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Résumé 
 

L'adhérence des cellules à la matrice extracellulaire par les intégrines est impliquée dans de nombreux 

processus cellulaires tels que migration, différentiation, survie, et sa dérégulation peut contribuer à 

l'apparition de pathologies comme le cancer. L'activation des intégrines, augmentation de leur affinité 

pour le ligand extracellulaire, joue un rôle crucial dans ces fonctions et est régulée selon une 

orchestration complexe par la liaison de protéines aux parties cytoplasmiques des intégrines. La taline 

et la kindline ont ainsi des rôles complémentaires et synergiques dans l'activation des intégrines, selon 

des mécanismes indéterminés. En combinant essais fonctionnels et suivi de protéine individuelle par 

microscopie de super-résolution avec différents variants de kindline mutés, nous avons corrélé le 

comportement moléculaire de la kindline à ses fonctions dans l'adhérence via les intégrines. Nous 

avons observé qu'au niveau de la membrane plasmique, la kindline-2 est capable de diffuser 

latéralement à l'intérieur et à l'extérieur des sites d'adhérence, tandis que la taline est majoritairement 

localisée dans les sites d’adhérence, où elle est immobile. Nous mettons en évidence que le domaine 

PH de la kindline-2 est crucial pour son recrutement et sa diffusion membranaire, et que ces 

phénomènes sont cruciaux durant l'étalement cellulaire et favorisent la formation de sites d’adhérence. 

Cela suggère que la kindline utilise un chemin différent de celui de la taline pour atteindre et activer 

les intégrines, ce qui pourrait expliquer au niveau moléculaire comment la kindline complémente la 

taline durant l'activation des intégrines. 
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Introduction  
 
 
1. L’adhérence cellulaire  
 
 
1. 1. Définition, généralités 

 

 Dans les organismes pluricellulaires, la plupart des cellules adhèrent entre elles ou à la matrice 

extracellulaire (MEC), réseau glycoprotéique complexe régulant de nombreux processus biologiques de 

par ses propriétés mécaniques et chimiques. Ces adhérences peuvent être transitoires, comme dans le 

cas de la synapse immunologique, zone de contact et de communication entre deux cellules du système 

immunitaire, ou de très longue durée, comme dans le cas de la jonction neuromusculaire. L'adhérence 

cellulaire permet le maintien de structures pluricellulaires organisées, les tissus, et régulent de 

nombreux processus cellulaires fondamentaux tels que la migration, la survie, la division et la 

différenciation cellulaire.  

 Ainsi, lors du développement embryonnaire, la formation d'un tissu d'architecture et de 

fonction adéquate implique la mise en place d'adhérences organisées et spécifiques entre les différents 

types de cellules et entre cellules et MEC. L'adhérence cellulaire intervient également dans la formation 

du bouchon visant à stopper le saignement suite à la lésion d'un vaisseau sanguin. La formation de ce 

bouchon nécessite, dans un premier temps, l'adhérence de cellules plaquettaires à la MEC exposée par 

la brèche vasculaire. Puis, ce bouchon est consolidé grâce à l'agrégation de cellules plaquettaires sur la 

couche cellulaire néoformée obstruant la brèche (Broos et al., 2011). Cette agrégation repose sur la 

mise en place d'adhérences entre les cellules plaquettaires elles-mêmes. L’adhérence cellulaire est ainsi 

un phénomène contrôlé de manière précise, et sa dérégulation peut contribuer à l’apparition de 

pathologies telles que le cancer (Blaschuk and Devemy, 2009).  

 

 

1. 2. Les protéines d'adhérence cellulaire 
 

 Le lien chimique et mécanique formé lors de l'adhérence cellulaire est assuré par des protéines 

transmembranaires spécifiques : les protéines d'adhérence cellulaire (Cell Adhesion Molecules en 

anglais, CAM). Les ligands de ces protéines peuvent être solubles ou non. Les CAM peuvent être 

regroupées en cinq types de glycoprotéines transmembranaires : les cadhérines, les protéines 

d'adhérence cellulaire de la famille des immunoglobulines, les sélectines, les syndécanes et les 

intégrines. Ce manuscrit portera exclusivement sur les intégrines, et les quatre premières familles ne 

seront pas traitées. 
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1. 3. Les intégrines 
 
 Les intégrines sont les protéines d'adhérence établissant la liaison des cellules à la MEC. C'est 

en 1986 qu'elles furent identifiées et que la première séquence peptidique d’une intégrine fut 

déterminée (Tamkun et al., 1986). Après exposition à leur ligand, les intégrines se regroupent, 

phénomène appelé clustering. Grâce à la liaison de multiples adaptateurs et protéines d’échafaudage, 

ces agrégats forment ensuite des structures qui s'associent à de nombreuses protéines effectrices et 

notamment au cytosquelette (Fig. 1). Les intégrines sont ainsi couplées à de nombreuses voies de 

signalisation et établissent le lien physique entre la MEC et le cytosquelette. En conséquence, elles sont 

impliquées dans de nombreux processus cellulaires, ce qui sera illustré en partie 2. La partie 3 décrit 

les différents types de structures adhérentes que peuvent former les intégrines (3.1.), les protéines 

retrouvées au niveau de ces structures et les voies de signalisation associées (3.2.). Les données 

apportées par les techniques de super-résolution sur l’architecture moléculaire des sites d’adhérence, 

qui est à la fois précise et dynamique, sera également abordée (3.3.). Enfin, nous verrons les facteurs 

qui régulent les fonctions des intégrines, en particulier ceux régulant la liaison de ces récepteurs à leur 

ligand extracellulaire (partie 4). 

 

 

 

 

 
Figure 1. Sites d’adhérence formés par les intégrines. Image obtenue en 
microscopie de fluorescence montrant une partie des sites d'adhérence 
marqués par la vinculine (rouge) et les filaments d'actine (cyan) dans un 
fibroblaste (A. Huttenlocher, Univ. W-Madison, USA). 
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2. Rôle de l’adhérence par les intégrines dans les 
processus cellulaires 
 

 

2. 1. Survie et progression du cycle cellulaire 
 

Dans la majorité des cellules, l’ancrage à une surface solide est nécessaire pour la survie et la 

prolifération cellulaire (Assoian, 1997 ; Frisch & Screaton, 2001 ; Schwartz & Assoian, 2001), et les 

intégrines jouent un rôle central dans ce phénomène. En effet, dans la plupart des cas, le blocage ou 

l'altération de l'adhérence par les intégrines déclenche une forme de mort cellulaire appelée anoïkose 

(du grec anoikia, littéralement « sans maison ») (Frisch & Screaton, 2001 ; Gilmore, 2005). Parfois 

même, cet ancrage doit être médié par un ligand précis des intégrines pour permettre la survie. Par 

exemple, les cellules épithéliales mammaires, qui sont normalement situées sur une membrane basale 

riche en laminine (un ligand des intégrines), entrent en anoïkose lorsqu’elles sont placées sur une 

matrice de collagène 1 (un autre ligand des intégrines) (Pullan et al., 1996). 

De manière générale, plusieurs voies de signalisation induites par les facteurs de croissance 

dépendent de la signalisation par la voie des intégrines, et cela pourrait expliquer pourquoi l’ancrage 

des cellules via les intégrines joue un rôle crucial dans la survie cellulaire. Par exemple, il a été montré 

qu’en l’absence de facteurs de croissance dans le milieu extracellulaire, la signalisation médiée par les 

intégrines induit la phosphorylation du récepteur à l’EGF (EGFr), ce qui active la voie de signalisation 

de l’EGFr. La phosphorylation de l’EGFr par la voie des intégrines est par ailleurs suffisante pour 

permettre la survie cellulaire en l'absence de facteurs de croissance (Moro et al., 2002).  

Les signaux induits par la voie des intégrines sont également nécessaires pour permettre 

l'avancée du cycle cellulaire. Par exemple, l’activation par les intégrines de Rac1 (ras-related C3 

botulinum toxin substrate 1) (Mettouchi et al., 2001), Erk (extracellular signal-regulated kinase) (Walker 

& Assoian, 2005), et de la voie PI3K (phosphoinositide 3-kinase) /Akt (protein kinase B) (Velling et al., 

2008) favorise la prolifération cellulaire. Ainsi, sans adhérence à la MEC via les intégrines, le cycle 

cellulaire est bloqué en G1 (Le Gall et al., 1998).  

 

 

2. 2. Polarisation    
 

 Le phénomène de polarisation des cellules, organisation asymétrique de certains de leurs 

composants (membrane plasmique, cytosquelette, organelles…), est impliqué dans de nombreux 

phénomènes cellulaires. Les intégrines jouent un rôle crucial dans la polarisation cellulaire, notamment 

via la redistribution et la concentration d’intégrines dans certaines zones de la membrane plasmique. 

La polarisation par les intégrines intervient notamment lors de la division cellulaire, processus qui 

implique la mise en place d’un axe de division par la cellule et le partage équitable du matériel 

génétique de part et d’autre de cet axe. L’adhérence médiée par les intégrines contrôle en effet 

l’orientation du fuseau mitotique et ainsi le plan selon lequel s’effectue la division cellulaire (Théry et 

al., 2006 ; Toyoshima & Nishida, 2007). La polarisation par les intégrines intervient également dans le 

maintien d'un état cellulaire différencié et le développement des tissus. Les intégrines participent par 

exemple au maintien de l’orientation spatiale des cellules épithéliales, qui comportent un pôle basal et 
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un pôle apical ayant des fonctions et morphologies propres. Il a ainsi été montré que l’établissement 

de l’axe baso-apical de cellules épithéliales rénales nécessitait l’adhérence par les intégrines, qui 

permet la reconnaissance de la membrane basale et l’activation de Rac1 (Yu et al., 2005). De la même 

manière, la suppression des intégrines β1 empêche la polarisation et la différenciation de cellules 

épithéliales mammaires (Naylor et al., 2005).  

La polarisation cellulaire est également importante dans la migration dirigée. En effet, dans un 

milieu homogène, la cellule doit mettre en place des processus directionnels pour pouvoir migrer dans 

une direction donnée plutôt que de manière inconstante et aléatoire. Lors de la migration, les inté-

grines participent à la polarisation via les différents types de structures adhérentes formées par les 

cellules (c.f. 3.1.), qui sont organisées et orientées spatialement selon la direction du mouvement cel-

lulaire. En effet, l’assemblage des sites d’adhérence s’effectue uniquement à l’avant de la cellule et le 

processus de maturation des sites d’adhérence a également une organisation spatiale polarisée. Ainsi, 

les adhérences formées au niveau des protrusions membranaires permettent de stabiliser ces protru-

sions, mais également d'entretenir leur formation à l'avant de la cellule par polymérisation d'actine, 

notamment via activation de Rac1 à l’avant de la cellule (Kraynov et al., 2000 ; Nayal et al., 2006 ; Pollard 

& Borisy, 2003). De plus, les signaux générés localement par les adhérences permettent l'activation de 

la PKA (Protein kinase A) à l'avant de la cellule, ce qui participe à la migration cellulaire dirigée (Lim et 

al., 2008). L’activation de FAK (focal adhesion kinase) par les intégrines participe également à l’établis-

sement d’une organisation polarisée des microtubules et permet notamment la stabilisation des mi-

crotubules à l’avant de la cellule par un mécanisme dépendant de la protéine mDia (mammalian dia-

phanous) (Palazzo et al., 2004). Cette organisation des microtubules renforce la polarisation cellulaire 

et semble important pour la migration dirigée (Gundersen & Bulinski, 1988 ; Ueda et al., 1997).  

  

 

2. 3. Transmission de forces 
 

2. 3. 1. Mécanostransduction 
 

Les cellules ne répondent pas seulement à la composition chimique de l'environnement mais 

également aux propriétés physiques de la matrice. Les forces générées au niveau intra- et extracellu-

laire influencent ainsi le comportement des cellules (Deroanne et al., 2001 ; Engler et al., 2004 ; Pelham 

& Wang, 1997), qui peuvent répondre de manière distincte et spécifique en fonction de la rigidité du 

substrat (Engler et al., 2006 ; Lo et al., 2000). Dans les cellules adhérentes, la mécanotransduction, 

transformation d’un signal mécanique en un signal biologique, est essentiellement médiée par les sites 

d’adhérence formés par les intégrines et leur couplage au cytosquelette d’actine. Les kinases Src (sar-

coma) (Shimizu et al., 2012 ; Suter & Forscher, 2001) et FAK (Boutahar et al., 2004 ; Leucht et al., 2007) 

retrouvées dans les adhérences focales jouent un rôle crucial dans la mécanotransduction. Par 

exemple, Src est activée très rapidement (<300 ms) après application de tension mécanique sur des 

cellules musculaires(Na et al., 2008), et FAK est nécessaire à la tendance naturelle des cellules à migrer 

vers les zones les plus rigides d’un environnement donné (Wang et al., 2001) (phénomène appelé du-

rotaxie (Lo et al., 2000)). Parmi les protéines identifiées comme importantes dans les fonctions cellu-

laires sensibles aux forces mécaniques, on trouve notamment p130Cas (Sawada et al., 2006), la taline, 



18 
 

la vinculine (del Rio et al., 2009), et la filamine (Ehrlicher et al., 2011). Ces protéines sont toutes retrou-

vées dans les sites d’adhérence, ce qui souligne le rôle joué par ces structures dans l'intégration des 

forces environnantes par la cellule.  

A l’échelle de la cellule, les réponses à l’environnement mécanique sont à la fois locales, ce qui 

régule l’évolution des sites d’adhérence (c.f. 3.1.) et globales, via l’activation de voies de signalisation. 

Par exemple, l’activation des intégrines, des MAP kinases, des Rho GTPases et la contractilité cellulaire 

(Shiu et al., 2004) sont autant d’éléments qui sont régulés par la rigidité de l’environnement cellulaire. 

Il a également été montré que la formation d’adhérences focales était rapidement suivie par le recru-

tement local et spécifique de ribosomes et d’ARNh messagers au niveau de ces structures, phénomène 

nécessitant la contraction du système actine-myosine (Chicurel et al., 1998). Ce phénomène illustre de 

manière frappante le caractère fondamental de la rigidité de l’environnement cellulaire dans les pro-

cessus biologiques. Les forces mécaniques jouent ainsi un rôle crucial lors du développement des tissus 

et des organes (Mammoto & Ingber, 2010) et in vitro, la rigidité de la matrice constitue un paramètre 

déterminant lors de la différenciation cellulaire. Ainsi, en culture cellulaire, des milieux de rigidité com-

parable à celle des os peuvent induire la différenciation de cellules souches en cellules osseuses, tandis 

que des milieux souples, de rigidité comparable à celle du cerveau, favorisent la différenciation en neu-

rones (Engler et al., 2006). De plus, le degré de tension mécanique subie par les cellules ainsi que la 

géométrie des points d’ancrage via les intégrines peuvent déterminer si les cellules entrent en apop-

tose, survivent ou se divisent (Chen et al., 1997 ; Hsieh & Nguyen, 2005 ; Klein et al., 2009).  

La mécanotransduction par les intégrines pourrait également jouer un rôle causal en patholo-

gie. Par exemple, la mise en culture de cellules de cancer du sein dans un milieu anormalement rigide 

confère aux cellules un phénotype plus agressif que dans un milieu de rigidité typique du tissu d’origine 

(Provenzano et al., 2009). Aussi, les cellules cancéreuses présentent souvent un glycocalyx (couche de 

glycoprotéines et de protéoglycanes à la surface des cellules) anormalement épais (Paszek et al., 2014). 

Or, il a été montré que, par action mécanique, le glycocalyx anormalement épais augmente la rigidité 

perçue par les cellules vis-à-vis de leur environnement. Une telle perturbation permet ainsi aux cellules 

cancéreuses de survivre et de se diviser dans des environnements de faible rigidité. Tous ces phéno-

mènes impliquent l’activation d’une voie de signalisation FAK/Rho/Erk (Paszek et al., 2014 ; Provenzano 

et al., 2009) et/ou une voie impliquant la PI3K (Levental et al., 2009 ; Paszek et al., 2014). 

 

 

2. 3. 2. Transmission de forces cellulaires à la MEC 
 

Pour les phénomènes décrits ci-dessus, les sites d’adhérence jouent le rôle de récepteur de 

forces, mais ces structures servent également d’effecteurs pour transmettre les forces cellulaires à la 

MEC. Ces forces peuvent être générées par la polymérisation des monomères d’actine en filaments 

d’actine, et par la contraction du système actine-myosine, dans lequel deux filaments d'actine se rap-

prochent grâce à l’activité du moteur moléculaire myosine II (c.f. 3.2.2.c.). Ces forces ainsi générées 

peuvent alors être transmises à la MEC via les sites d’adhérence. Tout comme la détection de forces, la 

transmission de forces cellulaires par les intégrines joue un rôle important en physiologie. Elle est par 

exemple nécessaire à la migration dépendante de l’adhérence cellulaire (connu sous le nom d’haptoki-

nèse (Friedl & Weigelin, 2008)). Dans ce type de migration, les sites d’adhérence permettent à la cellule 

de « s’agripper » à la MEC et, à travers l’association au cytosquelette d’actine, de transformer les forces 
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générées par la polymérisation d’actine et le système actine-myosine en déplacement cellulaire (Fig. 

2). Les complexes focaux à l'avant de la cellule permettent notamment l'ancrage du réseau branché 

d'actine au substrat (Alexandrova et al., 2008 ; Gardel et al., 2008), et ce phénomène semble respon-

sable des protrusions membranaires. Ce couplage est en effet corrélé à une augmentation des forces 

de traction sur le substrat et à un ralentissement du glissement vers l'arrière des filaments d'actine en 

phase d'élongation (Gardel et al., 2010). L'élongation des filaments (par polymérisation de monomères 

d'actine) ainsi immobilisés peut alors propulser la membrane vers l'avant de la cellule. Il a ainsi été mis 

en évidence une relation inverse entre le glissement vers l'arrière des filaments d'actine et la protrusion 

membranaire (Jurado et al., 2005 ; Lin & Forscher, 1995). La contraction du système actine-myosine au 

niveau central de la cellule permet son avancée lors de la migration cellulaire (Guo & Wang, 2012). Les 

adhérences focales participent très probablement à ce phénomène en ancrant plus ou moins directe-

ment au substrat les faisceaux d'actine impliqués dans la contraction du système actine-myosine. 

 

 

 

 

Figure 2. Implication des sites d’adhérence dans la transmission de forces motrices lors de la migration 
cellulaire. Dans la migration dépendante de l’adhérence cellulaire (haptokinèse (Friedl & Weigelin, 2008)), les 
sites d’adhérence (ici : complexe focaux, adhérences focales) permettent à la cellule de « s’agripper » à la MEC 
et, à travers l’association au cytosquelette d’actine, de transformer les forces générées par la polymérisation 
d’actine et le système actine-myosine en déplacement cellulaire. 

 

 

 

Tous ces éléments montrent bien que l’adhérence cellulaire médiée par les intégrines joue un 

rôle fondamental dans de nombreux processus cellulaires. Pour comprendre précisément la mise en 

place de ces processus cellulaires, il est ainsi essentiel de connaître les mécanismes de régulation de 

l’adhérence via les intégrines.  
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3. Les sites d’adhérence : des organelles complexes et 
multiformes 
 
 

 Nous décrirons ici les différents types de structures adhérentes que peuvent former les 

intégrines, ainsi que les protéines retrouvées au niveau de ces structures et les voies de signalisation 

associées. Nous aborderons aussi les apports relativement récents des techniques de super-résolution 

sur l’architecture moléculaire des sites d’adhérence, qui s’est révélée à la fois précise et dynamique. 

 

  

3. 1. Les différents types de sites d’adhérence 
 

Une caractéristique remarquable des adhérences formées par les intégrines est qu’elles pré-

sentent une importante diversité de composition, morphologie, fonction, activité de signalisation et 

durée de vie dans une même cellule cultivée en deux dimensions (2D)*1(Laukaitis et al., 2001 ; Zamir et 

al., 1999). Ainsi, dans une cellule migrant dans une direction constante, les adhérences situées à l’avant 

de la cellule sont par exemple moins denses en intégrines et pourraient transmettent des forces plus 

importantes que les adhérences situées plus à l’arrière de la cellule (Ballestrem et al., 2001 ; Beningo 

et al., 2001 ; Munevar et al., 2001). Historiquement, les adhérences formées par les intégrines ont été 

classifiées en fonction de leur taille, stabilité, et localisation cellulaire. La formation, la maturation et le 

désassemblage des adhérences semblent cependant constituer un processus continu, en partie guidé 

par les forces mécaniques appliquées sur ces structures. Des études ont en effet montré que sur des 

substrats souples, les sites d’adhérence peuvent être plus petits et plus dynamiques que sur des subs-

trats rigides (Kim & Wirtz, 2013 ; Pelham & Wang, 1997), ce qui montre que les forces mécaniques 

influencent la mise en place des sites d’adhérence. 

 La grande majorité des connaissances relatives aux sites d’adhérence sont issues d’expériences 

menées sur des cellules cultivées en deux dimensions, et de nombreuses études montrent que les sites 

d’adhérence semblent de nature différente en trois dimensions (3D) (Cukierman et al., 2001 ; Shibue 

& Weinberg, 2009). L’existence in vivo des adhérences focales, type d’adhérence le plus couramment 

observé in vitro, est ainsi actuellement controversée (Fraley et al., 2011). Une des difficultés techniques 

par rapport à cette question est que la visualisation des adhérences focales en 3D est particulièrement 

difficile. Cela semble en partie dû à une taille et un marquage fluorescent de ces structures plus faible 

en 3D qu’en 2D, ainsi qu’au fait que la plupart des équipements optiques ne sont pas adaptés à la 

visualisation d'échantillons non plans. Malgré ces difficultés, des adhérences cellule-MEC 

micrométriques bien distinctes ont été observées dans des matrices 3D issues de tissus (Cukierman et 

al., 2001). Ainsi, nous présenterons ici la classification historique et toujours la plus utilisée des sites 

d’adhérence pour décrire les différentes structures adhérentes formées par les intégrines en culture 

2D. En effet, bien que les mécanismes décrits en 2D ne puissent être transposés en 3D sans une 

vérification systématique (Fraley et al., 2010), ils fournissent des informations moléculaires d’un grand 

intérêt pour comprendre le fonctionnement des cellules in vivo. Il existe au moins six types de 

                                                           
*1Les cellules cultivées sur une fine couche de matrice extracellulaire sont considérées comme cultivées en deux dimensions, 
alors que des cellules cultivées de sorte à être entièrement entourées de matrice, par exemple dans un gel, sont considérées 
comme cultivées en trois dimensions. 
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structures adhérentes formées par les intégrines : les adhérences naissantes, les complexes focaux, les 

adhérences focales, les adhérences fibrillaires, les podosomes, et les hémidesmosomes. Nous ne 

traiterons que les quatre premiers types de structures, qui appartiennent en réalité à un même groupe, 

puisque complexes focaux, adhérences focales et adhérences fibrillaires dérivent des adhérences 

naissantes. Afin de simplifier la présentation de ces différents sites d’adhérence, notamment au niveau 

de leur localisation subcellulaire, nous nous placerons dans le cas d’une cellule en migration dans 

laquelle l’axe de polarité et la direction sont considérés constants, et dans laquelle se forment des sites 

d’adhérence (Fig. 3A). En culture, la formation des sites d’adhérence est initiée dans une zone appelée 

lamellipode2* (Alexandrova et al., 2008 ; Choi et al., 2008), situé à la périphérie avant de la cellule en 

migration. Par opposition, il ne semble pas y avoir de formation de nouvelles adhérences en dehors du 

lamellipode, i.e. à l’arrière de la cellule en migration.  

 

 
3. 1. 1. Adhérences naissantes et complexes focaux 

 

Les adhérences naissantes désignent les formes les plus précocement observables de struc-

tures adhérentes formées par les intégrines. Elles ont une forme de point, contiennent de la paxilline, 

et apparaissent au niveau du lamellipode indépendamment de la contractilité induite par la myosine 

(Choi et al., 2008). Leur vitesse d’assemblage est cependant proportionnelle au taux de protrusion à 

l’avant de la cellule et nécessite la polymérisation d’actine en filaments (Alexandrova et al., 2008 ; Choi 

et al., 2008). De par leur petite taille (200 nm pour la majorité), elles sont difficilement observables par 

microscopie photonique conventionnelle en champ large et peuvent nécessiter l’utilisation d’une illu-

mination TIRF (total internal reflection fluorescence, c.f. 7.3.). Les adhérences naissantes peuvent con-

tenir entre autres paxilline, α-actinine, kindline, taline, vinculine, FAK et sont enrichies en tyrosines 

phosphorylées (Bachir et al., 2014 ; Choi et al., 2008), ce qui suggère que ces adhérences constituent 

des complexes de signalisation actifs. Par ailleurs, les forces de traction exercées par la cellule au niveau 

de sa partie antérieure sont maximales au niveau de la zone contenant les adhérences naissantes, ce 

qui montre que ce type d’adhérence pourrait être responsable de ces forces (Beningo et al., 2001 ; 

Munevar et al., 2001). Les adhérences naissantes ont une durée de vie courte et ainsi, la plupart des 

adhérences naissantes ont disparu après environ 1 minute (Choi et al., 2008), lorsqu’elles ont atteint la 

zone située entre le lamellipode et la lamelle (Fig. 3A). Néanmoins, une partie des adhérences nais-

santes persiste et se développe en complexes focaux.  

Les complexes focaux sont des sites d’adhérence de taille supérieure aux adhérences nais-

santes (entre environ 0,2 et 1 µm (Zamir et al., 2008)), généralement en forme de point, et qui peuvent 

être retrouvés jusqu’à quelques micromètres de distance du bord de la cellule (env. 5 µm). Leur forma-

tion dépend de l’activité de la myosine II, puisque l’inhibition de la myosine II induit la transformation 

de complexes focaux en adhérences naissantes (Choi et al., 2008). Ce phénomène pourrait être dû à 

un changement de conformation de protéines constituant les sites d’adhérence suite à l’application 

d’une force mécanique. Par exemple, la taline qui se lie au cytosquelette d’actine, pourrait être dépliée 

par la contraction actine/myosine et être ainsi plus affine pour la vinculine (del Rio et al., 2009). La 

                                                           
*2Lamellipode : extension membranaire plate et large à l'avant de la cellule, formée par la polymérisation et l’assemblage de 
l'actine en un réseau de filaments branchés, qui dépend notamment de l’activation des protéines Arp2/3 et Rac1 (Pollard et 
Borisy, 2003).   
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protéine p130Cas pourrait également changer de conformation suite à l’application d’une tension mé-
canique (Sawada et al., 2006), et pourrait ainsi participer à la maturation des sites d’adhérence en ré-
ponse à la contraction actine-myosine. Les complexes focaux peuvent ensuite se désassembler, ou se 
transformer en adhérences focales.  
 

 
Figure 3. Morphologie et localisation des sites d’adhérence formés par les intégrines. A. Représentation 
schématique de l’organisation des sites d’adhérence dans une cellule en migration. B. Image montrant les sites 
d’adhrence en formation (adhérences naissantes et complexes focaux) au niveau de la bordure du lamellipode, 
qui correspondent aux structures contenant des intégrines β1 et de la paxilline. Les plus petites structures dans 
lesquelles la paxilline et les intégrines β1 sont colocalisées (indiquées par les flèches), correspondent à des 
adhérences naissantes. Image obtenue sur des cellules CHO et adaptée de Choi et al., 2008. C. Image montrant 
la localisation de la paxilline (rouge) et de la zyxine (vert). Les complexes focaux (CF) correspondent aux structures 
contenant uniquement de la paxilline, tandis que les adhérences focales (AF) correspondent aux structures dans 
lesquelles les deux protéines sont colocalisées. Image obtenue sur des cellules endothéliales, issue de Zaidel-Bar 
et al., 2003. D. Image montrant la localisation de la tensine (rouge) et de la fibronectine (vert) dans des cellules 
de fibroblastes humains, tirée de Wolfenson et al., 2013. Les structures allongées dans lesquelles les deux 
protéines sont colocalisées (comme montré par les flèches blanches) correspondent à des adhérences fibrillaires.  
 
 
3. 1. 2. Adhérences focales 
 

Les adhérences focales (AF) furent les premières adhérences cellule-matrice à être découvertes 
et sont les mieux caractérisées des structures adhérentes formées par les intégrines. Elles furent iden-
tifiées en 1964 par Curtis comme des zones de contact étroit entre la cellule et le substrat (Curtis, 
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1964), et furent ensuite caractérisées comme des plaques denses en électrons en microscopie électro-

nique (ce qui indique une certaine densité en protéines) associées aux filaments d’actine (Abercrombie 

et al., 1971 ; Heath & Dunn, 1978). Elles sont de forme ovale et de taille nettement plus importante 

que les complexes focaux, typiquement 2 µm de large et 3-10 µm de long, et sont majoritairement plus 

éloignées du bord de la cellule que les complexes focaux (Zaidel-Bar et al., 2007b).  

D’un point de vue structural, les AF sont en contact avec l’extrémité d’une fibre de stress et 

généralement orientées dans la direction de cette fibre (Fig. 1, 15 et 18). Les fibres de stress (ou fibres 

de tension) sont des faisceaux de filaments d’actine associés à une multitude de protéines telles que 

des protéines capables de relier plusieurs filaments d’actine (cross-linkers) comme l’α-actinine et la 

filamine, mais également la myosine II (Pellegrin & Mellor, 2007). Cette dernière permet alors aux fibres 

de stress de se contracter et ainsi d’exercer des forces de traction sur les composants qu’elles relient 

(Katoh et al., 2001 ; Kumar et al., 2006 ; Peterson et al., 2004).  

La maturation des complexes focaux en AF s’accompagne de changements de composition 

(Katz et al., 2000 ; Zamir et al., 2008, 1999). On observe entre autre, une présence plus fréquente et/ou 

plus importante dans ces structures de vinculine, paxilline, FAK, VASP (vasodilator-stimulated phospho-

protein), α-actinine, par rapport aux structures plus précoces. On observe également l’apparition de 

zyxine et selon le type cellulaire, de tensine, qui semblent absentes des complexes focaux. Le dévelop-

pement en AF s’accompagne également de variations dans la phosphorylation des protéines compo-

sants ces structures (comme la paxilline (Zaidel-Bar et al., 2007b)) et du taux de renouvellement de ces 

composants (Ballestrem et al., 2001 ; Cluzel et al., 2005).  

Il fut à une époque considéré qu’il existait une relation de proportionnalité entre développe-

ment/maintien des AF et les forces mécaniques subies par ces structures (Balaban et al., 2001). De 

plus, plusieurs études ont montré que la croissance des AF semble suivre la direction des forces subies 

(Balaban et al., 2001 ; Chrzanowska-Wodnicka & Burridge, 1996 ; Raz-Ben Aroush et al., 2008 ; Riveline 

et al., 2001). Aussi, après relaxation de la cellule, par exemple par inhibition de la contractilité actine-

myosine, les AF rétrécissent et leur enrichissement en certains constituants (par exemple FAK, vincu-

line, α-actinine) diminue (Pasapera et al., 2010), comme si elles subissaient une transition inverse ad-

hérences focales – complexes focaux. Il est ainsi possible que le recrutement d’une partie des compo-

sants des AF fasse intervenir des phénomènes mécaniques ou mécanochimiques rapides, par exemple 

l’exposition de sites de liaison suite à l’étirement de protéines. En effet, la vitesse de dissociation de la 

zyxine dans les sites d’adhérence est par exemple modifiée en quelques secondes seulement en ré-

ponse à la baisse des forces contractiles (Lele et al., 2006). En comparaison, les changements de phos-

phorylation des composants semblent différés par rapport au recrutement des protéines, et pourraient 

ainsi faire intervenir des processus biochimiques plus lents (Ballestrem et al., 2006 ; Kirchner et al., 

2003 ; Lele et al., 2006).  

On sait néanmoins aujourd’hui qu’il n’y a pas de relation simple entre les forces subies par les 

AF et le développement et la stabilisation de ces structures. En effet, Stricker et al. ont observé que la 

vitesse d’élongation des AF restait constante en réponse à une large gamme de tensions mécaniques 

cellulaires (Stricker et al., 2013) (la durée de vie des AF à ces niveaux de tension était en revanche 

diminuée). De plus, Oakes et al. ont montré que dans leur système d’étude, la contractilité actine-myo-

sine pouvait être inhibée jusqu’à 90% sans que cela n’empêche la phosphorylation de FAK et de la 

paxilline (Oakes et al., 2012), qui témoignent en partie de la maturation des adhérences focales. Ces 
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travaux rapportent en revanche que même en situation de forte contractilité actine-myosine, la sup-

pression spécifique de l’organisation de l’actine en fibres de stress perturbe la formation d’AF. De la 

même manière, Stricker et al. ont observé que la perturbation de la durée de vie des AF par la diminu-

tion des tensions cellulaires pouvait être contrecarrée par la sur-expression d’α-actinine ou de mDia 

(Stricker et al., 2013), qui sont importantes pour la formation de fibres de stress radiales (Hotulainen 

& Lappalainen, 2006 ; Oakes et al., 2012). Ces résultats montrent que la présence de fibres de stress 

semble plus importante que celle de forces de contraction en général, qui peuvent être transmises aux 

sites d’adhérence par des filaments d’actine non agrégés en fibres de stress. Il a ainsi été suggéré que 

les fibres de stress jouent le rôle de support structural pour la maturation des AF (Oakes et al., 2012).  

