, b et c est différent de celui attendu. En effet, les bandes 

pour b et c sont moins abondantes et deux bandes supplémentaires apparaissent au-dessus et 

en-dessous de la bande correspondant à DDR1a. Ceci peut être dû à une modification des sites 

d’épissage alternatif pouvant faire apparaître de nouveaux variants.  

Figure 92: PCR sur les isoformes de DDR1 

L’encadré du haut présente l’amplification de trois produits correspondant aux isoformes DDR1a, b et c. 
L’encadré au centre présente l’amplification d’un produit correspondant à l’isoforme d. L’encadré du bas 
présente l’amplification d’un produit correspondant à l’isoforme e. 



Les cellules tumorales réalisant une migration collective dans un environnement riche en 

collagène de type I semblent exprimer préférentiellement l’isoforme DDR1a en comparaison 

avec les isoformes DDR1b et c. Nous avons donc cherché à déterminer le rôle de ces 

isoformes dans la formation des invadosomes linéaires et leur fonction de dégradation. 

3.2. Quel est l’impact des isoformes a et b sur la capacité des cellules à former 

des invadosomes et à dégrader la matrice extracellulaire ? 

Basés sur l’article de Ram & al, impliquant l’isoforme DDR1a dans l’invasion et 

l’isforme b dans l’adhérence, nous avons, dans un premier temps, concentré nos recherches 

sur les différences entre les isoformes DDR1a et b.  

Nous avons transfecté de façon transitoire les isoformes DDR1a ou DDR1b dans la lignée 

HUH7 de carcinome hépatocellulaire et avons quantifié la capacité des cellules à former des 

invadosomes linéaires fonctionnels. Cette lignée a été utilisée car les taux de transfection 

obtenus pour les lignées A431 et MCF7 étaient insuffisants pour conclure à un effet des 

isoformes transfectées (Figure 93).  

 

3.2.1. Effet de la surexpression des isoformes DDR1a et b sur la formation 

des invadosomes linéaires et leur activité de dégradation de la MEC 

La surexpression de DDR1a augmente la capacité des HuH7 à former des invadosomes 

linéaires fonctionnels en comparaison avec des cellules transfectées avec DDR1b ou un 

vecteur GFP vide (Figure 93). La transfection de l’isoforme DDR1b augmente, de façon 

significative la capacité des cellules à former des invadosomes en comparaison avec le 

Figure 93 : Quantification de la capacité des cellules à former des invadosomes linéaires fonctionnels 
après surexpression des isoformes a ou b de DDR1 

Quantification du pourcentage de cellules transfectées formant des invadosomes linéaires et aire de 
dégradation de la gélatine fluorescente par noyau n=3, Test statistique ANOVA P< 0.0001 
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contrôle (Figure 93). Cette augmentation du nombre de cellules formant des invadosomes 

linéaires corrèle avec une augmentation de la dégradation de la MEC. Ceci suggère que les 

isoformes DDR1a et DDR1b sont capable d’induire la formation d’invadosomes linéaires 

fonctionnels mais que l’isoforme DDR1a tient un rôle prépondérant dans la fonction de 

dégradation de la matrice de gélatine. En effet, la surexepression de DDR1a induit une 

différence de dégradation de la matrice plus importante que l’augmentation de la capacité à 

former des invadosomes linéaires en comparaison avec la surexpression de DDR1b.  

3.2.2. Effet de la surexpression des isoformes DDR1a et b sur le niveau 

d’expression du récepteur 

Les cellules transfectées sont déposées soit sur gélatine soit sur collagène, de ce fait, le 

taux de transfection est équivalent entre les deux conditions de culture. La surexpression de 

DDR1b induit une drastique diminution de l’expression protéique du récepteur total en 

condition collagène comme observé précédemment. Cependant, cette diminution est moins 

contrastée lorsque l’isoforme DDR1a est surexprimée (Figure 94). Ceci suggère que 

l’isoforme DDR1a ne soit pas soumise à la régulation par le collagène de type I. L’isoforme 

DDR1a pourrait alors se concentrer sur les fibres de collagène I et être l’isoforme majeure 

responsable de la formation des invadosomes linéaires. 

 

 

Figure 94 : Westerns de surexpression des isoformes a et b dans les HUH7 

Western à partir d’extrait d’HUH7 cultivées sur gélatine (G) ou sur collagène I (Col I). Les cellules sont 
confluentes au moment de l’extraction.  
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Discussion 

Le récepteur DDR1 a été impliqué dans le maintien de la cohésion cellulaire au cours du 

processus de migration collective des cellules tumorales. Il forme un complexe avec l’E-

cadhérine et les protéines de polarité qui stabilisent les jonctions cellules-cellules (Hidalgo-

Carcedo et al. 2011). Cependant nous tendons à démontrer dans notre étude que le maintien 

de la cohésion cellulaire n’est pas la seule fonction de DDR1 dans ce contexte. Il est, en tout 

ou en partie, responsable de la fonction de dégradation de la MEC nécessaire à la migration 

collective. Ces fonctions différentes semblent assurées par des isoformes différentes du 

récepteur.  

1. L’importance de la MEC dans l’étude de la progression tumorale et l’invasion  

Le microenvironnement tumoral tient un rôle central dans la progression tumorale. La 

composition et la rigidité de la MEC changent dans la région péritumorale. Le collagène de 

type I, responsable de la formation des invadosomes linéaires in vitro (A. Juin et al. 2012), est 

surexprimé dans les cancers du sein et très présent dans le derme de la peau (Gilkes et al. 

2013; Ramaswamy et al. 2003).  

Le collagène de type I est un inducteur de l’EMT (Shintani et al. 2008; Llorens et al. 

1998; Medici & Nawshad 2010). Lors de la migration collective, les cellules en contact direct 

avec la MEC, riche en collagène de type I, pourraient entrer en semi-EMT, affaiblir leur 

jonctions cellule-cellule en régulant la localisation du récepteur DDR1 et promouvoir la 

formation d’invadosomes linéaires afin de dégrader la MEC et progresser dans leur invasion 

du tissu environnant. Ceci est en accord avec l’idée énoncée par Friedl & al selon laquelle les 

cellules migrant collectivement pourraient subir des vagues d’EMT incomplètes, permettant 

la succession d’étapes de dégradation de la MEC et d’avancée cohésive dans le 

microenvironnement (Friedl et al. 2012).  

Nos études et celle d’un groupe de recherche extérieur au laboratoire impliquent le 

récepteur DDR1 dans le phénomène de dégradation de la MEC via la formation 

d’invadosomes linéaires (A. Juin et al. 2012). Cependant, d’autres équipes impliquent les 

intégrines dans la formation des invadosomes dans un contexte de matrice dense de collagène 

I fibrillaire (Artym et al. 2015) et montrent une corrélation négative entre la densité de la 

matrice, la formation et l’activité des invadosomes (Enderling et al. 2008). La comparaison 

des conditions de fibrillogenèse du collagène décrite dans ces articles, démontre que des 

conditions de polymérisation différentes du collagène impliquent des voies de signalisations 

différentes. Dans nos conditions, nous observons une activation majeure de la voie DDR1 
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alors que les autres conditions de polymérisation induisent une activation de la voie des 

intégrines. Plusieurs articles traitent d’une coopération DDR1-intégrine et sont peut-être 

proches de ce qu’il peut se passer en réalité car, lorsqu’une cellule exprime deux types de 

récepteurs pouvant se lier à un même ligand, ces deux récepteurs peuvent s’y lier. Il est 

possible qu’il y ait une cinétique d’intervention des différents récepteurs dans le temps et à 

des localisations différentes permettant la grande plasticité des cellules.  

Nous mettons en avant ici l’importance de la matrice utilisée pour cultiver les cellules et 

suggérons qu’il est nécessaire de progresser dans l’élaboration et l’utilisation d’une MEC plus 

proche de celle présente au sein des tumeurs afin que nos études en deux ou trois dimensions 

soit les plus relevantes possibles. La simple fibrillogenèse du collagène de type I, 4h à 37°C à 

pH neutre a permis la découverte de nouvelles structures d’actine, responsables de la 

dégradation de la MEC, et l’implication d’un nouveau récepteur dont la surexpression au sein 

des tumeurs pourrait prendre son sens moléculaire. De plus, avec le développement rapide de 

la culture en 3 dimensions et la microscopie intravitale, le champ des possibles s’ouvre à des 

recherches de plus en plus proches des évènements qui se produisent in vivo qui permettront 

dans un futur proche de comprendre le rôle précis de ces structures in vivo.  

2. Une isoforme – une fonction  

DDR1 est devenu en quelques années, une cible impliquée dans la progression du cancer. 

Les publications à son sujet sont exponentielles. Cependant, il existe deux membres dans la 

famille des récepteurs à domaine discoïdine : DDR1 et DDR2. Lorsque nous avons testé un 

grand nombre de lignées cellulaires, pour démontrer que toutes permettaient la formation des 

invadosomes linéaires, nous nous sommes aperçus que les deux récepteurs pouvaient 

coexister au sein d’une même lignée. De plus, DDR1 possède 5 isoformes différentes issues 

d’un épissage alternatif. La plupart des études se focalisent sur l’un ou l’autre de ces 

récepteurs alors que les lignées expriment les deux membres. De plus, le récepteur DDR1 est 

souvent étudié dans sa globalité alors qu’il est présent en 5 versions différentes dont deux ne 

présentent pas d’activité kinase. De plus, en utilisant les mêmes modèles cellulaires, il est 

possible que les cellules n’expriment pas les mêmes récepteurs. Un article a impliqué le 

récepteur DDR2 dans la lignée MDA-MB-231 (Zhang et al. 2013) alors que notre lignée 

provenant de l’ATCC ne l’exprime pas. Les cellules ont tendance à dériver en culture, nous 

suggérons donc d’utiliser des cellules authentifiées ou provenant d’organismes comme 

l’ATCC qui contrôle la qualité des cellules.  

 Nous avons démontré que le récepteur DDR2 induit aussi la formation des invadosomes 

linéaires (données non publiées) et une étude est actuellement en cours au laboratoire pour 
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comprendre l’implication des récepteurs DDR1 et DDR2 dans la formation des invadosomes 

linéaires et leur activité de dégradation de la matrice au sein d’une même lignée. Nous avons 

démontré ici que des isoformes différentes de DDR1 peuvent avoir des rôles différents. Nous 

suggérons que l’étude du récepteur DDR1 soit faite en tenant compte des différentes 

isoformes exprimées par les cellules d’intérêt, afin d’être de plus en plus précis sur le rôle de 

ce récepteur dans la progression tumorale.  

3. Une possible régulation de DDR1 par les microARN  

La régulation du récepteur DDR1 est encore loin d’être complètement élucidée. Plusieurs 

publications associent le MiR199a-5p à DDR1 démontrant que celui-ci est ciblé dans sa partie 

3’non traduite par le microARN (Shen et al. 2010; Hu et al. 2014; Kim et al. 2015). Lorsque 

nous nous sommes intéressés aux isoformes DDR1a et DDR1b, nous avons identifié dans la 

littérature des éléments suggérant que l’isoforme DDR1a puisse ne pas être régulée comme 

les autres isoformes. En effet, elle ne possède ni la séquence permettant l’endocytose du 

récepteur ni même celle permettant son clivage. De plus, lorsque nous avons hybridé, in 

silico, la séquence du microARN miR199a-5p sur celle des différentes isoformes, nous avons 

découvert que ce microARN s’hybride dans la séquence codante du récepteur et que seule 

l’isoforme DDR1a ne permet pas l’hybridation du miR199a-5p, dû à son épissage alternatif 

de l’exon possédant la séquence d’hybridation du microARN. Ceci suggère, avec nos résultats 

démontrant l’implication de l’isoforme DDR1a dans la dégradation de la MEC, que des 

isoformes différentes de DDR1 puissent avoir des modes de régulation différents au sein 

d’une même cellule notamment par l’expression d’un microARN.  

4. Des inhibiteurs oui ! Mais ciblés ! 

La recherche d’inhibiteurs de DDR1 est en cours. Plusieurs articles dans la littérature en font 

l’objet. Un des premiers inhibiteurs identifiés a été le Nilotinib, préalablement connu pour 

cibler Bcr-Abl, s’est avéré efficace pour inhiber l’activité de phosphorylation de DDR1 (Day 

et al. 2008). Nous avons déjà démontré dans notre article précédent que l’activité kinase de 

DDR1 n’était pas nécessaire à la formation et l’activité des invadosomes linéaires (Juin et al. 

2014). Ceci porte le message que des inhibiteurs spécifiques de la liaison au collagène 

devraient être développés pour inhiber la dégradation et l’invasion de la MEC. Nous précisons 

ici qu’il serait judicieux de développer des inhibiteurs spécifiques de l’isoforme DDR1a afin 

d’inhiber spécifiquement la fonction de dégradation de la MEC tout en maintenant les 

isoformes permettant la cohésion cellulaire et ainsi contenir les cellules au sein de la tumeur 

primaire mais aussi de ne pas altérer les tissus sains ou DDR1 est stabilisé aux jonctions 

cellule-cellule. 
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Conclusions- Perspectives 

Nous avons démontré, qu’en contexte de migration collective de cellules tumorales, dans 

un environnement riche en collagène de type I, le récepteur DDR1 possède une double 

localisation. Au sein d’un amas cellulaire, les cellules en contact direct avec le collagène 

présentent DDR1 au niveau des fibres de collagène alors que les cellules du centre de l’amas 

conservent DDR1 aux jonctions cellulaires, comme observé précédemment dans les travaux 

d’Hidalgo-Carcedo (Hidalgo-Carcedo et al. 2011). La localisation aux fibres de collagène I 

s’accompagne de la formation d’invadosomes linéaires et d’une dégradation de la MEC. De 

plus, le collagène de type I déstabilise les jonctions cellulaires : la protéine Par3 ne se localise 

plus aux jonctions dans ces conditions de culture et la déstabilisation des jonctions par 

l’utilisation d’un siARN dirigé contre l’E-cadhérine induit une augmentation de la 

dégradation de la MEC.  

De façon inattendue, l’expression protéique du récepteur DDR1 diminue significativement 

en présence de son ligand, le collagène de type I. Cette régulation est protéique car cette 

diminution n’est pas retrouvée au niveau ARNm. L’observation du récepteur sur les fibres de 

collagène, à l’extérieur des cellules, suggère que la diminution observée puisse être en partie 

due à l’arrachage des membranes aux sites d’adhérences entre le récepteur et la fibre de 

collagène.  

Enfin, le récepteur DDR1 possède plusieurs isoformes. Basé sur la littérature, nous avons 

émis l’hypothèse que des isoformes différentes puissent être impliquées dans des fonctions 

différentes. Nous avons démontré que la surexpression de l’isoforme DDR1a est impliquée 

dans l’augmentation de l’activité de dégradation des invadosomes linéaires. Nous suggérons 

ici une régulation du récepteur par un microARN dont l’expression serait induite par la liaison 

du récepteur lui-même aux fibres de collagène de type I.  

Des expérimentations supplémentaires devront être réalisées afin de compléter ces travaux 

en répondant entre autres aux questions suivantes :  

1) Concernant la stabilité des jonctions cellulaires en présence de collagène de type I, 

nous devrons mesurer leur résistance suite à la delocalisation de DDR1 aux fibres de 

collagène en utilisant des outils de quantification d’images avec lesquels nous pourrons 

comparer les intensités du marquage E-cadhérine aux jonctions en présence et en absence de 

collagène I. Nous avons déjà observé un remodelage majeur de l’E-cadhérine au sein des 

amas cellulaires, en présence de collagène I. Il faudra de plus mesurer l’impact du siARN 

contre l’E-cadhérine sur la capacité des cellules à former des invadosomes linéaires mais 



!

aussi effectuer les expérimentations inverses de surexpression de la protéine et quantifier la 

capacité des cellules à former des invadosomes et à dégrader la matrice. Nous nous attendons 

dans ce cas à observer une diminution de la capacité des cellules à former des invadosomes 

linéaires mais aussi une diminution de la dégradation de la matrice.  

2) La localisation de DDR1 a été étudiée en 2D. Nous devrons compléter notre étude par 

l’analyse de sa localisation dans un modèle de gel en 3D mais aussi en implantant les cellules 

de carcinome épidermoïde dans un modèle plus physiologique de peau reconstituée, 

développé par une de nos collaboratrices, le Dr Muriel CARIO-ANDRE à Bordeaux. Au sein 

de ces différents modèles, nous pourrons localiser les isoformes DDR1a et DDR1b, à l’aide 

de constructions taggées, afin de préciser leur localisation et leurs rôles associés. De plus, 

nous pourrons utiliser la RT-qPCR des différentes isoformes que nous sommes en train de 

mettre au point. Celle-ci permettra de quantifier le niveau d’expression de chaque isoforme 

dans des échantillons humains de carcinome épidermoïdes de grades différents et de tissus 

péritumoraux associés. Nous pourrons ainsi vérifier la surexpression de DDR1a à l’interface 

entre la tumeur et le tissu péritumoral, en comparaison avec les cellules du centre de la 

tumeur. Ceci pourra être réalisé par microdissection sur coupes de tumeurs ou des zones 

intratumorales et à l’interface avec le tissu sain seront prélevées et analysées en RT-PCR 

quantitative.  

3) Enfin, afin de préciser la régulation du récepteur au cours de la migration collective des 

cellules tumorales dans un contexte riche en collagène de type I fibrillaire, nous testerons 

l’effet de l’inhibition des différentes voies de recyclage des protéines (protéasome, 

lysosome… ) sur l’expression protéique du récepteur. Ceci permettra de déterminer si une de 

ces voies est impliquée dans la diminution protéique du récepteur observée sur collagène I. 

Nous vérifierons si les isoformes de DDR1 sont différentiellement régulées sur collagène I en 

mettant au point des RT-PCR quantitative pour chaque isoforme. Nous investiguerons enfin, 

la voie de régulation supposée par le microARN miR199a-5p. Dans un premier temps, nous 

vérifierons s’il présente une différence d’expression en absence et en présence collagène I. 

Puis, nous quantifierons sa variation quantitative en fonction de l’isoforme de DDR1 

surexprimée afin de déterminer si une isoforme particulière de DDR1 est capable d’induire 

l’expression du microARN. Nous réalisons aussi l’expérimentation inverse de surexpression 

du microARN miR199a-5p et son impact sur l’abondance des différentes isoformes de DDR1 

au niveau ARNm. Enfin, nous tenterons de visualiser les différentes isoformes de DDR1 dans 

des gels de western-blot 2D, afin d’avoir un regard sur les variations protéiques des 
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différentes isoformes en présence ou non de collagène et en surexprimant ou éteignant le 

microARN miR199a-5p.  

A terme, cette étude permettra de démontrer un double rôle de DDR1 dans la migration 

collective des cellules tumorale, dans un environnement riche en collagène de type I fibrillaire 

impliquant des isoformes différentes de DDR1. Un modèle des résultats obtenus et attenus est 

présenté sur la figure 95. 

Ceci permettra d’orienter la recherche d’inhibiteurs, actuellement en cours vers une 

isoforme spécifique du récepteur dans l’espoir de cibler spécifiquement l’activité de 

dégradation du récepteur tout en conservant la cohésion cellulaire. Nous testerons des anti-

miR sur la capacité d’invasion des cellules dans un gel 3D. Les données qui auront été 

générées sur le microARN miR199a-5p pourront permettre d’envisager un développement de 

thérapie à l’aide d’anti-miR, si la régulation du microARN miR199a-5p permet une 

autorégulation du récepteur DDR1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 95: Modèle d'un double rôle de DDR1 dans la migration collective des cellules tumorales en 
contexte collagène I 

A. Modèle de migration collective en contexte riche en collagène de type I résumant les résultats obtenus. B. 
Modèle de migration collective en contexte riche en collagène de type I résumant les hypothèses 
moléculaires de régulation des différentes isoformes de DDR1 et leur rôles différents au sein d’un même 
amas de cellules cohésives.  
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Projet en cours 2 

 

Rôle de l’actine dans la dynamique des fenêtres des cellules 

endothéliales sinusoïdales hépatiques en microscopie haute 

résolution STED 

 

Role of actin in dynamics of liver sinusoidal endothelial cells fenestrae in 

STED high resolution microscopy 

 

Di Martino J, Legros P, Raymond AA, Dupuy JW, Bioulac Sage P, Balabaud C, Moreau 

V, Saltel F. 
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Introduction  

 

Le foie a un rôle essentiel dans le maintien de l’homéostasie métabolique générale. Il est 

richement vascularisé par des capillaires sinusoïdes présents entre chaque travée 

hépatocytaire. Ces sinusoïdes sont constitués de cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques 

(CESH) présentant des pores dans leur membrane appelés « fenêtres». Les capacités 

d’endocytose de ces cellules et la présence de fenêtres arrangées en tamis sélectif selon leur 

diamètre permettent des échanges bidirectionnels facilités entre la circulation sanguine et les 

hépatocytes.  

Les fenêtres, d’un diamètre moyen d’une centaine de nanomètres chez la souris, sont des 

structures décrites comme étant dynamiques et contractiles. Le cytosquelette d’actine et 

l’influx calcique ont été suggérés comme pouvant avoir un rôle dans la modulation des 

fenêtres. Du fait de leurs petites tailles et de l’absence de marqueurs spécifiques permettant de 

les observer, ces structures ont été principalement étudiées en microscopie électronique. 

Récemment observées en microscopie optique haute résolution SIM puis STORM, leur étude 

est toujours réalisée sur des cellules fixées.  

Lorsque le foie subit des agressions répétées, que ce soit par des atteintes virales de type 

hépatiques, toxiques (excès d’alcool) ou métabolique (accumulation de fer par exemple), il 

rentre en processus de fibrose. La fibrose est une maladie chronique qui se manifeste par une 

accumulation excessive d’éléments de la matrice extracellulaire (MEC) dans l’espace de 

Disse ainsi qu’un processus de capillarisation des sinusoïdes. Ce processus de capillarisation 

est définit par l’apparition d’une membrane basale discontinue autour des sinusoïdes et la 

dédifférenciation des CESH qui perdent leurs capacités d’endocytose ainsi que leurs fenêtres, 

réduisant ainsi les échanges entre le sang et les hépatocytes. A terme, la fibrose conduit à une 

cirrhose dont la finalité est soit la mort du patient soit un carcinome hépatocellulaire. 

Alors que cette maladie avait un caractère irréversible il y a quelques années, des cas de 

réversion de fibrose ont été observés par le corps médical et cela même à un stade avancé de 

la maladie. Ceci suscite des interrogations quant à la physiologie du foie subnormal post-

fibrose. Par exemple, la fermeture des fenêtres est-elle réversible ou l’endothélium est-il 

entièrement ou partiellement renouvelé via l’intervention de cellules souches circulantes? Par 

conséquent, la compréhension des mécanismes de formation de ces structures et l’observation 

de leur dynamique pourrait, dans un contexte de fibrose, permettre de développer des drogues 

restaurant la fonction de drainage du foie.  
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Les objectifs de notre étude sont donc : 1) de déterminer le rôle de l’actine dans la 

dynamique des fenêtres sur matériel vivant ; 2) de tester la réversibilité de leur 

fermeture lors de la fibrose ; 3) puis le cas échéant, de tester des drogues permettant 

leur réapparition et enfin 4) d’identifier des marqueurs spécifiques des fenêtres.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats 

1. Validation du modèle murin utilisé  

Le premier défi rencontré dans la réalisation de ce projet a été d’ordre technique. Il n’existait 

pas, jusqu’il y a un an, de lignée de CESH. De plus, l’étude bibliographique des CESH a 

montré que ces cellules étaient rapidement dédifférenciées en culture. Nous nous sommes 

donc placés dans un modèle murin, de souris N.M.R.I non consanguines âgées de plus de 15 

semaines permettant l’isolement de CESH pour chaque expérimentation. Un matériel et 

méthodes détaillé est présenté en annexe page 296.  

 Un jour après isolement des CESH à partir de foies de souris, nous avons, d’une part, 

vérifié la qualité des cellules obtenues en microscopie à fluorescence confocal, en utilisant 

deux marqueurs : eNOS et l’acetyl-LDL, marquant respectivement, les cellules endothéliales 

et la capacité d’endocytose des cellules. Et d’autre part, nous avons vérifié la présence de 

fenêtres en microscopie électronique. 

 Nous avons alors pu observer que les CESH expriment le marqueur eNOS, présentent 

une activité d’endocytose péri-nucléaire et des fenêtres organisées en « sieve plate » 

observées en microscopie électronique à balayage. Ces observations traduisent de la qualité 

des isolements de ces cellules et de la conservation de leur différenciation (Figure 96).  

A fort grossissement, en microscopie électronique à transmission, les fenêtres des CESH, 

un jour après isolement, se révèlent être entourées d’un anneau dense de cytosquelette, 

comme observé précédemment (Braet et al. 1998; Nagai et al. 2004; Gatmaitan et al. 1996)

Figure 96 : Validation de la qualité des isolements de CESH à partir de foie de souris  

A. Fenêtres organisées en « sieve plates » en microscopie électronique à balayage, un jour après isolement des 
CESH. B. Marquage de l’acetyl-LDL autour des noyaux démontrant une activité d’endocytose des cellules. C. 
Marquage d’eNOS en vert, noyaux en bleu et actine en rouge.  
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(Figure 97a). En microcopie confocale, ces cellules présentent un cytosquelette d’actine dense 

sur les pourtours cellulaires, avec quelques courtes fibres de stress et la présence de 

podosomes (Juin et al. 2013). Le réseau de microtubule est régionalisé et délimite les zones de 

fenêtres (Figure 98a).  

 

 

 

 

 

 

Six jours après isolement, les cellules sont plus étalées. Elles ont perdu leurs fenêtres qui 

ne sont plus observées en microscopie électronique à transmission ni à balayage  (Figure 97b 

et Figure 98b). Cette perte de fenêtres, s’accompagne de changements drastiques dans 

l’organisation du cytosquelette. En effet, les cellules présentent alors de nombreuses fibres de 

stress dans tout le cytoplasme et un réseau dense de microtubules (Figure 98b). Ce modèle in 

vitro mime la perte des fenêtres observée dans les premières étapes du processus de fibrose 

hépatique.  

Figure 97 : Fenêtres en microscopie électronique à transmission  

Images de microscopie électronique à transmission A. un jour après isolement, ou se trouvent des fenêtres 
entourées d’un anneau dense de cytosquelette B. et après six jours de culture. Les CESH ont perdue leurs fenêtres 
mimant la perte des fenêtres observée lors de la fibrose hépatique. Barres d’échelle : 50nm 



2. La perte des fenêtres est- elle réversible ?  

En culture, les CESH fraichement isolées perdent leurs fenêtres en quelques jours et de façon 

concomitante, un réarrangement du cytosquelette de ces cellules s’opère. Précédemment dans 

la littérature, il a été démontré que des drogues dépolymérisant l’actine telles que la 

cytochalasine B et la latrunculine A sont capables d’augmenter le nombre de fenêtres en 

quelques minutes. Cette augmentation de leur nombre est accompagnée d’une légère 

diminution de leur taille (±10nm) (Braet Hepatology 1996). Ceci traduit de l’aspect 

dynamique de ces structures. Du fait que, de nouvelles fenêtres se forment, sous l’action de 

drogues dépolymérisant l’actine, nous avons voulu tester l’effet de ces drogues sur des 

cellules ayant perdues leur fenêtres. Nous posons ainsi la question de la réversibilité de la 

perte de ces structures. Les cellules ont été traitées 45 minutes avec 0.5µM de cytochalasine D 

un jour et six jours après isolement. Nous avons vérifié l’action de la drogue en marquant 

l’actine et la tubuline de ces cellules en microscopie confocale. Après traitement, toutes les 

fibres de stress sont dépolymérisées. Il se produit une réorganisation du réseau des 

microtubules, qui retrouve une organisation similaire à celle observée un jour après isolement 

sans traitement (Figure 99 a et b). 

Figure 98: Le cytosquelette des CESH et fenêtres en microscopie électronique à balayage 

A. Images de microscopie confocale, un jour après isolement des CESH marquées actin en rouge et tubuline en 
vert et observées en microscopie électronique à balayage (SEM « scanning electronic microscopy »). B. Images de 
microscopie confocale, six jours en culture. Barre d’échelle 5µm actine en rouge, noyaux en bleu, tubuline en vert, 
SEM en gris. LSEC=CESH 
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De façon surprenante, la dépolymérisation de l’actine suite au traitement avec la 

cytochalasine D induit la formation de fenêtres dans des CESH dédifférenciées (Figure 99c). 

Cette reformation de fenêtres est confirmée en microscopie électronique à transmission 

(Figure 100b). Ceci suggère que l’actine ne soit pas nécessaire à la formation des fenêtres.  

De plus, le traitement à la cytochalasine D induit la perte de l’anneau dense de 

cytosquelette dans les cellules un jour après isolement (Figure 100a) et les fenêtres 

nouvellement formées sur cellules dédifférenciées ne présentent pas d’anneau de 

cytosquelette (Figure 100b). Ceci suggère que l’anneau dense de cytosquelette contient de 

l’actine.  

Figure 99: Effet de la cytochalasine D sur la formation des fenêtres dans des CESH dédifférientiées 

A. Image de microscopie confocale de l’actine en rouge de CESH six jours après isolement avec traitement 
cytochalasine D Barre d’échelle 5µm. B. Image de microscopie confocale de la tubuline en vert de CESH six 
jours après isolement avec traitement cytochalasine D Barre d’échelle 5µm. C. Image en microscopie 
électronique à balayage d’une « sieve plate » présentant des fenêtres. Barre d’échelle 2µm.!