 La durée de vie des AF est très variable et dépend des tensions mécaniques subies par ces 

structures et du profil migratoire des cellules. Ainsi, lors de la migration de cellules épithéliales rénales 

(lignée Ptk1), les AF peuvent se désassembler après 10-15 minutes seulement et persister 45 minutes 

en cas de fortes tensions mécaniques (Gupton & Waterman-Storer, 2006). Dans des cellules d’ostéo-

sarcome également capables de migrer (lignée U2OS), une étude rapporte une durée de vie des AF de 

20 à 80 minutes (moyenne à 45 (Stricker et al., 2013)). Le désassemblage des AF semble être un pro-

cessus complexe qui implique entre autres des variations des forces de tension médiées par le cytos-

quelette, la phosphorylation de certaines protéines (Crowley & Horwitz, 1995), possiblement via FAK 

et Src (Webb et al., 2004), mais également l’endocytose, les microtubules (Chao & Kunz, 2009) et le 

clivage de constituants par la calpaïne (Franco et al., 2004). Dans certains types cellulaires, une partie 

des adhérences focales peut se transformer en adhérences fibrillaires.  

 

 
3. 1. 3. Adhérences fibrillaires 

 

Dans les fibroblastes immobiles, des adhérences centrales de forme allongée et contenant de 

la tensine peuvent être observées, longeant à la fois fibres de stress et fibrilles de la MEC (Fig. 3A, D) 

(Katz et al., 2000 ; Zamir et al., 2008, 1999). Initialement désignées par les termes « contact cellule-

matrice » (Chen et al., 1985) ou « attachement cellule-substrat » (Damsky et al., 1985), elles sont au-

jourd’hui désignées par le terme d’adhérences fibrillaires. Ces adhérences prennent forme suite à la 

translocation des intégrines contenant une sous-unité α5, depuis les adhérences focales vers le centre 

de la cellule (Pankov et al., 2000 ; Zamir et al., 2000). La liaison d’ICAP-1 (integrin cytoplasmic domain-

associated protein 1) aux intégrines contenant une sous-unité β1 est également nécessaire à la forma-

tion de ces structures (Brunner et al., 2011). Ces adhérences ont une durée de vie supérieure aux struc-

tures vues précédemment (Zaidel-Bar et al., 2007b). De plus, elles ne contiennent pas de taline, paxil-

line ou vinculine, peu de tyrosines phosphorylées (Zamir et al., 1999) et sont enrichies en sous-unités 

β1 (Brunner et al., 2011) et α5 (Katz et al., 2000) des intégrines. Elles sont impliquées dans la réorgani-

sation de la MEC, en particulier la fibronectine, dont la forme soluble peut être convertie en fibrilles 

insolubles par les cellules. C’est le phénomène de fibrillogenèse de la fibronectine, dans lequel les in-

tégrines α5β1 jouent un rôle crucial puisque l’inhibition (Akiyama et al., 1989) ou la surexpression 

(Fogerty et al., 1990 ; Giancotti & Ruoslahti, 1990) des intégrines α5β1 affectent fortement ces phéno-

mènes cellulaires de modelage de la matrice.  
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3. 2. De véritables plates-formes de signalisation 
 

3. 2. 1. Un vaste réseau d’interactions 

 

 Les sites d’adhérence formés par les intégrines peuvent recruter une quantité surprenante de 

protéines différentes. En effet, d’après de récentes estimations faites en partie à l’aide d’approches 

protéomiques et bioinformatiques, on compte 148 protéines intrinsèques, c'est-à-dire résidentes des 

sites d’adhérence, et 84 protéines capables de s’associer transitoirement avec les sites d’adhérence 

(Winograd-Katz et al., 2014). Cette grande diversité des constituants des sites d’adhérence a donné 

naissance au concept d’« adhésome »* 3 , qui désigne l’ensemble des protéines retrouvées dans ces 

structures, et qui constituent ainsi de véritables plateformes de signalisation. De plus, ces protéines 

contiennent, pour la plupart, de multiples sites de liaison à d’autres protéines et forment ainsi un 

réseau complexe d’interactions (Fig. 4). Ainsi, par combinaisons, l’assemblage des sites d’adhérence 

peut théoriquement former de très nombreuses structures différentes, ayant potentiellement des 

fonctions distinctes. Nous présenterons ici quelques protéines clés des sites d’adhérence, des 

interactions dans lesquelles elles peuvent être engagées et les grandes voies de signalisation auxquelles 

elles sont reliées, afin d’illustrer la capacité considérable des sites d’adhérence à moduler la 

transduction du signal.  

 

 
Figure 4. Interactions 
moléculaires au niveau des 
sites d’adhérence. A. Réseau 
d’interactions entre les 
différents constituants des sites 
d’adhérence, organisés en 
classes fonctionnelles, d’après 
(Zaidel-Bar et al., 2007a) (Pour 
plus de détails sur la 
composition des sites 
d’adhérence et les interactions 
entre les constituants, c.f. 
Annexe 2). PtdIns : 
phosphatidylinositol ; ADN : 
acide désoxyribonucléique ; 
ARN : acide ribonucléique. GEF : 
guanine nucleotide exchange 
factor ; GAP : GTPase-activating 
protein.  

 

 

                                                           
*3Le mot « adhésome », qui désigne l’ensemble des constituants des sites d’adhérence, est construit sur le modèle de termes 
récents tels que « protéome » (ensemble des protéines présentes dans un échantillon à un instant donné), « transcriptome » 
(ensemble des ARN messagers d’un échantillon biologique à un instant donné), eux même inspirés du mot « génome » 
(ensemble des gènes d’un organisme vivant). 
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3. 2. 2. Protéines majeures des sites d’adhérence 

 

La grande majorité des protéines retrouvées dans les sites d’adhérence formés par les 

intégrines peut être classée en quatre groupes : les protéines adaptatrices, qui servent à mettre en 

contact et à orienter deux protéines, les protéines interagissant directement avec le cytosquelette, les 

enzymes telles que tyrosine kinases (FAK, Src, PYK2, Csk, Abl), thréonine kinases (PKC, PAK) et autres 

enzymes (PI-3 kinase, phospholipase…) et enfin les petites GTPases et régulateurs de GTPases.  

 

 

3. 2. 2. a. Kinases et phosphatases 

 

 La protéine FAK (focal adhesion kinase) est une tyrosine-kinase concentrée dans les sites 

d’adhérence(Schaller et al., 1992). La perturbation de son recrutement aux sites d’adhérence par 

mutation du domaine d’adressage de la protéine (domaine FAT, focal adhesion targeting (Hildebrand 

et al., 1993)) entraine une baisse de phosphorylation de ses substrats (Shen & Schaller, 1999), ce qui 

montre que cette localisation est cruciale pour la fonction de signalisation de FAK. Cela pourrait être 

dû à l’activation de FAK par les intégrines, qui semblent capables de lever l’auto-inhibition de FAK 

médiée par son domaine FERM (Cooper et al., 2003). L’activation de FAK repose aussi sur son auto-

phosphorylation en Y397 et ainsi l’agrégation de FAK aux adhérences focales participe probablement à 

son activation. Une fois phosphorylé, le résidu Y397 devient un site de liaison pour les protéines 

contenant un domaine SH2 (src homology type 2) tels que les kinases de la famille de Src (Cobb et al., 

1994 ; Schaller et al., 1994), la phospholipase Cγ (PLCγ) (Zhang et al., 1999), GRB-7 (growth-factor-

receptor-bound protein-7) (Han & Guan, 1999), et la sous-unité p85 de la PI3K (Chen et al., 1996 ; 

Guinebault et al., 1995). FAK ne peut pas lier toutes ces molécules en même temps et la régulation de 

ces interactions n’est pas encore comprise, mais cela illustre la diversité des fonctions potentielles de 

FAK à l’échelle moléculaire. FAK peut également interagir avec des protéines adaptatrices majeures des 

sites d’adhérence, telles que p130Cas (Harte et al., 1996 ; Polte & Hanks, 1995) et la paxilline (Hayashi 

et al., 2002), et semble participer à leur phosphorylation (Bellis et al., 1997), vraisemblablement via Src 

dans le cas de p130Cas (Cary et al., 1998 ; Vuori et al., 1996).  

 La tyrosine kinase Src est une autre protéine majeure de la signalisation par les sites 

d’adhérence. L’autophosphorylation de FAK en Y397 augmente considérablement son affinité pour Src 

in vivo ce qui favorise vraisemblablement le recrutement de Src dans les sites d’adhérence (Schaller et 

al., 1994). Src peut alors phosphoryler de nombreux composants de ces structures, notamment 

p130Cas (Vuori et al., 1996) et la paxilline (Shen & Schaller, 1999), mais également la protéine FAK elle-

même. La phosphorylation de FAK en Y925 par Src favorise la liaison de protéines contenant des 

domaines SH2 telles que Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2 (Schlaepfer et al., 1994 ; 

Schlaepfer & Hunter, 1996)). Cette interaction Grb2-FAK est un des carrefours de signalisation cruciaux 

des sites d’adhérence qui permet à FAK, et donc aux intégrines, d’activer la voie des MAP kinases 

(mitogen activated protein kinases) via Ras. De plus, la phosphorylation de FAK en Y576 et Y577 suite 

à la formation du complexe FAK-Src augmente l’activité kinase de FAK (Calalb et al., 1995). Il s’agit d’une 

boucle de rétrocontrôle positif dans le fonctionnement de FAK et Src (l’une peut activer l’autre et vice 

versa), qui entretient ainsi les signaux du complexe FAK-Src. De plus, d’autres phénomènes semblent 

s’additionner et converger vers la formation d’un complexe FAK-Src actif au niveau des sites 
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d’adhérence. Par exemple, à l’instar de FAK, Src peut interagir avec p130Cas (Burnham et al., 2000) et 

avec la paxilline (Deakin & Turner, 2008), qui est trouvée très précocement dans la formation des sites 

d'adhérence (Digman et al., 2008). Ces partenaires de liaisons communs à FAK et Src au niveau des 

sites d’adhérence pourraient permettre leur recrutement simultané et favoriser leur interaction. De 

plus, la phosphorylation de Cas par FAK semble favoriser l’interaction Cas-Src (Tachibana et al., 1997). 

La phosphorylation de la paxilline, qui dépend de l'interaction avec FAK (Thomas et al., 1999), 

augmente aussi l'affinité de la paxilline pour FAK (Zaidel-Bar et al., 2007b). Tous ces phénomènes qui 

facilitent le recrutement de FAK et Src aux sites d’adhérence constituent ainsi des boucles de 

rétroaction positives qui amplifient la transduction des signaux transmis par les intégrines. 

Dans les cellules, le complexe Src-FAK joue un rôle crucial dans la migration (Cary et al., 1998) 

et la transformation des signaux mécaniques reçus par la cellule en signaux biologiques, la mécano-

transduction, qui influence de nombreux processus biologiques (c.f. 2.3.1.). Par ailleurs, la suractivation 

de Src semble participer à l’apparition de cancers et fait ainsi l’objet d’intenses investigations depuis de 

nombreuses décennies (c.f. encadré page suivante, Src dans le cancer).  

 Les sites d’adhérence sont enrichis en phosphatases (Lammers et al., 2000 ; Mañes et al., 1999) 

qui contrebalancent l'action des kinases telles que FAK et Src. La modulation par ces phosphatases de 

la transduction du signal par les intégrines est très importante dans les processus cellulaires. Tout 

comme l’inhibition ou la suppression de FAK ou de Src (Webb et al., 2004), la suppression de PTP-PEST, 

(tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 12), une phosphatase majeure des sites d’adhérence, 

inhibe le désassemblage des sites d’adhérence (Angers-Loustau et al., 1999). De plus, la suppression 

ou la surexpression de la PTP-PEST inhibent toutes les deux la migration cellulaire (Angers-Loustau et 

al., 1999 ; Garton & Tonks, 1999). Cela illustre le fait que l’induction de signaux par les intégrines n’est 

pas suffisante pour assurer certains processus cellulaires, et que ceux-ci nécessitent plutôt la mise en 

place de signaux régulés de manière précise pour aboutir. Les sites d’adhérence contiennent ainsi des 

systèmes d’amplification ou de suppression des signaux transmis par les intégrines, et peuvent ainsi 

moduler de manière complexe les nombreuses voies de signalisations majeures auxquelles ces struc-

tures sont couplées, comme par exemple les voies de Rac1 et de Cdc42 (Lee et al., 2015), la voie 

ROCKII/RhoA (Lee et al., 2010)), ou encore celle du récepteur de l'éphrine (Mansour et al., 2016). 

 

 

3. 2. 2. b. Protéines d’échafaudage 

 

 De nombreuses protéines d’échafaudage sont retrouvées dans les sites d’adhérence, 

notamment la paxilline, p130Cas, Crk (Nievers et al., 1997), RACK-1 (receptor of activated protein 

kinase C-1) (Cox et al., 2003) et HEF1 (enhancer of filamentation 1) (O’Neill & Golemis, 2001). Les 

protéines d'échafaudage peuvent être considérées comme des multi-adaptateurs. En rapprochant et 

en orientant plusieurs protéines capables d’interagir ensemble, elles peuvent notamment favoriser des 

réactions chimiques (phosphorylation, par exemple) et jouent ainsi un rôle important dans la 

signalisation cellulaire.  

 La paxilline est une protéine d'échafaudage majeure des sites d’adhérence formés par les inté-

grines. Comme vu précédemment, c’est une des premières protéines contenues dans les sites d’adhé-

rence (Digman et al., 2008). Elle peut ainsi se lier et à Src et à FAK, mais également à l’actopaxine 

(Nikolopoulos & Turner, 2000), ILK (integrin linked kinase, voir ci-dessous) (Nikolopoulos & Turner, 
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2001), la vinculine (Wood et al., 1994), PAK (p21 GTPase-activated kinase), PIX (PAK-interacting ex-

change factor) (Turner et al., 1999), et les kinases Pyk2 (protein-tyrosine kinase 2-β) et Lck (leukocyte 

C-terminal Src kinase) (Ostergaard et al., 1998), et p120RasGAP (Tsubouchi et al., 2002), notamment.  

 Certaines interactions entre adaptateurs et protéines effectrices sont régulées par l’état de 

phosphorylation des adaptateurs, comme c’est le cas pour les interactions paxilline-FAK (Zaidel-Bar et 

al., 2007b), paxilline-Lck (Ostergaard et al., 1998), ou encore paxilline-p120RasGAP (Tsubouchi et al., 

2002). Les protéines recrutées par ces adaptateurs, et ainsi la composition des sites d’adhérence, peut 

ainsi être modulée par la phosphorylation de ces adaptateurs, par exemple par le complexe FAK-Src 

(Cary et al., 1998 ; Vuori et al., 1996).  

Une des fonctions importantes de la paxilline est la régulation de petites GTPases telles que 

RhoA (ras homolog family member A) et Rac1 (ras-related C3 botulinum toxin substrate 1). En effet, la 

paxilline phosphorylée peut recruter un complexe contenant CrkII et DOCK180 (dedicator of cytokinesis 

protein 1) capable d'activer Rac1 (Grimsley et al., 2004 ; Petit et al., 2000 ; Vallés et al., 2004). De plus, 

la liaison de la paxilline phosphorylée à p120RasGAP inhibe l’activité de RhoA (Tsubouchi et al., 2002). 

Or, RhoA et Rac1 sont des régulateurs clés de l’organisation du cytosquelette d’actine (c.f. ci-dessous). 

À travers ces interactions, la paxilline établit ainsi un couplage moléculaire majeur entre adhérence par 

les intégrines et dynamique du cytosquelette d’actine, ce qui pourrait expliquer sa capacité à réguler 

la migration cellulaire (Huang et al., 2003 ; Vindis et al., 2004).  

 

 

 

 

Src dans le cancer 

Historiquement, le gène codant pour Src fut le premier oncogène découvert, par Rous en 1911 sous sa forme 

rétrovirale (Rous, 1911). Un oncogène est un gène dont la surexpression, ou l’expression d’une forme 

anormalement active de la protéine encodée, participe à l’acquisition d’un phénotype tumoral par la cellule 

concernée. Le gène codant pour Src fut initialement étudié sous sa forme rétrovirale et l’origine cellulaire du 

gène ne fut confirmée qu’en 1983, lorsque Takeya et Hanafusa ont découvert que la séquence du rétrovirus 

oncogénique était extrêmement proche de celle du gène cellulaire Src (Takeya and Hanafusa, 1982). Le 

mécanisme exact d’acquisition du phénotype tumoral (phénomène souvent désigné par le terme 

« transformation ») par surexpression de Src est complexe et mal déterminé, mais pourrait résulter de son 

influence sur la prolifération, l’adhérence et la migration cellulaire. Une étude a rapporté que la suractivation 

de Src modifiait l’expression de plus de 650 gènes (Malek et al., 2002) qui codent notamment pour des 

protéines du cycle cellulaire, du cytosquelette, de la transcription et des protéines lysosomales. De manière 

notable, l’acquisition du phénotype cancéreux par suractivation de Src pourrait nécessiter la présence de 

certaines protéines retrouvées dans les sites d’adhérence, telles que Crk (Mayer and Hanafusa, 1990), et 

p130Cas (Honda et al., 1998). Src est suractivée dans de nombreuses tumeurs, et cela pourrait concerner 80% 

des tumeurs dans le cas du cancer du côlon (Talamonti et al., 1993). De plus, la suractivation de Src semble 

responsable de la résistance à certaines « thérapies ciblées »* (Zhang et al., 2011). L’imatinib (Glivec), un 

inhibiteur de la kinase Bcr-Abl indiqué dans les leucémies myéloïdes chroniques, inhibe en partie la kinase Src 

mais avec une affinité 2000 fois inférieure à celle pour Bcr-Abl (Deininger et al., 2005). Ce n’est que dans les 

dernières années qu’ont été développés des inhibiteurs spécifiques de la kinase Src (Brandvold et al., 2012 ; 

Simard et al., 2009), ce qui devrait faciliter l’étude des phénomènes de chimio-résistance dus à Src. 

 
* thérapie ciblée : terme généralement utilisé pour désigner des chimiothérapies ou biothérapies anti-cancéreuses qui 
agissent plus spécifiquement sur les cellules cancéreuses que les chimiothérapies cytotoxiques à large spectre tels que les 
agents alkylant, les agents intercalants ou les antimétabolites. 
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3. 2. 2. c. Petites GTPases 

 

Les petites GTPases sont des molécules régulatrices de processus cellulaires variés qui existent 

dans deux états, un état actif et un état inactif. Plusieurs petites GTPases peuvent être retrouvées dans 

les sites d’adhérence, notamment Rac1, RhoA et R-Ras (ras-related protein R-Ras). Rac1 et RhoA sont 

des régulateurs clés de l’organisation du cytosquelette d’actine (Allen et al., 1997) et ont ainsi un rôle 

clé dans la motilité cellulaire (Ridley, 2001). Rac1 joue par exemple un rôle crucial dans la formation de 

structures dynamiques d’actine, qui sont importantes dans la génération de protrusions membranaires 

(Albertinazzi et al., 1999) tandis que RhoA est nécessaire à l’assemblage de filaments d’actine en fibres 

de stress (Allen et al., 1997). Rho active également la Rho-kinase, (ROCK), ce qui augmente l’activité de 

la myosine II de deux manières : par phosphorylation directe de la chaîne légère de la myosine II 

(Kimura et al., 1996 ; Kureishi et al., 1997), et par phosphorylation inactivatrice de la phosphatase de 

la chaîne légère de la myosine II (Kimura et al., 1996), toutes les deux médiées par ROCK. Ceci favorise 

la génération de forces contractiles par le système actine-myosine (Kureishi et al., 1997). La myosine II 

peut en effet s'auto-associer pour former des complexes bipolaires capables de se lier à un filament 

d'actine à chaque extrémité. La contraction actine-myosine repose sur le rapprochement de deux fila-

ments d'actine antiparallèles. Ce rapprochement génère des forces de tractions sur les éléments reliés 

aux filaments d'actine (Fig. 5). C’est un mécanisme essentiel de génération de forces mécaniques par 

les cellules, qui est d’ailleurs à la base de la contraction musculaire.  

 
 
 

Figure 5. Mécanisme à la base de la 
contraction du système actine-myo-
sine. Le changement de conformation 
de la tête de la myosine (ovales aux 
parties terminales du dimère) déplace 
le filament d’actine qui y est attaché. 
L’organisation en dimère antiparallèle 
de la myosine permet alors de rappro-
cher deux filaments d’actine et de gé-
nérer des forces de traction. Certains 
éléments du schéma ne respectent pas 
l’échelle réelle afin de simplifier l’illus-
tration (variation de l’inclinaison de la 
tête de la myosine exagérée, queue de 
la myosine raccourcie). Figure adaptée 
de Vicente-Manzanares et al., 2009.  

 

 

3. 2. 2. d. Le complexe ILK-Pinch-Parvin 

 

Les sites d’adhérence peuvent recruter le complexe ILK-Pinch-Parvin (IPP) qui joue un rôle im-

portant dans la régulation de nombreuses voies de signalisation par les sites d’adhérence et leur cou-

plage au cytosquelette. Par exemple, Pinch-1 se lie à RSU1 (ras suppressor protein 1), qui inhibe la 

protéine JNK1 (jun N-terminal kinase 1) de la voie des MAP kinases (Kadrmas et al., 2004). Le complexe 

IPP peut également se lier au cytosquelette de 3 manières : directement via la parvine, ou indirecte-

ment, via la paxilline et via le complexe kindline-migfiline-filamine (Takafuta et al., 2003 ; Tu et al., 2003 
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; Zhou et al., 2010). Il existe par ailleurs deux formes du complexe IPP, une contenant l’isoforme β de la 

parvine, et une contenant l’isoforme α-parvine. Ces différents complexes peuvent avoir des fonctions 

différentes, par exemple sur Rac et Cdc42 (cell division cycle 42). Ainsi, la β-parvine interagit avec α-

PIX, une protéine stimulant l'activation de Rac1 et de Cdc42 (Mishima et al., 2004). À l'inverse, l'α-

parvine inhibe Cdc42 en recrutant une protéine désactivatrice de Cdc42 (LaLonde et al., 2006). Les 

interactions présentées ci-dessus rentrent probablement en jeu lors de la régulation de processus cel-

lulaires par le complexe IPP tels que l’adhérence (Yang et al., 2005), la migration (Bock-Marquette et 

al., 2004),et l'agrégation plaquettaire (Yamaji et al., 2002), notamment.  

La protéine ILK (integrin-linked kinase) est le composant central du complexe IPP, qui permet 

de le lier directement aux chaînes β des intégrines (Hannigan et al., 1996). La suractivation de ILK favo-

rise la transformation oncogénique (Hannigan et al., 1996) et ceci semble impliquer les phosphoryla-

tions induites par ILK de GSK3β sur la sérine 9 (Cross et al., 1995), et de Akt sur la sérine 473 (Attwell 

et al., 2000 ; Troussard et al., 2003), associées à une inhibition de l’apoptose. Ces phosphorylations ne 

sont pas directement effectuées par ILK puisqu’en dépit de son nom, cette protéine n’a pas d’activité 

kinase. Son domaine kinase est en effet inactif et joue en réalité un rôle d’adaptateur protéique (Fukuda 

et al., 2009). L’effet oncogénique de ILK pourrait ainsi passer par la formation du complexe IPP, puisque 

l'α-parvine et la β-parvine favorisent le recrutement de la kinase Akt au niveau de la membrane plas-

mique, où elle exerce son activité oncogénique (Fukuda et al., 2003 ; Kimura et al., 2010). ILK a par 

ailleurs de multiples fonctions, puisque dans les kératinocytes, elle induit le recrutement des microtu-

bules aux sites d’adhérence naissants via la protéine IQGAP1, ce qui permet le couplage des microtu-

bules au cytosquelette d'actine cortical (Wickström et al., 2010).  

 

 

3. 2. 2. d. Autres protéines liant les sites d’adhérence au cytosquelette d’actine 

  

 De nombreuses protéines retrouvées dans les sites d’adhérence peuvent se lier directement 

à l’actine. On citera par exemple l’α-actinine, la tensine, la filamine (van der Flier & Sonnenberg, 2001), 

la taline et la vinculine. Comme vu en partie 2.3., ce couplage des intégrines au cytosquelette joue un 

rôle essentiel dans de nombreux processus cellulaires tels que la mécanotransduction, la polarisation 

et la migration cellulaire.  
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3. 2. 3. Une architecture à la fois précise et dynamique 

 

 Comme vu précédemment, de nombreuses études biochimiques et protéomiques ont montré 

que la plupart des protéines des sites d’adhérence pouvait interagir avec un grand nombre de 

composants de ces structures. Par combinaisons, toutes ces interactions croisées peuvent 

théoriquement former un très grand nombre de structures distinctes, caractérisées par des proportions 

différentes en composants des adhérences, ou par des différences d’organisation spatiales de ces 

composants. Néanmoins, ces études ne décrivent pas précisément où et quand ces interactions se 

mettent en place dans les sites d’adhérence. Ainsi, la localisation nanométrique et la séquence de 

survenue de ces interactions restent actuellement largement inconnue, tout, comme leur durée, leurs 

proportions relatives et influences relatives (coopérative ou compétitive). Or, bien que les sites 

d’adhérence s'assemblent vraisemblablement à partir de rencontres stochastiques entre molécules 

individuelles du cytosol et de la membrane plasmique, cet assemblage adopte, dès les phases précoces, 

un caractère régulé et non aléatoire. Ainsi, les intégrines peuvent interagir directement avec la taline 

et la kindline, mais semblent former préférentiellement un complexe avec la kindline durant les 50 

premières secondes d’assemblage des adhérences, tandis qu’elles semblent former des complexes 

stables avec la taline seulement à partir d’env. 100 secondes après début de l’assemblage (Bachir et al., 

2014).  

 Les sites d’adhérence ont également une organisation spatiale interne précise et déterminée. 

Après marquage des sites d’adhérence par expression d’un composant des sites couplé à un 

fluorophore, ces structures apparaissent en microscopie conventionnelle comme des unités dans 

lesquelles les protéines sont réparties de manière continue et relativement homogène. Néanmoins, 

des travaux récents d’imagerie de haute résolution ont montré que, dans le plan de la membrane 

plasmique, les adhérences focales étaient constituées de sous-unités linéaires de longueur variable 

mais de largeur définie (300 +/- 100 nm), et espacées de manière périodique (400 +/- 100 nm) (Fig. 6) 

(Hu et al., 2015). 

 

 
Figure 6. Représentation de l’organisation en sous-unités linéaires des sites d’adhérence révélée par des 
techniques de haute résolution. Images obtenues avec des cellules REF52 fixées exprimant la paxilline-tdEos 
(jaune) pour le marquage des sites d’adhérence. TIRF : Total internal reflection fluorescence. SIM : Structured 
Illumination Microscopy. STORM : Stochastic Optical Reconstruction Microscopy. Adapté de Hu et al., 2015. 

  

  

TIRF SIM - TIRF STORM 
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 Les sites d’adhérence ont également une organisation spatiale interne précise dans la direction 

axiale. Il a en effet été montré par microscopie super-résolutive que les sites d’adhérence sont 

organisés en couches nanométriques de compositions différentes, et donc vraisemblablement, de 

fonctions différentes. Ainsi, les intégrines et l’actine sont séparées verticalement d’environ 40 nm 

(Kanchanawong et al., 2010), entre lesquelles on peut observer différentes strates enrichies en 

différentes protéines des sites d’adhérence. Dans un fibroblaste La couche la plus proche des 

intégrines, nommée integrin signaling layer (couche de signalisation par les intégrines), par 

Kanchanawong et al., contient la partie cytoplasmique des intégrines, FAK et la paxilline. Alors que la 

membrane plasmique ventrale des cellules est localisée environ 32 nm au-dessus du support de 

culture, l’integrin signaling layer constitue les 55 premiers nanomètres au-dessus du support. Une 

couche intermédiaire située entre 55 et 85 nm et appelée force transduction layer (couche de 

transduction de force) est spécifiquement enrichie en taline et vinculine. Enfin, la couche la plus 

profonde dans le cytosol (>85 nm), appelée actin-regulatory layer (couche de régulation de l’actine), 

contient la zyxine, VASP et l’α-actinine (Fig. 7). Ces travaux ont également montré qu’au sein des sites 

d’adhérence, la taline avait globalement une orientation déterminée dans l’axe verticale. En effet, la 

taline est statistiquement orientée avec sa partie «tête » proche de la membrane et sa partie tige 

orientée vers le cytosol. Le même phénomène a été observé pour la vinculine (Case et al., 2015). Ainsi, 

l’organisation polarisée des adhérences focales n’est pas seulement retrouvée au niveau des strates 

protéiques qui la composent, elle peut même être observée à l’échelle des macromolécules qui 

composent ces strates. Cela montre bien que les composants des adhérences focales s’organisent à 

l’échelle nanométrique d’une manière extrêmement précise dans ces structures.  

 

 

 
Figure 7. Représentation de l’organisation interne des sites d’adhérence dans la direction axiale. Adapté de 
Kanchanawong et al., 2010. 

 

 Cette organisation en couche distinctes influence naturellement la mise en place des 

interactions protéine—protéine possibles entre les composants des sites d’adhérence. Ainsi, la 

présence dans une même couche de deux composants capables d’interagir ensemble favorise 

vraisemblablement leur interaction (sauf si leur co-localisation est justement due à cette interaction). 

De la même manière, cette ségrégation spatiale de certains composants des sites d’adhérence montre 
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que beaucoup d’interaction auparavant identifiées comme possibles sont faiblement observées, voire 

anecdotiques au sein des cellules vivantes, tout du moins dans ce type de structures adhérentes. 

  

 Des expériences de FRAP ont par ailleurs montré que de nombreux composants (notamment 

taline (Himmel et al., 2009), kindline, paxilline, ILK (Lavelin et al., 2013), FAK (Giannone et al., 2004), 

vinculine, zyxine (Wolfenson et al., 2011) étaient renouvelés, au moins en partie, au cours du cycle de 

vie d’un site d’adhérence (quelques dizaines de minutes pour les structures qui atteignent le stade 

« adhérence focale, c.f. 3.1.2). Les assemblages moléculaires qui composent un site d’adhérence sont 

ainsi relativement dynamiques. Cela montre que l’organisation interne d’un site d’adhérence pourrait 

changer rapidement dans la cellule. En accord avec cela, Case et al. ont montré par microscopie super-

résolutive que la localisation de la vinculine changeait au cours du cycle de vie d’un site d’adhérence 

(Case et al., 2015). En effet, lorsque la vinculine est recrutée dans les sites d’adhérence, elle est d’abord 

préférentiellement retrouvée dans l’integrin signalling layer (<55 nm). Après 5 minutes, elle est en 

revanche préférentiellement retrouvée dans la transduction force layer (55-85 nm) et l’actin-regulatory 

layer (>85 nm). Les auteurs de cette étude ont également montré que cette localisation de la vinculine 

était régulée par ses interactions avec la taline et avec la paxilline. En effet, la perturbation de 

l’interaction vinculine-taline augmente la proportion de vinculine proche de la membrane. À l’inverse, 

la perturbation de l’interaction vinculine-paxilline favorise le recrutement de la vinculine vers des 

couches plus hautes. Il a également été montré que la longueur de la taline semblait influencer la 

localisation de VASP et de la vinculine (Liu et al., 2015). Dans cette étude, la taline endogène était 

remplacée par différents variants tronqués de taline de taille croissante. Ces expériences montrent une 

relation de proportionnalité entre la taille de la taline et la hauteur à laquelle vinculine et VASP sont 

localisées dans les sites d’adhérence. Ces différents exemples montrent bien que l’architecture des sites 

d’adhérence est en partie contrôlée par les interactions protéine-protéine qui se mettent en place au 

sein des composants des sites, et ce de manière dynamique. Pour comprendre le fonctionnement et la 

mise en place de cette « architecture moléculaire dynamique », il faut donc développer une 

connaissance détaillée de ces interactions protéine-protéine, ce qui incluse leur localisation 

nanométrique de survenue dans la cellule, leur séquence, leur durée, etc. 

 

 

Limites des techniques d’ensemble 

 

 La spectroscopie de corrélation croisée de fluorescence peut permettre de savoir si, à une 

localisation cellulaire donnée, deux protéines différentes forment un complexe (Comeau et al., 2006). 

Néanmoins, cette approche fournit des quantifications globales, i.e. d’un ensemble de molécules à un 

instant donné, et ainsi ne permet pas de révéler la diversité des comportements moléculaires sous-

jacents. Par exemple, dans le cas théorique d’une protéine pouvant être dans 3 états différents, un état 

immobilisé, un état mobile lent et un état mobile rapide, les mesures d’ensemble obtenues par FCS ne 

permettront pas d'accéder aux caractéristiques distinctes des sous-populations mobiles rapides et 

mobiles lentes (i.e. coefficient de diffusion), et ne fourniront qu’une valeur « moyenne ».   

 La technique de FRAP permet d’évaluer qualitativement la liaison d’une protéine à une cible 

immobile. Comme le retour de fluorescence dépend généralement à la fois des propriétés de diffusion 

de la protéine et des propriétés d’association et de dissociation du complexe immobile, l’extraction 
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d’informations quantitatives fiables à partir des courbes de FRAP nécessite néanmoins une analyse 

complexe et fastidieuse (Sprague & McNally, 2005). 

 Les techniques de suivi de protéines individuelles telles que le sptPALM (single particle tracking 

by photoactivated localization microscopy) constituent des approches intéressantes pour étudier les 

interactions protéine-protéine au sein des sites d’adhérence et le rôle de ces interactions. Elles ont par 

exemple permis de montrer que l’activation des intégrines était corrélée à leur immobilisation et que 

l’interaction avec la taline favorisait cette immobilisation (Rossier et al., 2012). Ces travaux ont 

également montré que dans les sites d’adhérence, les intégrines oscillent entre un état immobile lié au 

ligand et un état diffusif non lié, à l’échelle de dizaines de secondes (Rossier et al., 2012). L’interaction 

intégrine-ligand extracellulaire semble ainsi relativement labile. La taline, activateur majeur des 

intégrines, est par ailleurs presque exclusivement immobile dans les sites d’adhérence. Cela montre 

que les intégrines à l’état diffusif ne sont pas associées avec la taline. 
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4. Les intégrines 
 
  

 Dans ce chapitre, nous verrons notamment comment est régulée la liaison des intégrines à 

leurs ligands extracellulaires, phénomène crucial dans les processus dépendant des intégrines. La 

kindline, une protéine clé de cette régulation et qui est au centre de nos travaux expérimentaux, fera 

l’objet d’une partie détaillée. La partie 4.2. établit par ailleurs une comparaison des intégrines 

contenant une sous-unité β1 et celles contenant une sous-unité β3, qui sont largement représentées 

dans les cellules et que nous avons étudié expérimentalement.  

 
 
4. 1. Structure et relations conformation-activation 

 

 Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires hétérodimériques d'environ 150 

kiloDaltons (kDa), composés d'une sous-unité α et d'une sous-unité β liées de manière non covalente. 

Les chaînes α et β sont produites séparément et s’assemblent dans le réticulum endoplasmique. Bien 

qu'elles ne présentent pas ou peu d'homologie de séquence, ces deux types de sous-unités ont la 

même structure : une grande partie extracellulaire du côté de l’extrémité N-terminale (N-ter), qui se 

projette à environ 20 nm de la membrane plasmique (Nermut et al., 1988), un seul segment 

transmembranaire et une courte partie intracellulaire (env. 50 acides aminés, excepté pour la chaîne 

β4, env. 1000 acides aminés cytosoliques) (Fig. 8A). Chez les mammifères, il existe 18 sous-unités α et 

8 sous-unités β, typiquement constituées de 750 à 1000 acides aminés (AA). Par combinaison, ces sous-

unités peuvent former 24 récepteurs différents, de distribution tissulaire donnée et d'affinités 

différentes pour les différents ligands des intégrines. Un type de molécule de la MEC peut se lier à 

plusieurs types d'intégrines (Fig. 8B) et un type d'intégrine peut se lier à plusieurs types de molécules 

de la MEC. Les intégrines sont habituellement classées en fonction de leur ligand principal et on 

distingue par exemple les intégrines à collagène, les intégrines à laminine et les intégrines 

reconnaissant des motifs RGD (arginine – glycine – acide aspartique). Les intégrines peuvent être dans 

plusieurs états, dont un état de faible affinité pour le ligand, et un état de haute affinité (Fig. 8A). La 

transition entre état de faible affinité et état de haute affinité a été définie comme l'activation des 

intégrines (Diamond & Springer, 1994). Elle peut être induite par des facteurs extracellulaires, comme 

la liaison du ligand elle-même, et on parle alors d'activation outside-in (de l’extérieur vers l’intérieur). 

Cette transition peut également être provoquée par des facteurs intracellulaires (signalisation inside-

out, i.e. de l’intérieur vers l’extérieur). Dans cette partie seront présentés les changements 

conformationnels qui régissent ces variations d'affinité des intégrines pour leur ligand.  
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Figure 8. Activation et diversité des intégrines. A. Schéma général de l’activation des intégrines, issu et adapté 
du site internet de l’université de l’Illinois à Urbana-Champaign4*. B. Classification des intégrines en fonction de 
leur ligand principal ou de leur spécificité leucocytaire, adaptée de Barczyk et al., 2010. 
 
 
 
 
 
 
 

4. 1. 1. Partie extracellulaire  

 

4. 1. 1. a. Généralités 

 

 La première structure complète de la partie extracellulaire d’une intégrine, l’intégrine αVβ3, fut 

révélée par cristallographie en 2001 (Xiong et al., 2001), soit 15 ans après la détermination de la 

séquence peptidique d’une intégrine. Des études similaires ont ensuite permis de révéler la structure 

de la partie extracellulaire de l'intégrine αVβ3 complexée avec un ligand (Xiong et al., 2002), l’intégrine 

αIIbβ3 avec ou sans ligand (partie extracellulaire complète (Zhu et al., 2008) et partie tête uniquement 

(Xiao et al., 2004), et de celle de l’intégrine αxβ2 dans une forme non liée uniquement (Xie et al., 2010). 

La partie extracellulaire des sous-unités α et β consiste en un large domaine globulaire côté N-ter, 

appelé « tête », situé au sommet de deux « jambes » côté C-terminal (C-ter), une pour chaque sous-

unité (Fig. 9A).  

 La jambe α est constituée, en partant de sa base, de deux domaines « mollets » (calf en 

anglais), une région charnière, le « genou » (genu), suivi d'une région « Ig-like » constituant la 

« cuisse » (thigh). La tête α est reliée de manière flexible à la cuisse et est constituée d'une hélice β (β-

propeller) comportant des sites de liaison au Ca2+.  

                                                           
4 * : http://illinois.edu ; consulté le 7 août 2014. 

A B 
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Figure 9. Structure de la partie extracellulaire des intégrines. A. Représentation en ruban superposée à la 
représentation de la surface accessible au solvant* de la partie extracellulaire de l’intégrine αVβ3 dans sa 
conformation dépliée, d’après (Xiong et al., 2001). B. Organisation du complexe intégrine αVβ3-ligand lors de la 
liaison d’un pentapeptide contenant la séquence RGD (cilengitide). La surface accessible au solvant apparaît en 
fond (bleu : sous-unité α ; orange : sous-unité β), d'après (Xiong et al., 2002). Les cations métalliques du MIDAS 
(metal-ion-dependent adhesion site) et du SyMBS (synergistic-metal-ion binding site) sont représentés par des 
sphères magenta. Les lignes blanches hachurées indiquent des liaisons hydrogène. Code couleur des atomes : 
carbone : cyan, hydrogène : blanc, oxygène : rouge, azote : bleu. C. Intégrine αXβ2 dans sa conformation repliée, 
d’après (Xie et al., 2010), représentée comme en A. Noter la présence d’un domaine αI à l’extrémité supérieure 
de la chaîne α. Les parties transmembranaires et cytosoliques figurent pour rendre compte de l’orientation de la 
protéine. Figure adaptée du manuscrit de thèse de H. Takala 5** (A, C) et de Craig et al., 2004 (B).  

 

 

 Dans certaines intégrines, un domaine Von Willebrand de type A (d'env. 200 AA), est inséré 

dans l'hélice β et constitue ainsi le sommet de la sous-unité α (Fig. 10C). Neuf sous-unités α contiennent 

ce domaine, aussi connu sous le nom de domaine αA ou αI. Il s’agit des sous-unités α1, α2, α10, α11, αD, 

                                                           
* : La surface accessible au solvant, ou surface de Connolly, est un paramètre fréquemment utilisé en biologie structurale 
pour décrire les propriétés des biomolécules. Elle désigne la surface de la biomolécule accessible par une molécule d’eau 
(calculée informatiquement), plus petite molécule de solvant connue (environ 3 Å de diamètre). 

5 *** : Takala H. Three Proteins Regulating Integrin Function – Filamin , 14-3-3 and RIAM. Thèse en sciences biologiques et 

environnementales de l'université de Jyväskylä, Finlande, 2011. 

A 
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αE, αL, αM et αX. Nous appellerons les intégrines contenant un domaine αI « intégrines αI+» et celles qui 

en sont dépourvues « intégrines αI-».  

 La jambe β est constituée d'un domaine « queue » suivi de 4 domaines « EGF-like », riches en 

résidus cystéines. Le genou β, qui constitue la zone charnière de la jambe β, se situe entre les deux 

premiers domaines EGF en partant du côté N-ter. La tête β est constituée d'un domaine PSI (plexin-

semaphorin-integrin), dans lequel s’insère un domaine hybride Ig-like, dans lequel s'insère à son tour 

un domaine βI. Ce domaine βI a la même structure que le domaine αI, sauf qu’il contient deux 

segments supplémentaires : un faisant partie de l’interface avec l’hélice β de la sous-unité α, et l’autre 

constituant un site de liaison au ligand (Xiong et al., 2001).  

 La plus grande interface entre les sous-unités α et β se situe au niveau de l’hélice β de la sous-

unité α et le domaine βI. Elle consiste en 1700 Å² (1 Å = 0,1 nm) de surface accessible au solvant*6. Dans 

les intégrines αI-, le site de liaison du ligand se trouve au niveau de cette interface (Xiao et al., 2004 ; 

Xiong et al., 2002). Dans la plupart des intégrines αI+, la liaison du ligand semble s'effectuer essentiel-

lement, voire exclusivement au niveau du domaine αl (Calderwood et al., 1997). Pour certaines inté-

grines αI+, comme les intégrines α2β1 et αLβ2 (aussi appelée LFA-1, pour lymphocyte function-asso-

ciated antigen 1), d'autres régions ont été impliquées dans la liaison au ligand (Dickeson et al., 1997 ; 

Goodman & Bajt, 1996 ; Stanley et al., 1994).  

 

 

  
Figure 10. Organisation des domaines des intégrines et relations conformation-activation. A. Organisation des 
domaines des intégrines. Dans certaines sous-unité α, un domaine αI est inséré dans l’hélice β. Relations 
conformation-activation des intégrines sans domaine αI (B) et celles en contenant un (C). Figure adaptée de Zhang 
& Chen, 2012. Cyto. : cytosolique ; TM : transmembranaire.  

 

                                                           
* : La surface accessible au solvant, ou surface de Connolly, est un paramètre fréquemment utilisé en biologie structurale 
pour décrire les propriétés des biomolécules. Elle désigne la surface de la biomolécule accessible par une molécule d’eau 
(calculée informatiquement), plus petite molécule de solvant connue (environ 3 Å de diamètre). 
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 Initialement, les intégrines étaient considérées comme un système binaire pouvant être dans 

un état actif ou un état inactif. Grâce à l'étude structurale de Takagi et al. (Takagi et al., 2002), l’existence 

d’un état intermédiaire de « pré-activation » (priming en anglais, littéralement : « engagement ») fut 

confirmée. Lorsqu'elles ne sont pas liées à leur ligand et qu'elles ne sont pas pré-activées, les intégrines 

sont dans une conformation repliée. Les queues α et β adoptent ainsi une structure en forme de V (Fig. 

9C et 10B, C, état inactif), et un angle de 135° a été mesuré au niveau du genou de la sous-unité αV. 

Dans cet état, l’accessibilité au site de liaison est limitée et l’interaction intégrine-ligand est très 

défavorisée (Zhu et al., 2007). Dans l’état pré-activé, l’intégrine est dépliée mais sa partie supérieure 

est en configuration fermée et le site de liaison au ligand est ainsi en conformation de basse affinité. 

Les intégrines dans cet état peuvent toutefois se lier à des ligands (Xiao et al., 2004). Dans sa 

conformation active, l’intégrine est dépliée et sa partie supérieure est dans une configuration dite 

« ouverte », qui confère au récepteur une affinité pour le ligand supérieure par rapport à l’état 

intermédiaire. Nous allons maintenant voir en détails les événements moléculaires qui entrainent ces 

remaniements locaux et généraux régulant l’affinité des intégrines pour leur ligand.  

 

 

4. 1. 1. b. Liaison au ligand 

 

 Les ligands connus des intégrines contiennent tous des résidus acides dans leur site de liaison 

à ces récepteurs. Il s’agit généralement d’un acide aspartique, au sein de séquences telles que RGD, 

KGD, KQAGD, LDV (en code d’acide aminé à une lettre) (Ruoslahti, 1996). Il est probable que 

l’interaction intégrine-ligand implique systématiquement l’établissement d’une liaison de coordination 

entre ce résidu acide et un cation métallique des intégrines. En effet, toutes les intégrines contiennent 

au niveau du site de liaison une séquence DxSxS (D : acide aspartique, S : sérine, x : n’importe quel 

acide aminé, c.f. (Loftus et al., 1994) et Annexe 2) capable de se lier à des cations divalents (Lee et al., 

1995b ; Zhu et al., 2008). De plus, toutes les structures obtenues jusqu’à ce jour de complexes dans 

lesquels tout ou partie d’une intégrine interagit avec le ligand montrent une interaction entre le ligand 

et des cations métalliques situés sur les intégrines (Emsley et al., 2000 ; Xiao et al., 2004 ; Xie et al., 

2010 ; Xiong et al., 2002 ; Zhu et al., 2008). Enfin, il a été montré que la composition en ions Ca2+ et 

Mg2+ du milieu influence l’affinité pour le ligand de nombreuses intégrines (Zhang & Chen, 2012). 

Comme mentionné plus haut, la liaison du ligand dans les intégrines αI+ s’effectue essentiellement au 

niveau du domaine αI, tandis que dans les intégrines αI-, elle s’effectue au niveau de l’interface entre 

les sous-unités α et β (interface βI – hélice β). Lors de la liaison du ligand, le domaine βI des intégrines 

αI- et le domaine αI des intégrines αI+ subissent les mêmes changements conformationnels. De plus, 

les changements de conformations généraux des intégrines qui surviennent suite à la liaison du ligand 

sont identiques pour ces deux types d’intégrines.  

 

 

Domaine αI 

 

 Le domaine αI comporte un site de liaison à des cations dans sa partie apicale appelé MIDAS 

(metal-ion-dependent adhesion site) qui se lie à un ion Mg2+ en conditions physiologiques (Lee et al., 

1995a). Les domaines αI ont été cristallisés dans trois conformations différentes – ouverte (Emsley et 
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al., 2000 ; Lee et al., 1995b), fermée (Lee et al., 1995a) et intermédiaire (Shimaoka et al., 2003) – qui 

montrent différents états de coordination de l’ion métallique dans le MIDAS, ainsi que différentes 

dispositions de l’hélice α7 le long du domaine αI. Dans la conformation fermée, l’ion métallique est 

coordonné par 5 résidus situés sur 3 boucles différentes (Fig. 11A). Une de ces boucles porte 3 de ces 

résidus, situés dans la séquence DxSxS que l’on retrouve dans les 9 sous-unités α possédant un domaine 

αI (Annexe 1). Le passage en conformation ouverte est notamment caractérisé par des changements 

de coordination du cation métallique au niveau du MIDAS (Fig. 11). En conséquence, cet ion présente 

une électrophilie supérieure, ce qui est supposé renforcer la liaison ionique avec le résidu acide 

retrouvé dans les ligands des intégrines au niveau du site de liaison. De plus, les réarrangements au 

niveau du MIDAS entrainent des mouvements de certaines boucles du domaine αI, ce qui augmente la 

complémentarité du domaine avec le ligand (Emsley et al., 2000 ; Lee et al., 1995a).  
 

Figure 11. Coordination de l’ion métallique du MIDAS dans le domaine αI de la sous-unité αM. Dans la 
conformation fermée du domaine (A) (Lee et al., 1995a), l’ion métallique (sphère bleue, Mn2+ dans les conditions 
expérimentales de l’étude) est lié (ligne rouge pointillée) à trois résidus de la chaîne peptidique, dont un chargé 
négativement (Asp 242). Dans la conformation ouverte (B) (Lee et al., 1995b), la liaison entre l’ion métallique 
(sphère rouge, Mg2+) et l’aspartate chargé négativement est rompue et remplacée par une liaison avec une sérine, 
de charge globale neutre. L’ion métallique ainsi coordonné est plus électrophile que dans la conformation 
ouverte, et établie une liaison avec un résidu chargé négativement provenant d’une autre molécule environnante. 
Ce phénomène participe vraisemblablement à l’augmentation d’affinité pour le ligand du domaine lors du 
passage en conformation ouverte. La numérotation des hélices α et feuillets β apparait en rouge, et celle des AA, 
en noir. Petites sphères rouges : molécules d’eau. Segment rouge sur la chaîne peptidique : atome d’oxygène. 
Figure adaptée de Zhang & Chen, 2012.  
 
 

 La boucle entre les segments β6 et α7 est celle qui effectue le plus grand déplacement lors 

du passage en conformation ouverte du domaine αI, selon un mouvement axial vers le bas (vers le 

domaine hybride, Fig. 10B) d’environ 7 Å. Ce déplacement de l’hélice α7 est suffisant pour induire la 

transition du domaine αI vers des états d’affinité accrue pour le ligand (Shimaoka et al., 2003). Ceci fut 

mis en évidence grâce à des expériences dans lesquelles la conformation ouverte et la conformation 

intermédiaire étaient stabilisées par introduction de ponts disulfures supplémentaires. Ainsi, en 

conformation ouverte, l’affinité de l’intégrine αLβ2 pour le ligand ICAM-1 est augmentée d’un facteur 

9 000 par rapport à la conformation fermée. Dans la conformation intermédiaire, dans laquelle l’hélice 

se déplace de seulement 3 Å (contre 7 Å durant l’ouverture complète), l’affinité pour ICAM-1 est 



41 
 

seulement augmentée d’un facteur 500 (Shimaoka et al., 2003). Des simulations de dynamique 

moléculaire ont également montré que l’état dans lequel l’hélice α7 est partiellement déplacée (par 

rapport à l’état fermé) se trouve effectivement entre les états ouvert et fermé des domaines αI des 

sous-unités αL et αM (Jin et al., 2004). Ainsi, le déplacement de cette hélice α7 peut être à la fois cause 

et conséquence du passage du domaine αI vers un état de haute affinité pour le ligand. En accord avec 

cela, il a été montré que des petites molécules qui se lient à l’hélice α7 diminuaient l’affinité de 

l’intégrine αLβ2 pour son ligand (Kallen et al., 1999 ; Last-Barney et al., 2001 ; Liu et al., 2001).  

 

 

Domaine βI 

 

 Le domaine βI est structuralement homologue au domaine αI (Xiong et al., 2002) et les 

changements conformationnels du domaine βI lors de la liaison du ligand sont très similaires à ceux 

décrits ci-dessus. À la différence du domaine αI qui ne contient qu’un site de liaison à des cations, les 

domaines βI semblent contenir trois sites de liaison à des cations divalents, et le site central se lierait à 

des ions Mg2+ (Zhu et al., 2008). Ce site contient systématiquement le motif DxSxS (Loftus et al., 1994) 

retrouvé dans les sous-unités αI, et il constitue ainsi le MIDAS de la sous-unité β (Tozer et al., 1996). 

Les deux sites adjacents semblent se lier préférentiellement à des ions Ca2+ (Xiao et al., 2004) et ont été 

nommés ADMIDAS (adjacent to MIDAS) et SyMBS (synergistic-metal-ion binding site). Le site ADMIDAS, 

qui se lie préférentiellement à un ion Ca2+, semble inhiber la liaison au ligand (Chen et al., 2006), tandis 

que l’autre site de liaison à des ions Ca2+, SyMBS, la favoriserait. Le site SyMBS était anciennement 

appelé LIMBS, pour ligand-associated metal binding site. Cette appellation s’est avérée impropre 

puisque ce site semble également exposé dans les intégrines libres de ligand, et l’appellation SyMBS a 

ainsi été proposée par Zhu et al. en 2008.  

Comme le domaine αI, le domaine βI peut être dans une conformation ouverte et une 

conformation fermée. Dans les intégrines αI-, le passage en conformation ouverte du domaine βI 

implique un déplacement des boucles β1-α1 et β6-α7, et de l'hélice α7 (Xiao et al., 2004), ce qui 

souligne encore une fois les ressemblances entre domaines αI et βI. Ces déplacements impliquent 

notamment un glissement important des résidus de la boucle β1-α1, qui participent à la coordination 

des cations métalliques du MIDAS et du ADMIDAS. Le site de liaison au ligand est ainsi remodelé et 

présente une affinité supérieure par rapport à la conformation fermée. En accord avec cela, la 

stabilisation de la conformation fermée du domaine βI par liaison d’anticorps diminue l’affinité de 

l’intégrine α5β1 pour la fibronectine (Luo et al., 2004b) ou pour un hexapeptide GRGDNP (glycine – 

arginine – glycine – acide aspartique – asparagine – proline) (Nagae et al., 2012). Un événement qui 

semble important dans l’augmentation de l’affinité de l’intégrine pour le ligand est l’établissement 

d’une liaison hydrogène supplémentaire entre l’acide aspartique de la séquence RGD du ligand et un 

azote de la boucle β1-α1 du domaine βI suite à l’ouverture de ce domaine (Zhu et al., 2013).  

En plus des réarrangements moléculaires locaux au niveau du site d’interaction intégrine-

ligand, détaillés ci-dessus, le déplacement de l’hélice α7 lors de l’ouverture du domaine βI provoque 

également des réarrangements plus généraux. En effet, lors du déplacement de l’hélice α7 du domaine 

βI vers le domaine hybride, l’extrémité C-ter du domaine hybride bascule vers l’extérieur de la protéine 

(Fig. 10C), et pivote ainsi de 60° autour du domaine βI. Comme le domaine hybride est connecté de 

manière rigide au domaine PSI et au domaine EGF-like 1 (Shi et al., 2005), ces mouvements entrainent 
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également un écartement entre le genou α et le domaine PSI de la sous-unité β (Fig. 10C) (Takagi et al., 

2002), d’environ 70 Å (Xiao et al., 2004). Le mouvement de l’hélice α7 est ainsi critique et semble 

permettre le couplage entre changements conformationnels locaux (ouverture du domaine βI) et 

généraux (passage des intégrines en conformation étendue, active). Ce couplage entre mouvement 

locaux et généraux via l’hélice α7 semble être bidirectionnel et permettrait ainsi d’expliquer comment 

survient le phénomène d'activation inside-out, augmentation de l’affinité des intégrines engendré par 

un signal intracellulaire. En effet, le couplage entre affinité pour le ligand du domaine βI et angle du 

domaine hybride par rapport au domaine βI est lui-même bidirectionnel, au moins pour les intégrines 

αIIbβ3 et α5β1. Luo et al. ont ainsi montré que l’écartement forcé du domaine hybride par rapport au 

domaine βI, via l’insertion d’une cale glycosidique au niveau du domaine hybride, entraine une 

augmentation de l’affinité pour le ligand de l’intégrine αIIbβ3, par rapport à l’intégrine dans sa forme 

native (Luo et al., 2003). En accord avec ce modèle, un anticorps qui se lie au domaine hybride et 

stabilise la conformation de l’intégrine dans laquelle les domaines βI et hybride sont rapprochés 

diminue l’affinité de l’intégrine α5β1 pour le ligand (Luo et al., 2004b).  

 

 

Communication entre les domaines αI et βI dans les intégrines αI+ 

 

 Dans les intégrines αI+, il a été suggéré (Yang et al., 2004), sur la base de données 

expérimentales, que les changements conformationnels du domaine αI sont transmis vers le domaine 

βI et permettent ainsi les remaniements généraux détaillés ci-dessus. Ce couplage conformationnel 

entre domaines αI et βI pourrait se faire grâce à une liaison entre le MIDAS du domaine βI et un résidu 

glutamate situé entre le domaine αI et l’hélice β. Lors de la liaison du ligand extracellulaire par les 

intégrines αI+, ce résidu Glu du domaine αI se rapprocherait du site de liaison du domaine βI et jouerait 

le rôle de ligand pour ce domaine. Ce résidu Glu semble en effet mimer le rôle du ligand extracellulaire 

qui se fixe sur le domaine βI des intégrines αI- et a ainsi été appelé « ligand intrinsèque » des intégrines 

(Yang et al., 2004) (Fig. 10C). Ainsi, dans l’intégrine αLβ2, qui contient un domaine αI, le blocage du 

domaine αI en conformation fermée ou la perturbation de l’interaction entre ligand intrinsèque et 

domaine βI par substitution du Glu, défavorisent la conformation active du domaine βI (Lu et al., 2001a 

; Salas et al., 2004 ; Yang et al., 2004). Ce mécanisme pourrait expliquer comment, malgré un site de 

liaison au ligand différent, les intégrines αI+ subissent les mêmes changements de conformation 

généraux que les intégrines βI lors de la liaison au ligand extracellulaire.  

 

 

4. 1. 2. Parties transmembranaires et cytosoliques 

 

 Peu étudiée jusque dans les années 2000, la partie transmembranaire (TM) des intégrines 

pourrait être responsable de l'hétérodimérisation des sous-unités α et β (Li et al., 2004) et semble 

également réguler l'activation des intégrines. Dans les deux types de sous-unités, le domaine TM est 

constitué par une seule hélice α hydrophobe. Dans la structure obtenue par spectroscopie RMN 

(résonance magnétique nucléaire) sur l'intégrine αIIbβ3 (Lau et al., 2009), l'hélice TM αIIb, constituée de 

24 résidus hydrophobes, est perpendiculaire à la membrane. Le segment TM β3, long de 30 acides 

aminés, a la particularité d'être incliné dans la membrane plasmique, d'un angle de 25° par rapport à 
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l’hélice TM de la sous-unité α. Dans la bicouche lipidique, les segments TM α et β se contactent au 

niveau de leur partie supérieure (i.e. côté extracellulaire) et dans leur partie inférieure (i.e. côté 

intracellulaire). Le contact dans la partie supérieure est appelé « jonction membranaire extérieure » 

(outer membrane clasp) tandis que celui dans la partie inférieure fait partie de la « jonction 

membranaire intérieure » (inner membrane clasp), qui inclue une partie cytosolique des intégrines (Fig. 

12A).  

Le paradigme actuel est que cette association des segments TM α et β stabilise les intégrines 

dans un état inactif (Wegener et al., 2007). En effet, l'activation des intégrines est corrélée à 

l'écartement des parties TM (Luo et al., 2004a ; Xiao et al., 2004), et la séparation des segments TM 

provoquée par substitution d’AA de ces domaines entraine l’activation des intégrines (Luo et al., 2005 

; Partridge et al., 2005). En accord avec ce modèle, la perturbation pharmacologique de l’association 

des parties TM de l’intégrine αIIbβ3 renforce sa liaison au ligand (Yin et al., 2007).  

 

 
Figure 12. Structure du complexe transmembranaire formé par les chaînes αIIb et β3. A. Orientation des chaînes 
αIIb et β3 dans le complexe transmembranaire αIIbβ3, d’après (Lau et al., 2009). Noter la réinsertion de la chaîne 
peptidique αIIb au niveau de la phénylalanine 992. Cette géométrie place l’arginine 995 à proximité de l’aspartate 
723 de la chaîne β3, et ces résidus établissent ainsi une liaison ionique participant à l’association des chaînes αIIb 
et β3. Représentation de la surface accessible au solvant d’une portion de la chaîne β3 (B) et αIIb (C) venant 
s’accoler à l’autre sous-unité du complexe (représentée par un ruban). Par leur absence de chaîne latérale, trois 
glycines (αIIb : G972 et G976 ; β3 : G708), forment des creux dans lesquels l'hélice opposée vient s'emboiter et se 
stabiliser, et favorisent ainsi l’association des sous-unités transmembranaires. Figure adaptée de Lau et al., 2009 
(A) et Shattil et al., 2010 (B et C).  
 
 
 

Dans la zone supérieure des parties TM, trois glycines (G972 et G976 sur la chaîne αIIb, G708 

sur la chaîne β3) jouent un rôle crucial dans la formation du complexe TM. Par leur absence de chaîne 

latérale, ces trois glycines forment des creux dans lesquels l'hélice opposée vient s'emboiter et se 
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stabiliser (Fig. 12B, C). La perturbation de ces interactions via substitution de ces glycines par des 

résidus plus volumineux entraine l’activation des intégrines (Luo et al., 2005).  

A l'extrémité cytosolique du domaine TM α, se trouve une séquence GFFKR qui confère une 

particularité structurale à la chaine α : après sa sortie de la bicouche lipidique au niveau du résidu 

glycine 911, la chaîne d'AA se réinsère dans la membrane au niveau des phénylalanines situées en 992 

et 993, qui se positionnent ainsi contre les chaînes latérales de l'hélice transmembranaire de la chaîne 

β3 (Lau et al., 2009) (Fig. 12A). Cette orientation génère une interaction hydrophobe entre les chaînes 

αIIb et β3, entre les résidus F992, F993 de la chaîne αIIb et les résidus W715, I719 de la chaîne β3. De 

plus, cette orientation de la chaîne αIIb positionne l'arginine 995 (chargée positivement à pH physiolo-

gique) à proximité de l’aspartate 723 (chargé négativement) de la sous-unité β3, ce qui favorise l’éta-

blissement d’une interaction ionique entre ces deux résidus (Fig. 12A). De nombreuses études ont 

montré que cette interaction ionique contribue au maintien des intégrines dans l’état inactif, vraisem-

blablement en favorisant l’association entre les parties TM α et β. En effet, lorsqu’une des deux charges 

est inversée par mutation ponctuelle, ce qui supprime la liaison ionique, l’intégrine est constitutive-

ment active (Hughes et al., 1996). En revanche, lorsque les deux charges sont inversées, ce qui conserve 

la liaison ionique, l’intégrine n’est pas activée. En accord avec cela, le remplacement de ces résidus par 

un couple peptidique acide/base provoquant l’association des parties cytosoliques α et β stabilise l’in-

tégrine αLβ2 dans un état inactif. À l’inverse, la substitution de ces résidus par deux acides ou deux 

bases, incapables de provoquer l’association des chaînes α et β, entraine l’activation de l’intégrine (Lu 

et al., 2001b). Ces éléments supportent l’idée que ces résidus maintiennent les intégrines dans un état 

inactif en favorisant l’association des parties cytosoliques des chaînes α et β.  
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4. 2. Caractéristiques des sous-unités β1 et β3 des intégrines 
 

Cette partie établit une comparaison des intégrines contenant une sous-unité β1 et celles con-

tenant une sous-unité β3, qui sont largement représentées dans les cellules et que nous avons étudiées 

expérimentalement. 

 

 

4. 2. 1. Généralités 

 

Chez les mammifères, les intégrines constituées d’une sous-unité β1 sont très répandues et la 

suppression de cette sous-unité par knock-out entraine la mort au stade embryonnaire (Fässler & 

Meyer, 1995). Les intégrines constituées d’une sous-unité β3 sont, elles, principalement retrouvées 

dans le sang et les vaisseaux, et la suppression de cette sous-unité par knock-out entraine des hémor-

ragies et des troubles de la coagulation (Hodivala-Dilke et al., 1999). Cette section est centrée sur les 

intégrines contenant une sous-unité β1 et celles contenant une sous-unité β3 (qui seront par la suite 

désignées par « intégrines de type β1 » et « intégrines de type β3 »), et plus particulièrement les inté-

grines α5β1 et αVβ3. De plus, parmi les intégrines contenant une sous-unité β1, l’α5β1 est une intégrine 

majeure, et c’est pour cette intégrines que le plus de travaux expérimentaux impliquant la sous-unité 

β1 ont été réalisés. Dans les cellules adhérentes, le seul type d’intégrine comportant une sous-unité β3 

est l’intégrine αVβ3. Comme beaucoup de travaux ont été néanmoins menés sur l’intégrine αIIbβ3 (re-

trouvée dans les cellules plaquettaires), certains seront tout de même utilisés pour comparer les sous-

unités β1 et β3.  