Figure 100 : Fenêtres en microscopie électronique à transmission après traitement à la cytochalasine D 

A. Image de microscopie à balayage à fort grossissement après traitement à la cytochalasine D de cellules un 
jour après isolement. B. Image de microscopie à balayage à fort grossissement après traitement à la 
cytochalasine D de cellules six jours après isolement.  Barres d’échelle : 50nm 
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Aux vues de ces résultats, l’actine ne semble pas impliquée dans le mécanisme de 

formation des fenêtres. Cependant, elle pourrait avoir un rôle architectural de maintien du 

diamètre des fenêtres et ainsi permettre le contrôle des molécules pouvant diffuser ou non en 

fonction de leurs tailles. De plus, la perte des fenêtres semble être réversible et concorde avec 

les observations cliniques de possibilité de réversion de fibrose.  

L’apparition de fenêtres après traitement à la cytochalasine D suggère que ces structures 

sont dynamiques. Afin de pouvoir démontrer cette dynamique des fenêtres sur cellules 

vivantes, nous avons mis au point l’association d’une nouvelle méthode de microscopie haute 

résolution, le STED, avec un marqueur des lipides membranaires, le CellMask.  

3. Une nouvelle méthode de visualisation des fenêtres pour en étudier la 

dynamique: le STED 

Récompensée d’un prix Nobel en 2014 (attribué à Stefan W. Hell, Eric Betzig et William 

Moerner), la microscopie haute résolution permet d’obtenir une résolution inférieure à celle 

d’un microscope confocal (<200nm) en évitant les préparations d’échantillons lourdes que 

nécessite la microscopie électronique et d’avoir accès à l’aspect dynamique de ces structures 

sur cellules vivantes.  

 Nous avons utilisé la microscopie STED couplée au marquage des cellules avec un 

marqueur des lipides membranaires afin d’illuminer les membranes plasmiques et observer 

les fenêtres par absence de marquage.  

A l’aide de cette méthode, nous voulons mettre observer la dynamique des fenêtres et 

répondre aux questions suivantes : ces structures sont-elles stables ? Ou alors font-elles des 

cycles « d’ouverture-fermeture » ? Quelles sont la stabilité et la dynamique de ces structures 

après traitement à la cytochalasine D ? 
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Nous avons tout d’abord validé notre méthode d’observation, sur cellules fixées, en la 

comparant à la microscopie confocale classique. La Figure 101 présente une « sieve plate » 

contenant des fenêtres qui en sont pas observable en confocale (A) mais apparaissent bien 

délimitées en STED (B). 

 

 

Enfin nous avons validé nos précédents résultats obtenus avec les traitements à la 

cytochalasine D. Les cellules, un jour après isolement présentent des fenêtres organisées en 

« sieve plates » (Figure 102 a et d). Six jours après isolement, les cellules ont perdu leurs 

fenêtres (Figure 102 b et e) mais réapparaissent après traitement à la cytochalasine D (Figure 

102 c et f). 

Figure 101 : Validation du modèle en STED 

A. Image de microscopie confocale d’une « sieve plate » marquée avec le CellMask deep red  B. Image en STED de 
la même « sieve plate » marquée avec le CellMask deep red . Echelle 150nm. 



Notre nouvelle méthode validée, nous avons souhaité mettre en évidence le rôle de 

l’actine dans ces structures. Comme abordé précédemment, la présence d’un anneau de 

cytosquelette autour des fenêtres, qui disparait avec les traitements cytochalasine D nous ont 

permis d’émettre l’hypothèse selon laquelle, l’actine pouvait être une protéine maintenant 

l’architecture des fenêtres (Figure 103). Pour répondre à cette question, nous avons réalisé des 

marquages de l’actine en STED et observé un pattern semblable aux fenêtres. Dans la 

perspective de compléter ce projet, nous devons à présent réaliser les images STED deux 

couleurs afin de tenter de colocaliser l’actine autour des fenêtres. 

 

 

 

 

 

Figure 102 : Validation des observations de microscopie électronique en STED 

A. Image STED de fenêtres de CESH un jour après isolement. B. Image STED de CESH six jours après isolement 
C. Image STED de fenêtres de CESH six jours après isolement avec traitement à la cytochalasine D. Les images 
D à F sont respectivement, des zooms des encadrés des images A à C. Marquage CellMask deep red. 



!

"
#
$
%
,
2
(
'

 

4. Observation des fenêtres sur cellules vivantes en STED 

Par la suite, nous avons testé le STED sur cellules vivantes afin de vérifier si la 

dynamique attribuée à ces structures dans la littérature était observable en temps réel.  

Dès nos premières observations en temps réel, nous avons noté une différence de taille des 

fenêtres en comparaison avec des cellules fixées qui avaient servi à valider notre nouvelle 

méthode d’observation. Nous avons observé des cellules avant et après fixation et imagé les 

mêmes régions avant/après.  

Nous avons tout d’abord observé une augmentation de la taille des fenêtres due à un 

artéfact de fixation qui est plus important, lorsqu’on utilise le paraformaldéhyde que 

lorsqu’on utilise la glutaraldéhyde, pour fixer les cellules (Figure 104).  

Ensuite, nous avons testé notre nouvelle méthode d’observation sur cellules vivantes afon 

d’observer  la dynamique des fenêtres en temps réel.  

Nous avons réalisé un film d’environ deux heures, où l’on voit les fenêtres des CESH un 

jour après isolement. Les fenêtres sont stables dans le temps et aucune dynamique d’ouverture 

et de fermeture n’a été observée. L’ajout de cytochalasine D ne perturbe pas la stabilité des 

fenêtres en observation en temps réelle en STED et nous n’observons pas comme sur matériel 

fixé d’apparition de fenêtres. A la fin de l’observation, nous ajoutons le paraformaldéhyde et 

observons une dilatation des fenêtres due à la fixation (Figure 105). 

Enfin nous avons réalisé un film d’une heure et demi des CESH, six jours après isolement. 

En présence de cytochalasine D, nous avons pu observer l’ouverture puis la fermeture de 

structures compatibles avec la taille des fenêtres observées en STED. D’autres observations 

doivent être maintenant réalisées (Figure 106).

Figure 103: Marquage de 
l'actine dans les CESHs à J1 

Marquage CellMask deep red. 

L’image de droite correspond 
au zoom de l’encadré rouge  
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Figure 104: Fenêtres des CESH avant et après fixation en STED 

A. Image STED de CESH vivante un jour après isolement B. Image STED de CESH fixée au 

paraformaldéhyde  un jour après isolement de la même zone que l’image A. C. Image STED de CESH 
vivante un jour après isolement D. Image STED de CESH fixée au glutaraldéhyde un jour après isolement 
de la même zone que l’image C  Echelle 500nm.  
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Figure 106: Observation dynamique des fenêtres des CESH, six jours après isolement, en traitement 
cytochalasine D, en STED 
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Figure 105: Observation dynamique des fenêtres des CESH, un jour après isolement, en STED 
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5. Recherche de marqueurs spécifiques des fenêtres 

Actuellement, aucun marqueur des fenêtres des CESH n’a été mis en évidence. Leur 

mécanisme de formation n’est pas non plus élucidé. Nous cherchons à identifier des protéines 

constituant les fenêtres, nécessaires à leur formation et/ou leur maintien. Pour cela, nous 

avons choisi de réaliser une analyse protéomique en tandem LC-MS/MS.  

Nous avons choisi de comparer le protéome total d’une lignée de cellules endothéliales du 

nœud lymphatique murine, ne pouvant normalement pas former de fenêtres, avec des CESH 

dont les protéines ont été extraites un jour après isolement, à partir de foies de souris. Nous 

avons choisi la quantification par MS-count (comptage du nombre de scan MS/MS) adaptée à 

la comparaison d’échantillons protéiques très différents. Nous n’avons pas comparé les 

protéomes des CESH un jour et six jours après isolement car les principales différences 

observées auraient été dues à la dédifférenciation s’opérant lors de la mise en culture 

prolongée, gênant l’identification de candidats potentiels.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 107: Analyse des CESH ne spectrométrie de masse

A. Echantillons protéiques ayant servi à l’analyse en spectrométrie de masse. 1,2,3 représentent les triplicatas 
biologiques issus de la lignées SVEC4-10 ne formant pas de fenêtres pour les contrôle et issus de CESH de souris 
N.M.R.I pour les échantillons d’intérêt. Concernant les échantillons issus de souris, chaque n correspond à deux 

animaux regroupés au cours de l’isolement soit une analyse sur un total de 6 animaux. (*) représente des protéines 

présentes uniquement dans les échantillons d’intérêt. MW = marqueur de taille B. Volcanoplot représentant les 
résultats de spectrométrie de masse. Le quart supérieur droit (en rouge) représente les protéines spécifiquement 
exprimées dans les CESH en comparaison avec les SVEC4-10 p-value =0.05.  
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Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 107. Afin de sélectionner les candidats 

potentiels, nous avons utilisé une succession de filtres présentés sur la Figure 108. Nous 

avons dans un premier temps vérifié la qualité des identifications, suite à l’application d’un 

premier filtre sur les données brutes issues du spectromètre de masse. Nous avons 

volontairement sélectionné les protéines identifiées avec au moins 2 peptides uniques détectés 

pour cette protéine. Les protéines présentées dans la première partie du Tableau 7 démontrent 

la qualité de l’identification réalisée. Par exemple les marqueurs des CESH, PECAM (ou 

CD31), ICAM, intégrines β1, α1 et α5, CD36, connus pour être exprimés dans les CESH ont 

bien été identifiés. En revanche, il est possible que la mise en culture des CESH ait modifié 

leur expression normale car nous avons identifiés les marqueurs intégrines α2, α3 et α6 qui 

sont normalement exprimés dans des CESH issues de foies cirrhotiques.  

Suite à l’application du premier filtre, 337 protéines ont été sélectionnées. Nous 

recherchions des protéines de structures pouvant maintenir les fenêtres de ces cellules donc 

l’application d’un second filtre dans Gene Ontology a permis d’identifier 15 protéines de 

structure. Une analyse bibliographique Pubmed et Genecard a permis de mettre en évidence 3 

candidats potentiellement impliqués dans l’architecture des fenêtres des CESH, qui sont la 

dystrophine, la syntrophine et la protéine PV-1. Cette dernière est impliquée dans la formation 

Figure 108 : Stratégie de sélection des candidats 

Cet arbre de décision représente les filtres appliqués successivement aux données brutes issues du spectromètre 
de masse. Trois candidats ont été retenus après application de trois filtres successifs à partir de 4637 protéines 
identifiées par le spectromètre. 

 



du diaphragme des cellules fenestrées du rein alors que les deux précédentes sont des 

protéines connues pour interagir avec l’actine au niveau des membranes plasmiques, 

impliquées dans les myopathies, maladies musculaires ayant dans certains cas des atteintes 

hépatiques.  
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Tableau 7: Vérification des identifications de protéines connues et candidats sélectionnés 

La première partie du tableau représente des protéines connues pour être exprimées (carré vert) ou non (carré rouge) dans 
les CESH qui ont été identifiées dans l’analyse permettant de valider la qualité de l’identification par spectrométrie de 
masse et du traitement des données brutes. La seconde partie du tableau présente les trois candidats issus de l’analyse en 
spectrométrie de masse. Pour chaque protéines sont présentés le code d’accession Uniprot, le nom de la protéine, le 
nombre de peptides uniques identifiés pour cette protéines, la médiane de trois réplicas du nombre de scan MS/MS des 
cellules contrôle (SVEC) et la médiane de trois réplicas du nombre de scan MS/MS des cellules d’intérêt (LSEC). Code 
couleur gradient d’intensité de rouge corrélé à une médiane croissante.  
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Discussion- Conclusions-Perspectives 

Les  fenêtres des CESH sont de petites structures que nous avons, pour la première fois, 

observées sur cellules vivantes, en microscopie optique superrésolutive STED.  De plus, nous 

avons démontré que l’ajout d’une drogue dépolymérisant l’actine, la cytochalasine D était 

capable d’induire la formation de fenêtres aussi bien sur CESH différenciées (jour 1 après 

isolement) que sur CESH dédifférenciées (jour 6 après isolement). Ces résultats ont été 

obtenus en microscopie électronique et confirmés par une nouvelle méthode d’observation en 

microscopie STED, sur cellules fixées. 

Nous avons pu observer un marquage de l’actine en STED, semblable à celui observé 

avec le CellMask nous permettant de visualiser les fenêtres, en terme de taille et de nombre. 

Ceci suppose que l’anneau dense de cytosquelette observé en microscopie électronique puisse 

être composé d’actine, cependant non nécessaire à la formation des fenêtres. L’actine pourrait 

être nécessaire à l’architecture et au contrôle du diamètre des fenêtres. Ceci est soutenu par 

l’observation d’une variation de la taille des fenêtres après traitement à la cytochalasine D. 

Dans un contexte, où les fenêtres sont des structures essentielles à la fonction de filtration 

entre le sang et les hépatocytes, le contrôle du diamètre des fenêtres est essentiel. Il 

sélectionne les molécules aptes à traverser l’endothélium.  Il a, d’ailleurs, été observé que le 

nombre de fenêtres par cellules et leur diamètre suit une répartition zonale, le long de l’axe 

centrolobulaire-périportal du lobule hépatique. L’actine pourrait, en association avec des 

protéines de structure, contrôler ce paramètre et former un diaphragme interne, autour des 

fenêtres. 

La microscopie STED, couplée au marqueur des membranes CellMask, nous a permis de 

réaliser les premières observations dynamiques de ces structures. Les fenêtres des CESH sont 

plus petites lorsque l’on observe des cellules vivantes, ceci étant dû à leur dilatation par les 

agents fixateurs. De plus, l’ajout de la cytochalasine D n’a pas permis d’observer la formation 

de fenêtres en temps réel comme observé précédemment. Plusieurs hypothèses sont 

envisagées. Le CellMask, utilisé pour l’imagerie, est un composé se liant aux lipides 

membranaires. Cette liaison pourrait perturber la dynamique des membranes et empêcher la 

formation de fenêtres. Pour cela, nous pourrons utiliser des souris GFP dont les CESH isolées 

produiront d’une fluorescence verte provenant de l’intérieur de la cellule et de ce fait ne 

perturbera pas la dynamique des membranes. Par ailleurs, la résolution du STED pourrait ne 

pas être suffisante pour observer les fenêtres nouvellement formées qui, en présence de 

cytochalasine D, sont plus petites. Cette diminution de taille post-traitement, additionnée au 
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fait que la taille des fenêtres des cellules vivantes est plus petite en conditions basales, 

pourrait  placer les phénomènes que nous souhaitons observer en dessous de la résolution 

maximum de 60nm. Pour cela, nous pourrons utiliser la microscopie PALM, plus résolutive 

mais ne permettant pas l’imagerie de phénomènes rapides. Il faudra, dans ce cas, s’assurer 

que le CellMask possède les propriétés adaptées à cette technique de microscopie 

(photoactivation ou photoconversion). Le cas échant, il faudra attendre d’avoir validé des 

marqueurs spécifiques des fenêtres en STED afin de les cibler en PALM. Enfin, il est 

envisageable qu’il se produise une phototoxicité liée à la puissance du laser. Lors de nos 

observations en temps réel, des champs imagés au hasard, avant et après l’acquisition des 

films, avaient, eux, réagit à la cytochalasine D, en formant de nouvelles fenêtres. Pour cela, 

nous pourrons réaliser des images en microscopie SIM, utilisant moins d’énergie laser pour 

fonctionner mais comme le PALM, ne peut faire l’acquisition de phénomènes dynamiques 

rapides.  