 

 

4. 2. 2. Liaison à la fibronectine 

 

 Les intégrines αVβ3 et α5β1 sont toutes les deux capables de se lier à la fibronectine au niveau 

de son motif RGD situé dans le 10ème domaine de type III. Néanmoins, l’intégrine α5β1 a la particularité 

de pouvoir se lier à une seconde séquence, PHSRN, située dans le 9ème domaine de type III, connue 

sous le nom de « site synergique » de la fibronectine (Bowditch et al., 1994). La liaison entre l’intégrine 

α5β1 et le site synergique renforce la liaison intégrine-fibronectine et supporte ainsi l’adhérence via 

cette intégrine (Aota & Nomizu, 1994 ; Benito-Jardón et al., 2017 ; Friedland et al., 2009 ; Obara et al., 

1988). Néanmoins, la présence de cette séquence PHSRN sur la fibronectine n’influence pas la vitesse 

d’établissement d’une liaison entre l’intégrine α5β1 et la fibronectine (« on-rate ») (Benito-Jardón et al., 

2017). Les intégrines de type αV semblent d’ailleurs établir plus rapidement une liaison à la fibronectine 

que les intégrines α5β1 (Bharadwaj et al., 2017). Enfin, les intégrines de type αV ont la particularité de 

pouvoir se lier à la vitronectine, là encore au niveau d’une séquence RGD (Felding-Habermann & 

Cheresh, 1993).  
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4. 2. 3. Structure et activation 

 

 En purifiant la partie extracellulaire de l’intégrine α5β1 et en l’examinant par microscopie 

électronique en coloration négative, Su et al. ont montré que, comme pour les αVβ3 (Takagi et al., 2002), 

le dimère α5β1 présente différentes géométrie qui peuvent être classés en trois catégories : une forme 

repliée (« bent »), une forme dépliée avec partie supérieure fermée (« extended-closed »), et une 

forme dépliée avec partie supérieur ouverte (« extended-open ») (Su et al., 2016). Alors que des 

anticorps stabilisants les formes dépliée-fermée et repliée de l’intégrine α5β1 empêchent l’adhérence 

des cellules sur fibronectine, ceux stabilisant la forme dépliée-ouverte la permettent. Ainsi, il semble 

que, comme observé avec l’intégrine αIIbβ3 (Xiao et al., 2004 ; Zhu et al., 2013), l’ouverture de la partie 

tête de l’intégrine α5β1 augmente l’affinité pour le ligand extracellulaire.  

 Néanmoins, Il existe des différences structurales entre les sous-unités β1 et β3. Au niveau de 

ces sous-unités β, la partie transmembranaire constitue en une hélice α qui se projette dans le cytosol. 

Lu et al., ont montré par RMN que cette hélice α était plus longue dans la sous-unité β3 et qu’elle allait 

ainsi plus profondément dans le cytosol (Fig. 13) (Lu et al., 2016). Il a été aussi rapporté que la partie 

membrane-proximale de la sous-unité β3 était moins flexible que celle de la sous-unité β1 (Kalli et al., 

2010). Au-delà de cette structure en hélice α, qui compte, au niveau de sa partie cytosolique, environ 

8 résidus dans la sous-unité β1 et 16 résidus dans la sous-unité β3, les parties cytosoliques de ces deux 

sous-unités n’adoptent pas de structure stable.  

 

 

 

 
Figure 13. Partie transmembranaire des 
sous-unités β1 et β3 des intégrines. 
Représentation en ruban et comparaison 
des structures obtenues par RMN des 
parties transmembranaires et cytosoliques 
des sous-unités β1 et β3 des intégrines 
incorporées en micelles constitués des 
phospolipides DMPC 
(dimyristoylphosphatidylcholine) et D6PC  
(dihexanoylphosphatidylcholine). Adapté 
de Lu et al., 2016. 

 

 

 

 

 Certaines différences au niveau du mécanisme moléculaire d’activation ont également été 

mises en évidences entre les intégrines de type β1 et celles de type β3. Ainsi, alors que le remplacement 

de la lysine située à l’interface entre la portion transmembranaire et la portion cytosolique de la sous-

unité β par un résidu chargé négativement active les intégrines αiibβ3 (mutation β3-K716E, i.e., 

substitution de la lysine en position 716 par un acide glutamique (Kim et al., 2012), elle empêche 

l’adhérence via les intégrines α1β1 et α2β1 (mutation β1-K752E (Lu et al., 2016)). Aussi, alors que la 

perturbation de la jonction membranaire intérieur par la mutation D723A ou D723R active l’intégrine 
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αIIbβ3 (D : acide aspartique, A : alanine, R : arginine) (Hughes et al., 1996 ; Jiafu Liu et al., 2015), la 

mutation équivalente pour la sous-unité β1 D759A ne semble causer aucun effet (Czuchra et al., 2006).  

 

 

4. 2. 4. Liaison et activation par la taline 

 

 La taline, principal activateur des intégrines, semble interagir plus fortement avec la sous-unité 

β3 qu’avec la sous-unité β1 (Lu et al., 2016). De plus, des études de RMN ont montré que la taline 

semblait plus affine pour la partie membrane-proximale de la sous-unité β3 que pour celle de la sous-

unité β1. Inversement, la taline semble plus affine pour la partie membrane-distale de la sous-unité β1 

que pour celle de la sous-unité β3 (Kalli et al., 2010). Il a été suggéré que la flexibilité moindre de la 

partie membrane-proximale de la sous-unité β3 par rapport à celle de la sous-unité β1 pourrait l’orienter 

de manière à favoriser sa liaison à la taline (Kalli et al., 2010). 

 Par ailleurs, alors que l’intégrine αiibβ3 peut être activée par les sous-domaines F2 et F3 de la 

tête de la taline, l’activation de l’intégrine α5β1 nécessite en plus la présence du sous-domaine F1 et de 

la partie N-terminale de la taline, nommée F0 (Bouaouina et al., 2008). La présence de ces parties de 

la taline augmente également l’activation des intégrines αiibβ3 par les sous-domaines F2 et F3. Par 

rapport aux sous-domaines F2 et F3, l’ensemble F0, F1, F2, F3 n’a pas une affinité supérieure pour les 

sous-unités β1 et β3. De plus, l’activation par un fragment contenant les F0, F1, F2, F3 n’est pas observée 

si ces parties sont séparées en un fragment F0, F1 et un fragment F2, F3. Ainsi, Bouaina et al., suggèrent 

que c’est la géométrie précise de de l’ensemble F0, F1, F2, F3 qui explique le rôle de ces parties de la 

taline dans l’activation des intégrines, par exemple en conférant une orientation particulière de 

l’ensemble partie cytoplasmique β – tête de la taline par rapport à la membrane plasmique.  

 

 

4. 2. 5. Les intégrines α5β1 et αVβ3 dans les sites d’adhérence 

 

 Dans les cellules, les intégrines α5β1 et αVβ3 contribuent différemment à la formation des 

différents types d’adhérences. Lors des phases précoces de formation des adhérences cellulaires, les 

deux types d’intégrines sont retrouvés dans les structures adhérentes. Néanmoins, entre 10 et 30 

minutes après le début de la formation de ces structures, leur enrichissement en intégrine de type αV 

augmente par rapport à celui des intégrines de type α5 (Zamir et al., 2000). De plus, dans les adhérences 

focales, les intégrines de type β1 liées à la fibronectine effectuent un mouvement rétrograde, alors que 

celles de type β3 sont stationnaires (Rossier et al., 2012). Après plusieurs heures, les intégrines de type 

β1 et celles de type αV ne sont plus co-localisés : les intégrines de type αV sont dans les adhérences 

focales, qui contiennent beaucoup de résidus tyrosine phosphorylés, tandis que celles de type α5 sont 

dans les adhérences fibrillaires, contenant peu de résidus tyrosine phosphorylés (c.f. 3.1.).  

 Shiller et al., ont également montré qu’il existait de fortes différences entre les adhérences 

formées par les intégrines de type β1 et celles formées par les intégrines de type αV. Ces adhérences 

ont ainsi des morphologie et composition différentes, activent des voies de signalisation différentes, et 

les forces de tensions mécaniques ne jouent pas le même rôle dans la formation de l’un ou l’autre de 

ces types d’adhérences. Par exemple, des cellules qui n’expriment que des intégrines de type β1 forment 

de petites adhérences périphériques ainsi qu’un nombre important de protrusions membranaires 
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(Schiller et al., 2013). À l’inverse, des cellules exprimant uniquement des intégrines de type αV forment 

de larges adhérences focales. Alors que les adhérences formées par les intégrines de type β1 sont 

insensibles à l’inhibition de la contractilité médiée par la myosine II (par traitement avec la 

blebbistatine ou inhibition de la ROCK par Y-27632), cette inhibition désassemble les adhérences 

formées par les intégrines de type β3. Aussi, lors des 2 premières minutes de formation des adhérences, 

des fibroblastes exprimant uniquement l’intégrine α5β1 adhèrent plus fortement à la fibronectine que 

des fibroblastes exprimant uniquement des intégrines de type αV (Bharadwaj et al., 2017). 

 

 

4. 2. 6. Ligands intracellulaires et signalisation 

 

 Certaines protéines intra-cellulaires se lient spécifiquement aux intégrines αVβ3 ou aux 

intégrines α5β1. Ainsi, la sous- unité β1 (Zhang & Hemler, 1999), mais pas la sous-unité β3 (Chang et al., 

1997), interagit avec la protéine ICAP-1 (integrin cytoplasmic domain-associated protein 1). Des études 

in vitro ont montré qu’ICAP-1 est en compétition avec les deux activateurs majeurs des intégrines, la 

taline (Bouvard et al., 2003 ; Fournier et al., 2002) et la kindline (Brunner et al., 2011) pour la liaison 

aux intégrines. ICAP-1 défavorise ainsi l’activation des intégrines (Millon-Frémillon et al., 2008). Aussi, 

des études protéomiques ont montré que, par rapport à la sous-unité β3, la sous-unité β1 interagissait 

plus fortement avec la kindline-2 et plus faiblement avec le complexe IPP (ILK-Pinch-Parvine) (Schiller 

et al., 2013). De plus, la sous-unité β3, mais pas la sous-unité β1, interagit avec la kinase c-Src (Arias-

Salgado et al., 2005, 2003). De même, la sous-unité αV, mais pas la sous-unité α5, interagit avec c-Src 

(Von Wichert et al., 2003). Enfin, lors de l’adhérence de cellules sur fibronectine, c-Src est colocalisée 

avec la sous-unité αV, mais pas avec la sous-unité β1 ((Von Wichert et al., 2003), avec un variant Src 

tronqué : (Felsenfeld et al., 1999)). Cette interaction augmente l’activité kinase de c-Src, la sous-unité 

β3 (Arias-Salgado et al., 2003), et l’activité de c-Src est requise pour l’étalement cellulaire via les 

intégrines de type β3 (Arias-Salgado et al., 2005 ; Felsenfeld et al., 1999), mais pas via les intégrines de 

type β1 (Felsenfeld et al., 1999). Il a été aussi rapporté que la sous-unité β3, mais pas la sous-unité β1, 

interagissait avec Fyn, une kinase de la famille de c-Src (en anglais, Src Family Kinases, SFK) (Arias-

Salgado et al., 2003). Malgré ces différences, les sous-unités β1 et β3 peuvent toutes les deux interagir 

avec d’autres SFK telles que Lyn (Lck/Yes novel tyrosine kinase), Hck (Hemopoietic Cell Kinase) et c-Yes 

(Arias-Salgado et al., 2003). 

 Par ailleurs, des études protéomiques ont montré que l’intégrine α5β1 activait la voie 

RhoA/ROCK (Schiller et al., 2013), tandis que la sous-unité αV, bien qu’elle soit aussi couplée à 

l’activation de RhoA, n’active pas ROCK, et semble ainsi plutôt activer la voie RhoA/mDia (Schiller et al., 

2013). Nous avons vu précédemment que les adhérences formées par les intégrines de type β1 sont 

insensibles à l’inhibition de la contractilité médiée par la myosine II, tandis que cette inhibition 

désassemble les adhérences formées par les intégrines de type β3. De la même manière, cette 

inhibition n’empêche pas la formation de l’adhésome (ensemble des protéines recrutées dans les sites 

d’adhérence) des intégrines α5β1, tandis que la formation de l’adhésome des intégrines de type αV 

nécessite l’activation de la myosine II et/ou la présence de fibres de stress au niveau des adhérences 

(Schiller et al., 2013). Ces exemples ont montré à quel point les αVβ3 et α5β1 étaient différentes, au 

niveau de leur structure, des mécanismes moléculaires d’activation, des interactions avec des protéines 

intra-cellulaires régulatrices, et des voies de signalisation activées. Néanmoins, des phénomènes de 
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coopération entre intégrines α5β1 et αVβ3 ont été mis en évidence, notamment durant l’adhérence 

cellulaire et la génération de forces. 

 

 

4. 2. 7. Coopération entre intégrines α5β1 et αVβ3 

 

 Lors de la formation des adhérences cellulaires sur un substrat de fibronectine, la présence 

d’intégrines de type β1 et la liaison concomitante des intégrines de type αV entraine un renforcement 

mécanique prononcé du lien intégrines-fibronectine dès 40 secondes après mise en contact des cellules 

avec la fibronectine (Bharadwaj et al., 2017). L’existence de cette coopération avait été avancée en 

2008 par Roca-Cusachs et al., mais leurs travaux ne permettaient pas d’identifier formellement un 

phénomène dépendant à la fois des intégrines de type αV et des intégrines de type β1. De plus, les 

travaux de Shiller et al., 2013 qui suggéraient également l’existence d’une telle coopération, n’avaient 

pas vérifié l’absence d’intégrine αVβ1 dans leur système. Cette vérification a finalement été effectuée 

et publiée en 2017 dans les travaux de Bharadwaj et al., où le système cellulaire utilisé est le même 

que celui de Schiller et al.. Cette coopération entre les intégrines de type αV et celles de type β1 

nécessite l’activation d’Arp2/3 et de la voie RhoA/ROCK. Il a aussi été montré que le l’augmentation 

d’activité de la myosine-II en réponse au recrutement de GEF-H1 (guanine nucleotide exchange factor 

H1, une protéine activatrice de RhoA) par la sous-unité β3 était dépendant des intégrines α5β1 (Schiller 

et al., 2013). La formation d'adhérences fibrillaires et la fibrillogenèse de la fibronectine, i.e. son 

assemblage par la cellule en éléments filliformes, nécessitent également la coopération des intégrines 

α5β1 et αVβ3. L'intégrine α5β1 apparaît comme l'acteur principal de ces phénomènes. En effet, elle est 

fortement enrichie dans les adhérences fibrillaires, et la modulation des fonctions des intégrines α5β1 

par ICAP-1 ou par des anticorps visant les sous-unités α5 ou β1 influencent la fibrillogenèse (Akiyama et 

al., 1989 ; Brunner et al., 2011 ; Clark et al., 2005 ; Fogerty et al., 1990) et la formation d'adhérences 

fibrillaires (Brunner et al., 2011 ; Clark et al., 2005). Néanmoins, il a été montré que la translocation 

des intégrines α5β1 vers le centre de la cellule (où sont préférentiellement localisées les adhérences 

fibrillaires) et la fibrillogenèse nécessitaient la liaison d'intégrines de type αV à la fibronectine (Pankov 

et al., 2000). En accord avec cela, il a été montré que la translocation des intégrines α5β1 nécessitait la 

présence de c-Src, qui se lie aux intégrines αVβ3 mais pas α5β1 (Volberg et al., 2001). 
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5. Régulateurs intracellulaires directs de l’activation des 
intégrines 
 
 

Un élément important dans la biologie des intégrines est que leur partie cytosolique est relati-

vement courte et ne possède pas d’activité enzymatique. Les intégrines dépendent ainsi de la liaison 

avec des partenaires cytosoliques pour assurer certaines fonctions majeures telles que le couplage 

mécanique au cytosquelette et l’induction de signaux biochimiques. Plusieurs de ces partenaires ma-

jeurs, qui régulent également l’affinité des intégrines pour leur ligand (signalisation inside-out), sont 

discutés dans cette partie. 

 À l’exception de la sous-unité β8, les parties cytosoliques des chaînes β des intégrines 

comportent une séquence NxxY (N : asparagine, Y : tyrosine, x : n’importe quel AA ; cas des chaînes β2, 

β4, β7,) ou deux. La séquence la plus proche de la membrane est une séquence NPxY (N : asparagine, 

P : proline, Y : tyrosine, x : n’importe quel AA), appelée « séquence NPxY proximale ». Les intégrines β1, 

β3, β5 et β6 contiennent une deuxième séquence, généralement située 8 acides aminés après la 

première séquence (16 dans la chaîne β5 (Calderwood et al., 2003)). Cette deuxième séquence, plus 

éloignée de la membrane, est appelée « séquence NxxY distale » (Fig. 14). Dans les protéines en 

général, les séquences NxxY sont connues pour pouvoir se lier à des domaines particuliers connus sous 

le nom de domaines PTB, pour phosphotyrosine binding (Smith et al., 2006). En dépit de ce nom, la 

majorité des domaines PTB interagissent préférentiellement avec des séquences NxxY non 

phosphorylées. Il existe au moins 17 protéines contenant des domaines PTB capables d’interagir in 

vitro avec une séquence NxxY cytosolique des chaînes β des intégrines (Calderwood et al., 2003). 

Certaines de ces protéines peuvent faciliter l’activation des intégrines – (« activateurs »), tandis que 

d’autres peuvent la défavoriser (« inhibiteurs », ou « inactivateurs »). On connait quelques protéines 

capables de se lier aux parties cytosoliques des chaines α des intégrines, mais aucun activateur se liant 

à ce type de sous-unités n’est connu à ce jour. Les ligands des parties cytosoliques des chaînes α ont 

d’ailleurs été globalement moins étudiés que ceux des chaines β.  

 
 

  
Figure 14. Séquence peptidique de la partie cytosolique de la chaîne β3 des intégrines. Les acides aminés sont 
identifiés selon le code international à une lettre. Certains sites d’interaction connus sont indiqués le long de la 
séquence par des traits pleins et le nom de la protéine impliquée dans l’interaction est spécifié directement au-
dessus du trait. ICAP-1 ne semble pas se lier directement aux intégrines β3, mais par soucis de simplicité, la région 
d’interaction intégrine-ICAP-1 de l’intégrine β1 (Chang et al., 2002) est représentée sur cette séquence. Figure 
adaptée de Legate & Fässler, 2009.  
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5. 1. Taline 
 

5. 1. 1. Généralités 

 

 La taline est une protéine qui apparait concentrée dans les sites d’adhérence (Burridge & 

Connell, 1983) (Fig. 15). Capable de se lier à la sous-unité β des intégrines et à l’actine, elle joue un rôle 

essentiel dans l'activation inside-out des intégrines (Tadokoro et al., 2003)et constitue un des deux 

activateurs principaux des intégrines. La taline a également une implication cruciale dans le couplage 

des intégrines au cytosquelette (Giannone et al., 2003 ; Jiang et al., 2003).  

 

 
 
Figure 15. Localisation subcellulaire de la taline dans des cellules 
fibroblastiques. Image obtenue par microscopie de fluorescence, dans laquelle 
le signal de la taline-GFP (vert) et celui des filaments d’actine marqués par la 
phalloïdine-rhodamine (rouge) sont superposés. Cette image montre que la 
taline-1 est concentrée dans les adhérences focales, structures situées à 
l’extrémité de faisceaux de filaments d’actine. D’après (Franco et al., 2004).  
 
 
 

 
 
 

 Chez les vertébrés, la taline existe sous deux isoformes, la taline-1 et la taline-2, qui ont 74% 

d’identité de séquence (Monkley et al., 2001). À ce jour, la très grande majorité des études menées sur 

la taline concerne la taline-1. Ainsi, nous discuterons uniquement de la taline-1, que nous désignerons 

simplement par « taline ». La taline est une protéine d’environ 270 kDa qui consiste en un domaine 

« tête » globulaire d’environ 50 kDa côté N-ter, suivi d'un domaine « tige » flexible d’environ 220 kDa 

(Fig. 16) (Molony et al., 1987 ; Winkler et al., 1997). La tête et la tige peuvent être séparées par plusieurs 

protéases, dont la calpaïne-2, par clivage de la région qui lie ces deux domaines. Par ailleurs, une frac-

tion de la taline est sous une forme dimérisée (Molony et al., 1987 ; Winkler et al., 1997). Le segment 

responsable de cette homodimérisation se trouve à l’extrémité C-ter de la tige (Gingras et al., 2008).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Filaments d’actine 
Taline 
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Figure 16. Structure présumée de la taline. A. Diagramme en ruban de la structure présumée de la taline. Les 
sites de coupure enzymatique par la calpaïne-2 sont indiqués par une flèche. B. Organisation des domaines de la 
taline et sites d’interactions protéiques et lipidiques. La région tige contient 14 faisceaux de 4 ou 5 hélices α 
(régions R1 à R13, R faisait référence à Rod, « tige » en anglais) ainsi qu’un domaine de dimérisation (DD) conte-
nant une seule hélice α. Les 62 hélices α sont numérotées selon leur ordre dans la séquence peptidique et celles 
constituant un site de liaison à la vinculine apparaissent en rouge. Figure adaptée de Goult et al., 2013.  

 

 

5. 1. 2. Ligands 

 

 La tête de la taline contient un domaine FERM (de l’anglais 4. 1/ezrin/radixin/moesin), composé 

des sous-domaines F1, F2 et F3 (Fig. 16). De nombreuses protéines capables de s'associer au cytosque-

lette et à la membrane plasmique contiennent un domaine FERM, ce qui suggère que ce domaine sup-

porte ces fonctions (Chishti et al., 1998). En accord avec cela, Lee et al. ont montré dans des cellules 

que la tête de la taline semblait capable d’interagir avec l’actine organisée sous forme de filaments (Lee 

et al., 2004). Un site de liaison pour la partie cytosolique des chaînes β des intégrines se trouve dans le 

domaine tête, au niveau du sous-domaine F3 (Calderwood et al., 2002), et est parfois désigné par le 

terme d’IBS1 (integrin binding site 1). Le sous-domaine F3 adopte un repliement en domaine PTB 

(García-Alvarez et al., 2003) et se lie notamment à la séquence NPxY proximale des intégrines. Le sous-

domaine F3 se lie également aux intégrines au niveau d’un autre site, appelé « site de liaison proximal » 

car situé plus proche de la membrane que la séquence NPxY (Ulmer et al., 2003 ; Vinogradova et al., 

2002). De nombreuses études ont montré que la tête de la taline se lie également à des phospholipides 
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chargés négativement (Anthis et al., 2009b ; Goult et al., 2010 ; Heise et al., 1991 ; Kalli et al., 2010 ; 

Muguruma et al., 1995).  

La tige de la taline est aussi capable de se lier aux intégrines (Xing et al., 2001), possiblement 

via la séquence NPxY proximale des intégrines (Tremuth et al., 2004), ou via une séquence plus proche 

de la membrane (Rodius et al., 2008). Ce site de la taline a été nommé IBS2 (integrin binding site 2), 

mais son rôle dans l’activation des intégrines est actuellement peu compris. La tige contient par ailleurs 

deux sites de liaison à l’actine (Hemmings et al., 1996). Avec ses différents sites de liaison de l’actine, 

situés à la fois au niveau de la tête et de la tige, une molécule de taline peut se lier à trois molécule 

d’actine monomérique in vitro (Goldmann & Isenberg, 1991 ; Kaufmann et al., 1991). La taline contient 

par ailleurs 11 sites de liaison à la vinculine (Gingras et al., 2005), une protéine des adhérences focales 

qui peut également se lier aux filaments d’actine (Ziegler et al., 2006). Ainsi, c’est sans réelle surprise 

que le domaine tige est nécessaire à la liaison des intégrines au cytosquelette d’actine (Moes et al., 

2007). 

  

 

5. 1. 3. Activation des intégrines par la taline 

 

De nombreuses études menées in vitro montrent que la taline régule l’activation des intégrines 

(Calderwood et al., 2002, 1999 ; Tadokoro et al., 2003). In vivo, la taline joue un rôle essentiel dans 

l’hémostase, en particulier au niveau de l’adhérence et de l’agrégation plaquettaire (Nieswandt et al., 

2007 ; Petrich et al., 2007), dans lesquelles les intégrines ont un rôle central (Shattil et al., 1998). La 

taline est également nécessaire au maintien de la jonction myotendineuse (Conti et al., 2008), structure 

qui dépend des intégrines (Mayer et al., 1997).  

Des expériences de FRET (Förster resonance energy transfer) (Kim et al., 2003) et de RMN 

(Vinogradova et al., 2002) ont montré que la tête de la taline pourrait activer les intégrines en pertur-

bant l’interaction ionique cytosolique entre les chaînes α et β des intégrines, et en induisant l’écarte-

ment des parties transmembranaires (Fig. 17), phénomène qui peut suffire à induire l'activation des 

intégrines (Luo et al., 2005 ; Partridge et al., 2005).  
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Figure 17. Modèle d’activation des intégrines par la taline. Les parties cytosoliques des chaînes αIIb et β3 des 
intégrines, ainsi que celle de la tête de la taline apparaissent selon la représentation en ruban des chaînes pepti-
diques. La liaison de la tête de la taline à la chaîne β des intégrines pourrait provoquer l’activation des intégrines 
en séparant et en écartant les chaînes α et β, qui sont associées dans les intégrines inactives via plusieurs inte-
ractions (c.f. 4.1.2.). Ce phénomène pourrait être supporté par de nombreuses interactions taline-membrane 
plasmique, établies par liaison ionique de résidus de la taline chargés positivement aux phospholipides membra-
naires chargés négativement. Figure adaptée de Elliott et al., 2010.  
 

  

 La liaison de la taline à la séquence NPxY (interaction distale de la membrane) était initialement 

considérée comme l’interaction responsable de l’activation des intégrines par la taline. Néanmoins, la 

perturbation spécifique de l’interaction proximale taline-intégrine a montré que l’interaction distale 

n’était pas suffisante pour activer les intégrines. En effet, bien que cette perturbation affecte peu l’af-

finité de la taline pour la partie cytosolique de la chaine β3, elle réduit fortement la capacité de la taline 

à activer les intégrines in vitro (Wegener et al., 2007) et in vivo (Haling et al., 2011). Ainsi, la liaison de 

la taline au site NPxY (interaction distale) semble conférer à la taline sa forte affinité pour les intégrines, 

tandis que l’interaction proximale taline-intégrine, de plus faible affinité, semble responsable du pou-

voir activateur de la taline envers les intégrines (Wegener et al., 2007). Plus récemment, une étude a 

montré que le sous-domaine F1 et la partie désordonnée en amont du domaine FERM (appelée sous-

domaine F0) étaient également nécessaires à l’activation des intégrines β1 (Bouaouina et al., 2008).  

 La modélisation de la structure du complexe F3-queue cytosolique β3 au voisinage d’une bi-

couche lipidique a révélé une interaction potentielle entre une surface basique du sous-domaine F3 et 

la membrane lipidique, chargée négativement (Wegener et al., 2007). De telles surfaces basiques ont 

également été identifiées dans les sous-domaines F2 et F1 et sont impliquées dans l’activation des 

intégrines par la taline (Anthis et al., 2009b ; Goult et al., 2010). En révélant la structure de la quasi 

intégralité de la tête de la taline, Eliott et al. ont alors montré que ces parties basiques des sous-do-

maines F1, F2 et F3 pouvaient potentiellement s’aligner et pourraient ainsi établir collectivement, à 

travers de multiples interactions dispersées, une liaison de haute affinité avec la membrane plasmique 

(Fig. 17) (Elliott et al., 2010). Cela pourrait supporter l’activation des intégrines selon le mécanisme 

exposé plus haut (dans lequel la taline provoque l’écartement des parties cytosoliques et transmem-

branaires des intégrines) par exemple par augmentation du recrutement membranaire de la taline, qui 

faciliterait les interactions intégrine-taline. Ces surfaces basiques interagissant avec la membrane et 

réparties le long du domaine FERM pourraient également supporter l’activation des intégrines en 

orientant la tête de la taline dans un axe précis par rapport aux intégrines. Par ailleurs, l'étude de Saltel 

et al. (Saltel et al., 2009) montre que la liaison de la tête de la taline au phosphatidylinositol-4,5‐bis-

phosphate (PtdIns(4,5)P2) induit l'agrégation des intégrines (clustering) indépendamment de sa capa-

cité à activer les intégrines. Or, le clustering des intégrines semble contribuer à maintenir les intégrines 

dans un état activé (c.f. 6.1.). Le pouvoir activateur de la taline semble ainsi reposer sur plusieurs évé-

nements moléculaires distincts, intervenant potentiellement de manière séquentielle et indépen-

dante, et qui entrent vraisemblablement en synergie lors de l'activation des intégrines.  

 En plus d’exercer un rôle crucial dans l’activation des intégrines via son domaine tête, la taline 

assure également le couplage des intégrines au cytosquelette via son domaine tige, ce qui est essentiel 

pour leurs fonctions. En effet, dans des cellules déplétées en taline-1 et -2, l’expression de la tête de la 

taline rétablie l’activation des intégrines, mais pas la formation d’adhérences focales ni la liaison des 

intégrines au cytosquelette, par rapport aux cellules témoins (Zhang et al., 2008). De plus, le clivage de 
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la taline par la calpaïne-2 au niveau de la région qui relie la tête à la tige est nécessaire au désassem-

blage des adhérences focales (Franco et al., 2004). Ces éléments montrent que la taline joue de mul-

tiples rôles dans l’adhérence médiée par les intégrines, qui ne se limitent pas à l’activation de ces ré-

cepteurs d’adhérence.  

 Il semblerait qu’à l’état basal, la taline adopte une conformation globulaire dans laquelle la tête 

interagit avec la tige. En effet, la taline entière est plus compacte que la tige seule dans des tampons 

de basse salinité (Molony et al., 1987) et il a été montré par RMN que le sous-domaine F3 de la tête 

peut se lier à la tige (Goksoy et al., 2008). Cet état globulaire correspond vraisemblablement à l’état 

inactif de la taline puisque dans cette conformation, le site 1 de liaison aux intégrines (IBS1) est partiel-

lement masqué (Song et al., 2012). De plus, un variant de taline portant une mutation sur le sous-

domaine F3 qui perturbe cette liaison tête-tige active les intégrines αIIbβ3 bien plus intensément que la 

taline de type sauvage (Goksoy et al., 2008). L’activation de la taline via rupture de cette interaction 

peut être assurée par la liaison de la protéine RIAM (rap1-interacting adaptor molecule) au domaine 

R8 de la tige de la taline (Chang et al., 2014 ; Han et al., 2006), de la protéine Kank2 au domaine R7 

(Sun et al., 2016), ou encore par liaison des PtdIns(4,5)P2 au sous-domaine F3 (Goksoy et al., 2008). Au 

début des années 2000, la taline était considérée comme le seul activateur intracellulaire des intégrines 

(Tadokoro et al., 2003). En réalité, la taline peut dépendre d’une autre protéine intracellulaire pour 

activer les intégrines : la kindline.  

 

 

5. 2. Kindline 
 

5. 2. 1. Généralités 

 

Les kindlines sont une famille de protéines cytosoliques d’environ 650 AA et 75 kDa (Jobard et 

al., 2003 ; Lai-Cheong et al., 2008 ; Malinin et al., 2009). Historiquement, ces protéines tiennent leur 

nom de Theresa Kindler, qui a décrit en 1954 un cas de maladie congénitale associant notamment 

détachement cutané, parodontite (inflammation du tissu de soutien de la dent) et poïkilodermie 

(comprenant atrophie cutanée et dilatation des vaisseaux superficiels du derme)7*. Le gène impliqué 

dans cette maladie fut révélé en 2003 par une équipe française (Jobard et al., 2003). Il s’agit du gène 

codant pour la kindline-1, et la maladie est aujourd’hui connue sous le nom de syndrome de Kindler. 

Ces travaux ont également montré que les mutations impliquées dans la maladie étaient associées à 

des défauts d'adhérence des kératinocytes. Il est aujourd’hui reconnu que les kindlines jouent un rôle 

important dans l’activation inside-out des intégrines.  