Finalement, nous avons identifié trois candidats, par approche protéomique globale, qui 

pourraient être impliqués dans la formation et/ou le contrôle du diamètre des fenêtres.  

Des expérimentations supplémentaires devront être réalisées afin de finaliser ces travaux.  

Nous devrons, tout d’abord, confirmer nos résultats obtenus avec la cytochalasine D, à 

l’aide d’une autre drogue dépolymérisant l’actine, telle que la latrunculine A, afin de s’assurer 

que la formation de fenêtre à partir de CESH dédifférenciées n’est pas un artéfact de 

traitement à la cytochalasine D. Dans un second temps, les expérimentations inverses 

pourront être faites en renforçant les réseaux d’actine, par l’utilisation de la jasplakinolide. 

Dans ces conditions, les cellules ne doivent pas pouvoir former des fenêtres car les 

nombreuses fibres de stress, présentes dans le cytoplasme, empêcheront la fusion des 

membranes, comme présenté sur notre modèle de formation des fenêtres (Figure 109). 

Nous devrons aussi, réaliser les colocalisations entre les fenêtres et l’actine, mais aussi 

tester la présence de la myosine, très discutée dans la littérature, en utilisant notre nouveau 

mode d’observation des fenêtres en STED.  

Les trois candidats identifiés par l’approche protéomique globale devront être validés. 

Nous vérifierons leur expression par western-blot à partir d’extrait de cellules un jour et six 

jours après isolement. Les candidats dont l’expression aura été validée, seront localisés au 

niveau des fenêtres en STED. Enfin, nous déterminerons leur implication dans la formation 

et/ou le contrôle du diamètre des fenêtres en réalisant un ARN interférent spécifique et une 

quantification du diamètre de ces structures en utilisant un logiciel de traitement d’images de 
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STED tel que ImageJ. En parallèle, nous nous assurerons que les cellules SVEC4-10 utilisées 

en contrôle ne présentent pas de fenêtre avant et après traitement à la cytochalasine D.  
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A terme,  ce travail aura mis en évidence une nouvelle méthode d’observation des fenêtres 

des CESH, et devrait permettre d’identifier des protéines impliquées dans leur formation et/ou 

leur architecture. Enfin, il aura permis de comprendre les mécanismes associés à la formation 

et la dynamique de ces structures.  

En perspective de ces travaux, de nombreuses questions sont soulevées. Les fenêtres des 

CESH se réouvrent-elles lors de la réversion de fibrose ? Le maintien des fenêtres ou leur 

restauration permettent-ils de limiter la progression de la fibrose voir sa régression ? Les 

protéines qui auront été identifiées comme marqueurs de ces structures pourront-elles servir 

de marqueur diagnostic du stade de fibrose ?  

Afin de répondre à ces questions, un modèle animal de développement de fibrose par 

l’utilisation de drogues telles que le CCL4  pourra être utilisé. Les CESH ayant une fonction 

immunitaire de capter les virus, l’utilisation d’un adénovirus (fort tropisme pour le foie) 

Figure 109: Modèle de reformation des fenêtres 

J1 : Un jour après isolement les CESH présentent des fenêtres. J6 : Au cours du temps le réseau d’actine forme de plus 
en plus de fibres de stress qui éloignent les membranes les unes des autres et empêche la formation de fenêtres. 
J6+cytoD : l’ajout de cytochalasine D dissocie les fibres de stress et permet aux membranes de retrouver leur position 
d’origine et ainsi de reformer des fenêtres. J6+Jasplakinolide : A l’inverse, l’ajout d’une drogue stabilisant les réseaux 

d’actine ne permet pas la reformation de fenêtres.  
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permettra, dans un premier temps de marquer les cellules endothéliales avec la GFP. Puis, la 

fibrose sera induite chimiquement. Il faudra enfin réaliser une cinétique de régression de 

fibrose, en utilisant notre nouvelle méthode d’observation des fenêtres en STED. 

L’observation de fenêtres sur cellules exprimant la GFP, permettra de conclure à la 

réouverture des fenêtres in vivo, après réversion de fibrose. Enfin, les marqueurs identifiés au 

cours de notre étude, pourront être validés sur la même cinétique et en parallèle sur des 

échantillons de patients en immunohistochimie.  
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Conclusion Générale 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

« Le sceptique, l’esprit critique est l’aristocratie de l’intelligence. » 

Jules de Goncourt 
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L’actine est la protéine la plus abondante dans la cellule et est au cœur de nombreux 

processus physiologiques et pathologiques. Cette thèse a confirmé qu’elle tient un rôle majeur 

dans la formation de structures de dégradation de la matrice extracellulaire : les invadosomes, 

mais aussi au sein d’une nouvelle classe d’invadosomes : les invadosomes linéaires. Elle est 

aussi au cœur de l’architecture moléculaire des fenêtres des cellules endothéliales sinusoïdales 

hépatiques mais n’est pas nécessaire à la formation de ces structures.  

1. Invadosomes et invadosomes linéaires  

Nous avons défini une signature moléculaire minimale permettant d’identifier un 

invadosome fonctionnel, mettant en évidence le rôle central de la RhoGTPase Cdc42 dans la 

formation des invadosomes et le rôle de la protéine d’échafaudage Tks5 dans la fonction de 

dégradation de ces structures d’actine. L’importance de l’expression de la protéine Tks5 dans 

la progression du cancer du sein in vitro et in vivo a été récemment démontrée par le groupe 

du Dr. S.Courtneidge (Blouw et al. 2015).  

Nous cherchons, aujourd’hui, à identifier les invadosomes linéaires in vivo afin de prouver 

leur relevance dans la progression tumorale (voir revue en annexe). Cette signature pourrait 

permettre une identification sûre de ces structures par son utilisation comme marqueur en 

microscopie intravitale contrairement à ce qui est réalisé actuellement (Gligorijevic et al. 

2014a). L’identification des invadosomes in vivo via ces marqueurs devra être complétée 

d’une démonstration de l’activité de dégradation de la MEC par les MMPs in vivo, ce qui 

reste un défi pour notre champ de recherche.  

De plus, nous avons identifié le récepteur DDR1 comme étant responsable de la formation 

des invadosomes linéaires (Figure 110). Ces structures d’actine se forment au contact des 

fibres de collagène de type I, abondantes dans le microenvironnement tumoral et augmentent 

les capacités des cellules à dégrader la MEC.  

L’identification de ce récepteur dans les invadosomes linéaires permet de comprendre 

comment DDR1 pourrait être impliqué dans l’invasion lors de la progression tumorale décrite 

dans de nombreuses publications (Anon 2012; Valencia et al. 2012; Park et al. 2007). 



 

Enfin, le rôle de DDR1 est plus complexe avec des fonctions complémentaires dans la 

migration collective des cellules tumorales dans un microenvironnement riche en collagène I. 

En effet, il a un rôle de cohésion cellulaire en interagissant avec l’E-cadhérine au niveau des 

jonctions adhérentes mais aussi un rôle d’adhérence et de dégradation de la MEC au contact 

du collagène de type I fibrillaire. L’association de ces deux fonctions favorise l’ensemble du 

processus de migration collective. 

Ces fonctions complémentaires pourraient être dues à une fine régulation des différentes 

isoformes du récepteur DDR1 permettant d’attribuer une fonction à chaque isoforme. 

L’isoforme DDR1a ne pouvant être ni clivée, ni endocytée, ni régulée par le microARN 

miR199a-5p, elle pourrait permettre la formation des invadosomes linéaires mais aussi 

accroître leur capacité de dégradation de la MEC. 

Ce travail permettra à terme de définir précisément l’isoforme « cible thérapeutique 

potentielle » et de tenter de développer des inhibiteurs spécifiques permettant de cibler la 

fonction de dégradation de DDR1 sans atteindre sa fonction de cohésion cellulaire, qui 

favoriserait la dissémination individuelle des cellules tumorales. Une thérapie avec un anti-

Figure 110: Les invadosomes linéaires 

Au centre, un schéma d’une cellule formant des invadosomes linéaires représentés en rouge par le récepteur DDR1 
et en vert par le marqueur des invadosomes Tks5 au contact des fibres de collagène I marron. La partie supérieure 
représente la colocalisation entre la fibre de collagène I, l’actine filamenteuse et le marqueur Tks5. La partie 
inférieure colocalise le récepteur DDR1 avec la fibre de collagène I et Tks5. Extrait de Di Martino & al revue 
soumise. 
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miR pourrait être envisagée s’il s’avère que la restauration du niveau basal de miR199a-5p 

régule l’activité de dégradation de la MEC en favorisant la fonction de cohésion dans la 

balance cohésion/dégradation.  

2. Les fenêtres des cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques  

Dans un contexte différent, cette thèse aura permis de mettre en place une nouvelle 

méthode d’observation des fenêtres des CESH sur cellules vivantes en couplant la technologie 

STED à un colorant vital des membranes plasmiques, le CellMask.  

Nous avons démontré que la dépolymérisation de l’actine induit la création de fenêtres 

dans des cellules dédifférenciées (cellules sans fenêtres mimant la perte des fenêtres au cours 

de la fibrose hépatique) (Figure 109). Nous pourrons à terme statuer sur le rôle de l’actine 

dans la formation et le maintien des fenêtres des CESH et mettre en évidence des marqueurs 

de ces structures.  

 

En conclusion, cette thèse aura permis des avancées dans la connaissance d’une part 

sur les invadosomes classiques et linéaires et d’autre part sur l’architecture des fenêtres 

des cellules endothéliales sinusoïdales hépatiques.  
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Summary  

 

Invadosomes are actin-based protrusions involved in extracellular matrix (ECM) degradation. 

Invadosomes - a global term - includes podosomes of normal cells and invadopodia of tumor cells. 

Mainly organized into dots or rosettes, podosomes and invadopodia are often compared and 

contrasted. Various internal or external stimuli were shown to induce de novo or to stimulate their 

formation and/or activity, but the impact of the matrix microenvironment has been poorly studied. In 

this review, we point out the common elements and differences between various adhesion structures. 

We also map all the transmembrane receptors involved in invadosome formation. We highlight the 

capacity of type I collagen fibrils to induce the formation of a new kind of invadosome organization, 

named linear invadosome. In cells showing constitutive invadopodia or podosomes, type I collagen 

fibrils are able to reorganize these structures into linear invadosomes, demonstrating the high plasticity 

and adaptability of the cells to their microenvironment. In conclusion, we emphasize that invadosomes 

correspond to only one entity, which is a result of the sum of different extracellular and intracellular 

signals. Consequently, ECM controls the invadosome formation and activity, and conversely 

invadosomes degrade and regulate the matrix and its associated functions.  
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Introduction 

 

Remodeling and invasion of the extracellular matrix (ECM) by cells from various origins is not 

only a crucial process in physiology but also in pathological conditions. In physiology, it is necessary 

during fetus implantation, embryogenesis and wound repair. Moreover, cell invasion associated with 

the crossing of anatomic barriers, such as endothelial basement membrane, is a basic function of 

immune cells to respond to and prevent infection. On the other hand, tumor cell invasion is 

instrumental in metastases formation, the major cause of cancer-related death. Consequently, a better 

comprehension of the molecular mechanisms underlying this biological process should help define 

new strategies in order to prevent metastasis. 

For more than thirty years, scientists were able to identify and study F-actin-based protrusions 

capable of adhering to and simultaneously degrade ECM components. These structures, known as 

podosomes or invadopodia, are now collectively called invadosomes. Invadosome is a recent term 

(2009), which encompasses podosomes observed in normal cells and invadopodia found in cancer 

cells. The difference between invadopodia and podosomes is vague and often, a subject of argument 

amongst specialists who discuss the differences or similitudes between these structures. However, 

these structures are dynamic and to fully define an invadosome, it is indispensable to clearly 

characterize the cellular model, the microenvironment and eventually, the internal or external stimuli 

necessary for their induction.  

To establish a universal definition for invadosome, it is important to focus on similarities between 

the structures already described. Invadosomes are present in a large number of cell types, including 

hematopoietic cells (for example: dendritic cells, macrophages and osteoclasts), smooth muscle cells, 

fibroblasts, endothelial cells, and of course some cancer cells (Linder et al., 2011). The number of cell 

models exhibiting invadosomes is increasing in parallel with the number of the studies that focus on 

these structures. A common element between podosomes and invadopodia is that they are F-actin-

based protrusive structures that are able to interact and degrade the ECM. Consequently, actin and 

matrix proteases are shared by all invadosome structures. Invadopodia are described to be more 

efficient than podosomes to degrade the matrix (Linder, 2007; Murphy and Courtneidge, 2011). 

However, it is really difficult to quantify and compare the cell degradation capacity for example, 

between a cancer cell line and osteoclasts or macrophages. Indeed, these two cell types show very 

impressive ability to degrade bone (osteoclasts), or to cross anatomic barrier (macrophages). 

Many studies have described the invadosome molecular composition. However, in the same way 

as focal adhesion, invadosomes connect cells with ECM and are formed by a huge multiprotein 

dynamic complex. Indeed, the composition of the invadosome molecular complex is very much 

dependent on the cell type and the surrounding matrix. Moreover, it is really difficult to identify the 

complete molecular identity of these structures due to their dynamic nature. Furthermore, several 



!

studies demonstrated the invadosome maturation process (Beaty et al., 2013; Sharma et al., 2013; 

Valenzuela-Iglesias et al., 2015).  

The main objective of this commentary is to better define invadosomes and to show that 

invadosome morphology, molecular composition and dynamics in a given cellular model depend on 

the microenvironment along with the cellular status. We also discuss recent data that give us some 

clues about the presence of these structures in vivo and consequently, their relevance.  

Adhesion structures 

Normal and cancer cells interact physically with their microenvironment via anchoring / adhesive 

molecular structures. They respond to different stimuli, e.g. mechanical / chemical, by remodelling 

their shape and their adhesion capacity to the ECM. Due to the high complexity and diversity of the 

ECM, cells have to constantly adapt their adhesion capacity to the matrix microenvironment, which is 

often altered during pathologies such as fibrosis or cancer.  