 L’expression des kindlines varie en fonction des tissus. La kindline-1 est exprimée dans les 

cellules épithéliales, et chez la souris, elle est fortement exprimée dans les intestins et les reins, et dans 

une moindre mesure, dans la peau (Ussar et al., 2006). La kindline-2 (appelée mig-2 dans certaines 

études) semble ubiquitaire, tandis que la kindline-3 est principalement exprimée dans les cellules 

hématopoïétiques (Ussar et al., 2006), mais elle a également été détectée dans des cellules épithéliales 

(Bialkowska et al., 2010). En plus de ces différents profils d’expression, les kindlines diffèrent par leur 

localisation subcellulaire. Ainsi, dans les cellules mammifères, les kindlines-1 et -2 sont en partie 

                                                           
7 * : Fiche de renseignement sur le syndrome de Kindler, portail d'informations Orphanet. http://www.orpha.net/ ; consulté 

le 21 septembre 2017. 

http://www.orpha.net/
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concentrées au niveau des adhérences focales (Fig. 18) (Harburger et al., 2009 ; Qu et al., 2011), tandis 

que la kindline-3 ne semble pas posséder cette caractéristique (Bialkowska et al., 2010) et serait plutôt 

retrouvée au niveau des podosomes*8de cellules hématopoïétiques (Ussar et al., 2006). Par ailleurs, 

Bialkowska et al. ont montré que la kindline-2 régulait l’adhérence sur vitronectine, mais pas la kindline-

3 (Bialkowska et al., 2010). Ces différences de localisation et de fonction semblent résulter de liaisons 

spécifiques de la kindline-3 à certaines protéines par rapport aux kindlines-1 et -2. En accord avec cela, 

il a été récemment montré que la kindline-3 se liait moins bien à la sous-unité β1 des intégrines et à la 

protéine ILK que la kindline-2 (Huet-Calderwood et al., 2014). Or, la liaison à la protéine ILK favorise le 

recrutement dans les adhérences focales (Huet-Calderwood et al., 2014).   

 

 
Figure 18. Localisation subcellulaire de la kindline-2 dans des podocytes 
humains. Image obtenue par microscopie de fluorescence, dans laquelle 
la kindline-2 est localisée grâce à des anticorps fluorescents et les 
filaments d’actine sont localisés par la phalloïdine couplée à un 
fluorophore. Cette image montre que la kindline-2 est en partie 
concentrée dans les adhérences focales, structures ovales situées à 
l’extrémité de faisceaux de filaments d’actine. Figure adaptée de Qu et 
al., 2011.  

 

 

 

 

 

5. 2. 2. Rôle de la kindline in vivo 

 

 La plupart des travaux sur les fonctions des kindlines ont été menés sur la kindline-2, mais on 

sait aujourd’hui que les trois kindlines sont impliquées dans l’activation des intégrines (Bouaouina et 

al., 2012 ; Goult et al., 2009 ; Moser et al., 2008 ; Ruppert et al., 2015 ; Theodosiou et al., 2016). 

L’implication de la kindline dans les fonctions des intégrines fut d’abord remarquée in vivo. L'extinction 

de l'expression du gène de la kindline-2 chez la souris par knockout provoque la mort de l’embryon en 

phase péri-implantatoire, en raison d’un défaut d’attachement de l’endoderme et de l’épiblaste à la 

membrane basale (Montanez et al., 2008). Ce phénotype est similaire à celui observé dans des cellules 

privées de sous-unité β1 (Fässler & Meyer, 1995) ce qui montre que la kindline-2 semble jouer un rôle 

crucial dans les fonctions des intégrines. Chez le poisson-zèbre, la diminution provoquée de 

l'expression de la kindline-2 engendre également un phénotype évoquant un défaut de 

fonctionnement des intégrines, avec un effet marqué sur le développement cardiaque (Dowling et al., 

2008). Chez l'Homme, il n'a pas encore été rapporté de cas de diminution d'expression de la kindline-

2, et il est probable qu'une telle caractéristique soit létale pour l'embryon. Enfin, comme pour la 

kindline-2, des mutations dans le gène de la kindline-1 ou sa délétion entrainent un dysfonctionnement 

des intégrines β1 et un défaut d’attachement des cellules épithéliales à la MEC (Kloeker et al., 2004 ; 

Ussar et al., 2008). Tous ces résultats suggèrent une implication de la kindline dans l’activation des 

intégrines, et ont ainsi mené à l’investigation de ce phénomène au niveau moléculaire.  

                                                           
*8 Les podosomes constituent un autre type de structures adhérentes formées par les intégrines. Elles se différencient des 
adhérences focales principalement par leur organisation et leur dynamique. 

Kindline-2 
Filaments d’actine 



57 
 

5. 2. 3. Fonctions de la kindline à l’échelle moléculaire et cellulaire 

 

5. 2. 3. a. Une longue période d’équivoque 

 

Après publication de différentes études sur le rôle de la kindline à l’échelle moléculaire, la 

kindline fut d’abord considérée comme un co-activateur des intégrines plutôt que comme activateur 

direct. En effet, dans la plupart des systèmes cellulaires, sa surexpression n’augmente pas ou peu 

l’activation des intégrines, mais son niveau d’expression influence l’effet activateur de la tête de la 

taline. La kindline et la taline semble ainsi avoir des rôles complémentaires durant l'activation des 

intégrines, selon des mécanismes qui restent à déterminer. Cette généralisation permet de justifier 

brièvement les efforts fournis durant la dernière décennie par la communauté scientifique pour 

expliquer comment la kindline coopère avec la taline dans l’activation des intégrines. Néanmoins, il est 

important de noter que les principes évoqués ci-dessus se basent sur des résultats en grande partie 

obtenus avec les intégrines plaquettaires αIIbβ3. Or, le rôle de la kindline et son effet sur l'activation des 

intégrines pourrait dépendre du type d'intégrine étudié et de la lignée cellulaire utilisée. En effet, alors 

que 3 études (Ma et al., 2008 ; Montanez et al., 2008 ; Ussar et al., 2008) ont montré que la 

surexpression de la kindline-2 seule n'active pas les intégrines αIIbβ3, une étude montre qu'elle 

augmente l'activation de l'intégrine αIIbβ3 de 50% (Shi et al., 2007), et une autre de 50% pour les 

intégrines β3 et de 100% pour les intégrines β1 (Qu et al., 2011). De plus, alors que 3 études (Lai-Cheong 

et al., 2009 ; Montanez et al., 2008 ; Qu et al., 2011) mettent en évidence un rôle stimulateur de la 

kindline-2 sur l'activation des intégrines β1, une autre (Harburger et al., 2009) rapportent une 

diminution de l’activation des intégrines β1 par rapport au niveau basal lors de la sur-expression de 

kindline-2 ou de kindline-1, même en conditions de surexpression de la tête de la taline. Cet effet 

surprenant semble indépendant de la capacité de la kindline à interagir avec les intégrines puisque la 

levée de cette interaction par mutation du sous-domaine F3 n'affecte pas ce phénomène. Pour 

expliquer ce résultat, les auteurs de cette étude ont proposé qu’au cours de l’activation des intégrines 

α5β1, la kindline joue le rôle d’adaptateur permettant la liaison indirecte des intégrines à une protéine 

X activatrice (Harburger et al., 2009). Ainsi, dans un contexte où la kindline est surexprimée, la liaison 

du complexe « kindline-protéine X » aux intégrines serait inhibée par la kindline libre en excès, qui 

entre en compétition pour la liaison aux intégrines.  

Il est également important de noter que dans la quasi-totalité des travaux menés sur la kindline 

et cités dans ce manuscrit, la mesure directe de l’activation des intégrines par la kindline était effectuée 

sur des cellules en suspension. Dans cette méthode, le niveau d’activation des intégrines est évalué en 

quantifiant la liaison aux cellules d’un anticorps reconnaissant la conformation active des intégrines, 

ou bien en quantifiant la liaison à un ligand des intégrines couplé à un fluorophore. Or, il est probable 

que le pouvoir activateur de la kindline dépende aussi de phénomènes qui ne puissent se mettre en 

place que lorsque les cellules sont placées sur un substrat solide et peuvent former des adhérences 

cellules-matrice stables. Ainsi, le rôle et l’importance de la kindline dans les cellules dites 

« adhérentes » (par opposition aux cellules vivant en suspension telles que les cellules sanguines) est 

resté incertain durant de nombreuses années. Néanmoins, une étude publiée en 2016 sur des cellules 

« adhérentes » (fibroblastes) a définitivement montré l’importance de la kindline dans l’activation des 

intégrines et la mise en place d’adhérence par ce type de cellules (c.f. 5.2.3.d.). 
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5. 2. 3. b. Structure et interactions kindline-intégrine 

 

 Les trois kindlines sont des paralogues partageant une même organisation structurale. C’est 

entre les kindlines-1 et -3 qu’il y a le plus de différences, avec 49% d’identité et 67% de similarité de 

séquence (Ussar et al., 2006). Une caractéristique de la partie invariable des kindlines est la présence 

d’un domaine FERM, qui constitue une majeure partie (env. 400 AA) de la protéine. Comme dans la 

taline, ce domaine est organisé en sous-domaines F1, F2 et F3 (Fig. 19). Au total, les domaines FERM 

de la kindline ont, selon l’isoforme de kindline, entre 36 et 55% d'homologie avec ceux de la taline-1 

(Goult et al., 2009). De plus, la partie N-ter désordonnée de la kindline ressemble fortement à celle de 

la taline, et elle est ainsi également appelée sous-domaine F0 (Goult et al., 2009). En revanche, 

contrairement à la taline, un domaine d’homologie à la pleckstrine (domaine « PH », pour pleckstrin 

homology) est inséré au milieu de la séquence du sous-domaine F2 des trois isoformes de kindline. 

Retrouvé dans de nombreuses protéines, ce domaine présente parfois des propriétés de liaison des 

phosphatidylinositols (Lemmon, 2004).  

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19. Organisation des domaines de la kindline. Le numéro du premier acide aminé des domaines et sous-
domaines apparait directement en-dessous (kindline) ou au-dessus (taline) du diagramme. Les rectangles blancs 
correspondent à des parties non conservées. Les traits horizontaux au-dessus des domaines indiquent des 
interactions connues (PI : phosphatidylinositols, PS : phosphatidysérine). Les sites d’interaction avec la migfiline 
sont indéterminés. L’organisation des domaines de la taline-1 figure à titre de comparaison.  
 
 
 

Jusqu’à récemment, seules les structures des domaines PH des 3 isoformes de kindline (Liu et 

al., 2011 ; Li et al., 2009 ; Yates et al., 2012) et celle de la partie située côté N-ter du sous-domaine F1 

des kindlines-1 et -2 (Goult et al., 2009 ; Perera et al., 2011) avaient été publiées, et la structure 

tridimensionnelle de la kindline est ainsi restée longtemps inconnue. En retirant certaines parties de la 

kindline présumément très flexibles – le domaine PH ainsi qu’un segment d’environ 50 AA du sous-

domaine F1 – Lee et al. sont néanmoins parvenus à cristalliser une partie importante de la protéine 
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(env. 2/3 de la séquence totale de la kindline). Publiée en août 2017, cette étude révèle des différences 

structurales marquées entre taline et kindline.  

Dans la taline, les domaines F1, F2 et F3 sont organisés de manière linéaire. Malgré la similarité 

de structure entre taline et kindline, ces domaines adoptent dans la kindline une organisation en forme 

de trèfle, comme observé dans de nombreuses protéines à domaines FERM (Li et al., 2017) (Fig. 20). 

De plus, le domaine F2 de la kindline est plus ouvert et étendu que le domaine F2 de la taline, ce qui 

semble responsable du phénomène de dimérisation de la kindline, rapporté pour la première fois par 

cette étude (Fig. 20). In vitro, ce variant de kindline-2 dimérise spontanément, mais très lentement. En 

effet, seulement 20% du variant est dimérisé au bout de 3 jours, et 40% au bout de 10 jours. Dans les 

cellules, des phénomènes accélérant cette dimérisation pourraient néanmoins se mettre en place. La 

proportion de kindline sous forme dimérisée dans les cellules et dans les adhérences formées par les 

intégrines, ainsi que le rôle de cette dimérisation, devront être établis.  

 

 
 

Figure 20. Comparaison des structures de la taline et de la kindline. Représentation en ruban des structures de 
la tête de la taline, de la kindline monomérique (variant tronqué kindline-2Δ utilisé dans l’étude de Li et al.) et de 
la kindline sous forme dimérisée. Figure adaptée de Li et al., 2017. 

 
 

Les travaux de Li et al. ont identifié, dans le sous-domaine F2 de la kindline, des AA importants 

dans ce phénomène de dimérisation. En remplaçant 4 de ces AA par ceux présents dans la taline aux 

positions équivalentes, la dimérisation de la kindline est inhibée. In vitro, l’interaction avec la partie 
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cytoplasmique de la sous-unité β1 des intégrines avec la kindline n’est pas modifiée par cette inhibition 

de la dimérisation. Néanmoins, cette inhibition diminue l’activation des intégrines αIIbβ3 par le couple 

tête de taline – kindline d’environ 25%. De plus, la dimérisation de la kindline pourrait contribuer à son 

recrutement dans les adhérences formées par les intégrines. En effet, bien que les variants de kindline 

inhibés vis-à-vis de la dimérisation sont toujours concentrés dans les adhérences focales, ils ne 

semblent plus capables de rétablir le recrutement dans les adhérences focales d’un variant de kindline 

déficient pour cet adressage. 

L’interaction intégrine-kindline joue un rôle clé dans l’activation des intégrines. En effet, la 

perturbation de l’interaction intégrine-kindline, qui peut être provoquée par de nombreuses 

modifications de la séquence des intégrines ou de la kindline, est corrélée à une perte totale ou 

partielle de la capacité de la kindline à activer les intégrines (Bledzka et al., 2010 ; Bouaouina et al., 

2012 ; Harburger et al., 2009 ; Huet-Calderwood et al., 2014 ; Li et al., 2017 ; Ma et al., 2008 ; Qu et al., 

2011 ; Ussar et al., 2008). Cela montre que la kindline régule l’activation des intégrines, soit directement 

dans le complexe moléculaire qu’elle forme avec les intégrines, soit indirectement par l’adressage aux 

adhérences focales permis par cette interaction.  

Malgré sa ressemblance avec la taline, la kindline se lie à une autre région de la partie 

cytosolique de la sous-unité β (Fig. 14). Alors que la taline se lie au motif NPxY le plus proche de la 

membrane plasmique (« séquence NPxY proximale », située en position 744 de la sous-unité β3, 787 

pour β1), la kindline interagit avec la séquence NxxY, plus éloignée de la membrane (« séquence NxxY 

distale », située en position 756 de la sous-unité β3, 792 pour β1) (Bledzka et al., 2012, 2010 ; Harburger 

et al., 2009 ; Ma et al., 2008 ; Montanez et al., 2008). Les travaux de Li et al. fournissent la structure de 

complexes comprenant le variant tronqué de kindline et la partie cytoplasmique des sous-unités β1 ou 

β3 des intégrines. Les interactions moléculaires ainsi observées dans ces complexes fournissent des 

éléments importants dans la compréhension de la spécificité des interactions taline-intégrine et 

kindline-intégrine. 

Ainsi, d’autres résidus que ceux du motif NxxY des intégrines sont impliqués dans l’interaction 

intégrine-kindline. Plusieurs études avaient déjà montré l’importance de motifs situés quelques résidus 

en amont du motif NxxY distale dans l’interaction avec la kindline. Cela concerne par exemple le motif 

TTV (thréonine – thréonine – valine) de la sous-unité β1 (position 788) (Bledzka et al., 2012 ; Harburger 

et al., 2009 ; Moser et al., 2008), et, en position équivalente dans la sous-unité sous-unité β3, le motif 

STF (sérine – thréonine – phénylananine, position 752) (Bledzka et al., 2012 ; Ma et al., 2008 ; Moser 

et al., 2008). En accord avec cela, Li et al. montrent que ce motif TTV de la sous-unité β1 se lie au sous-

domaine F3 de la kindline-2 de manière AA-dépendante. Les thréonines en position 788 et 789 de la 

sous-unité β1 forment ainsi des liaisons hydrogène avec le tryptophane 619 et l’asparagine 616 du sous-

domaine F3, résidus qui sont strictement conservés dans les kindlines, mais pas dans les talines (Li et 

al., 2017). Ils rapportent aussi que des mutations dans la séquence TTV des intégrines ou au niveau du 

site de la kindline interagissant avec le motif TTV perturbent l’interaction intégrine-kindline (Li et al., 

2017). Par ailleurs, ce mode d’interaction est également retrouvé entre la kindline-2 et le motif STV de 

la sous-unité β3. 

Il avait été précédemment rapporté que la délétion des 3 résidus C-terminaux de la sous-unité 

β3 des intégrines pouvait modifier l’adhérence via l’intégrine αIIbβ3 (Xi et al., 2003). De plus, il a été 

montré que la délétion des trois résidus C-terminaux de la sous-unité β1 (EGK : acide glutamique –  

glycine – lysine, position 796) supprimait la liaison avec la kindline-2 (Fitzpatrick et al., 2014 ; Li et al., 
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2017). Néanmoins, la nature des résidus composant cette séquence ne semble pas essentielle. En effet, 

le remplacement de cette séquence par des résidus variés, notamment des résidus portant une charge 

électrique globale différente de celle du résidu substitué, ne diminuait pas l’affinité de la sous-unité β1 

pour la kindline-2. En se basant sur la structure qu’ils ont observée, Li et al. proposent que ce 

phénomène est dû au fait que le résidu situé en position 796 établit une liaison hydrogène avec la 

kindline-2 via une fonction amide, qui est présente dans tous les acides aminés non terminaux, quelle 

que soit leur nature. 

Aussi, il avait été récemment rapporté que les 20 résidus C-terminaux de la kindline-2 étaient 

important dans l’activation des intégrines αIIbβ3 et des intégrines contenant une sous-unité β1 (Hirbawi 

et al., 2017). En accord avec cela, la kindline-2 portant la mutation L675E (L : leucine, E : acide 

glutamique), qui perturbe la poche de liaison au motif TTV de la sous-unité β1, montre une absence de 

liaison à la sous-unité β1 in vitro (Li et al., 2017).  

 

 

5. 2. 3. c. Activation des intégrines par la kindline : mécanismes potentiels 

 

Comme pour la taline, l’activation des intégrines par la kindline repose vraisemblablement sur 

plusieurs mécanismes. De plus, certains de ces mécanismes pourraient être retrouvés à la fois lors de 

l’activation des intégrines par la kindline et lors de l’activation par la taline. Les paragraphes qui suivent 

dressent une synthèse des mécanismes envisagés de l’activation des intégrines par la kindline. 

 

 

Activation directe 

Une étude menée sur la kindline-3 a montré qu’elle ne semblait pas capable de modifier l’angle 

d’inclinaison de la partie transmembranaire de la sous-unité β3, comme observé lors de l’activation des 

intégrines par la taline. En présence de taline, la kindline-3 n’amplifie pas non plus l’inclinaison de cette 

partie transmembranaire induite par la taline (Kim et al., 2012). En accord avec cela, les résultats de 

l’étude par RMN de Bledzka et al. (Bledzka et al., 2012) indiquent que contrairement à la tête de la 

taline, la kindline-2 ne semble pas capable de détacher les parties cytosoliques des sous-unités α et β 

des intégrines αIIbβ3, phénomène considéré comme nécessaire à l’activation des intégrines.  

 

 

Interactions avec la membrane plasmique  

 De nombreux travaux ont mis en évidence que différentes parties de la kindline 

interagissaient in vitro avec des phospholipides membranaires. Dans les cellules, ces interactions 

présumées de la kindline avec les phospholipides membranaires pourraient favoriser l’activation des 

intégrines en conférant au complexe intégrine/kindline une orientation particulière. Ainsi, trois groupes 

de recherche ont montré que le domaine PH de la kindline-2 pouvait interagir avec des 

phosphatidylinositols : avec le phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate (PtdIns(3,5)P2) et le 

phosphatidylinositol-4,5‐bisphosphate (PtdIns(4,5)P2), mais préférentiellement avec le 

phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3) (Hart et al., 2013 ; Liu et al., 2011 ; Qu et al., 2011). De 

plus, la suppression du domaine PH de la kindline, qui supprime l’interaction avec les phospholipides 

in vitro, est corrélée à une baisse d’activation des intégrines par la kindline (Liu et al., 2011 ; Qu et al., 
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2011) et à une baisse de l’adhérence cellulaire induite par la kindline (Hart et al., 2013). Néanmoins, 

Yates et al. ont rapporté une interaction bien plus faible que les trois groupes évoqués ci-dessus entre 

le domaine PH de la kindline-1 et les phospholipides membranaires (Yates et al., 2012). L’affinité de 

cette interaction était encore plus réduite dans un milieu contenant des ions phosphates (normalement 

retrouvés dans le milieu intracellulaire), qui n’avait pas été utilisé dans les études précédentes. De plus, 

on sait aujourd’hui que l’importance du domaine PH de la kindline dans l’activation des intégrines 

pourrait être dû au fait qu’il interagit avec la paxilline (Theodosiou et al., 2016). Le rôle et l’importance 

dans la cellule de ces interactions phospholipides-domaine PH reste donc à déterminer.  

 D’autres domaines de la kindline que le domaine PH peuvent interagir avec des lipides 

membranaires, tels que le sous-domaine F0 avec le PtdIns(4,5)P2 (Perera et al., 2011) et le sous-

domaine F1 avec la phosphatidylsérine (Bouaouina et al., 2012). Des mutants de kindline-2 comportant 

des mutations ponctuelles qui suppriment l’interaction avec les phospholipides sont déficients pour 

l’activation des intégrines (Bouaouina et al., 2012 ; Perera et al., 2011). De plus, une de ces études 

montre que ce défaut d’activation des intégrines n’est pas dû à un défaut d’interaction avec la sous-

unité β des intégrines (Bouaouina et al., 2012). 

 La kinase PIPKIγ (PIP kinase Type I γ) est retrouvée dans les adhérences focales, où elle 

produit localement des PtdIns(4,5)P2. Or, la suppression génétique de cette kinase affecte le 

recrutement de la taline dans les adhérences focales, mais pas celui de la kindline (Legate et al., 2011). 

Ainsi, bien que les auteurs de cette étude retrouvent également que la kindline se lient aux 

PtdIns(4,5)P2 in vitro, ils suggèrent que cette interaction n’est pas responsable du recrutement de la 

kindline aux adhérences focales. En accord avec cela, un mutant de kindline-2 montrant un défaut de 

liaison aux phosphatidylinositols in vitro (kindline-2-K390A) est quand même concentré dans les 

adhérences focales (Qu et al., 2011). Le rôle de ces interactions kindline-phospholipides est donc pour 

l’instant peu compris, mais les données disponibles montrent qu’elles semblent plus avoir un rôle dans 

l’étape d’activation des intégrines que dans celle d’adressage de la kindline-2 aux adhérences et/ou aux 

intégrines.  

 

 

Recrutement de la taline 

 Il a été envisagé que la kindline favorise le recrutement de la taline par les intégrines. Des 

études récentes rapportent que l’interaction intégrine-kindline ne favorise pas la liaison de la taline aux 

intégrines, in vitro (Bledzka et al., 2012 ; Kahner et al., 2012) et dans des cellules CHO (chinese hamster 

ovary) (Kahner et al., 2012). Une de ces études rapporte également que l’interaction kindline-intégrine 

ne favorise pas le recrutement membranaire de la taline (Kahner et al., 2012). Néanmoins, on ne peut 

pour l’instant exclure l’idée que la kindline pourrait favoriser l’interaction intégrine-taline dans les 

cellules. En effet, de nombreuses protéines entrent en compétition avec la taline pour la liaison aux 

parties cytoplasmiques des intégrines. C’est notamment le cas d’ICAP-1 (Bouvard et al., 2003), Numb, 

DOK-1 (docking protein 1), les filamines et les tensines 1 à 4 (Calderwood et al., 2003). Or, il a par 

exemple été montré que la kindline-2 entrait également en compétition avec ICAP-1 pour la liaison aux 

intégrines (Brunner et al., 2011). Ainsi, en défavorisant l’interaction intégrine-ICAP-1, la kindline 

pourrait favoriser l’interaction de la taline avec les intégrines, et ainsi contribuer à leur activation. 
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Clustering 

 Il est envisageable que la fonction activatrice des intégrines de la kindline soit principalement 

due à une stimulation de l’agrégation (clustering) des intégrines, qui semble contribuer à leur activation 

(c.f. 6.1.). La kindline pourrait favoriser le clustering des intégrines via différentes interactions 

protéiques, notamment avec ILK et la paxilline, qui sont des adaptateurs protéiques retrouvés en forte 

concentration dans les adhérences focales. En accord avec cela, une étude publiée en 2013 a rapporté 

que la kindline-3 ne semble avoir qu’un effet mineur sur l’affinité d’intégrines αIIbβ3 individuelles, mais 

qu’elle favorise la liaison à des ligands multivalents en stimulant le regroupement des intégrines 

activées (Ye et al., 2013). 

Des travaux récents ont montré par approche biochimique que ILK pouvait interagir avec la 

kindline-2 directement, via les 38 AA qui précèdent le domaine PH de la kindline. En accord avec cela, 

dans des cellules kindline-2 knockout (KO), ILK n’est plus retrouvée concentrée dans les adhérences 

focales (Mackinnon et al., 2002 ; Montanez et al., 2008). La protéine ILK semble capable de se lier 

directement aux chaînes β1 et β3 des intégrines (Hannigan et al., 1996). L’agrégation / réticulation des 

intégrines pourrait ainsi avoir lieu à travers un complexe intégrine-kindline-ILK-intégrine (Fig. 21). En 

accord avec cela, un mutant de kindline-2 ayant un défaut d’interaction avec ILK (mutation L357A) 

montre, en plus d’un défaut de localisation aux adhérences focales, un défaut d’activation des inté-

grines (Huet-Calderwood et al., 2014). De plus, une diminution de l’expression de ILK entraine une di-

minution de l'activation des intégrines plaquettaires in vitro (Honda et al., 2009) et des dysfonctions 

plaquettaires in vivo qui suggèrent un défaut d’activation des intégrines (Tucker et al., 2008). D’autres 

interactions protéine-protéine pourraient participer à la réticulation des intégrines via le complexe kin-

dline-ILK. En effet, ILK peut se lier à la paxilline (c.f. 5.2.3.d), et à la protéine Wech, qui peut elle-même 

se lier à la taline et donc indirectement, aux intégrines (Löer et al., 2008). 

 

 

 
Figure 21. Interactions croisées entre 
protéines se liant aux intégrines. Le schéma 
montre les différentes chaînes d’interactions 
directes potentiellement impliquées dans le 
clustering (réticulation) des intégrines via la 
kindline. ILK : integrin-linked kinase 

   

 

 

 

 

  

 Il a été récemment montré que les 3 isoformes de kindline semblent interagir avec la paxilline 

(c.f. 5.2.3.d.) (Theodosiou et al., 2016). De plus, des études biochimiques et structurales suggèrent que 

la paxilline interagit avec ILK, directement (Nikolopoulos & Turner, 2001) ou via la parvine dans le com-

plexe IPP (ILK-Pinch-Parvine) (Lorenz et al., 2008 ; Nikolopoulos & Turner, 2000 ; Wang et al., 2008). 

Ainsi, La kindline pourrait favoriser la réticulation des intégrines en formant un complexe intégrine-

kindline-paxilline-IPP-intégrine (Fig. 21). De plus, la paxilline interagit avec la taline (Mazaki et al., 1997 

; Zacharchenko et al., 2016) et avec FAK (Deramaudt et al., 2014 ; Hayashi et al., 2002 ; Zaidel-Bar et 
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al., 2007b), qui pourrait elle-même interagir avec la chaînes β des intégrines (Chen et al., 2000 ; Crowe 

& Ohannessian, 2004 ; Sawai et al., 2005 ; Schaller et al., 1995) et avec la taline (Chen et al., 2000 ; 

Lawson et al., 2012). Aussi, des études biochimiques ont montré que la paxilline pouvait interagir avec 

la vinculine (Brown et al., 1996 ; Mazaki et al., 1997 ; Pasapera et al., 2010 ; Wood et al., 1994) et des 

expériences de FRET suggèrent que cette interaction est directe (Deakin et al., 2012). Or, la vinculine 

peut se lier à la taline (Humphries et al., 2007). Toutes ces interactions croisées montrent qu’il existe 

de nombreuses combinaisons d’interactions qui pourraient induire la réticulation des intégrines via 

leur liaison à la kindline (Fig. 21).  

 Enfin, comme mentionné plus haut, il a été récemment montré que la kindline-2 pouvait for-

mer un dimère via son domaine F2, ce qui pourrait participer à la réticulation des intégrines via la 

kindline. En effet, la forme dimérisée semble activer un peu plus efficacement les intégrines que la 

forme monomérique (Li et al., 2017). En revanche, la forme dimérisée semble avoir la même affinité 

pour les parties cytoplasmiques des intégrines β1 et β3 que la forme monomérique.  

 

 

Couplage au cytosquelette d’actine 

 L’activation des intégrines est en partie régulée par l’action de forces mécaniques (c.f. 6.2.). Or, 

la kindline peut se lier indirectement à l’actine à travers différentes interaction protéine-protéine, qui 

impliquent notamment ILK, la paxilline et la migfiline (Fig. 22). De plus, il fut montré en 2016 que la 

kindline est capable de se lier directement à l’actine in vitro (Bledzka et al., 2016). Ainsi, la fonction 

activatrice des intégrines de la kindline pourrait en partie reposer sur le couplage des intégrines au 

cytosquelette. Ce couplage pourrait par exemple favoriser l’activation des intégrines en induisant mé-

caniquement l’écartement de leurs sous-unités α et β.  

 
 

 
 
 
Figure 22. Interactions entre kindline et cytosquelette 
d’actine. Le schéma montre les différentes chaînes 
d’interactions directes potentiellement impliquées 
dans le couplage des intégrines au cytosquelette via la 
kindline. ILK : integrin-linked kinase. IPP : complexe 
ILK-pinch-parvine. 

 

 

 

 

  

 Comme vu précédemment, la kindline peut interagir avec ILK, qui peut elle-même former un 

complexe avec pinch et la parvine (complexe IPP). Or, la parvine peut se lier à l’α-actinine, une protéine 

se liant à l’actine. Il a également été rapporté que la parvine pouvait se lier directement à l’actine in 

vitro (Olski et al., 2001), mais le rôle de cette interaction reste pour l’instant inconnu (Wickström et al., 

2010). ILK peut également se lier à la paxilline, qui peut elle-même interagir avec la taline et la vinculine 

(protéines se liant à l’actine). Enfin, la kindline peut également se lier à la migfiline, qui interagit avec 
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la filamine (Takafuta et al., 2003 ; Tu et al., 2003), une protéine se liant également à l'actine (Zhou et 

al., 2010). 

 Les travaux de Bledzka et al. de 2016 sur l’interaction actine-kindline-2 montrent que la 

kindline-2 semble capable d’organiser l’actine en filament in vitro. Cette interaction avec l’actine, 

vraisemblablement médiée par le domaine F0 de la kindline-2, ne semble pas modifier la capacité de 

la kindline à activer les intégrines αIIbβ3 dans des cellules en suspension. En revanche, elle semble 

importante durant l’étalement cellulaire et dans la capacité de la kindline à induire la formation de 

filaments d’actine in vitro. 

 

 

5. 2. 3. d. Coopération taline-kindline : apport des données récentes 

 

Theodosiou et al., 2016 

 Alors que le rôle de la kindline dans les cellules adhérentes est resté largement incompris 

durant de nombreuses années, l’étude de Theodosiou et al. publiée en 2016 a définitivement montré 

son importance dans l’activation des intégrines et la mise en place d’adhérences dans ce type de 

cellules. 

En utilisant des fibroblastes embryonnaires murins dans lesquelles la taline ou la kindline ont 

été supprimées (taline-KO ou kindline-KO), les auteurs évaluent dans un premier temps le niveau 

d’activation des intégrines dans ces cellules par la méthode exposée précédemment (suspension 

cellulaire incubée avec un anticorps reconnaissant la forme active des intégrines et quantification de la 

liaison de l’anticorps). Dans ces expériences, les cellules déplétées en taline montrent une baisse 

d’activation des intégrines β1 d’environ 98%, tandis que celles déplétées en kindline, environ 90 à 95%, 

ce qui suggère qu’elles ont toutes les deux un rôle crucial pour l’activation des intégrines β1 dans la 

lignée cellulaire utilisée. De plus, l’activation « forcée » des intégrines par traitement avec une solution 

contenant du manganèse ne parvient pas à rétablir un niveau d’activation des intégrines similaire aux 

cellules contrôle (taline+, kindline+) non traitées. Ainsi, par rapport aux cellules contrôle et non 

traitées, les cellules taline-KO traitées au manganèse atteignent moins de 15% d’activation des 

intégrines, tandis que les cellules kindline-KO traitées, moins de 10%. Ces résultats suggèrent que le 

rôle de kindline est tout aussi crucial que celui de la taline durant l’activation des intégrines. De la même 

manière, d’autres expériences menées dans cette étude suggèrent que la kindline est essentielle 

durant l’adhérence cellulaire via les intégrines. En effet, les quantifications réalisées montrent que par 

rapport aux cellules contrôle, moins de 10% des cellules taline-KO ou kindline-KO adhèrent à la 

fibronectine. Par ailleurs, ces pourcentages d’activation/adhérence montrent que, dans ces 

expériences, la kindline et la taline n’ont pas seulement une action additive mais bien une action 

synergique dans l’activation des intégrines et l’adhérence. En effet, l’activation des intégrines par la 

kindline et la taline dans les cellules contrôle (100%) dépasse la somme de l’activation des intégrines 

par la kindline seule (10-15%) et de l’activation par la taline seule (<5%). De la même manière, 

l’adhérence en présence de taline et de kindline (100%) dépasse la somme de l’adhérence assurée par 

la taline seule (<10%) et de celle assurée par la kindline seule (<10%). Cela montre une fois de plus qu’il 

existe une coopération, et même une co-dépendance, entre taline et kindline dans l’activation des 

intégrines et l’adhérence. En accord avec cela, la sur-expression de taline dans la lignée déplétée en 
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kindline et la sur-expression de kindline dans la lignée déplétée en taline ne modifient pas ou peu le 

niveau d’activation des intégrines et l’adhérence cellulaire.  