For ECM adhesion, cells are able to form different adhesion structures such as focal adhesions or 

invadosomes. In order to compare focal adhesions (FAs) with invadosomes, we will first focus on FAs 

structures, which are involved in cell adhesion, migration and in ECM sensing (Geiger et al., 2009).  

Focal adhesions  

FAs are dynamic structures present at the ventral side of the plasma membrane in contact with the 

substratum, and precisely at the end of actin stress fibers (Hotulainen and Lappalainen, 2006) (figure 

1A). The half-life of FAs vary depending on the ECM, but it was measured to be around 10 min. FAs 

can also form and be visualized in 3D matrices (Kubow and Horwitz, 2011). The formation of nascent 

FAs involves the presence and the activation of integrins which correspond to the formation of a 

heterodimer composed of an α and a β subunit, and recruitments of adapter / regulator proteins 

between actin fibers and the cytoplasmic domain of ß integrins (Zaidel-Bar et al., 2007). The adapter / 

regulator proteins present in Fas (Table I) may include: talin, vinculin, plectin, α-actinin, 

mDia1/DRF1, zyxin, to name a few (Block et al., 2008; Hotulainen and Lappalainen, 2006) Choi et 

al., 2008. The morphology and size of FAs can vary depending on the substrate e.g. fibronectin and 

vitronectin (Geiger and Yamada, 2011). Moreover, super resolution microscopy allowed determining 

the internal integrin dynamics into FAs and their nanoscale architecture (Kanchanawong et al., 2010).  

In the last decade, several studies attempted to identify new components of the adhesome 

complexes using proteomics analysis in various cell types (reviewed in (Geiger and Zaidel-Bar, 2012). 

Tyrosine phosphorylation at the adhesion sites plays a major role in adhesion signalling (Kirchner et 

al., 2003). The focal adhesion kinase (FAK) or kindlins, for example, are central proteins present in 

FAs and are crucial for their signaling functions (Karakose et al., 2010; Moser et al., 2009; Sulzmaier 

et al., 2014). In a recent study, Robertson et al., had identified more than 1100 proteins present at 
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adhesion complexes using proteomics and phospho-proteomics analysis (Robertson et al., 2015). 

These data reflect the complexity of the machinery governing the assembly and the dynamics of FAs.  

In addition, FAs are also involved in cell’s response to the variation of internal / external tensions. 

Consequently, they are the main candidates for mechano-transduction - the conversion of mechanical 

tensions into an intracellular signal - which allows cells to respond to the variation of the ECM 

stiffness (Schiller et al., 2013). Generation of tension forces at FAs induces a conformational change 

of mechano-sensitive proteins such as talin and vinculin leading to the rearrangement of cytoskeleton 

and turnover of FAs (reviewed in (Schiller and Fassler, 2013). The application of physiological forces 

on talin leads to the stretching of this protein and its binding to vinculin (del Rio et al., 2009). This 

interaction leads to the reinforcement of the link between actin fibers and integrin receptors (Grashoff 

et al., 2010). At the intracellular level, the small GTPase RhoA regulates actin contractility 

(Chrzanowska-Wodnicka and Burridge, 1996). RhoA activates myosin II motors via its downstream 

effector, Rho associated protein kinase (ROCK), through the phosphorylation of myosin light chain 

(Ishizaki et al., 1997). The half-life of FAs can be controlled by several parameters such as the tension 

generated by acto-myosin motors and the stability of actin-binding proteins (Broussard et al., 2008) 

(Marshall et al., 2009). On the other hand, the disassembly of FAs can be controlled by the proteolytic 

activity of calpain (Franco et al., 2004). 

Altogether, FAs constitute a hub for signalling, linking the ECM to the actin cytoskeleton via β 

integrin receptors and proteins adaptors, and mechano-transduction. Recently, a new property for FAs 

was described by Wang and McNiven, who have shown that fibrosarcoma cells can promote matrix 

proteolysis at FAs via activation of the FAK-p130Cas-MT1MMP complex (Wang and McNiven, 

2012). Therein, FAs can be classified as invadosome structures in certain circumstances?  

Invadosomes  

ECM degradation is involved in various physiological and pathological processes such as bone 

remodeling or metastasis formation. Invadosomes exist as dynamic actin-rich adhesion structures with 

the dual capacity to interact with- and degrade- ECM using matrix metalloproteinases (MMPs), such 

as MT1-MMP, MMP-2 and/or MMP-9 (Linder, 2007). They can also be considered as mechano-

sensors (Destaing et al., 2011). As FAs, invadosomes can sense and respond to ECM stiffness 

modulation (Collin et al., 2008; Collin et al., 2006; Destaing et al., 2011; Juin et al., 2013). Moreover, 

podosome generates a protrusion force that increases the stiffness of the ECM (Labernadie et al., 

2014; Labernadie et al., 2010). Furthermore, rigidity can play a key role in the transformation of 

normal cells into a malignant phenotype through the activation of mechano-transduction pathways 

involving the activation of Rho GTPases and extracellular signal-regulated kinase (ERK) (Paszek et 

al., 2005). 

Podosomes or invadosomes in normal cells are microdomains formed at the ventral surface of the 

cell (Artym et al., 2006; Guegan et al., 2008). They contain an F-actin core enriched in actin-
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regulating proteins including cortactin, Neural Wiskott-Aldrich Syndrome Protein (N-WASP) and 

Arp2/3. Around the F-actin core most podosomes present a ring (or a cloud), that is composed of 

actin-associated proteins such as integrins, talin, vinculin and paxillin, similar to the molecules found 

in FAs (Linder et al., 2011). Podosomes can be found as individual dots or can self-organized into 

large structures, aggregates (20-200 podosomes) or rosettes (with 10-100 µm diameter) with a short 

half-life (around 2 to 12 min) (Destaing et al., 2003; Linder, 2007) (Figures 1B and 1C). In 

myelomonocytic type cells such as macrophages, dendritic cells, neutrophils and osteoclasts, 

podosomes arise spontaneously upon cell adhesion. Some non-hematopoietic cells, including 

endothelial cells, can also form podosomes under appropriate stimulation. Aortic endothelial cells are 

able to form individual podosomes upon expression of a constitutive active form of Cdc42 (Moreau et 

al., 2003), after c-Src activation, or following a treatment with phorbol esters or sodium fluoride 

(Goicoechea et al., 2014; Kaverina et al., 2003; Tatin et al., 2010; Tatin et al., 2006). These cells also 

form podosome rosettes after a treatment with TGF-β (Varon et al., 2006). Human Umbilical Vein 

Endothelial cells (HUVECs) exhibit podosome rosettes that are dependent on VEGF and TNF-α 

signaling (Osiak et al., 2005).  

Invadopodia or invadosomes in cancer cells are structures similar to podosomes observed in 

normal cells. They are able to interact with and degrade the ECM via MMPs activation (Frittoli et al., 

2011; Liu et al., 2009), but in comparison to podosomes, they are described to be more protrusive 

(Artym et al., 2011; Gimona et al., 2008). Accordingly, their half-life is longer than podosomes (over 

60 minutes). The other main difference reported is the difficulty to observe the ring structure around 

the invadopodium actin core. As podosomes in normal cells, cancer cells can present constitutive or 

inducible invadosomes (Saltel et al., 2011). Indeed, the formation of invadosomes in cancer cells can 

be increased upon various stimuli such as TGF-β, EGF and VEGF.  

Recently, we have shown that type I collagen fibrils are a potent inducer of a new organization of 

invadosomes, the linear invadosomes (LIs) (Figure 1D). These LIs are formed along type I collagen 

fibrils and are found in all types of cells that are able to form podosomes or invadopodia (Juin et al., 

2012; Juin et al., 2014; Schachtner et al., 2013). Surprisingly, LIs contain only invadosome core 

proteins and appear more stable than classical podosomes, with a half-life similar to invadopodia 

(more than 60 minutes) (Juin et al., 2012). Moreover, we noticed the same molecular organization 

between LIs in normal and cancer cells (Juin et al., 2012) and a comparable half-life (data not shown), 

demonstrating a very close relationship between podosomes and invadopodia.  

There are important similarities in terms of molecular composition between podosomes, 

invadopodia and LIs. We present the main common points and differences between FAs, classical 

invadosomes (podosomes and invadopodia) and LIs in table I. Some markers are common to all 

invadosomes such as the actin-binding proteins N-WASP, cortactin (Artym et al., 2006), the scaffold 

protein Tks5 (Tyrosine Kinase Substrate 5) (Blouw et al., 2015) and the Rho GTPase Cdc42 (Di 

Martino et al., 2014). More than a new class of invadosomes, LIs - seen both in normal and cancer 
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cells - are the evidence of the link between all invadosomes. Differences observed between 

invadopodia and podosomes can be due to the cell models but above all, could be due to the ECM. 

The first link between ECM and the cell is the matrix receptor (described elsewhere in this review); 

consequently, the ECM composition and the combination of corresponding receptors can help the 

invadosome structures to adapt.

Invadosome morphology: an adaptative response to the microenvironment 

As previously mentioned, invadosomes can take several shapes and be composed of numerous 

components such as N-WASP, Tks5 and Cdc42. Clearly, some components are common in all 

invadosomes and opens up previously raised questions concerning the existence of a common 

precursor and the interconversion of the different types of structures (Gimona et al., 2008; Linder, 

2009). Here, we aim to demonstrate that this interconversion, in reality, is an ability to adapt to the 

microenvironment. In contrast, the podosome and invadopodia structures were classified 

independently of the ECM substrate (Vitronectin, Laminin, Collagen) and of the stimuli involved in 

their formation (active Cdc42, TGF-β stimulation, src activation). Globally, the invadosome 

ultrastructure was studied regardless of the microenvironment including ECM. However, this 

parameter plays a key role in signaling via activation of transmembrane receptors to induce 

invadosome formation. When type I collagen-dependent LIs were discovered, cells that ordinarily 

present podosomes or invadopodia were shown to possess LI characteristics in this specific ECM 

context. Therefore, depending on the nature of the stimulus, the same cell is able to organize its actin 

cytoskeleton into various forms of invadosomes i.e. classical or linear (Figure 2). Indeed, cells such as 

NIH-3T3 cells that do not present classical invadosomes (Figure 2B) form (i) dots in a Cdc42 

activation context (Di Martino et al., 2014; Moreau et al., 2003) (Figure 2C), (ii) rosettes when the src 

oncogene is active (Figure 2D) or on high-density fibrillar collagen (HDFC) matrix (Artym et al., 

2015; Chen, 1989) (Kocher et al Gut 2008; Pan JCB 2011; Ward Cancer Letter 2014;) and (iii) LIs in 

response to type I collagen fibers (Juin et al., 2012)(Figure 2B-D). Furthermore, cells react differently 

to the same substrate depending on its organization and stiffness (Collin et al., 2006; Juin et al., 2012; 

Labernadie et al., 2014). Artym et al. (2015) demonstrated that MDA-MB 231 preferentially forms 

integrin-dependent actin-dots on HDFC matrix. This matrix corresponds to collagen I alpha chains 

compressed on a coverslip by centrifugation and briefly polymerized. The resulting matrix is denser 

and stiffer but less polymerized than the collagen I matrix used in Juin et al.’s study. Several other 

studies demonstrated that cells form, preferentially, linear actin structures on fibrillar collagen I 

(Monteiro et al., 2013; Schachtner et al., 2013). Here, we propose that depending on the intracellular 

status and extracellular microenvironment, the same cell can respond by forming dots, dot aggregates, 

rosettes or linear invadosomes, demonstrating the high plasticity and adaptability of these structures. 

Invadosome architecture depends less on the considered cell type than on the experimental setting 

used for their observation (Genot and Gligorijevic, 2014). Some examples of invadosome plasticity 

have been reported in the literature: osteoclasts, cancer cells, fibroblasts, macrophages, and endothelial 
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cells. Osteoclasts (OCLs) are large monocyte-derived cells that can exhibit two different actin 

cytoskeleton organizations according to the differentiation level of the cell and the substrate (Saltel et 

al., 2008). Podosome organization evolves along with the differentiation process. At the beginning, 

OCLs exhibit podosome clusters among them and during the differentiation process, podosome rings 

emerge. At the end of the differentiation process, podosome rings expand to the cell periphery, fuse to 

each other, and form a stable podosome belt. On non-mineralized substrates, OCLs are spread out and 

form separated actin dots. On the other hand, on mineralized matrices they are polarized and form a 

sealing zone. The maturation element between the podosome belt and the sealing zone is not well 

studied; one example is the organization and the localization of vinculin, which surrounds each actin 

dots in the podosome belt, and forms a double ring around the sealing zone. Another example, 

macrophages cultivated in 2D or in 3D are able to induce a major modification to the global shape of 

the cell combined with a total reorganization of the actin cytoskeleton. Consequently, the number and 

the morphology of podosomes were very different (Cougoule et al., 2010)(Van Goethem et al., 2010). 

ECM matrix stiffness can also modify the size, the stability and the activity of invadosome structures. 

Another example of this plasticity is the invadosome linearization due to the type I collagen fibers 

observed on several cell types, such as macrophages, fibroblasts, endothelial cells, mouse embryonic 

fibroblasts and cancer cells. For example, NIH 3T3 cell line is able to form dots in active cdc42 

context, rosettes when Src is constitutively activated and linear invadosomes on collagen type I fibers 

(Figure 2). Collagen I bypasses the Cdc424 or Src activation to preferentially form linear invadosomes 

(Figure 2). These different examples demonstrate that invadosomes are polymorphous structures that 

are highly adaptable to the microenvironment. Furthermore, depending on the ECM components, 

receptors involved are different. In the next section, we discuss various ECM receptors that are 

implicated in invadosome formation.  

Invadosomes: receptors and extracellular matrix  

Realistically, invadosome receptor composition must vary and evolve depending on the nature of 

the ECM components encountered by the cell. Examples include laminin and type IV collagen of the 

basement membrane or fibronectin, tenascin, hyaluronic acid and type I collagen of the interstitial 

ECM. Type I collagen is the major element of connective tissue and is very abundant in the entire 

organism and particularly in tissues such as bone, dermis or tendon. Moreover, type I collagen is 

overexpressed in cancer. Lack of information concerning invadosome receptors can be explained by 

the fact that most of the studies were carried out in none physiological matrices, and in most cases 

composed of none or only one matrix element. In contrast with FAs, where integrins are the only ECM 

receptors described, various receptors, including integrins, CD44 and DDRs were shown to bind the 

matrix at invadosomes. This complexity is reflected in the plasticity of invadosome morphology. 
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Integrins  

Integrins are the most studied ECM receptors. This family is clustered into eighteen α subunits and 

eight β subunits of proteins able to form twenty-four heterodimers to interact with specific matrix 

elements. Indeed, integrins can interact with various ECM elements such as collagens, laminins, 

fibronectin and vitronectin. Integrins are easily observable in invadosomes in normal cells. For 

example, the integrin αvβ3 was described a long time ago in the ring surrounding the podosome cores. 

Moreover, ablation of β1, β2 and β3 integrins was necessary to inhibit podosomes in osteoclasts 

(Schmidt et al., 2011). These different integrins were described in various other podosome models 

such as β2 in dendritic cells, smooth muscle cells and macrophages (Duong and Rodan, 2000; 

Gawden-Bone et al., 2014; Kaverina et al., 2003), β1 in endothelial cells, in Src-induced invadosomes 

into fibroblasts (Destaing et al., 2010; Seano et al., 2014). Concerning cancer cells, the situation is less 

clear; depending on the model, the maturation steps and the context, the ring containing integrins is 

not easily observable. Other adhesive molecules interacting with integrins can be used to visualize the 

invadosome ring such as vinculin or paxillin (refs). However, once again, depending on the model and 

the context, FA proteins including integrins can be found in cancer cells at the ring (Chan et al., 2009; 

Mueller et al., 1999) or directly in the protrusive core (Beaty et al., 2013). Most studies about cancer 

cells point to β1 integrins (refs). Due to the high number of integrin combinations, it is possible that 

other integrins could be important for invadosome formation, such as β4, β5 or β7 depending on the 

ECM context and the cell integrin repertory. For example, less common and not well studied integrins 

were also shown to be present in invadosome structures such as, αX (Evans J JCB). 

CD44  

CD44, the hyaluronan receptor is found in a large number of cells such as fibroblasts, epithelial 

cells and endothelial cells. This cell surface receptor is also used as a cancer stem cell marker, and is 

involved in cancer cell invasion (ref). CD44 not only interacts with hyaluronic acid but also with 

collagen, osteopontin and MMPs. This receptor, in addition to integrins, was observed in invadosomes 

and is involved in their formation. CD44 was found in invadosome cores in osteoclasts and 

macrophages (Chabadel et al., 2007; Chellaiah and Ma, 2013; Van Goethem et al., 2011), whereas 

integrins made up the invadosome ring. The spatial separation of those two entities suggests that the 

roles of CD44 and integrins could be different in the same global structure. CD44 promotes the 

degradation activity (Chabadel et al., 2007), whereas integrins guarantee the adhesion function of 

invadosomes. In cancer cells, like with integrins, CD44 was also necessary for invadosome formation 

and localized to the protrusive core of invadosomes (Grass et al., 2013; Lagarrigue et al., 2010; 

Vikesaa et al., 2006). Therefore, in cancer cells, CD44 and integrins exhibit the same localization 

suggesting that all functions, degradation and adhesion, are concentrated in the same area. 
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DDRs  

Discoidin domain receptors (DDRs) are a ubiquitously expressed family of receptors known to 

interact with collagens, in particular fibrillar collagens. The DDR family is composed of two 

members, DDR1 and DDR2. Unlike integrins and CD44, DDRs belong to the receptor tyrosine kinase 

group. DDRs are considered as collagen sensors and are involved in different cellular processes such 

as cell differentiation, adhesion, migration and invasion (ref). DDR1 and DDR2 are also deregulated 

in various cancers such as breast and lung cancers (ref). As mentioned previously, we discovered that 

type I collagen fibrils are powerful and physiological inducers of LIs (Juin et al., 2012). These 

findings have been subsequently reproduced by several other groups (Monteiro et al., 2013; 

Schachtner et al., 2013). Most cell types, including endothelial cells, fibroblasts, cancer cells, Src-

transformed cells as shown by us (Juin et al., 2012), or megakaryocytes as shown by another group 

(Schachtner et al., 2013) are able to form LIs along type I collagen fibrils. This reflects the ubiquitous 

effect of type I collagen fibrils in LI formation, and suggests multiple roles for these structures in 

various physiological and pathological processes. Interestingly, neither β1 nor CD44 are necessary for 

LI formation (Juin et al., 2012). Recently, we established that DDR1 is necessary for the formation of 

LIs in a type I collagen fibrils context (Juin et al., 2014). DDR1 that interacts with type I collagen 

fibrils co-localises with Tks5, a marker of invadosomes (Figure 3). The global organization of a LI is 

identical in normal and cancer cells. Interestingly, type I collagen can promote LI formation in cancer 

cells showing no classical invadosomes. We demonstrated that type I collagen fibrils activate Cdc42 

through DDR1 and the Tuba GEF pathway. Therefore, the DDR-dependent invadosomes represent a 

new form of invadosomes. 

Here, we described the role of three different classes of receptors involved in invadosome 

formation. However, it is possible that other family receptors, such as syndecan, may be involved in 

invadosome formation as well. Multiple combinations of these different receptors may be necessary 

for the formation and the different functions of these structures. Consequently, integrins are not the 

only pathway to form invadosomes. It is, therefore, important to decipher the invadosome-adhesome 

in complex and physiological matrix context. Moreover, the use of super-resolution microscopy 

methods on physiological matrices such as basement membrane will help to define and characterize 

the composition of transmembrane matrix receptors in invadosomes and the variability of these 

structures in relation to the microenvironment. 

Invadosomes in vivo: the beginning!  

Since their discovery, invadosomes have been widely studied in vitro and now studies are being 

carried out to prove their existence in vivo. It is a real challenge to observe these structures in their 

proper environment because of the weakness of adapted imaging technologies and associated 

biochemical tools to precisely demonstrate their relevance in vivo. Owing to the development of new 

microscope technologies, like intravital multiphoton microscopy, it is possible to observe the cell 
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behavior within their surrounding matrix in vivo (Condeelis and Segall, 2003; Sahai et al., 2005; Wolf 

et al., 2003). These structures are now studied in different animal models such as zebrafish, worm, 

frog and mouse in physiological and pathological processes (see table II). Here, we discuss the recent 

observations to highlight the presence of invadosomes in vivo.  

Recently, researchers have observed “invadosome-like protrusions” in cells crossing the basement 

membrane in different animal models. Seiler et al. studied the epithelial cell invasion within the 

developing intestine of zebrafish (mlt) mutant for the myosin heavy chain 11, constitutively activating 

this protein. Using time-lapse imaging, they showed that epithelial cells feature actin-rich protrusions 

enriched in cortactin and Tks5. However, they observed a weak expression of MT1-MMP at the basal 

area of the cell (Seiler et al., 2012). Even if a crossing of the basement membrane is observed, it is not 

clear whether this was due to proteolytic activity and/or mechanical forces. The interaction between 

invasive cells and the basement membrane has also been studied in C.elegans by Hagedorn et al. 

(Hagedorn et al., 2013). They observed actin-rich protrusions in anchor cell (AC), which is a single 

cell in the embryonic gonad that establishes the fate of the vulval precursor cells. They also observed 

F-actin rich AC-protrusions breaching the basement membrane. Even if these structures share features 

with invadosomes, similarities in composition and structure, there is no evidence of their functionality. 

In a previous publication, they have shown that a mutation of the FOS-1 gene coding for a MMP 

(ZMP-1) reduces the invasiveness of AC cell, suggesting a role in proteolytic activity (Sherwood et 

al., 2005). However, when the basement membrane is breached, they observed the disappearance of 

invadosomes. They showed that a single large invasive protrusion is then sufficient for the invasion 

process by membrane displacement (Hagedorn et al., 2013). Taken together, these results might point 

to a new mechanism of invasion through membrane, which could combine protease activity and 

mechanical forces. In mouse models, rosettes have been identified in angiogenic endothelium in 

response to VEGF-A treatment (Seano et al., 2014). In fact, owing to an ex vivo angiogenesis model, 

they observed that circular F-actin rich structures co-localized with cortactin in endothelial cells and 

associated with a reduction of laminin staining. They demonstrated that those rosettes are associated 

with blood vessel branching and pathological angiogenesis. With the combination of using transgenic 

mice, they observed rosette formation in vivo and identified the integrin α6β1 as the receptor necessary 

for the rosette formation and stabilization. These structures expressed MT1-MMP in vitro. However, 

their ability to degrade the basement membrane in vivo remains unclear.  

Concerning the tumor cell invasion into the matrix, Gligorijevic et al. observed small protrusions 

adjacent to the collagen fibers, macrophages and blood vessels (Gligorijevic et al., 2014). The 

inhibition of MMPs by GM6001 drug or the knockdown of Tks5 prevented invadopodia-like 

formation. These Tks5-positive protrusions were able to degrade type I collagen fibers as observed by 

immunofluorescence on primary tumor cryosections.  

Moreover, some studies described the role of tumor microenvironment during the metastatic 

process particularly, the role of macrophages. Indeed, studies showed that during the intravasation 
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process, the presence of macrophages enhances the entry of tumor cells into the blood vessels 

(Roussos et al., 2011) and that there is a paracrine loop signaling between macrophages and tumor 

cells (Wyckoff et al., 2007). Roh-Johnson et al.’s study highlighted that the contact between 

macrophages and cancer cells increases the intravasation of MDA-MB-231 cells by enhancing the 

formation of invadosomes both in vitro and in vivo (Roh-Johnson et al., 2014). 

To confirm these encouraging observations of “invadosome-like protrusions” in vivo, the scientific 

community has to define the minimal markers necessary for validating the existence of these invasion 

structures (Di Martino et al., 2014). Moreover, a new microscopy technique - linking intravital and 

electronic microscopy - could help define the ultrastructure of invasive protrusions and study their 

subcellular composition in physiological and complex extracellular matrix (Karreman et al., 2014). 

Common markers must be defined and used by the research community to perform live imaging, 

allowing the observation of the dynamics and the functionality of these structures. The validation of 

the invadosome existence in vivo will allow the development of specific inhibitors targeting the 

formation or the degradation activity of these structures, especially in the tumor context, with a view 

to prevent invasion and cancer cell propagation.  

Conclusions and perspectives 

As discussed in this review, invadosomes cannot be considered as a sum of various and distinct 

kinds of organization, but as only one structure able to adapt to the cellular microenvironment. Indeed, 

for one invadosome, its shape and its molecular composition results from a combination of different 

conditions encountered by the cell at a specific moment and at a specific location. This property of 

plasticity is, of course, necessary for a cell to invade different kinds of tissues and matrices. As shown 

in Figure 2, a same cell type can form all the different invadosomes shapes previously described. For a 

long time, and due to the matrix environment used to study invadosomes, only two invadosomes 

shapes were described: dots, which can be observed separated or organized in cluster forming 

aggregates and rosettes or rings. Recently, we demonstrated that another kind of organization could be 

observed, corresponding to the linear organization of invadosome along type I collagen fibrils.  

Potentially, all cells in a precise condition are able to form invadosomes and degrade the ECM. 

Indeed, in physiological conditions, this propriety is an integral part of the cellular function such as 

bone remodeling. In pathological cases, alongside carcinogenesis, normal cells acquire this capacity to 

migrate and invade surrounding tissues. All of this suggests that invasive capacity is a common 

property in all cells, and it is repressed in most of the cells in normal tissue. For example, in a 

quiescent context, endothelial cells are unable to form invadosomes, however, following stress and/or 

a modification of their microenvironment, the same endothelial cells can polymerize F-actin foci to 

concentrate MMPs activity. 

However several questions remain, such as what are the minimal stimuli necessary for the 

induction of invadosome formation? As integrins that are at the center of inside-out and outside-in 
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signaling, it is possible, that inside and outside signaling are necessary at the same moment and at the 

same area to promote invadosome formation.  

Moreover, if different invadosome organizations can occur, perhaps a universal minimal basic unit 

of invadosome exists that can be organized into a variety of complex structures. 

The invadosome plasticity is clear but its reciprocity on ECM is not clear. Indeed, invadosomes 

are always associated with ECM degradation, however, the exact invadosome function and its role in 

vivo is not clear for a lot of cell types, including smooth muscle cells. It is possible that invadosomes 

may not be involved only in matrix degradation, but rather in cell fusion.  

We can imagine that the cell adaptation to the microenvironment complicates the role of 

invadosomes in vivo. Indeed, we do not have to search for a structure with only one face, but for a 

multifaceted structure.  
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FIGURES 

 
Figure 1: Adhesion structures. Z and X/Y schematic representation of adhesion structures 

illustrated by a representative confocal microscopy picture. (A) Focal adhesions observed at the 
extremity of a stress fiber (F-actin in red and vinculin in green). (B) Invadosome organized in dots (F-
actin in red). (C) Invadosome organized in rosette (F-actin in red). (D) Linear invadosomes formed 
along type I collagen fibrils (F-actin in red and type I collagen fibril in grey), scale bars: 10 µm. 

 
 
 

 
 
Figure 2: Invadosome plasticity. (A) 2D and 3D confocal pictures representing a simple gelatin 

matrix in green (upper panel) and mixed gelatin/collagen matrix (lower panel), collagen in red. (B) 
NIH-3T3-WT cells seeded on gelatin exhibit only stress fibers (upper panel) or seeded on collagen 
form linear invadosomes (LIs) (lower panel), (actin in red, Tks5 in green and nuclei in blue), scale bar: 
10 µm. (C) With the same staining, NIH-3T3-Cdc42-V12 cells seeded on gelatin form invadosomes 
organized in dots (upper panel) and LIs when they are seeded on collagen matrix (lower panel), scale 
bar: 10 µm. (D) Using the same markers, NIH-3T3-Src cells seeded on gelatin form invadosomes 
rosettes (upper panel) and LIs when they are seeded on collagen matrix (lower panel), scale bar: 10 
µm. 
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Figure 3: Linear invadosome composition and organization. Surrounding the schematic 

representation of a cell seeded into type I collagen fibrils, confocal microscopy pictures represent the 
molecular organization of linear invadosomes. In the upper part of figure, Tks5 (in green) and F-actin 
(in red) co-localise along type I collagen fibrils (in grey). The lower part of the figure shows that Tks5 
(in green) co-localises with DDR1 (in red) along the collagen fibrils (in grey).  

 
 
 



!