De plus, cette étude suggère que la kindline a un rôle plus critique que la taline dans les phases 

initiales de formation des adhérences cellule-matrice. À l’état basal, les cellules taline-KO et kindline-

KO ne parviennent pas à s’étaler et à initier la formation d’adhérence, en accord avec le fait que les 

deux protéines sont requises durant l’adhérence cellulaire. En revanche, après activation des intégrines 

par le manganèse, environ 40% des cellules taline-KO peuvent temporairement s’étaler sur de la 

fibronectine et former des agrégats d’intégrines β1 contenant de la paxilline et de la kindline, alors que 

les kindline-KO n’y parviennent pas. 

De la même manière, dans des expériences permettant de mesurer l’attachement de cellules 

individuelles à un fragment de fibronectine (sensibilité de l’ordre du nanoNewton), les cellules contrôle 

montrent au cours du temps (5 à 120 secondes) un renforcement clair de l’attachement au fragment 

de fibronectine exposé, ce qui n’est pas observé avec les cellules taline-KO ou kindline-KO. Après 

activation par le manganèse, les cellules taline-KO montrent néanmoins un renforcement de 

l’attachement au fragment de fibronectine entre 20 et 120 secondes de contact. Durant cet intervalle 

de temps, l’attachement des cellules taline-KO au fragment de fibronectine montre ainsi une valeur 

comprise entre 80 et 90% de celle des cellules contrôle traitées au manganèse. En comparaison, après 

20 secondes de contact, les cellules kindline-KO traitées au manganèse ne parviennent pas à renforcer 

l'attachement au fragment exposé. Ainsi, par rapport aux cellules contrôle traitées, les cellules kindline-

KO traitées montrent, à 50 et 120 s de contact, une force d'attachement d'env. 57% et 50%, 

respectivement.  

La kinase FAK est une protéine retrouvée précocement dans les structures adhérentes formées 

par les intégrines. Dans les adhérences, la phosphorylation de FAK au niveau de la tyrosine 397 (Y397) 

augmente son activité catalytique et permet le recrutement de diverses protéines (c.f. 3.3.2.a). Cette 

phosphorylation est ainsi parfois utilisée comme marqueur de l’assemblage des adhérences formées 

par les intégrines et de leur activité de signalisation. Or, après ensemencement sur fibronectine, les 

cellules taline-KO, bien qu’elles ne parviennent pas à s’étaler, contiennent plus de FAK phosphorylée au 

niveau de la tyrosine 397 (Y397) que les cellules kindline-KO. De plus, après stimulation de l’activation 

de FAK par traitement à l’EGF, et activation des intégrines par le manganèse, la phosphorylation en 

Y397 de FAK augmente dans les cellules taline-KO tandis qu’elle reste à un niveau très bas dans les 

cellules kindline-KO. Ensemble, ces résultats montrent bien que, durant la formation des adhérences, 

la kindline pourrait avoir un rôle plus crucial que la taline.  

Dans ces travaux, un criblage en double hybride révèle que la kindline-2 semble interagir avec 

la paxilline. Tout comme FAK, la paxilline est une des premières protéines contenues dans les sites 

d’adhérence (Digman et al., 2008). Elle peut se lier à de nombreuses protéines de signalisation et 

constitue une protéine d'échafaudage majeure des sites d’adhérence formés par les intégrines. Par 

approches biochimiques, les auteurs montrent alors que la kindline-2 peut interagir avec la paxilline au 

niveau de ses domaines F0, F1 et PH. Lors de la formation des adhérences, la réexpression de la 

kindline-2 de type sauvage dans la lignée kindline-KO entraine la formation d’agrégats d’intégrine de 

type β1 qui sont plus ou moins colocalisés avec la paxilline. Or, après ré-expression d’un variant de 

kindline-2 dans lequel le domaine PH est absent (kindline-2-ΔPH), ces agrégats d’intégrine de type β1 

semblent être moins colocalisés avec la paxilline qu’avec la kindline-2 contrôle. De plus, des 

expériences d’immuno-précipitation rapportent l’existence d’un complexe kindline-paxilline-FAK dans 
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ces cellules lorsque la kindline-2 contrôle est ré-exprimée, mais pas lorsque la kindline-2-ΔPH est ré-

exprimée. Ainsi, les auteurs proposent que la kindline-2 permette l’étalement cellulaire et les étapes 

initiales de formation des sites d’adhérence en favorisant le recrutement de la paxilline et ainsi de FAK 

(qui interagit avec la paxilline) au niveau des intégrines liées à la matrice extracellulaire, ce qui est en 

accord avec le fait que les cellules kindline-KO montrent moins de FAK active que les cellules taline-KO.  

Cette étude publiée en 2016 constitue ainsi une avancée majeure dans la compréhension de la 

biologie des intégrines. En effet, les phénomènes moléculaires et cellulaires révélés par ces travaux 

fournissent une base essentielle dans la compréhension de la complémentarité entre taline et kindline 

dans l’activation des intégrines et l’adhérence cellulaire. L’idée que la kindline est plus importante que 

la taline durant la phase de formation des adhérences est par ailleurs en accord avec les travaux de 

Bachir et al., qui rapportent qu’au sein des adhérences naissantes, les intégrines forment un complexe 

avec la kindline avant de former un complexe avec la taline (Bachir et al., 2014) (c.f. paragraphe 

suivant). 

 

 

Bachir et al., 2014 

 Les travaux de Bachir et al., basés sur la mesure de corrélation croisée de fluorescence, ont 

également apporté des informations importantes sur le rôle de la kindline durant la formation des 

adhérences par les intégrines. En effet, ces travaux suggèrent que, dans les structures adhérentes en 

formation, une partie des intégrines forme un complexe avec la kindline dès les 50 premières secondes 

(avec une stœchiométrie 1:1). En revanche, la taline semble former un complexe avec les intégrines 

seulement après 100 secondes de formation de la structure adhérente, et de manière myosine-II-

dépendante (ce qui n’est pas le cas de la kindline). Ces résultats supportent l’idée que la kindline joue 

un rôle plus critique que la taline lors de la phase précoce de formation des adhérences par les 

intégrines, comme rapporté par Theodosiou et al. En dehors des adhérences, la taline, ne semble pas 

former de complexe avec les intégrines. Pour la kindline, la présence ou non de complexes intégrine-

kindline en dehors des adhérences est moins claire. En effet, à distance des adhérences, ces travaux 

rapportent une corrélation croisée non nulle entre kindline-2 et intégrines, tandis qu’autour des 

adhérences la valeur de corrélation croisée est la même qu’à l’intérieur des adhérences. Il n’a 

aujourd’hui été rapporté aucune interaction directe taline-kindline, mais un complexe ternaire 

impliquant taline, kindline, et la partie cytosolique des chaînes β des intégrines a été mis en évidence 

in vitro (Bledzka et al., 2012 ; Yates et al., 2012). En accord avec cela, Bachir et al., rapportent qu’une 

partie de la kindline et de la taline résident dans un même complexe au sein des adhérences naissantes. 

Néanmoins, la kindline et la taline ne semblent pas former de complexe en dehors des adhérences.  

 

 Ensemble, ces études récentes montrent que la complémentarité entre taline et kindline dans 

l’activation des intégrines et l’adhérence pourrait principalement reposer sur le fait que la kindline est 

nécessaire à l’initiation de la formation des structures adhérentes, tandis que la taline serait nécessaire 

pour assurer des phases plus tardives de développement de ces structures ainsi que leur stabilisation. 

 

 En résumé, les mécanismes moléculaires par lesquelles la kindline favorise l’activation des 

intégrines et régule l’adhérence cellulaire restent actuellement très hypothétiques. Il semble probable 

que la fonction activatrice des intégrines de la kindline repose sur plusieurs phénomènes, tels que i) 
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orientation des parties cytoplasmique des intégrines favorisant certaines interactions protéiques, ii) 

induction du clustering des intégrines et/ou stabilisation du cluster, par exemple par liaison directe à la 

paxilline, ILK, et indirecte à FAK, iii) couplage aux filaments d’actine en polymérisation, qui pourraient 

faciliter l’écartement des parties cytoplasmiques des intégrines (activation) par action mécanique. Afin 

d’obtenir une compréhension complète des mécanismes d’activation des intégrines, il faudra vérifier 

l’existence de ces phénomènes, les hiérarchiser spatialement et temporellement lors de la formation 

des adhérences, et établir si ces phénomènes varient pour les différentes isoformes de la kindline. 

 

 

5. 2. 3. e. Les kindlines et l’expression de surface des intégrines 

 

 De nombreux travaux ont montré que la kindline modulait l’expression de surface des 

intégrines. La kindline pourrait donc réguler les fonctions des intégrines par des phénomènes 

indépendants de leur état d’activation. Par exemple, la suppression des kindlines -1 et -2 peut entrainer 

une baisse de 70-90 % de l’expression de surface des intégrines de type β1 et β3 (Theodosiou et al., 

2016). De la même manière, d’autres travaux ont montré qu’une baisse d’expression de kindline-2 

diminue la quantité d’intégrines de type β1 à la surface des cellules (Huet-Calderwood et al., 2014), et 

que la surexpression de la kindline-1 ou -2 augmente l’expression de surface de l’intégrine αIIbβ3 dans 

des cellules CHO (Harburger et al., 2009). Margadant et al. ont également montré que la kindline 

régulait l’expression de surface des intégrines α5β1, vraisemblablement en s’opposant à son 

internalisation et à sa dégradation (Margadant et al., 2012). Enfin, Böttcher et al. ont eux aussi rapporté 

que la sur-expression de la kindline-2 augmentait l’expression de surface des intégrines contenant une 

sous-unité β1 d’environ 40%, tandis qu’elle est diminuée de 50% dans des cellules privées de kindline-

1 et -2 (KO) (Böttcher et al., 2012). Néanmoins, il semblerait que dans cette étude, ces effets de la 

kindline sont principalement dus à une régulation du niveau d’ARNm de la sous-unité β1 par la kindline 

(Böttcher et al., 2012). 

 

 
5. 3. Inhibiteurs 
 

 Une proportion importante des intégrines à la surface des cellules est inactive (Arjonen et al., 

2012). Initialement, il était considéré que l’état inactif des intégrines était régulé passivement et résul-

tait de l’absence de signaux d’activation tels que la liaison à la taline, à la kindline, ou à un ligand extra-

cellulaire. L’identification relativement récente de l’influence des protéines comme ICAP-1 (integrin 

cytoplasmic domain-associated protein 1), la filamine, ou encore la SHARPIN (shank-associated RH do-

main-interacting protein) sur l’activation des intégrines a montré que l’état inactif était au contraire 

régulé de manière active et directe par des protéines intracellulaires (Bouvard et al., 2003 ; Rantala et 

al., 2011). De par leur découverte relativement récente, ces inhibiteurs de l’activation des intégrines 

sont pour l’instant moins bien caractérisés que les activateurs. Numb, DOK-1, les filamines et les ten-

sines 1 à 4, contiennent des domaines PTB qui se lient aux mêmes séquences NPxY proximales des 

intégrines que la taline (Calderwood et al., 2003). Elles sont ainsi en compétition directe avec la taline 

pour la liaison à cette séquence. D’autres protéines à domaine PTB se lient également ou exclusivement 
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au motif NxxY distal des sous-unités β (Calderwood et al., 2003) et influencent ainsi l’interaction kin-

dline-intégrine. C’est le cas des protéines ICAP-1, DAB1 et DAB2 (disabled homolog 1 et 2).  

5. 3. 1. ICAP-1 

 

 Cette protéine semble interagir spécifiquement avec les intégrines contenant une sous-unité 

β1 (Chang et al., 1997 ; Liu et al., 2013 ; Zhang & Hemler, 1999). ICAP-1 est colocalisée avec les intégrines 

β1 au niveau des protrusions membranaires, avant qu’elles ne soient engagées dans la formation de 

sites d’adhérence (Fournier et al., 2002). Les deux protéines sont également colocalisées dans 

les ruffles, projections de la membrane plasmique qui n’ont pas établi de contact adhérent et qui s’éloi-

gnent de la zone de contact avec le substrat. In vitro, ICAP-1 interagit avec le motif NxxY distal des 

intégrines via son domaine PTB (Chang et al., 2002 ; Liu et al., 2013). Il entre ainsi en compétition avec 

la kindline-2 (Brunner et al., 2011), mais également avec la taline (Bouvard et al., 2003), pour la liaison 

aux intégrines. ICAP-1 défavorise ainsi l’activation des intégrines (Draheim et al., 2017 ; Liu et al., 2013 

; Millon-Frémillon et al., 2008) et ralentit l’assemblage des adhérences focales (Millon-Frémillon et al., 

2008). Selon la concentration en ligand au niveau du substrat de culture, ICAP-1 peut ainsi favoriser ou 

défavoriser la migration cellulaire (Millon-Frémillon et al., 2008 ; Zhang & Hemler, 1999). Cela montre 

que l’inhibition de l’activation des intégrines peut optimiser certains processus cellulaires intégrés tels 

que la migration. Il a été rapporté que la partie C-ter d’ICAP-1, contenant le domaine PTB, avait un plus 

fort effet sur l’adhérence via les intégrines (Millon-Frémillon et al., 2013) et leur activation (Draheim et 

al., 2017) que la protéine ICAP-1 entière. De plus, il a été montré que les effets d’ICAP-1 sur les adhé-

rences focales dépendaient de sa phosphorylation sur la thréonine en position 38 (T38) (Millon-

Frémillon et al., 2013). Les travaux de Million-Frémillon et al. suggèrent l’existence d’une interaction 

intramoléculaire entre le domaine PTB et le domaine N-ter d’ICAP-1. Ces travaux suggèrent également 

que cette interaction inhibe ICAP-1, et qu’elle est levée par phosphorylation en T38. Les auteurs ont 

alors proposé que cette interaction intramoléculaire masque le site d’interaction d’ICAP-1 avec les in-

tégrines. Néanmoins, il a été récemment montré que le domaine PTB seul (i.e. n’interagissant pas avec 

le domaine N-ter d’ICAP-1) était aussi affin pour la sous-unité β1 des intégrines que la protéine ICAP-1 

entière (Draheim et al., 2017), ce qui suggère que le domaine N-ter d’ICAP-1 inhibe son action autre-

ment qu’en masquant le site d’interaction avec les intégrines. Les auteurs de cette étude ont par ail-

leurs montré que contrairement au domaine PTB seul, la protéine ICAP-1 entière était en grande partie 

séquestrée dans le noyau des cellules, ce qui dépend d’une séquence d’adressage au noyau (Nuclear 

Localization Signal, NLS) située dans le domaine N-ter d’ICAP-1. De plus, l’augmentation du rapport 

ICAP-1cytosolique / ICAP-1nuclaire par mutation ou délétion de cette séquence NLS augmente la capacité 

d’ICAP-1 à inhiber l’activation des intégrines.  
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5. 3. 2. Autres inhibiteurs 

  

5. 3. 2. a. Inhibiteurs interagissant avec les sous-unités β 

 

Filamines 

 Les filamines constituent une autre famille de protéines inhibant la liaison de la taline aux in-

tégrines. Au niveau de la sous-unité β des intégrines, le site de liaison des filamines recouvre en partie 

celui de la taline, et ainsi la liaison de l’une défavorise la liaison de l’autre (Kiema et al., 2006) (Fig. 14). 

Ceci pourrait expliquer en partie pourquoi la suppression de la filamine peut augmenter l’activation 

des intégrines (Kiema et al., 2006). Cependant la filamine exerce également un effet inhibiteur de l’ac-

tivation des intégrines lorsque les cellules sont transitoirement déplétées en taline. Cela montre que la 

filamine inhibe également ou principalement l’activation des intégrines autrement qu’en empêchant 

l’interaction intégrine-taline (Nieves et al., 2010). Le mécanisme de ce phénomène reste à déterminer.  

 

 

DOK-1 

 Le site de liaison de la protéine DOK-1 aux intégrines recouvre également en partie celui de la 

liaison des intégrines à la taline (Fig. 14). Ces données structurales sont actuellement les seuls éléments 

à disposition permettant d’expliquer la fonction inhibitrice des intégrines de cette protéine. Ainsi, il est 

actuellement supposé que la baisse d’activation des intégrines entrainée par surexpression de DOK-1 

(Wegener et al., 2007) est due à une inhibition de l’interaction taline-intégrine. Par ailleurs, il a été 

montré in vitro que la liaison de DOK-1 aux intégrines β3 est considérablement favorisée par la 

phosphorylation du motif NPxY (Oxley et al., 2008), ce qui est probablement un élément fondamental 

dans le rôle joué par cet inhibiteur dans les processus cellulaires.  

 

 

5. 3. 2. b. Inhibiteurs interagissant avec les sous-unités α 

 

SHARPIN 

 Une étude de 2010 basée sur le criblage de gènes par ARN interférant a montré que la protéine 

SHARPIN (shank-associated RH domain interactor), exprimée abondamment dans de nombreux tissus 

chez le rat (Jung et al., 2010), pourrait être un inhibiteur majeur des intégrines (Rantala et al., 2011). 

La SHARPIN semble se lier préférentiellement à des intégrines inactives et/ou non liées à leur ligand, 

car elle est colocalisée avec les intégrines inactives, mais pas avec les intégrines actives (Rantala et al., 

2011). De plus, la SHARPIN est colocalisée avec les intégrines dans les ruffles, comme l’inhibiteur ICAP-

1. En revanche, contrairement à l’activation des intégrines induite par suppression de DOK-1, la 

déplétion des cellules en SHARPIN entraine, en plus d’une forte activation des intégrines, une 

augmentation de l’étalement et de la migration cellulaire (Rantala et al., 2011). La SHARPIN se lie à une 

séquence cytosolique hautement conservée WKxGFFKR de la sous-unité α des intégrines, et cette 

interaction est nécessaire à l’inhibition des intégrines β1 par la SHARPIN. Mécanistiquement, bien que 

la SHARPIN se lie aux sous-unités α, il semblerait qu’elle inhibe la liaison aux intégrines de la taline et 

de la kindline (Rantala et al., 2011), qui se lient pourtant aux chaînes β. Il n’a pas encore été déterminé 

si cette inhibition est directe, par exemple par encombrement stérique ou stabilisation de l’interaction 
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entre les chaînes α et β, ou indirecte, par exemple par recrutement d’autres protéines régulant les 

intégrines. Il reste également à déterminer si la SHARPIN inhibe l’activation d’intégrines contenant un 

autre type de sous-unité β que le type β1.  

 

 

MDGI 

 Il a été montré en 2010 que la protéine MDGI (mammary-derived growth inhibitor) interagissait 

avec plusieurs sous-unités α (α1, α2, α5, α6, α10 et α11), possiblement via la séquence conservée 

WKxGFFKR (Nevo et al., 2010). Cette protéine est retrouvée dans la quasi-totalité des cellules, et est 

particulièrement abondante dans les muscles et les glandes mammaires (Haunerland & Spener, 2004). 

Sa surexpression dans la lignée MDA-MB-231 (cellules de cancer du sein) entraine une baisse de 

l’activation des intégrines de type β1, et une légère baisse de colocalisation de la kindline avec les 

intégrines actives (Nevo et al., 2010). Ainsi, l’action inhibitrice de MDGI pourrait impliquer une 

inhibition de la liaison à la chaîne β d’activateurs tels que la kindline. La surexpression de MDGI diminue 

également l’adhérence cellulaire au collagène de type 1 et à la fibronectine, et perturbe la migration 

et l’invasion par la lignée MDA-MB-231 (Nevo et al., 2010).  
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6. Autres éléments de régulation des fonctions des 
intégrines 
 

 

6. 1. Clustering 
 

Comme évoqué précédemment, les intégrines se regroupent après liaison du ligand, phéno-

mène désigné par le terme de clustering. Bien que le clustering des intégrines ait été identifié dès 1984 

(Loftus & Albrecht, 1984), la compréhension de ce phénomène est encore très incomplète. 

De nombreux éléments semblent pouvoir induire le clustering des intégrines. Dans le cas de 

l’intégrine αIIbβ3, il peut notamment être induit par la liaison des intégrines à des ligands multivalents 

(Buensuceso et al., 2003) ou par l’auto-association du ligand (Savage et al., 2002 ; Simmons & Albrecht, 

1996). Dans les cellules adhérentes, le clustering des intégrines contenant une sous-unité β3 semble 

nécessiter la liaison à un ligand immobilisé (Cluzel et al., 2005). Le clustering dépend par ailleurs de 

l’interaction de la tête de la taline avec le PtdIns(4,5)P2 (Saltel et al., 2009), comme mentionné en 

partie 4.3.1.c., ce qui montre que ce phénomène semble être régulé de manière cruciale par des évé-

nements intracellulaires.  

Le clustering des intégrines permet la formation de larges surfaces d’interaction intégrine-li-

gand et semble nécessaire à certaines fonctions cellulaires dépendantes des intégrines. Il a en effet été 

observé que l’attachement des cellules à un substrat via les intégrines ne dépend pas seulement de la 

densité du ligand sur le substrat mais également de son organisation. Ainsi, pour une même densité de 

ligand, l’organisation du ligand en paquets (clusters) favorise les fonctions cellulaires dépendantes de 

l’adhérence via les intégrines, par rapport à une organisation plus homogène (Koo et al., 2002 ; 

Maheshwari et al., 2000 ; Roca-Cusachs et al., 2009). Il est possible que la proximité des parties cyto-

plasmiques de multiples intégrines liées à leur ligand favorise le recrutement ou stabilise l’interaction 

avec une protéine intracellulaire structurale ou de signalisation. En accord avec cela, il a été montré 

que, par rapport à des billes recouvertes de fragments de fibronectine à une concentration donnée et 

organisé en monomères, des billes recouvertes des mêmes fragments de fibronectine à une concen-

tration 4x plus faible, mais organisés en clusters, stimule la formation de clusters d’intégrines et de 

taline (Roca-Cusachs et al., 2009). De plus, comme les signaux cellulaires induits par les intégrines peu-

vent s’auto-amplifier (c.f. 3.2.2.a), il est possible que la dépendance au clustering de certains processus 

cellulaires reflète la nécessité de dépasser localement un seuil d’intensité de signaux biochimiques 

donnés, qui pourrait être atteint grâce aux larges complexes de signalisation formés par les clusters 

d’intégrines.  

 Pour un ligand multivalent, il est établi et intuitif que la liaison simultanée d’une molécule de 

ligand à plusieurs récepteurs grâce au clustering renforce l’attachement du ligand. Au niveau molécu-

laire, cela s’explique notamment par le fait que, lorsqu’au sein d’un cluster, une des liaisons récepteur-

ligand est rompue par l’agitation thermique, le ligand, immobilisé par les autres interactions récep-

teurs-ligands en place, reste à proximité du récepteur qui vient de se libérer. Cette proximité facilite 

alors le rétablissement de l’interaction qui vient d’être rompue. En plus de favoriser le rétablissement 

d’une liaison rompue, le clustering défavorise vraisemblablement la rupture simultanée de multiples 

liaisons intégrine-ligand. En effet, alors que la rupture d’une seule liaison intégrine-ligand nécessite une 

force relativement faible, celle induisant la rupture simultanée d’une multitude de liaisons intégrine-

ligand est bien plus élevée, et la dissociation des intégrines à leur ligand est ainsi défavorisée. Cette 
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affinité globale du cluster pour le ligand, découlant des affinités individuelles des récepteurs, est appe-

lée « avidité ». Ce phénomène général s’applique vraisemblablement aux intégrines, favorisant ainsi 

l’interaction intégrine-ligand. Cela pourrait expliquer au moins en partie pourquoi le clustering des in-

tégrines semble important pour leurs fonctions.  

 Dans le cas spécifique des ligands macromoléculaires ancrés à une surface, le clustering pour-

rait également favoriser l’interaction intégrine-ligand d’une autre manière. L’interaction entre un ré-

cepteur et son ligand immobilisé sur une surface dépend intuitivement de la distance entre les deux 

molécules (Evans & Calderwood, 2007 ; Jeppesen et al., 2001). Ainsi, la proximité entre les deux parte-

naires favorise leur association, tandis que leur éloignement favorise leur dissociation. Or, c’est au ni-

veau des sites d’adhérence constitués par les intégrines que la cellule et la MEC sont les plus proches 

(Izzard & Lochner, 1980 ; Shtengel et al., 2009), donc que les intégrines sont le plus à proximité de leur 

ligand. Ainsi, le clustering des intégrines pourrait favoriser l’interaction intégrine-ligand en concentrant 

les intégrines dans ces zones (Fig. 23).  

 Enfin, le clustering des intégrines semble favoriser leur activation en stabilisant l’écartement 

des jambes α et β par homodimérisation de ces sous-unités avec celles d’autres intégrines (Li et al., 

2003, 2005).  

 

 

 
Figure 23. Mécanisme hypothétique 
de promotion de l’interaction inté-
grine-ligand par le phénomène 
d’agrégation des intégrines (cluste-
ring). Illustration du modèle selon le-
quel le clustering favoriserait l’inte-
raction intégrine-ligand en concen-
trant les intégrines dans les sites 
d’adhérence, où la distance inté-
grine-ligand est minimale.  

 

 

  

 

 

6. 2. Forces mécaniques 
 

Comme évoqué ci-dessus l’interaction chimique entre un récepteur et son ligand dépend for-

tement de la distance entre les deux molécules. Ainsi, des forces éloignant les deux molécules induisent 

généralement une déstabilisation de l’interaction (Bell, 1978). Dans certains cas en revanche, l’applica-

tion d’une force de traction sur l’une des deux molécules en vue de l’éloigner de son partenaire conduit 

au renforcement de l’interaction. On parle alors de catch bond pour désigner cette liaison dont le temps 

de vie est augmenté par les forces mécaniques (Dembo et al., 1988). D’un point de vue moléculaire, 

les catch bonds sont observés lorsque l’application de forces visant à séparer le couple récepteur-ligand 

induit des changements conformationnels d’une des deux molécules, et que ces changements confor-

mationnels permettent une interaction récepteur-ligand plus forte qu’à l’état basal. Un tel type de liai-

son a notamment été mis en évidence au niveau de la liaison actine-myosine (Guo & Guilford, 2006) et 
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de la liaison sélectine-ligand (Marshall et al., 2003 ; Sarangapani et al., 2004). Or, il a été montré que 

l’application d’une force de traction sur les cellules pouvait renforcer leur adhérence au substrat assu-

rée par les intégrines (Koo et al., 2002 ; Roca-Cusachs et al., 2009). Cela montre qu’il pourrait exister 

des liaisons de type catch bond dans les sites d’adhérence formés par les intégrines. En accord avec 

cela, il a été montré que la taline était nécessaire au renforcement des adhérences induit par des forces 

mécaniques (Giannone et al., 2003). Il fut ensuite découvert qu’une application de force de 2 à 12 pN 

sur la taline pouvait déplier la molécule et ainsi exposer 6 sites de liaisons à la vinculine (del Rio et al., 

2009). Comme la vinculine se lie aux filaments d’actine, ces éléments pourraient contribuer au renfor-

cement du lien cellule-substrat observé. Cependant, il semblerait que des phénomènes moléculaires 

intervenant directement au niveau des intégrines pourraient être responsables du phénomène de 

catch bond apparent.  

 Zhou et al. ont montré par modélisation moléculaire à partir de la structure de l’intégrine αIIbβ3 

que l’application de forces latérales sur cette intégrine, par exemple via polymérisation de l’actine ou 

contraction du système actine-myosine, pourrait entrainer l’activation des intégrines en écartant les 

sous-unités α et β (Zhu et al., 2008). Ainsi, selon ce modèle, l’application d’une force sur un complexe 

ligand-intégrine basse affinité pourrait renforcer l’interaction intégrine-ligand et augmenter sa durée 

de vie en faisant passer l’intégrine dans une conformation de haute affinité, ce qui correspond bien au 

phénomène de catch bond. En accord avec ce modèle, la polymérisation de l’actine en filaments et la 

contraction du système actine-myosine régulent la maturation et le renforcement des sites d’adhé-

rence (c.f. 3.1.).  

 En utilisant la microscopie à force atomique, Kong et al. ont directement prouvé l’existence 

d’un catch bond en montrant que l’application d’une force de traction sur le ligand lié à une intégrine 

α5β1 in vitro augmentait la durée de vie de l’interaction intégrine-ligand (Kong et al., 2009). Par ailleurs, 

les auteurs soulignent que le phénomène qu’ils ont observé ne dépend ni de l’extension des intégrines 

par déploiement des jambes, ni de l’écartement des sous-unités α et β induit par des forces latérales. 

Ils proposent que le phénomène observé dépende en revanche d’un mouvement de l’hélice α1 du 

domaine βI, puisque la stabilisation d’une conformation donnée de ce domaine par fixation d’un anti-

corps reproduit le renforcement de la liaison décrit ci-dessus.  

 

 

6. 3. Phosphorylation 
 

 On sait aujourd’hui que les fonctions des intégrines sont en parties régulées par leur état de 

phosphorylation. Il existe au moins trois sites majeurs de phosphorylation des intégrines, situés sur les 

sous-unités β : les tyrosines (Y) situées dans les motifs NxxY et NPxY, et les sérines (S) et thréonines (T) 

situées entre ces deux séquences ((Fig. 14), séquence riche en T/S). Chez l’Homme, une de ces thréo-

nines (position 753 dans l’intégrine β3) est notamment retrouvée dans toutes les chaînes β, ce qui sug-

gère qu’elle a un rôle important dans les fonctions des intégrines.  

 In vitro, la kinase Src et dans une moindre mesure, Syk (spleen tyrosine kinase) phosphorylent 

les tyrosines des deux motifs NxxY/NPxY des intégrines β3 (Law et al., 1996). Dans les cellules, Src est 

localisée au niveau des adhérences focales, et l’expression d’un variant constitutivement actif de la 

protéine entraine la phosphorylation des deux motifs de l’intégrine β1 (Sakai et al., 2001). Ainsi, les 

kinases de la famille de Src semblent jouer un rôle majeur dans la phosphorylation des motifs NxxY.  
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 Il a été remarqué que la phosphorylation des motifs NxxY semble avoir des effets différents en 

fonction du type d’intégrine. En effet, le blocage de la phosphorylation des intégrines β1 via substitution 

des tyrosines par une phénylalanine, ne semble pas entrainer de pathologie. En revanche, le blocage 

de la phosphorylation des intégrines β3 par la même technique entraine des défauts d’adhérence des 

cellules hématopoïétiques in vitro et des troubles de l’hémostase chez la souris (Blystone et al., 1997 ; 

H. Chen et al., 2006 ; Czuchra et al., 2006 ; Law et al., 1999).  

La phosphorylation de la thréonine conservée entre les deux motifs NPxY/NxxY semble pouvoir 

être effectuée par la PKC (protein kinase C). En effet, le traitement de cellules par ester de phorbol, 

connu pour activer la PKC (Blumberg, 1988), entraine la phosphorylation des intégrines de type β2 au 

niveau d’une de ces thréonines (Hilden et al., 2003 ; Nurmi et al., 2007 ; Takala et al., 2008). L’isoforme 

responsable pourrait être la PKCε, puisque la suppression de cette isoforme empêche la phosphoryla-

tion au niveau de ces thréonines (Stawowy et al., 2005). Cette thréonine pourrait aussi être phospho-

rylée par les kinases Akt et PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1). Cela a en effet été 

mis en évidence in vitro, et in vivo, l’activation d’Akt entraine la phosphorylation des chaînes β3 au 

niveau de cette thréonine (Kirk et al., 2000).  