 
 
 
Figure 4: Invadosome in tumor cell invasion process and during tumor angiogenesis. The 

upper panels show the actin organization of tumor cells seeded into gelatin (left) or type I collagen 
(right). (F-actin in red and Tks5 in green). The schematic representation describes the different steps 
of tumor cell invasion (blue) associated with the presence of invadosomes 1 to 6, from the primary 
tumor to the blood or lymphatic circulation. Endothelial cells are represented in red with the presence 
of invadosomes in rosette or in linear organization to promote initiation and elongation of a new blood 
vessel, steps 1 to 3 (in red). The lower panels show picture of endothelial cells seeded in gelatin and 
forming respectively invadosome rosette or linear invadosomes (F-actin in red and Tks5 in green). 
Scale bar: 5µm.  
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Table I: Comparison between adhesion structures 
 

 
Table II: Invadosomes in vivo 
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Matériel et méthodes Projet 1 

1. Culture cellulaire 

La lignée cellulaire immortalisée A431 a été généreusement donnée par le Dr. Julie 

Deschanet Merville (CNRS 5164, Bordeaux) et authentifiées. Ces cellules sont issues d’un 

carcinome épidermoïde humain et sont un modèle de migration collective établi. La lignée est 

cultivée dans un milieu DMEM GlutaMAX-I (Dubelcco’s Modified Eagle Medium ; 4,5g/L 

D-glucose et pyruvate Gibco®) complémenté avec 10% de sérum de veau fœtal et 1% 

d’antibiotiques (Pénicilline/Streptomycine). Ces lignées sont cultivées à 37°C, dans une 

atmosphère à 5% de CO2 et décollées à la trypsine (0,05% trypsine-EDTA, Gibco). 

2. Extraction protéique  

La lignée est cultivée dans des boites 10 cm, à confluence. Sur la glace, les cellules sont 

rincées avec du PBS 1X froid (Phosphate Buffered Saline, Gibco). Les cellules sont ensuite 

lysée de façon mécanique à l’aide d’un grattoir dans un tampon RIPA (0,1% SDS, 1% NP40, 

150 mM NaCl, 1% sodium deoxylate, 25 mM Tris HCl pH 7,4) complémenté avec des 

inhibiteurs de protéases 1X (Complete Mini EDTA free, Roche) et des inhibiteurs de 

phosphatases 1X (PhosphoSTOP, Roche). Le lysat est incubé 30 minutes dans la glace, puis 

centrifugé 15 minutes à 13000g à 4°C. Le surnageant contenant les protéines est stocké à -

20°C avant dosage et utilisation. 

Les extraits protéiques obtenus ont été dosés par la méthode Lowry à l’aide d’un kit selon 

les recommandations du fournisseur (kit DC™ Protein Assay, Biorad), où l’absorbance des 

échantillons à 750 nm a été comparée avec celle d’une gamme de BSA (Bovine Serum 

Albumin) afin d’en déterminer la concentration. 

3. Extraction d’ARN 

La lignée cellulaire est cultivée dans des boites 15 cm, à confluence. Sur la glace et sous 

une hotte chimique, les cellules sont rincées au PBS 1X froid, puis lysées de façon mécanique 

dans 1 ml de Trizol. Le lysat est collecté dans un tube 1,5ml, puis 200 µl de chloroforme sont 

ajoutés. Après avoir été vortexés, les tubes sont centrifugés à 15 700g pendant 10 minutes à 

4°C. La phase supérieure contenant les ARNs est collectée, 500 µl d’isopropanol y sont 

ajoutés pour précipiter les ARNs. Les deux phases sont mélangées doucement par inversion, 

puis incubées une heure dans la glace. Après une centrifugation à 15 700g pendant 15 minutes 

à 4°C, le culot est rincé deux fois avec de l'éthanol 75% fraîchement préparé. Après 



!

évaporation de l’éthanol, le culot est repris dans 20 µl d’eau stérile, puis la concentration et la 

pureté des ARNs sont déterminées par spectrophotométrie à l’aide de l’Xpose (Trinean). 

 

4. Préparation de matrices 

Afin de visualiser les invadosomes et de quantifier la dégradation de la MEC, les cellules 

sont déposées sur des lamelles de gélatine (fluorescente ou non), ou de matrice mixte 

gélatine/collagène I. Pour cela, les lamelles sont préalablement stérilisées, puis sont déposées 

sur des gouttes de 25µl de gélatine sur un parafilm et incubées 20 minutes à température 

ambiante. Les lamelles sont ensuite transférées sur des gouttes de 40 µl de glutaraldéhyde 

0,5% pendant 40 minutes, à température ambiante. Enfin, les lamelles sont déposées dans des 

plaques 24 puits, où elles sont rincées 3 fois au PBS 1X stérile, puis conservées jusqu’à 

utilisation à 4°C, dans du PBS 1X.  

Afin de réaliser les lamelles de matrice mixte gélatine/collagène, du collagène de type I à 

0,5mg/ml dilué dans du DPBS 1X (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline, Gibco) est déposé 

sur les matrices de gélatine préalablement préparées et polymérisé 4h, à 37°C. A 

l’ensemencement des cellules, le surplus de collagène polymérisé est retiré, et les cellules sont 

alors incubées sur les lamelles pendant 6h pour visualiser les invadosomes ou 24h pour 

visualiser la dégradation de la MEC. Après incubation, les lamelles sont fixées avec du 

paraformaldéhyde 4% pendant 10 minutes et stockées dans du PBS 1X jusqu’à 

l’immunofluorescence.  

5. Immunofluorescence 

Après fixation des lamelles, celles-ci sont rincées 3 fois au PBS 1X, puis perméabilisées 

au Triton X-100 0,05% dilué dans du PBS 1X pendant 10 minutes. Les anticorps primaires 

(Tks5 sc-30122 ; Cortactine Millipore5180 ; DDR1 cell signaling 5583 ; E-cadhérine abcam 

1416 ; Dynamine2 abcam 3457 ; p190-RhoGAP A clone 30 BD Transd. Lab ; Par3 

Millipore07-330 ; 1/100ème) dilués dans du PBS 4% BSA sont déposés en gouttes de 50µl sur 

du parafilm. Les lamelles sont incubées 40 minutes à température ambiante. Les lamelles sont 

ensuite rincées 3 fois au PBS 1X, puis incubées sur des gouttes contenant les anticorps 

secondaires (anti-souris ou anti-lapin Fluoprobes Interchim ; 1/200ème), dilués dans du PBS 

4% BSA. Les lamelles sont enfin rincées au PBS 1X, puis à l’eau distillée avant d’être 

montées sur lames de verre avec du milieu de montage polymérisant Fluoromount-G 

(SouthernBiotech).  
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Les images sont réalisées au microscope confocal Leica SP5, et les quantifications sont 

faites grâce au logiciel Image J. 

6. Western Blot 

40µg de protéines sont repris dans 5µL de tampon Laemmli (Laemmli 4X Biorad + 10% 

β-mercaptoethanol, concentration finale 1X). Les protéines sont ensuite dénaturées à 95°C 

pendant 5 minutes.  

Les échantillons sont déposés dans un gel d’acrylamide 10% Biorad (kit fast cast Biorad). 

La migration est réalisée dans un tampon de migration 1X (Tris Base 6g/l ; Glycine 28,8 g/l ; 

SDS 0,1%) à 100V, jusqu’à la sortie du front de migration du gel.  

Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose à l’aide du 

Transblot Turbo de BioRad (programme de transfert 10 minutes, 25 Volts, 1,3 Ampère). Les 

protéines totales sont révélées au rouge Ponceau afin de s’assurer de l’efficacité du transfert. 

La membrane est saturée dans du Blocking Buffer Odyssey, une heure, à température 

ambiante, sous agitation. Les anticorps primaires (DDR1 cell signaling 5583 ; E-cadhérine 

abcam 1416 ; GAPDH sc-166545 ; 1/1000ème) sont ensuite incubés sur la nuit, à 4°C, sous 

agitation. Le lendemain, deux rinçages au TBS-T 1X (TBS 1X, Tween 20 0,001%) sont 

effectués, puis les anticorps secondaires (IRDye LI-COR ; 1/5000ème) sont incubés une heure 

à température ambiante, sous agitation. Après deux nouveaux rinçages au TBS-T 1X et un 

rinçage au TBS 1X, la membrane est révélée grâce au système Odyssey, qui permet de 

visualiser les protéines grâce à l’émission de deux longueurs d’ondes d’excitation dans 

l’infrarouge (700nm et 800nm). 

7.  ARN interférents  

Les cellules sont transfectées avec des siARN dirigés contre la E-cadhérine (siEcad#1 5’ 

GGGUUAAGCACAACAGCAA 3’, siEcad#2 5’ GCAGAATTGCTCACATTTC 3’) ou un 

siARN contrôle dirigé contre la luciférase (siGl2 5’ CGUACGCGGAAUACUUCGA 3’), lors 

d’un protocole en deux étapes. Le premier jour, les cellules sont ensemencées à 400 000 

cellules par boite de 6 cm dans du milieu sans antibiotique, avec un mélange contenant 1 µl 

de milieu Opti-MEM, 0,16 nM de siARN, et 10 µl de Lipofectamine RNAimax (Invitrogen). 

Le deuxième jour, un nouveau mélange contenant 1 ml de milieu Opti-MEM et 10 µl de 

Lipofectamine RNAimax est ajouté à la solution composée d’1 ml de milieu Opti-MEM et 

0,16 nM de siARN. Une fois le milieu sans antibiotique changé, le mélange total contenant le 

siRNA, la Lipofectamine et le milieu Opti-MEM est ajouté aux cellules adhérentes et le tout 

est incubé à 37°C, 5% de CO2, avant utilisation des cellules 4 jours plus tard. 
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8. RT-qPCR 

Des transcriptions inverses sont effectuées sur les ARN d’intérêt, afin d’obtenir les ADN 

complémentaires (ADNc) correspondants. Pour cela, un mix par réaction est préparé : 1µl 

d’amorces aléatoires, 1µl de dNTP 10mM, 10.5µl d’eau, 2µg d’ARN, 4µl de buffer 5X, 0.5µl 

d’inhibiteurs de RNase et 1µl de l’enzyme Maxima RT. Les RT-PCR ont été réalisées avec un 

programme de 50 minutes, composé de 5 minutes à 65°C, 10 minutes à 25°C, 30 minutes à 

50°C, puis 5 minutes à 85°C. 

Les échantillons obtenus sont conservés à -20°C avant utilisation pour réaliser une PCR 

quantitative. Pour cela, 2µL des ANDc obtenus grâce à la RT-PCR sont déposés dans une 

plaque 96 puits avec, par puits, 6.25µl de SyBR Green, 0.25µl d’amorce sens (à 250nM final), 

0.25µl d’amorce antisens (à 250nM final) et 3.25µl d’eau. Les tubes PCR ont ensuite été 

amplifiés par un programme contenant une étape de 3 minutes à 95°C, suivie de 39 cycles de 

10 secondes à 95°C et 30 secondes à 60°C, puis une étape de 5 secondes à 65°C, et enfin une 

étape de 50 secondes à 95°C. Les résultats obtenus ont été normalisés et analysés avec le 

logiciel qBase + (Biogazelle). 

 

  Séquences 5’-3’ des amorces 

  Forward Reverse 

 DDR1 CGGGGTGGAATGTCGCTTC TGCCGGAGAGGAATTGTTCAC 

 
E-

cadhérine 
TGAGTGTCCCCCGGTATCTTC CAGTATCAGCCGCTTTCAGATTTT 

Gènes de 

ménage 

Gus-b TCTGGGTCTGGATCAAAAACG TCAGTCATGAAATCGGCAAAATT 

18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG 

RPLO GGCGACCTGGAAGTCCAACT CCATCAGCACCACAGCCTTC 

Tableau 8 : Séquences des amorces utilisées pour réaliser les PCR quantitatives 

9. Tests statistiques 

Les échantillons étant petits (n=3) et leurs moyennes étant comparées deux à deux, ils ont 

été analysés par un t-test de Student, avec la correction de Welch. Concernant la 

quantification du pourcentage de cellules formant des structures et de la dégradation, deux 

conditions ont été comparées : en présence et en absence de collagène I, donc les résultats ont 

été analysés par un t-test et une correction de Welch.  
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Matériel et méthodes Projet 2 

LSEC isolation and culture  

LSEC were isolated from N.M.R.I male mice aged over 15 weeks. Livers of two mice 

were withdrawn and perfused with Liberase DH (70µg/ml final) (Roche) and cut into pieces. 

After 20 minutes of digestion at 37°C, the lysate was grounded in successive filters (100 to 

40µm) (BD bioscience), rinsed three times in PBS and centrifuged at 300g 10 minutes 

without brake. The pellet was retaken in RPMI medium (GIBCO) deposit on percoll gradient 

(top stage: 22.5% Percoll, 2.5% PBS 10X, 0.025% HCL 0.1M in PBS 1X bottom stage: 45% 

Percoll, 5% PBS 10X, 0.05% HCL 0.1M in PBS 1X) and centrifuged at 1500g 20 minutes 

without brake. The cells were withdrawn at the interface of the gradient. The LSEC were 

purified by differential adhesion of Kupffer cells in plastic dish. Cells freshly isolated were 

spread on cover slip precoated with PBS filtred fetal bovine serum 2% in complete EBM-2 

medium (LONZA CC3156), supplemented with EGM-2 SingleQuots (LONZA CC-4176), 

penicillin streptomycin 1% (GIBCO).  

Reagents and antibodies 

Drugs concentrations were determined previously in literature, Cytochalasin D (Sigma 

Aldrich), Jasplakinolïde (Sigma Aldrich), paraformaldehyde (delta microscopies), 

glutaraldehyde (delta microscopies), cell mask deep red (Molecular probes® Invitrogen™), 

phalloidin Atto , anti mouse sted, Hoechst. 

Si RNA  

Electronic microscopy 

Electron microscopy studies were conducted at the Bordeaux Imaging Center - Bordeaux 

University, a Core facility of the French network “France Bio Imaging”. 

Transmission Electron Microscopy  

Liver sinusoidal endothelial cells (LSECs) were cultivated on aclar supports (Delta 

Microscopy, Toulouse, France). After chemical treatments (cytochalasin, jasplakinolide), 

cells were fixed with 1.6 % (v/v) glutaraldehyde in 0.1M phosphate buffer (pH 7.4) during 2 

hours at room temperature (RT), washed in 0.1M phosphate buffer (pH 7.4) and then post-

fixed in 0.1% (p/v) tannic acid in water during 20 minutes, in the dark, at RT. After washing 

in water, samples were stained in block in 0.2% (p/v) aqueous uranyl acetate solution during 

20min, in the dark, at RT. Subsequently, LSECs were washed in water then dehydrated 

through a series of graded ethanol and embedded in a mixture of pure ethanol and epoxy resin 
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(Epon 812; Delta Microscopy, Toulouse, France) 50/50 (v/v) during 2 hours and then in 

100% resin overnight at RT. The polymerization of the resin was carried out over a period 

between 24-48 hours at 60 ° C. Samples were then sectioned using a diamond knife (Diatome, 

Biel-Bienne, Switzerland) on an ultramicrotome (EM UC7, Leica Microsystems, Vienna, 

Austria). Ultrathin sections (65 nm) were picked up on copper grids and then stained with 

uranyl acetate and lead citrate. Grids were examined with a Transmission Electron 

Microscope (H7650, Hitachi, Tokyo, Japan) at 80kV in High Contrast Mode, equipped with a 

camera Orius 11Mpixel (Roper Scientific, France).  

Scanning Electron Microscopy  

In the meantime, LSECs were cultivated on cover glass and treated as TEM study. Cells 

were fixed with 1.9 % (v/v) glutaraldehyde in 0.1M phosphate buffer (pH 7.4) during 1 hour 

at RT, then were further washed in 0.1M phosphate buffer and dehydrated in a series of 

increasing ethanol concentrations (50 –100%). Samples were dried with 

hexamethyldizylasane (HMDS) during 1 minute, mounted onto stubs and coated with gold, 

using a sputter coater (Cressington 108 auto/SE, Cressington Scientific Instruments Ltd, 

Watford, UK). Each cover glass was imaged in different areas with a Tungsten Scanning 

Electron Microscope (Quanta 200, FEI, Hillsboro, OR, USA) at 10Kv in High Vacuum 

Mode.  

STED microscopy  

For super resolution imaging we used STED (Stimulated emission depletion) microscopy 

with CellMask deep red staining (Lifetechnologie). We used pulsed Leica SP5 STED 

microscope equipped with an oil immersion objective (PlanApo 100X NA 1.4, Leica). We 

used two different kinds of detectors: APD and Hybrid. The 780nm line from Mai Tai laser 

was used for depletion while the 642nm line from laser diode was used for excitation of the 

fluorophores. To collect fluorescence we used a spectral detection module. For images 

acquisition we used the following parameters: images size 2048x2048 for common 

acquisition; pixel size ±20nm for a final resolution of about 70nm; average per line 8; speed 

100Hz. For live observation, samples were maintained at 37°C in an incubating chamber 

surrounding the microscope in home-made video medium (PBS (GIBCO) 1% Hepes (Gibco) 

supplemented with EGM-2 singleQuot CC-4176 (Lonza)) allowing keeping cells alive during 

experiment without C02.  
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Mass spectrometry  

 Sample preparation 

Each sample containing 50 micrograms proteins were loaded on a 10% acrylamide SDS-

PAGE gel. Migration was stopped when samples had just entered the resolving gel. Proteins 

were visualized by Colloidal Blue staining. Each SDS-PAGE band was cut into 1 mm x 1 mm 

gel pieces. Gel pieces were destained in 25 mM ammonium bicarbonate (NH4HCO3), 50% 

Acetonitrile (ACN) and shrunk in ACN for 10 min. After ACN removal, gel pieces were 

dried at room temperature. Proteins were first reduced in 10 mM dithiothreitol, 100 mM 

NH4HCO3 for 30 min at 56°C then alkylated in 100 mM iodoacetamide, 100 mM NH4HCO3 

for 30 min at room temperature and shrunken in ACN for 10 min. After ACN removal, gel 

pieces were rehydrated with 100 mM NH4HCO3 for 10 min at room temperature. Before 

protein digestion, gel pieces were shrunken in ACN for 10 min and dried at room 

temperature. Proteins were digested by incubating each gel slice with 10 ng/µL of trypsin 

(T6567, Sigma-Aldrich) in 40 mM NH4HCO3, 10% ACN, rehydrated at 4°C for 10 min, and 

finally incubated overnight at 37°C. The resulting peptides were extracted from the gel by 

three steps: a first incubation in 40 mM NH4HCO3, 10% ACN for 15 min at room 

temperature and two incubations in 47.5 % ACN, 5% formic acid for 15 min at room 

temperature. The three collected extractions were pooled with the initial digestion 

supernatant, dried in a SpeedVac, and resuspended with 25 µL of 0.1% formic acid before 

nanoLC-MS/MS analysis.

 nanoLC-MS/MS analysis 

Online nanoLC-MS/MS analyses were performed using an Ultimate 3000 RSLC Nano-

UPHLC system (Thermo Scientific, USA) coupled to a nanospray Q-Exactive hybrid 

quadruplole-Orbitrap mass spectrometer (Thermo Scientific, USA). Ten microliters of each 

peptide extract were loaded on a 300 µm ID x 5 mm PepMap C18 precolumn (Thermo 

Scientific, USA) at a flow rate of 20 µL/min. After 5 min desalting, peptides were online 

separated on a 75 µm ID x 25 cm C18 Acclaim PepMap® RSLC column (Thermo Scientific, 

USA) with a 4-40% linear gradient of solvent B (0.1% formic acid in 80% ACN) in 108 min. 

The separation flow rate was set at 300 nL/min. The mass spectrometer operated in positive 

ion mode at a 1.8 kV needle voltage. Data were acquired using Xcalibur 2.2 software in a 

data-dependent mode. MS scans (m/z 300-2000) were recorded at a resolution of R = 70000 

(@ m/z 200) and an AGC target of 1 x 106 ions collected within 100 ms. Dynamic exclusion 

was set to 30 s and top 15 ions were selected from fragmentation in HCD mode. MS/MS 

scans with a target value of 1 x 105 ions were collected with a maximum fill time of 120 ms 
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and a resolution of R = 35000. Additionally, only +2 and +3 charged ions were selected for 

fragmentation. Others settings were as follows: no sheath and no auxiliary gas flow, heated 

capillary temperature, 200°C; normalized HCD collision energy of 25% and an isolation 

width of 3 m/z. 

 Database search and results processing 

 Mascot and Sequest algorithms through Proteome Discoverer 1.4 Software 

(Thermo Fisher Scientific Inc.) were used for protein identification in batch mode by 

searching against a Mus musculus database (53 196 entries, release 2015_01) from 

http://www.uniprot.org/ website. Two missed enzyme cleavages were allowed. Mass 

tolerances in MS and MS/MS were set to 10 ppm and 0.02 Da. Oxidation of methionine, 

acetylation of lysine and deamidation of asparagine and glutamine were searched as variable 

modifications. Carbamidomethylation on cysteine was searched as fixed modification. 

Peptide validation was performed using Percolator algorithm (1) and only “high confidence” 

peptides were retained corresponding to a 1% False Positive Rate at peptide level. Label-free 

quantification by spectral counting was performed using the Proteome Discoverer 1.4 

software. Proteins ratios (LSEC/SVEC) were defined as the median of the number of MS/MS 

spectra assigned each protein. Proteins were considered as over-represented in LSEC cells if 

their ratio were ≥2. The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the 

ProteomeXchange Consortium (http://proteomecentral.proteomexchange.org) via the PRIDE 

partner repository (2) with the dataset identifier PXD000000. 

 

(1) Käll L, Canterbury J, Weston J, Noble WS and MacCoss MJ. Semi-supervised learning 

for peptide identification from shotgun proteomics datasets. Nature Methods 4:923 – 925, 

November 2007. 

 

(2) Vizcaino JA, Cote RG, Csordas A, Dianes JA, Fabregat A, Foster JM, Griss J, Alpi E, 

Birim M, Contell J, O'Kelly G, Schoenegger A, Ovelleiro D, Perez-Riverol Y, Reisinger F, 

Rios D, Wang R, Hermjakob H. The Proteomics Identifications (PRIDE) database and 

associated tools: status in 2013. Nucleic Acids Res. 2013 Jan 1;41(D1):D1063-9. 
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La microscopie superrésolutive : description des principes 

 

La microscopie superrésolutive se place en termes de résolution, entre la microscopie 

électronique et la microscopie confocale ayant respectivement des résolutions de l’ordre de 

l’Ångström et d’environ 200nm.  

Dans la quête d’aller toujours plus loin toujours plus vite, la microscopie confocale atteint 

aujourd’hui ces limites résolutives et dynamiques et la microscopie électronique bien que la 

plus résolutive à ce jour, ne permet pas l’observation de matériel vivant, nouvelle quête des 

chercheurs d’aujourd’hui.  

Depuis plusieurs années, des nouvelles techniques de microscopie sont développées pour 

répondre à trois grands besoin de la recherche actuelle : 1) augmenter la rapidité 

d’acquisition, 2) augmenter la profondeur d’observation et 3) augmenter la résolution.

Afin d’augmenter la rapidité des acquisitions, ce qui est nécessaire pour visualiser des 

phénomènes rapides sur échantillons vivants ou réaliser des stacks piles d’images très grands 

afin de faire des reconstructions en 3D, la microscopie confocale avec scanner résonnant et 

par « spinning disk » ont été développées. Ces types de microscopie permettent d’augmenter 

la vitesse d’acquisition et de ce fait de réaliser des vidéos à partir de matériel vivant mais 

aussi de visualiser des phénomènes biologiques à dynamique rapide.  

Figure 111: Echelles et microsocpie 

Source Philippe LeGros 
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Afin d’augmenter la profondeur d’observation, ce qui est nécessaire pour observer des 

coupes de tissus pouvant aller jusqu’à plusieurs centaines de micromètres, la microscopie 

multiphoton ainsi que la microscopie à feuille de lumière ont été développées.  

Enfin dans le but d’augmenter la résolution, plusieurs techniques de super résolution ont 

été développées. Le prix Nobel de chimie 2014 a récompensé Eric Betzig, Stefan W. Hell et 

William E. Moerner pour avoir dépassé les limites de la résolution optique théorique en 

descendant à l’échelle du nanomètre avec les techniques de super résolution. 

La limite de la résolution optique permettant de distinguer deux molécules proches est 

définie par la distance de Rayleigh selon la formule 0,61λ/NA ou λ correspond à la longueur 

d’onde et NA correspond à l’ouverture numérique de l’objectif utilisé. En dessous de cette 

distance, deux molécules ne peuvent être distinguées (séparées) par des techniques classiques.  

Il existe à ce jour trois types de microscopie haute résolution. Classées par résolution 

croissante, il s’agit de la microscopie SIM, STED, et PALM/STORM/GSD qui vont être 

brièvement présentées.  
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A. Principe de la microscopie SIM ou microscopie à illumination structurée 

La microscopie SIM a été développé en 1997 (Neil, Juskaitis & Wilson. Optics letters 

1997, 22:1905-1907) et est basée sur l’utilisation d’une illumination structurée (pattern) pour 

exciter les échantillons fluorescents. Le pattern d’illumination est superposé avec le pattern 

des structures dans l’échantillon et leurs interférences produit un troisième pattern 

caractéristique, les franges Moiré.!M:88>.55>8;!72!@>;;218!9Z.770F.8>;.:8!2;!72!K:.1=!U@1=528;!501!

Figure 112: Représentation schématique du système STED 

Chaque technique est présentée à l’aide d’un schéma et d’un exemple en image de microscopie. A. SIM B. 
PALM/STORM/GSD C. STED. Extrait de Front. Neurosci., 25 November 2013 Super-resolution microscopy in 
studying neuroendocrine cell function de Anneka Bost, Mathias Pasche, Claudia Schirra and Ute Becherer 
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725! .F>/25V!:8!28!12;.12! 7>!5;106;012!92! 7Z=6<>8;.77:8"!Afin d’obtenir un gain de résolution, on 

récupère pour chaque plan des images pour trois orientations différentes de la grille et pour 5 

phases différentes du pattern d’illumination. Cette technique de microscopie permet 

d’atteindre une résolution d’environ 100nm. 

B. Principe de la microscopie STED 

La microscopie STED utilise la caractéristique de certains fluorophores qui ont la capacité 

de pouvoir lorsqu’ils sont excités, revenir dans leur état fondamental sans pour autant émettre 

de fluorescence et ainsi être stimulés par une énergie extérieure (lumière d’un laser). Pour 

faire cela, dans un microscope confocal, on ajoute un second laser (le laser de déplétion) en 

forme de donuts consécutivement au laser faisant l’excitation du microscope confocal 

classique. Le premier laser excite une zone de 200nm de diamètre correspondant à l’excitation 

d’un microscope confocal classique et le second laser déplète le signal en forme de donuts 

pour obtenir un signal résultant d’environ 60nm de résolution (sur les instruments 

commerciaux Leica). Cette technologie basée sur la capacité des fluorophores à être déplétés 

est la seule technique de microscopie super résolution compatible avec l’observation de 

matériel vivant sur des temps importants, disponible actuellement.  
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Figure 113: Le STED 

Extrait de futura-sciences.com et activemotif.com 
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C. Principe de la microscopie PALM/STORM/GSD  

La microscopie PALM/STORM/GSD est une microscopie basée sur une approche 

pointilliste de détection de molécules uniques. Le principe étant de n’éclairer que quelques 

molécules à chaque acquisition d’image, de telle sorte que l’on puisse les localiser 

précisément en étant sur de leur unicité. Ces techniques nécessitent un grand nombre 

d’acquisitions. Chaque acquisition d’image ne capte donc que le signal de quelques molécules 

fluorescentes uniques puis leur centre de masse est détecté par l’intermédiaire d’un logiciel de 

traitement d’images. Ainsi, contrairement à la microscopie plein champ dont la limite de 

résolution est directement liée à la formule de Rayleigh, la précision de localisation dépend du 

nombre de photons détectés par acquisition et par molécule. La compilation des différentes 

acquisitions grâce à l’utilisation de logiciels de reconstruction d’images permet d’avoir accès 

à des images de résolution très élevée, de l’ordre de 20nm.  

La microscopie PALM « Photoactivated localization microscopy », développée dans les 

années 2000, par Betzig, est basé sur le principe de photoactivation et de photoconversion 

d’un fluorophore. Pour en citer quelques exemples il s’agit des molécules mEos, Dendra2, 

PA-GFP ou encore PA-mcherry. Par l’utilisation des ultraviolets, les molécules vont s’activer 

ou changer de spectre d’émission de façon qu’elles soient respectivement photoactivables ou 

photoconvertibles. Le principe est d’activer un petit nombre de molécules par acquisition, de 

les détecter et ensuite de les photoblanchir. L’image finale est la somme des différentes 

images détectées et est une image super résolue. 

Le STORM/GSD, « stochastic optical reconstruction microscopy », utilise des sondes 

organiques (cys3-cys5), pour faire une reconstitution optique stochastique. Cette technique 

utilise ces molécules organiques et un tampon ayant des propriétés oxydo-réductrices. Cette 

propriété permet de contrôler le taux de clignotement des marqueurs afin d’activer une faible 

quantité de marqueurs et ainsi avoir une bonne précision de localisation. Le tampon mis sur 

l’échantillon, permet aux molécules fluorescente de « quencher » et ainsi de récupérer leur 

capacité de fluorescence de façon très faible. On obtient donc sur chaque image réalisée, un 

nombre très faible de molécules excitées. On peut ainsi facilement les localiser de façons très 

précises.  
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Article 2 : Données supplémentaires 

 

Le récepteurs à domaine discoïdine 1 contrôle la formation des 

invadosomes linéaires selon la voie Cdc42-Tuba 

 

Discoidin domain receptor 1 controls linear invadosome formation via a 

Cdc42-Tuba pathway 

 

Juin A*, Di Martino J*, Leitinger B, Henriet E, Gary AS, Paysan L, Bomo J, Baffet G, 

Gauthier-Rouvière C, Rosenbaum J, Moreau V, Saltel F 

Journal of Cell Biology 2014 
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