 Il est actuellement considéré que la fonction principale de ces phosphorylations est de moduler 

la liaison des intégrines à leurs partenaires cytosoliques. En effet, certains ligands intracellulaires des 

intégrines sont sensibles à l’état de phosphorylation des séquences évoquées précédemment. Il a ainsi 

été montré in vitro que la phosphorylation des intégrines de type β2 au niveau d’une thréonine conser-

vée (T758) inhibait l’interaction filamine-intégrine, alors qu’elle ne perturbe pas l’interaction taline-

intégrine (Kiema et al., 2006). Ainsi, comme les sites de liaison à la taline et à la filamine aux intégrines 

se recouvrent partiellement, l’inhibition de l’interaction filamine-intégrine pourrait favoriser la liaison 

à la taline. De la même manière, la phosphorylation de la tyrosine du motif NPxY inhibe l’interaction 

taline-intégrine (Rodius et al., 2008), alors qu’elle favorise l’interaction DOK-1-intégrine (Anthis et al., 

2009a ; Oxley et al., 2008). Ainsi, la sous-unité β3 non phosphorylée se lie plus à la taline qu’à DOK-1, 

mais une fois phosphorylée, elle est plus affine pour DOK-1 que pour la taline. Or, la filamine et DOK-1 

sont des inhibiteurs des intégrines. Ces changements de partenaire de liaison entrainés par phospho-

rylation ont donc très probablement des conséquences majeures sur les fonctions des intégrines.  

 

 

6. 4. Internalisation et recyclage 
 

 L’internalisation et le trafic des intégrines sont restés longtemps peu étudiés. C’est seulement 

depuis quelques années que ces phénomènes suscitent beaucoup d’intérêt, car il a été montré qu’ils 

pourraient jouer un rôle considérable lors de l’invasion tumorale (Caswell et al., 2007 ; Dozynkiewicz 

et al., 2012 ; Ramsay et al., 2007). Ces phénomènes sont aujourd’hui reconnus comme important dans 

la régulation des fonctions des intégrines, mais restent relativement peu compris. L’internalisation et 

le trafic des intégrines régulent la quantité de récepteurs présents au niveau de la membrane plas-

mique. Ainsi, l’endocytose et le devenir des intégrines endocytées, i.e. dégradation ou réinsertion dans 

la membrane plasmique (« recyclage »), modulent la réponse des cellules exposées aux ligands de ces 

récepteurs. De plus, comme ces phénomènes peuvent être régulés à l’échelle subcellulaire, ils permet-

tent de contrôler localement les quantités d’intégrines au niveau de la membrane. Nous présenterons 
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ici des principes généraux et quelques interactions protéine-protéine impliquées dans l’internalisation 

des intégrines afin de donner un aperçu de la diversité des mécanismes qui semblent entrer en jeu. 

 

 

6. 4. 1. Internalisation  

 

De manière générale, l’endocytose peut être effectuée par 4 voies : la voie clathrine-dépen-

dante, la voie cavéole-dépendante, la voie clathrine et cavéoline-indépendante, et la macropinocytose 

(Mosesson et al., 2008). Dans le cas des intégrines, les voies d’internalisation les mieux décrites sont 

celles dépendant de la clathrine (Liu et al., 2007 ; Nishimura & Kaibuchi, 2007) ou de la cavéoline 

(Mukoyama et al., 2007 ; Sharma et al., 2005 ; Shi & Sottile, 2008), mais il a également été observé une 

internalisation des intégrines par macropinocytose (Gu et al., 2011) (Fig. 24). Il est maintenant établi 

qu’un hétérodimère d’intégrines donné peut potentiellement être internalisé via différentes voies. En 

effet, les intégrines α5β1 et αVβ3 peuvent être internalisées par la voie dépendante de la clathrine 

(Nishimura & Kaibuchi, 2007 ; Pellinen et al., 2008) et celle dépendante de la cavéoline (Gálvez et al., 

2004 ; Shi & Sottile, 2008).  

Dans les cellules adhérentes, la plupart des intégrines sont continuellement internalisées. Cela 

fut historiquement mis en évidence sur les intégrines α5β1 dans des cellules CHO (Bretscher, 1989 ; 

Raub & Kuentzel, 1989). Dans plusieurs cas, l’endocytose des intégrines est induite par liaison directe 

d’une protéine cytosolique aux intégrines (Pellinen et al., 2006 ; Ramsay et al., 2007), et cela pourrait 

constituer le mécanisme général d’internalisation des intégrines. Bien que moins étudiée que 

l’internalisation d’intégrines inactives, l’internalisation d’intégrines actives a été mise en évidence par 

plusieurs études (Arjonen et al., 2012 ; Dozynkiewicz et al., 2012 ; Pellinen et al., 2006), et pourrait 

dans certains cas reposer sur des mécanismes différents de ceux responsables de l’internalisation 

d’intégrines inactives. Par exemple, dans l’étude de Valdembri et al. (Valdembri et al., 2009), la 

glycoprotéine transmembranaire nRP1 (neuropilline 1), notamment retrouvée dans les neurones et les 

cellules endothéliales, est nécessaire à l’internalisation efficace des intégrines α5β1 actives. Dans cette 

étude, les intégrines α5β1 inactives étaient en revanche endocytées de manière nRP1-indépendante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 24. Schéma général de l’endocytose et du trafic intracellulaire des intégrines. Les intégrines endocytées 
peuvent regagner la membrane plasmique selon une voie courte, Rab4-dépendante, ou une voie longue, Rab11-
dépendante.  
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6. 4. 1. a. Voie clathrine-dépendante 

 

La première interaction directe entre les intégrines et une protéine de la voie d’endocytose 

clathrine-dépendante fut mise en évidence en 2007 et a ainsi permis de confirmer définitivement que 

les intégrines pouvaient emprunter cette voie d’endocytose. Il s’agit de la protéine HAX1 (HCLS1-

associated protein X-1), qui se lie directement aux parties cytosoliques des sous-unités β6, et cette 

interaction semble nécessaire à l’internalisation des intégrines αvβ6 (Ramsay et al., 2007).  

Comme vu en 4.4.3., les protéines DAB2 et Numb interagissent également avec les parties 

cytosoliques des sous-unités β des intégrines, au niveau du motif NPxY. Or, ces protéines interagissent 

avec des adaptateurs de la clathrine (Morris & Cooper, 2001 ; Tokumitsu et al., 2006) et les résultats 

accumulés aujourd’hui montrent qu’elles semblent impliquées dans l’internalisation des intégrines. En 

effet, la suppression de DAB2 entraine une augmentation de la quantité d’intégrines de type β1 à la 

surface de la cellule, qui ne peut être attribuée à une augmentation de l’expression totale des intégrines 

de type β1 (Teckchandani et al., 2009). DAB2 est également colocalisée avec la clathrine au niveau des 

adhérences focales. De plus, le désassemblage des adhérences focales, qui implique l’internalisation 

des intégrines, est diminué lorsque DAB2 est supprimée (Ezratty et al., 2009). Dans l’étude de 

Nishimura et al., Numb est colocalisée avec des structures recouvertes de clathrine et avec les 

adhérences focales. Par ailleurs, la suppression de Numb diminue l’internalisation d’intégrines de type 

β1 et β3 (Nishimura & Kaibuchi, 2007). Dans les neurones, Numb est également impliquée dans 

l’endocytose des molécules d’adhérence L1 au niveau des axones (Panicker et al., 2006), et la délétion 

de la partie de la protéine L1 responsable de l’interaction avec le complexe AP-2/clathrine diminue 

l’endocytose des intégrines de type β1.  

 

 

6. 4. 1. b. Voie clathrine-indépendante 

 

 La protéine kinase C α (PKCα), qui se lie directement à la partie cytosolique de la sous-unité 

β (Parsons et al., 2002), favorise l’endocytose des intégrines de type β1 dans deux lignées cellulaires 

cancéreuses (Ng et al., 1999 ; Upla et al., 2004). De plus, dans une de ces études (Ng et al., 1999), cette 

endocytose médiée par la PKCα semble favoriser la migration cellulaire. En effet, contrairement à la 

surexpression de PKCα seule, la surexpression de la PKCα et d’un dominant négatif de la dynamine I 

(l’internalisation des cavéoles est dynamine-dépendante (Nabi & Le, 2003)), qui bloque spécifiquement 

l’effet de la PKCα sur l’endocytose, supprime l’effet pro-migratoire de la PKCα. Par ailleurs, une autre 

étude a montré que la PKCα ne parvient plus à induire la migration de cellules cancéreuses lorsque 

l’interaction PKCα – intégrine β1 est perturbée (Parsons et al., 2002). Ensemble, ces résultats montrent 

que l’endocytose des intégrines de type β1 induite par PKCα semble reposer sur l’interaction 

moléculaire PKCα – intégrine β1. Plus récemment, il a été montré que la PKCα peut également favoriser 

l’endocytose des intégrines en augmentant la disponibilité de RhoG (Elfenbein et al., 2009), ce qui 

entraine l’endocytose des intégrines (Bass et al., 2011).  

 

 

  



78 
 

6. 4. 2. Recyclage 

 

Après internalisation, les intégrines rejoignent les endosomes précoces, dans lesquels elles 

seront dirigées, soit vers les endosomes tardifs et lysosomes pour dégradation, soit vers la membrane 

plasmique pour y être réinsérées (recyclage) (Fig. 24). La plupart des intégrines internalisées sont 

d’ailleurs recyclées, et plusieurs groupes ont montré que ce cycle endocytose-exocytose était 

particulièrement rapide pour les intégrines (Bretscher, 1989 ; Fabbri et al., 1999 ; Roberts et al., 2001). 

Il fut ainsi estimé que pour les intégrines se liant à la fibronectine, un cycle complet d’internalisation-

recyclage d’intégrine durait en moyenne 80 min (Bretscher, 1989). Cela montre qu'il pourrait y avoir 

des régulations fines et relativement rapides, à l'échelle de minutes, de la distribution des intégrines à 

la surface cellulaire. Le recyclage des intégrines semble généralement impliquer la liaison de protéines 

régulatrices aux parties cytosoliques des intégrines. Il existe au moins deux voies distinctes de 

recyclage, qui se différencient à la fois par leur localisation subcellulaire et la vitesse de recyclage. La 

voie de recyclage rapide, stimulée par des facteurs de croissance, dépend de la petite GTPase Rab4 et 

de l’activité kinase de la PDK1 (Roberts et al., 2001 ; Woods et al., 2004). La voie plus lente, qui passe 

par le compartiment de recyclage périnucléaire, dépend de la GTPase Rab11 (Roberts et al., 2001, 2004 

; Strachan and Condic, 2004) et/ou de Arf6 (Powelka et al., 2004). Il pourrait y avoir des régulations 

croisées de ces deux voies puisque l’activation de la voie rapide semble inhiber le fonctionnement de 

la voie lente (White et al., 2007).  

Plusieurs études ont montré que les intégrines actives pouvaient subir un trafic différent des 

intégrines inactives. Dans l’étude d’Arjonnen et al. (Arjonen et al., 2012), l’intégrine de type β1 est 

endocytée de manière clathrine- et dynamine-dépendante, et les intégrines actives et inactives 

montrent des trafics différents. Ainsi, bien que les deux états d’intégrines soient endocytés à la même 

vitesse, les intégrines inactives sont recyclées plus rapidement que les intégrines actives. L’endocytose 

« nette » des intégrines type β1 actives est alors plus importante que celle des intégrines type β1 

inactives, et à l’équilibre, les intégrines de type β1 inactives sont majoritairement localisées au niveau 

de la membrane plasmique tandis que l’intégrine de type β1 active est majoritairement intracellulaire. 

L’étude de Dozynkiewicz et al. (Dozynkiewicz et al., 2012), a également mis en évidence l’existence de 

trafics distincts entre les intégrines de type β1 actives et inactives. Ainsi, les intégrines de type β1 actives 

sont renvoyées à la membrane plasmique au niveau de la partie située à l’avant de la cellule, par 

rapport à la direction de sa migration, tandis que les intégrines actives regagnent la membrane 

plasmique à l’arrière de la cellule. Cette étude a également montré que les intégrines contenues dans 

les endosomes tardifs n’étaient pas systématiquement dégradées et pouvaient être redirigées vers la 

membrane plasmique (Dozynkiewicz et al., 2012). Ce phénomène qui dépend de la protéine CLIC3 

(chloride intracellular channel 3) constitue une voie d’adaptation supplémentaire du niveau 

d’expression des intégrines actives à la surface de la cellule.  

Deux autres petites GTPases ont également été rapportées comme impliquées dans le trafic 

intracellulaire des intégrines de type β1. Caswell et al. ont ainsi montré que Rab25 pouvait interagir 

directement avec la partie cytosolique de la sous-unité β1, et lors du recyclage, favorisait l’adressage 

des intégrines α5β1 à l’avant de la cellule (Caswell et al., 2007). Rab21 semble également favoriser 

l’internalisation et le recyclage des intégrines de type β1 (Pellinen et al., 2006). En accord avec cela, la 

protéine p120RasGAP, qui rentre en compétition avec Rab21 pour la liaison aux intégrines, semble 

inhiber le recyclage des intégrines de type β1 (Mai et al., 2011).  
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 Ainsi, l’internalisation des intégrines et leur recyclage semblent être régulés de manière 

complexe, avec des phénomènes spécifiques de certains hétérodimères ou de certains conformères 

(i.e. actif et inactif). Il est possible que ces différences de trafic intracellulaire entre intégrines actives 

et inactives soient en partie dues au fait que les protéines régulant l’activation des intégrines et celles 

régulant leur trafic se lient souvent aux intégrines au niveau de séquences communes. Ainsi, le site de 

liaison aux intégrines de la taline et de la PKCα se chevauchent (Parsons et al., 2002). C’est également 

le cas pour la SHARPIN et Rab21 (Margadant et al., 2011), ou encore pour la kindline et SNX17 (sorting 

nexin 17), une protéine qui inhibe la dégradation des intégrines et favorise leur recyclage (Böttcher et 

al., 2012 ; Steinberg et al., 2012). Il est ainsi probable que ces paires de régulateurs ne puissent pas 

interagir simultanément avec les intégrines, ce qui participerait à établir un couplage entre état 

d’activation des intégrines et trafic intracellulaire.    
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Matériels et méthodes 
 
 
7. Approches 
 

 

7. 1. Principe et intérêt du PALM 
 

La localisation relative de protéines individuelles marquées par des fluorophores est impossible 

à résoudre par microscopie optique conventionnelle. En effet, l’image d’un fluorophore en champs 

lointain est une tâche de diffraction de taille largement supérieure à celle de l’objet réel. Pour les lon-

gueurs d’ondes adaptées à l’observation en biologie, cela équivaut à une résolution spatiale maximale 

d’environ 200 nm. La localisation de protéines individuelles est en revanche possible par des techniques 

super-résolutives relativement récentes telles que la technique de PALM (photoactivated localization 

microscopy (Betzig et al., 2006)), qui permettent de s’affranchir de cette limite due à la diffraction de 

la lumière. Le principe à la base du PALM est la photoactivation et la localisation d’un nombre réduit 

de fluorophores isolés au sein d’une cellule. En évitant ainsi les recouvrements de signal entre les 

tâches de diffraction des fluorophores, leurs positions peuvent être calculées avec une résolution spa-

tiale allant jusqu’à quelques dizaines de nanomètres seulement (Fig. 25A). Les fluorophores ainsi acti-

vés sont ensuite photoblanchis et la répétition des cycles « activation – photoblanchiment » permet de 

déterminer a posteriori la position d’un grand nombre de molécules. À partir de ces localisations, une 

image de l’objet peut alors être reconstruite dans une résolution supérieure (Fig. 25B). Cette technique 

peut être utilisée afin d’étudier l’organisation nanométrique de protéines dans un échantillon fixé. Sous 

certaines conditions expérimentales, l’émission des fluorophores activés peut être suivie suffisamment 

longtemps pour permettre d’étudier leurs déplacements de manière super-résolutive (single particle 

tracking) dans des cellules vivantes.  
 
 

 

Figure 25. Localisation super-résolutive par la 
technique de PALM. A. Principe de base de la 
localisation super-résolutive. B. Schéma de 
mise en œuvre du PALM et comparaison des 
rendus obtenus en PALM et en microscopie 
conventionnelle.  
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7. 2. Protéine fluorescente photoconvertible mEos2 
 

L’approche PALM repose sur l’utilisation de fluorophores photoactivables ou photoconvertibles 

afin de pouvoir maintenir une faible densité de fluorophores émettant dans une longueur d’onde 

donnée. Dans notre étude, nous utilisons la protéine Eos2 monomérique (mEos2) comme fluorophore 

photoconvertible génétiquement fusionné aux protéines à étudier. Après illumination à 405 nm, la 

mEos2 passe d’une émission de fluorescence verte à une émission de fluorescence rouge obtenue par 

excitation à 561 nm (Fig. 26), que l’on utilise pour détecter les fluorophores individuels en PALM.  

 

 

Figure 26. La protéine fluorescente photo-convertible mEos2. A. Mécanisme de photoconversion. B. 
Comparaison des spectres (ligne continue : émission, ligne discontinue : absorption) de la protéine native (vert) 
et de la protéine photoconvertie (rouge).  

 

 

7. 3. Microscopie TIRF 
 

Nous nous intéressons à la séquence d’événements menant à l’activation des intégrines par ses 

partenaires intra-cellulaires, phénomène ayant lieu au niveau de la membrane plasmique. Nous utili-

sons la microscopie de fluorescence à onde évanescente par illumination TIRF (total internal reflection 

fluorescence), qui permet d’illuminer l’échantillon uniquement dans les 200 à 300 nanomètres au-des-

sus de l’interface verre-échantillon.  

Principe : L’illumination spécifique des fluorophores situés à proximité de la membrane plasmique est 

permise par le phénomène physique de réflexion totale interne : à partir d’une certaine valeur d’angle 

d’incidence, la lumière illuminant l’échantillon est totalement réfléchie à l’interface verre-échantillon. 

Ceci crée une onde non propagative pénétrant l’échantillon, dite évanescente : son amplitude décroit 

exponentiellement avec la distance à la source. Ainsi, seuls les fluorophores situés dans les 200 à 300 

premiers nanomètres de l’échantillon sont illuminés.  

Intérêt : Dans notre système, le laser de photoconversion et le laser d’excitation des fluorophores pho-

toconvertis suivent cette configuration. Ce type d’illumination de l’échantillon permet de photoconver-

tir et de visualiser uniquement les fluorophores au voisinage du substrat, où sont situés les sites d’ad-

hérence. L’illumination TIRF permet ainsi de maintenir une faible proportion de fluorophores en phase 

d’émission, condition nécessaire à l’approche PALM, mais également de limiter la phototoxicité due à 

l’illumination laser.   

450         500         550         600         650
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8. Mise en œuvre expérimentale 
 

 

8. 1. Cellules 
 

Certaines expériences furent réalisées avec des fibroblastes embryonnaires murins 

immortalisés (MEF, pour mouse embryonic fibroblasts), fournis par M. P. Sheetz (Columbia University 

USA), lignée utilisée lors des travaux précédents de l’équipe pour caractériser la dynamique des 

intégrines et de la taline. Certaines expériences sont menées sur des cellules dans laquelle la kindline-

1 (gène : Fermt1) et la kindline-2 (gène : Fermt2) ont été génétiquement supprimées (kindline-1 -/-, 

kindline-2 -/-, appelée K1K2 DKO pour kindlin-1, kindlin-2 double knock-out), fournies par Reinhard 

Fässler (Max Planck Institute of Biochemistry, Martinsried). Cette lignée cellulaire fut obtenue à partir 

de fibroblastes rénaux de souris Fermt1flox/flox, Fermt2flox/flox âgées de 21 jours. Les cellules ont été 

immortalisées par transduction rétrovirale de l’antigène T (grand) du virus SV40. Elles ont été ensuite 

infectées par un adénovirus pour transduire le gène de la Cre recombinase, et ainsi générer des cellules 

kindline-1 -/-, kindline-2 -/-. L’absence de mycoplasme fut vérifiée en utilisant à l’aide du kit de détection 

MycoAlert (Lonza) 

Les cellules étaient cultivées en milieu DMEM high glucose (Gibco) complémenté par 10% (v/v) 

de sérum bovin fœtal (Gibco), 100 U/mL de pénicilline/streptomycine, du Glutamax 2 mM (Gibco), du 

pyruvate de sodium 1mM, et du tampon HEPES 15 mM (Gibco).  

A confluence, les MEF étaient détachés par une solution à 0,05% trypsine – 0,02% EDTA (Gibco) 

après retrait du milieu usager et 2 rinçages au PBS pour retirer les protéines contenues dans milieu. 

Après 1 à 3 minutes, les cellules étaient remises en contact avec du milieu contenant du sérum pour 

inactiver la trypsine, puis centrifugés 5 min à 1000 RCF. Le surnageant était ensuite retiré, les cellules 

resuspendues dans du milieu et ensemencées dans une nouvelle boîte de culture. 

Comme les cellules K1K2 DKO ont tendance à former des agrégats et à s’empiler verticalement, 

elles atteignent difficilement un état de confluence. Ces cellules étaient ainsi passées environ une fois 

par semaine. Comme ces cellules adhèrent faiblement à la boîte de culture, une proportion se détache 

dès les étapes de retrait du milieu usager et de rinçage par PBS. Ainsi, pour le passage de ces cellules 

selon le procédé décrit ci-dessus, tous les liquides (milieu usagé, liquide de rinçage pré-trypsine) étaient 

gardés et ensuite regroupés avec les cellules détachées par la trypsine. Le tout était ensuite centrifugé 

5 min à 1000 RCF. Le surnageant était alors retiré, les cellules resuspendues dans du milieu, et 

ensemencées dans une nouvelle boîte de culture. 
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8. 2. Constructions moléculaires et transfection 
 

 Les constructions mEos2-kindline-2-WT (homme, vecteur : pcDNA3, promoteur : CMV), 

kindline-2-ΔPH (homme, vecteur : pcDNA3), mEos2-kindline-1 (homme, vecteur : pcDNA3, promoteur 

: CMV) et GFP-kindline-2-WT (homme, vecteur : pcDNA3, promoteur : CMV) nous ont été données par 

B. Wehrle-Haller (U. Genève, Suisse). La construction mEos2-kindline-2-ΔPH (homme, vecteur : 

pcDNA3, promoteur : CMV) a été obtenue en retirant la séquence kindline-2-WT dans la construction 

mEos2-Kindline-2-WT et en insérant la séquence kindline-2-ΔPH par clivage (endonucléases) aux sites 

EcoNI/NotI. La construction mEos2-kindline-2-WT-CAAX (homme, vecteur : pcDNA3, promoteur : CMV) 

a été obtenue en insérant une séquence de liaison de 6 résidus (GSSGSS) suivie par une séquence 

« CAAX box » dans le plasmide mEos2-Kindline-2-WT aux sites endonucléases BsrGI/BamHI. La 

construction mEos2-kindline-2-ΔPH-CAAX (homme, vecteur : pcDNA3, promoteur : CMV) a été obtenue 

en insérant une séquence de liaison de 6 résidus (GSSGSS) suivie par une séquence « CAAX box » dans 

le plasmide mEos2-kindline-2-ΔPH aux sites endonucléases EcoRI. Le domaine PH de la kindline-2 

couplé à la mEos2 (homme, vecteur : pcDNA3, promoteur : CMV) a été obtenu en remplaçant la 

séquence kindline-2-ΔPH de la construction mEos2-kindline-2-ΔPH par une séquence contenant le 

domaine PH et des parties du sous-domaine F2 de la kindline-2 (résidus K341 à D504). Les constructions 

mEos2-kindline-2-QW614, 615AA, mEos2-kindline-2-L357A et mEos2-kindline-2-K390A (homme, 

vecteur : pcDNA3, promoteur : CMV) ont été générées par mutagenèse dirigée en utilisant le kit 

QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene) sur le plasmide mEos2-kindlinee-2-WT 

décrit plus haut. La construction Taline1-tdEos nous a été donnée par P. Kanchanawong (MBI, NUS, 

Singapour). La paxilline du plasmide GFP-paxilline est de type humain. La construction β1-intégrine-GFP 

(homme, vecteur : pFB) nous a été donnée par M. Humphries (University of Manchester, UK). Pour 

obtenir la construction β1-intégrine-mEos2, la séquence de la mEos2 (pRSETa-mEos2, Addgene) fut 

amplifiée par PCR et utilisée pour remplacer la séquence de la GFP du plasmide β1-intégrine-GFP. La 

construction β3-intégrine-GFP (homme, vecteur : pEGFP-N1) a été donnée par N. Kieffer (CNRS/CRP, 

Luxembourg). La construction 6His-β3intégrine-GFP (homme) a été obtenue à partir du plasmide 

construction β3-intégrine-GFP, par échange de domaines pour introduire le motif 6His et une séquence 

de liaison glycine en N-ter. Pour la construction 6His-β3-intégrine-mEos2 (homme, vecteur : pEGFP-N1), 

la séquence de la mEos2 (pRSETa-mEos2, Addgene) fut amplifiée par PCR pour remplacer la séquence 

GFP du plasmide 6His-β3-intégrine-GFP aux sites endonucléases AgeI/BsrGI. Les constructions β3-Y747A 

et β3-Y759A (homme, vecteur : pEGFP-N1) ont été générés par mutagenèse dirigée en utilisant le kit 

QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene) sur les plasmides 6His-β3-intégrine-mEos2 

ou β1-intégrine-mEos2 décrits plus haut. La construction β1-intégrine-Y795A-mEos2 (homme, vecteur : 

pFB) nous a été donnée par C. Albiges-Rizo (IAB, U. Grenoble Alpes). La construction mEos2-paxillin 

(poule, promoteur : CMV, vecteur : pmEos2) provident d’Addgene (Plasmide #57409). Le plasmide 

encodant la mEos2 cytosolique a été obtenue en insérant la séquence mEos2 séquence (pRSETa-mEos2, 

Addgene) dans un vecteur pcDNA aux sites endonucléases BamHI / EcoRI. Toutes les constructions ainsi 

obtenues furent contrôlées deux fois par séquençage à la plateforme génomique de Bordeaux. 
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Pour les MEF : la transfection transitoire des plasmides encodant la GFP-paxilline (pour le 

marquage des sites d’adhérence ; 1,5 µg d’ADN (acide désoxyribonucléique) pour 1 à 2 millions de 

cellules) et la protéine d’intérêt couplée à la mEos2 pour la visualisation en PALM (4,5 µg d’ADN pour 1 

à 2 millions de cellules, sauf pour le domaine PH de kindline-2 couplé à la mEos2 : 6-10 µg pour 1 à 2 

millions de cellules) était réalisée réalisées un à deux jours avant l’expérience, avec le kit de 

nucléoporation Amaxa (Lonza) selon les consignes du fournisseur.   

 Pour les K1K2 DKO, la transfection transitoire était réalisée de la même manière, mais avec les 

ajustements suivants : 5-8 millions de cellules par transfection, 1,8 à 2 µg µg d’ADN pour la GFP-

paxilline, 4,5 à 6 µg d’ADN pour la protéine couplée à la mEos2, expérience réalisée 2 à 3 jours après 

transfection. 

 

 

8. 3. Préparation des lamelles de verre 
 

Afin de pouvoir illuminer l’échantillon en configuration TIRF, le support de culture doit avoir un 

indice de réfraction supérieur à celui du milieu d’observation (1,33-1,38). Pour les expériences de 

sptPALM, quantification de la fraction membranaires, mesure de nombre et taille de sites d’adhérence, 

les cellules sont ainsi ensemencées sur des lamelles de verre borosilicaté Marienfield 1.5H (épaisseur : 

0.170 mm ± 0.005 mm, indice de réfraction : 1,52) avant acquisition.  

Avant ensemencement des cellules, les lamelles de verres sont nettoyées afin d’assurer 

l’absence de particules fluorescentes non spécifiques. Pour cela, les lamelles sont placées dans de 

l’acide nitrique concentré (65% m/m) durant au moins 12h. Elles sont ensuite rincées par 6 bains 

successifs d’au moins 30 min dans de l’eau ultrapure. Les lamelles sont ensuite rapidement rincées à 

l’éthanol absolu, puis placées dans un four à 240°C pendant 8h afin d’être stérilisées. Le jour précédant 

l’expérience, de la fibronectine humaine (Roche) est adsorbée sur les lamelles de verre afin de 

promouvoir l’adhérence via les intégrines étudiées (α5β1et αVβ3). Pour cela, 150 µL de solution de 

fibronectine 10 µg/mL dans du PBS sont déposées sur chaque lamelle. Les lamelles sont ensuite placées 

à 37°C pendant 1h30. La solution de fibronectine est ensuite retirée, et les lamelles sont rincées 3 fois 

par 1 mL de PBS (Gibco) afin d’éliminer la fibronectine soluble, qui inhibe l’étalement cellulaire. Les 

lamelles sont ensuite laissées à 37°C dans du PBS jusqu’à l’ensemencement des cellules. 
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8. 4. Ensemencement avant acquisitions 

 

Le jour de l’expérience, les MEF sont détachés comme décrit dans la section Cellules. Pour les 

K1K2 DKO, les agrégats de cellules non adhérentes doivent être dissociés. Ainsi, le milieu usager et le 

PBS utilisé pour rincer la boîte de culture sont mis dans un même tube. Ce tube est alors centrifugé 

pendant 5 min à 1000 RCF. Une fois le surnageant retiré, le culot est resuspendu dans 300 µL de solution 

trypsine/EDTA et placé à 37°C. En parallèle, les cellules adhérant à la boîte de culture sont également 

décollées par solution trypsine/EDTA (300 µL pour un puits de plaque de culture 6 puits) et placées à 

37°C. Après 2 à 3 minutes d’incubation, la suspension cellulaire en trypsine/EDTA contenue dans le 

tube est prélevée et projetée au fond du tube 3 fois afin de favoriser mécaniquement la désagrégation 

des cellules. De la même manière, la suspension cellulaire en trypsine/EDTA contenue dans le puits de 

culture est prélevée et projetée 3 fois au fond du puits de culture, en essayant de balayer une partie 

différente du puits à chaque projection. L’activité trypsine est ensuite bloquée par ajout d’une solution 

d’inhibiteur de trypsine de soja (Sigma, 1 mg/mL en milieu DMEM high glucose (Gibco) complémenté 

par 10% (v/v) de sérum bovin fœtal (Gibco), 100 U/mL de pénicilline/streptomycine, du Glutamax 2 

mM (Gibco), du pyruvate de sodium 1mM, et du tampon HEPES 15 mM (Gibco)) à raison de 1 mL pour 

300 µL de solution trypsine/EDTA. Après centrifugation, les cellules sont resuspendues en solution de 

Ringer (contenant 150 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 2 mM de CaCl2, 2 mM de MgCl2, 10 mM d’HEPES, 2 

g/L de glucose (11,1 mM), pH=7,4), milieu minimal afin d’éviter les phénomènes d’auto-fluorescence, 

et dépourvu de sérum, qui pourrait influencer l’adhérence par les intégrines et ainsi la dynamique des 

protéines étudiées. Les cellules sont ensuite ensemencées sur différents supports et en différentes 

quantités selon les expériences réalisées : 

- sptPALM, quantification de la fraction membranaire : les cellules sont ensemencées sur 

lamelles recouvertes de fibronectine à raison de 50 000 cellules par lamelles.  

- Mesures d’étalement cellulaire : les cellules sont ensemencées en plaques de culture 12 puits 

à raison de 5 000 cellules par puits, après adsorption de fibronectine au fond des puits comme décrit 

en section préparation des lamelles (excepté le volume de solution de fibronectine déposé par puits : 

300 µL).  

- Mesures de taille et nombre de sites d’adhérence : les cellules sont ensemencées en plaque 

96 puits à fond de verre (SCHOTT) à raison de 3 000 cellules par puits après adsorption de fibronectine 

au fond des puits comme décrit en section préparation des lamelles (excepté le volume de solution de 

fibronectine déposé par puits : 100 µL).  

 

 

8. 5. Acquisition 

 

 Toutes les acquisitions sont réalisées avec le logiciel MetaMorph (Molecular Devices) au moins 

3 à 5h après ensemencement des cellules avec un microscope inversé motorisé (Nikon Ti) placé dans 

un compartiment thermostaté à 37°C (The Cube, The Box, Life Imaging Services) muni d’un système 

d’auto-focalisation (Perfect Focus System, Nikon). Les images étaient obtenues avec un objectif Nikon 

CFI Apo TIRF 100x Oil (ouverture numérique : 1,49), excepté les images pour la mesure d’étalement 
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cellulaire, obtenues avec un objectif Nikon CFI S Plan Fluor 

ELWD ADM 20X (ouverture numérique : 0,45). Lorsque des lamelles de verres sont utilisées, elles sont 

placées dans une chambre Ludin (Life Imaging Services) avant acquisition.  

 

sptPALM 

 Les cellules présentant de larges zones dans lesquelles la majorité des sites d’adhérence ont 

une morphologie de type « adhérence focale » (sites longs et larges, cf. 2. 5. 2. ) étaient privilégiées 

pour l’acquisition. Ainsi, la caractérisation du comportement des protéines dans les sites d’adhérence 

que nous avons effectuée correspond principalement aux sites de type « adhérences focales ». Ainsi, 

par soucis de simplicité, nous avons assimilé l’ensemble des sites d’adhérence observés dans cette 

étude à des adhérences focales (AF). Pour une cellule, l’acquisition consiste en l’exécution du cycle 

suivant, 5 fois de suite : 

- enregistrement en configuration épifluorescence du signal GFP (20 images consécutives), afin de con-

naitre la position des AF grâce au signal de la paxilline-GFP et de suivre leur éventuelle évolution. Les 

régions choisies sont des rectangles de côté mesurant entre 15 et 30 µm (environ 20 µm en moyenne).  

- enregistrement en configuration TIRF du signal de la mEos photoconvertie sur la même région (4000 

images avec 20 ms d’exposition – 50 Hz) : c’est l’acquisition des images de PALM.  

La photoconversion de la protéine mEos2 est réalisée avec un laser 405 nm continu (Omicron) 

et les protéines photoconverties sont excitées avec un laser 561 nm continu (Cobolt Jive). Les deux 

lasers illuminent simultanément l’échantillon, et leur puissance respective est ajustée de manière à 

conserver une faible densité de fluorophores en émission, bien séparés spatialement. La fluorescence 

est capturée par un capteur EMCCD (Electron-Multiplying Charge-Coupled Device) Evolve (Pho-

tometrics) monté en aval d’un filtre dichroïque et d’un filtre d’émission (D101-R561 et F39-617 respec-

tivement, Chroma). La GFP-paxilline est visualisée à l’aide d’un cube de filtres GFP (excitation : FF01-

472/30, dichroïque : FF495-Di02, émission : FF01-520/35, Semrock). La fluorescence des mEos2 non 

photoconverties est donc mélangée au signal GFP visualisé, sans pour autant perturber l’identification 

des AF.  

 

 

8. 6. Quantification de la fraction membranaire 

 

 La proportion de protéines à la membrane plasmique par rapport à la quantité de protéine 

totale est estimée en comparant l’intensité du signal de fluorescence observé en configuration TIRF 

(illumination région de la membrane plasmique) à celle observée en configuration épifluorescence (il-

lumination de la cellule entière) pour une même zone d’observation. Les contours de la cellule sont 

déterminés par seuillage sur l’intensité associée à chaque pixel sur l’image TIRF. La quantité de protéine 

membranaire (nmembrane) est alors définie comme la valeur de l’intensité moyenne de fluorescence dans 

cette région (FluoTIRF), divisée par la valeur moyenne du bruit de fond (BruitTIRF) de 3 régions différentes 

de l’image :  

𝑛𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑒 =
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑇𝐼𝑅𝐹

𝐵𝑟𝑢𝑖𝑡𝑇𝐼𝑅𝐹
 

 

La quantité de protéine totale (ntotale) est calculée en effectuant ces mesures sur l’image obtenue en 

configuration épifluorescence. La quantité de protéine totale (ntotale) est donc définie comme la valeur 
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de l’intensité moyenne de fluorescence observée au niveau de la cellule en configuration épifluores-

cence (Fluoépi), divisée par la valeur moyenne du bruit de fond en configuration épifluorescence 

(Bruitépi), en utilisant à chaque fois la région « cellule » et les régions « fond » choisies pour l’image 

TIRF. On a ainsi : 

𝑛𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 =
𝐹𝑙𝑢𝑜é𝑝𝑖

𝐵𝑟𝑢𝑖𝑡é𝑝𝑖
 

 

 

La fraction membranaire de la protéine (Fmembranaire) dans la cellule observée est alors définie comme le 

rapport de la quantité de protéine membranaire (nmembrane) sur la quantité de protéine totale (ntotale) :  

 

𝐹𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎𝑖𝑟𝑒 =
𝑛𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑒

𝑛𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒
 

 

Les images de TIRF et d’épifluorescence étaient obtenues avec le signal de la mEos2 photoconvertie, 

en utilisant le même matériel que pour les images de sptPALM. Pour assurer une photoconversion glo-

bale et homogène de la mEos2 couplée à la protéine étudiée, la cellule était illuminée durant 4 se-

condes par le laser 405 nm orienté verticalement juste avant acquisition.  

 

 

8. 7. Mesure de l’étalement cellulaire 

 

 Entre 13 et 41 champs d’observation (contraste de phase, objectif 20x) par condition et par 

expérience ont été utilisés pour quantifier l’étalement cellulaire, excepté pour les cellules exprimant 

uniquement la GFP-paxilline (contrôle négatif ; entre 8 et 17 champs par expérience). Les cellules non 

isolées (i.e., en contact avec une autre cellule) ou polynucléées sont exclues de la quantification. Le 

niveau d’expression des ADN transfectés est évalué avec le signal de la GFP-paxilline, et les cellules pour 

lesquelles la fluorescence moyenne est inférieure à 1,5 fois le bruit de fond sont exclues. Ainsi, entre 

84 et 107 cellules par condition et par expérience ont été incluses (excepté pour la condition GFP-paxil-

line : entre 31 et 58 cellules par expérience). Les cellules sont considérées comme partiellement étalées 

lorsqu'au moins une large protrusion est en contact avec le substrat ou que le corps cellulaire est par-

tiellement déformé, par rapport à l'aspect sphéroïde des cellules non-étalées (c.f. figure 5 de l’article 

en préparation). Les cellules sont considérées comme étalées quand l'aire cellulaire en contact avec le 

substrat est très supérieure à la moyenne, ou quand le corps cellulaire n’est pas sphéroïde et que la 

morphologie cellulaire est polygonale plutôt que fusiforme (c.f. figure 5 de l’article en préparation). 

 

 

8. 8. Mesures de taille et nombre de sites d’adhérence 

 

 Les contours des sites d’adhérence sont dessinés manuellement en utilisant la fluorescence de 

la GFP-paxilline observée en TIRF, et leur aire et leur nombre extraits avec le logiciel MetaMorph (Mole-

cular Devices). Les cellules non isolées (i.e., en contact avec une autre cellule) ou polynucléées sont 

exclues de la quantification. L’expression de la kindline-mEos2 ou des variants mutés est également 

vérifiée pour chaque cellule. Pour les cellules exprimant la kindline-2-ΔPH ou la kindline-2- ΔPH-CAAX, 
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entre 23 et 42 par expériences ont été utilisées pour la quantification (Kindline-2 WT : entre 17 et 26 

cellules par expérience).  

 

 

8. 9. Activation des intégrines par Mn2+  

 

Le traitement des cellules par une solution contenant des ions Mn2+ (MnCl2 à 5 mM) a pour 

effet d’activer les intégrines en dehors des AF, ce qui entraîne leur immobilisation si elles sont exposées 

à leur ligand (Rossier et al., 2012). Quand ce traitement est utilisé, le milieu des cellules (Ringer+glu-

cose) est remplacé par une solution de Ringer+glucose contenant 5 mM de MnCl2 au moins 5 min avant 

l’acquisition. 

 

 

8. 10. Analyse des données de sptPALM 

 

8. 10. 1. Localisation super-résolutive  

 

La localisation des molécules uniques à partir des images de mEos2 photoconvertie est effec-

tuée après la fin de l’expérience. La méthode la plus courante de localisation super résolutive est basée 

sur l’ajustement du signal des tâches de diffraction des fluorophores individuels à une courbe gaus-

sienne en deux dimensions, ce qui implique des temps de calculs importants. Nous avons utilisé une 

méthode alternative, conjointement développée par les équipes de M. Dahan (Institut Curie) et J. -B. 

Sibarita (IINS), qui atteint les mêmes niveaux de précision avec des temps de calcul diminués d’un fac-

teur 10. Cette approche repose sur la suppression du bruit et la détection des particules par segmen-

tation en ondelettes des images. La localisation précise des fluorophores est ensuite réalisée par loca-

lisation du barycentre des intensités de chaque particule (Fig. 27) (Izeddin et al., 2012). En se basant 

sur l’erreur expérimentale mesurée lors de localisations répétées de mEos2 immobilisées sur un subs-

trat (précision de pointée), la résolution du système fut estimée à 59 nm, résolution subpixellaire par 

rapport aux images initiales.  

 

 

 
Figure 27. Localisation des molécules individuelles. 
A. Image source avec prévisualisation des localisations 
de particule (encadrés verts). B. Suppression du bruit 
et identification des particules par segmentation en 
ondelettes des images. C. Les fluorophores sont loca-
lisés avec une résolution subpixellaire en déterminant 
le barycentre des intensités des particules. Figure 

adaptée de Izeddin et al., 2012. 
 
 
 

  

A B C
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8. 10. 2. Reconstruction des trajectoires 

 

 Il est possible de reconstruire des trajectoires de molécules individuelles en reliant les positions 

successives de molécules observées et localisées sur plusieurs images consécutives. Pour éviter des 

reconnexions erronées, deux points localisés sur deux images successives de manière super résolutive 

sont reliés pour former une trajectoire seulement si leurs positions sont distantes de moins de 480 nm 

(soit 3 pixels en basse résolution). Cette trajectoire prend fin lorsque le fluorophore photoblanchit, ou 

s’éteint temporairement (clignotement, ou blinking). Seules les trajectoires de plus de 13 points, soit 

260 ms, sont retenues, afin de réduire le niveau de bruit dans les courbes de MSD (mean square 

displacement, cf. 3.2.3.d.) obtenues.  

 

 

8. 10. 3. Tri des trajectoires en fonction de leur localisation 

 

Les contours des sites d’adhérence sont dessinés manuellement pour former un masque bi-

naire. Pour chaque cellule, les trajectoires et le masque binaire sont alors analysés par un programme 

Matlab développé par C. Leduc et L. Cognet (Laboratoire Photonique, Numérique et Nanosciences, 

Talence, France) afin de discriminer les détections ayant lieu à l’intérieur et à l’extérieur des sites d’ad-

hérence (Fig. 28D, E). Les trajectoires construites à partir de détection ayant lieu la fois à l’intérieur et 

à l’extérieur des AF sont découpées de manière à être strictement classifiables.  

 

 

8. 10. 4. Analyse de la dynamique des protéines 

 

Les protéines se déplaçant au niveau de la membrane plasmique selon un phénomène de dif-

fusion libre montrent un mouvement aléatoire (mouvement brownien), c’est-à-dire non dirigé. Ainsi, 

le calcul de leur vitesse moyenne ou instantanée n’est pas adapté à l’étude de leurs mouvements. Nous 

utilisons donc le déplacement quadratique moyen (MSD, mean square displacement), pour caractériser 

les trajectoires obtenues (d’une durée > à 260 ms). Le déplacement quadratique moyen exprime l’évo-

lution de la surface explorée par un objet en fonction d’un intervalle de temps.  

 

 

Pour une trajectoire de N points de coordonnées x (t) et y (t), le MSD sur l’intervalle t=0 à t= 

(N-1) est donné par la formule : 

 

 

 

Ainsi, dans le cas simplifié d’une trajectoire de 5 points, numérotés de 1 à 5 et espacés dans le 

temps d’un intervalle t, le MSD de la trajectoire pour un intervalle de temps 1*t, i.e. MSD (t=1*t), 

est égal à la somme des carrés des distances entre chaque point séparés d’un intervalle de temps t. 

(Fig. 28A, somme des carrés des longueurs des flèches bleues). Le MSD de la même trajectoire pour un 

intervalle de temps 2*t, i.e. MSD (t=2*t), est égal à la somme des carrés des distances entre chaque 

point séparés de deux intervalles de temps (Fig. 24B, somme des carrés des longueurs des flèches 
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vertes). Pour chaque trajectoire, les premiers 80% des MSD calculés (au minimum 10 points, soit 200 

ms) sont ajustés par régression à la relation (R) : 

 

(R)    

 

où rconf est le rayon de confinement mesuré et la constante de temps = (rconf² / 3Dconf). Le type de 

mouvement de la molécule (brownien ou confiné) peut alors être identifié grâce aux paramètres obte-

nus. En effet, la surface explorée par une molécule en libre diffusion, représentée par le MSD, aug-

mente linéairement en fonction du temps, tandis que celle explorée par une molécule confinée pré-

sente un plateau (Fig. 28C). Ainsi, les trajectoires représentant des événements de diffusion libre et de 

diffusion confinée sont définies comme des trajectoires pour lesquelles la constante de temps  est 

respectivement inférieure et supérieure à la moitié de l’intervalle de temps utilisé pour calculer le MSD 

de la trajectoire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figure 28. Analyse des trajectoires. Illustration du calcul de MSD (t=1*t) (A) et de MSD (t=2*t) (B) pour une 
trajectoire de 5 points numérotés de 1 à 5. C. Allure des courbes de MSD obtenues en fonction du type de mou-
vement après ajustement à la relation (R) par régression. D. Représentation logarithmique de la distribution des 
coefficients de diffusion instantanés D à l’intérieur et à l’extérieur des adhérences focales (AF). La zone grisée 
correspond à des protéines considérées comme immobiles (noter la diffusion des intégrines à l’extérieur des AF 
mis en évidence par le pic autour de l’abscisse -1, ie. D=0,1µm²/s). E. Représentation des trajectoires d'intégrines 
αvβ3 obtenues par sptPALM (Rossier et al., 2012) superposées à la localisation des des adhérences focales (ni-
veaux de gris).  

 

La modélisation du MSD en fonction du temps par la relation R permet également d’obtenir le coeffi-

cient de diffusion instantané D des molécules, que nous avons défini comme la pente de la droite pas-

sant par les quatre premiers points de la courbe obtenue. Une protéine est considérée comme immo-

bile si ses déplacements pendant l’intervalle de temps utilisé pour calculer le coefficient de diffusion 

sont inférieurs à la résolution spatiale du système (50 nm). Ainsi, toutes les protéines ayant un D infé-

rieur à 0. 008 μm². s-1 sont considérées comme immobiles. La distribution des coefficients de diffusion 

ainsi obtenue à partir de plusieurs milliers de trajectoires fournit une représentation graphique de la 

répartition des vitesses de diffusion des protéines (Fig. 28D). 
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8. 11. Analyses statistiques 

 

Tous les tests statistiques furent réalisés avec le test non paramétrique de comparaison des 

rangs de Mann-Whitney à l’aide du logiciel GraphPad Prism 6. Les valeurs P correspondantes sont 

indiquées comme suit : ns : P > 0,05 ; * : 0,01 < P < 0,05 ; ** : 0,001 < P < 0,01 ; *** : 0,0001 < P < 0,001 

; *** : P < 0,0001. 
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Résultats et discussion 
 
 
9. Résultats 
 
 
9. 1. Contexte et objectifs 
 
 Comme évoqué en introduction, peu d’informations ont été publiées sur le rôle de la kindline 

au niveau moléculaire dans les cellules adhérentes. On ne connait pas non plus précisément les 

mécanismes d’activation des intégrines par la kindline, ceux impliqués dans la synergie avec la taline, 

ni la localisation subcellulaire précise de survenue de ces phénomènes (i.e. ensemble de la membrane 

plasmique ou sites d’adhérence uniquement, par exemple). De plus, il a été montré par approches 

biochimiques que la kindline pouvait interagir avec de nombreux composants des sites d’adhérence, 

mais le rôle moléculaire et l’importance relative de ces interactions dans l’adhérence via les intégrines 

sont actuellement peu connus. 

 Nous avons vu que le suivi de molécule unique par PALM (sptPALM) pouvait apporter des 

informations importantes sur certains mécanismes moléculaires. En effet, nous avons précédemment 

montré par cette approche que l’activation des intégrines est corrélée à leur immobilisation, et que 

cette immobilisation survient préférentiellement dans les sites d’adhérence. De plus, les intégrines 

oscillent entre des états mobile et immobile à l’échelle de dizaines de secondes dans les sites 

d’adhérence ; l’activation et l’immobilisation des intégrines sont ainsi des phénomènes relativement 

dynamiques. L’immobilisation des intégrines dépend également de l’interaction avec le ligand extra-

cellulaire et avec la taline. Par ailleurs des expériences de sptPALM sur la taline ont montré qu’au niveau 

de la membrane plasmique, la taline est très majoritairement localisée au niveau des sites d’adhérence, 

et présente à l’état immobile. Cela montre que l’interaction taline-intégrines survient essentiellement 

au niveau des sites d’adhérence et que les intégrines en diffusion libre n’interagissent pas avec la taline, 

ou alors très transitoirement, puisque la taline est immobile. Nous avons ainsi utilisé cette approche 

pour révéler et décomposer les phénomènes moléculaires selon lesquels la kindline régule l’adhérence 

via les intégrines et leur activation, notamment le chemin emprunté par la kindline pour atteindre les 

intégrines des adhérences focales. Pour cela, nous avons mesuré la dynamique d’intégrines β1 et β3 

portant des mutations qui perturbent leur interaction avec la kindline. Nous avons également 

déterminé le comportement de la kindline-2 au niveau de la membrane plasmique, dans et en dehors 

des sites d’adhérence. 
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9. 2. Résumé des résultats 
 

 
NB : La plupart des figures appelées dans cette section correspondent aux figures présentées dans le manuscrit de l’article en préparation. A 
titre d’exemple, Fig. M1 renvoie à la figure 1 du manuscrit, tandis que Fig. MS1 renvoie à la figure supplémentaire 1. 

 

 

9. 2. 1. L’immobilisation des intégrines dépend de l’interaction avec la kindline 

 

 Comme expliqué plus haut, le sptPALM permet d’évaluer l’activation des intégrines et leur 

interaction avec un partenaire immobile (ligand extracellulaire ou taline, par exemple). Par ailleurs, le 

rôle et l’importance de la kindline dans l’activation des intégrines pourraient dépendre du type 

d’intégrine et du type cellulaire étudié. Ainsi, nous avons mesuré la dynamique d’intégrines de types 

β1 et β3 portant des mutations qui perturbent leur interaction avec la kindline afin de comprendre le 

rôle de la kindline dans leur activation/immobilisation. Ces expériences ont montré que la perturbation 

de l’interaction intégrine-kindline entraine une baisse d’immobilisation des intégrines contenant une 

sous-unité β3 (Fig. M1) et celles contenant une sous-unité β1 (Fig. MS1). Ainsi, dans notre système, 

l’activation et l’immobilisation des intégrines nécessite en partie l’interaction avec la kindline. De plus, 

dans le cas de l’intégrine de type β3, le défaut d’interaction avec la kindline perturbe moins 

l’immobilisation que le défaut d’interaction avec la taline. Par ailleurs l’activation par le manganèse 

rétablit l’immobilisation des variant d’intégrines de type β3 déficient pour l’interaction avec la taline ou 

avec la kindline, ce qui montre que ces mutants sont activables (Fig. M1). En revanche, ce traitement 

ne modifie pas ou peu la dynamique des intégrines de type β1 qui ne peuvent pas interagir avec la 

kindline (Fig. MS1).  

 

 

9. 2. 2. Contrairement à la taline, la kindline diffuse au niveau de la membrane plasmique 

 

 Les expériences de sptPALM ont montré qu’une forte proportion de la kindline est immobile 

dans les sites d’adhérence (env. 60% dans nos mesures) (Fig. M2). Cela montre que dans ces structures, 

la kindline semble être plutôt engagée dans des interactions relativement stables que dans des 

interactions transitoires. Cela indique aussi que la kindline pourrait interagir avec des intégrines 

immobiles (activées). Les expériences de sptPALM ont par ailleurs montré que contrairement à la taline, 

une fraction importante de la kindline-2 diffuse latéralement au niveau de la membrane plasmique 

(env. 20 à 30%) (Fig. M2). Nous avons également observé qu’au niveau de la membrane plasmique, la 

kindline-2 était plus présente en dehors des sites d’adhérence que la taline. Ces deux activateurs des 

intégrines montrent ainsi des comportements moléculaires distincts. De plus, la diffusion membranaire 

et la présence au niveau de la membrane plasmique en dehors des sites d’adhérence observées avec 

la kindline-2 ont également été observées avec la kindline-1 (Fig. MS2). Cela montre que ces 

caractéristiques ne sont pas spécifiques de l’isoforme étudiée, et qu’elles pourraient être une propriété 

générale des kindlines. 
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9. 2. 3. L’interaction intégrine-kindline participe à l’immobilisation de la kindline, mais ne 

semble pas nécessaire pour sa diffusion membranaire 

 

 Nous avons ensuite voulu vérifier que la diffusion de la kindline n’était pas un phénomène 

secondaire, uniquement dû à l’association de la kindline avec des intégrines diffusives. Pour cela, nous 

avons effectué des expériences de sptPALM après immobilisation des intégrines par le manganese, ou 

avec un variant de kindline pour lequel l’interaction avec les intégrines est perturbée (QW). Dans les 

deux cas, une fraction importante de la kindline-2 (20-30%) montrait de la diffusion libre (Fig. M3), ce 

qui suggère que ce phénomène n’est pas uniquement généré par l’association avec une intégrine 

diffusive. De plus, la perturbation de l’interaction intégrine-kindline diminue la proportion de kindline-

2 immobilisée dans les sites d’adhérence (Fig. M3). Cela montre qu’une partie des immobilisations de 

la kindline dans ces structures sont dues à l’interaction avec l’intégrine.  

 

 

9. 2. 4. L’interaction kindline-ILK ne dicte pas le comportement membranaire de la kindline 

 

 La protéine des sites d’adhérence ILK semble interagir directement avec la kindline-2 (Huet-

Calderwood et al., 2014). Cette interaction influence le recrutement de la kindline-2 dans les sites 

d’adhérence et sa capacité à activer les intégrines (Huet-Calderwood et al., 2014). Afin de tester le rôle 

de cette interaction dans le comportement moléculaire de la kindline, nous avons effectué des 

expériences de sptPALM avec le variant de kindline-2 portant la mutation L357A, qui perturbe 

l’interaction de la kindline avec ILK, son recrutement aux sites d’adhérence, et l’activation des 

intégrines. Nous avons observé que cette mutation ne modifiait pas le comportement de la kindline-2 

au niveau de la membrane plasmique (Fig. MS3). En effet, le variant kindline-2-L357A montrait env. 

60% d’immobilisation et env. 25% de diffusion libre, comme observé avec la kindline-2-WT, ainsi qu’un 

fort enrichissement dans les sites d’adhérence. Nous avons néanmoins observé que la mutation L357A 

entrainait une légère baisse de la fraction de kindline-2 localisée au niveau membranaire (par rapport 

à la quantité totale de kindline contenue dans la cellule) (Fig. M4, F).  

 

 

9. 2. 5. Le recrutement et la diffusion membranaire de la kindline dépend du domaine PH 

 

 Par rapport à la taline, une caractéristique importante de la kindline est la présence dans sa 

structure d’un domaine PH. Nous avons ainsi mené des expériences de sptPALM avec un variant de 

kindline dans lequel le domaine PH est absent (kindline-2-ΔPH) afin de voir comment ce domaine 

influençait le comportement moléculaire de la kindline. Nous avons observé que la suppression du 

domaine PH entrainait une forte baisse de la diffusion membranaire de la kindline (Fig. M4). De plus, 

nous avons observé que le domaine PH de la kindline seul était capable de diffuser au niveau de la 

membrane plasmique. Ainsi, ce domaine PH semble jouer un rôle crucial dans la diffusion membranaire 

de la kindline. Il a été récemment montré que ce domaine était également impliqué dans une 

interaction avec la paxilline (Böttcher et al., 2017 ; Theodosiou et al., 2016). Or, nous avons observé en 

sptPALM que le profil de la paxilline était très proche de celui la taline. La paxilline est en effet fortement 

concentré dans les sites d’adhérence, et très majoritairement (90%) immobile (Fig. MS5). Ainsi, la 



95 
 

diffusion membranaire de la kindline n’est pas directement due à une interaction avec la paxilline. La 

diffusion membranaire de la kindline pourrait en revanche reposer sur une étape initiale de 

recrutement dans les sites d’adhérence par la paxilline.  

 Nous avons alors quantifié la fraction membranaire de la kindline et de différents mutants par 

mesure de la fluorescence de la région membranaire (TIRF) comparée à la fluorescence totale 

(épifluorescence). En utilisant cette approche, nous avons obtenu des valeurs similaires de fraction 

membranaire pour la kindline-2-WT et les intégrines de type β3 (env. 1,4, Fig. M4, F), en accord avec la 

forte association membranaire (directe ou indirecte) observée en sptPALM pour la kindline. Nous avons 

également observé que la kindline-2-ΔPH et la protéine cytosolique contrôle (mEos2) donnaient des 

valeurs de fraction membranaire très proches (0,64 et 0,56, respectivement). Cela montre bien que le 

recrutement membranaire global de la kindline est très fortement dépendant du domaine PH, et donc 

potentiellement, de l’interaction avec la paxilline. En comparaison, le variant de kindline déficient pour 

l’interaction avec les intégrines (QW) montrait une baisse de fraction membranaire modérée (1,05), 

tandis que le variant déficient pour l’interaction avec ILK (L357A) montrait une baisse encore plus légère 

(1,23).  

 De manière générale, les domaines PH présentent parfois des propriétés de liaison spécifique 

aux phosphatidylinositols (Lemmon, 2004). De plus, de nombreuses études ont montré que la kindline 

pouvait interagir in vitro avec des phospholipides retrouvés dans les membranes cellulaires (Bouaouina 

et al., 2012 ; Liu et al., 2011 ; Perera et al., 2011 ; Qu et al., 2011 ; Yates et al., 2012). Ainsi, la diffusion 

membranaire de la kindline pourrait être due à des interactions directes entre la kindline et des lipides 

membranaires. Des expériences de sptPALM avec la kindline-2 portant la mutation K390A, qui abolit 

l’interaction in vitro avec le PtdIns(3,5)P2 et le PIP3 (Qu et al., 2011), ont montré une baisse de la 

diffusion membranaire de la kindline à l’extérieur des sites d’adhérence (Fig. MS4), tandis que le la 

fraction membranaire n’était que légèrement diminuée (1,24). Cela suggère que la diffusion 

membranaire de la kindline dépend de l’interaction avec les phospholipides membranaires.  

 

 

9. 2. 6. Le recrutement et la diffusion membranaire médiés par le domaine PH jouent un rôle 

crucial durant l’étalement cellulaire 

 

 Nous avons ensuite examiné le rôle du recrutement et de la diffusion membranaire de la 

kindline durant l’étalement cellulaire et la formation d’adhérence, qui dépendent de l’activation des 

intégrines par la kindline (Theodosiou et al., 2016). Pour cela, nous avons utilisé des cellules kindline-

1, kindline-2 double knock out (K1K2 DKO), qui ont une faible capacité à adhérer et à s’étaler en culture 

en raison de l’absence des kindline-1 et -2. Dans ces cellules, la ré-expression transitoire de la kindline-

2 rétablit l’étalement et l’adhérence via les intégrines (Theodosiou et al., 2016). Ainsi, nous avons 

quantifié l’étalement cellulaire après ré-expression de kindline-2-WT ou de différents variants pour 

évaluer leur fonctionnalité durant l’adhérence via les intégrines. Comme rapporté précédemment, 

nous avons observé que la ré-expression de kindline-2-WT augmentait très fortement l’étalement 

cellulaire de la lignée K1K2 DKO (Fig. M5). En revanche, l’étalement cellulaire est plus faible après ré-

expression de kindline-2-QW, kindline-2-L357A ou kindline-2-K390A (non quantifiés pour les deux 

derniers) et encore plus faible après ré-expression de kindline-2-ΔPH. Ainsi, durant l’étalement 

cellulaire, la perte de recrutement et de diffusion membranaire de la kindline-2-ΔPH est corrélée à la 
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plus forte perte de fonctionnalité de la kindline. Nous avons alors forcé le recrutement et la diffusion 

membranaire du mutant kindline-2-ΔPH par ajout d’une séquence CAAX, qui constitue un signal de 

prénylation post-traductionnelle et provoque ainsi l’ancrage membranaire de la protéine en question. 

Les expériences de sptPALM et de quantification de fraction membranaire ont confirmé que ce mutant 

kindline-2-ΔPH-CAAX montrait des niveaux élevés de recrutement et de diffusion membranaire (Fig. 

MS7). Nous avons observé que cette modification stimulait considérablement l’étalement cellulaire, ce 

qui suggère que le recrutement et la diffusion membranaire de la kindline permis par le domaine PH 

jouent un rôle clé durant l’adhérence via les intégrines. De plus, forcer la diffusion et le recrutement 

membranaire de la kindline-WT ne stimule pas l’étalement cellulaire. Cela montre que l’effet observé 

avec le mutant kindline-2-ΔPH-CAAX est bien spécifique du rétablissement des phénomènes 

moléculaires médiés par le domaine PH, plutôt que par d’autres phénomènes indépendants. 

 Afin de mieux caractériser le rôle du recrutement et de la diffusion membranaire de la kindline-

2 durant l’adhérence cellulaire, nous avons ensuite mesuré le nombre et la taille des sites d’adhérence 

après ré-expression de kindlin-2-WT, kindline-2-ΔPH et kindline-2-ΔPH-CAAX. Nous avons observé que 

par rapport au fort effet observé durant l’étalement cellulaire, les cellules exprimant la kindline-2-ΔPH-

CAAX ne montraient qu’une légère augmentation du nombre et de la taille des sites d’adhérence, 

identifiés par le signal de la GFP-paxilline (Fig. M5). Cela montre que le rôle crucial joué par le 

recrutement et la diffusion membranaire de la kindline durant l’étalement cellulaire semble 

indépendant du nombre et de la taille des sites d’adhérence formés.  

 

 

9. 2. 7. ICAP-1 est capable de diffuser au niveau de la membrane plasmique 

 

 L’activation des intégrines par la taline et la kindline peut être influencée par d’autres protéines 

interagissant avec la sous-unité β des intégines, telles que la protéine ICAP-1 (c.f. 5.3.1). ICAP-1 interagit 

avec la sous-unité β1 (Zhang and Hemler, 1999) des intégrines et in vitro, cette protéine est en 

compétition avec la taline (Bouvard et al., 2003) et la kindline-2 (Brunner et al., 2011) pour la liaison 

aux intégrines. Dans les cellules, ICAP-1 défavorise l’activation des intégrines (Draheim et al., 2017 ; Liu 

et al., 2013 ; Millon-Frémillon et al., 2008) et est considéré comme un inhibiteur de l’activation des 

intégrines. Néanmoins, les mécanismes sur lesquels repose ce phénomène restent à déterminer. Par 

exemple, la localisation subcellulaire où intervient l’inhibition des intégrines par ICAP-1 n’est pas 

connue. ICAP-1 est en effet principalement trouvé au niveau nucléaire et cytoplasmique, et n’est pas 

enrichi dans les sites d’adhérence. Dans ce contexte, nous avons mené des expériences de sptPALM sur 

ICAP-1 en collaboration avec le groupe de Corinne Albigès-Rizo (IAB, U. Grenoble Alpes) afin d’explorer 

les modalités d’inhibition des intégrines par ICAP-1. Ces expériences ont révélé qu’ICAP-1 était capable 

de diffuser latéralement au niveau de la membrane plasmique (Fig. 29). Ce phénomène montre que la 

compétition montrée in vitro entre ICAP-1 et la taline ou la kindline pour la liaison aux intégrines 

pourrait réellement avoir lieu dans les cellules. 
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9. 2. 8. ICAP-1 semble pouvoir interagir avec des intégrines activées 

  

 Afin de savoir si ICAP-1 observé au niveau de la membrane plasmique interagit avec les 

intégrines, nous avons immobilisé les intégrines par traitement au manganèse et mesuré la dynamique 

d’ICAP-1 par sptPALM. Les résultats de cette expérience pilote, qui devront être reproduits pour 

pouvoir être confirmés, montrent qu’ICAP s’immobilise au niveau de la membrane plasmique suite à 

l’immobilisation des intégrines (Fig. 29). Cela suggère qu’une fraction importante d’ICAP observé en 

sptPALM est engagée dans une interaction avec les intégrines.  

 
 

 

Figure 29. ICAP-1 diffuse latéralement au niveau de la membrane plasmique. (A, B) Gauche : Images super-
résolue d’ICAP-1 sans (A) ou après (B) immobilisation des intégrines par traitement par le Mn2+, obtenues par 
projection des détections de molécules en sptPALM. Encarts: images basse résolution de la GFP-paxilline, co-
exprimée pour le marquage des sites d’adhérence (bar d’échelle : 3 µm). Droite: trajectoires d’ICAP-1 superposant 
les sites d’adhérence marqués par la GFP-paxilline (niveaux de gris). Les couleurs codent le type de mouvement : 
diffusion libre (vert), diffusion confinée (jaune), ou immobilisation (rouge). (C) Distributions des coefficients de 
diffusion calculés à partir des trajectoires obtenues avec ICAP-1 dans (gauche) et à l’extérieur (droite) des sites 
d’adhérence, représentées avec une échelle logarithmique. La zone grise comprenant les valeurs de D inférieures 
à 0,011 µm².s-1 correspond aux protéines immobiles. Les courbes représentent la moyenne des distributions 
obtenues dans différentes cellules. (D) Fractions des protéines en état de diffusion libre, diffusion confinée, ou 
immobilisation à l’intérieur (gauche) ou à l’extérieur (droite) des sites d’adhérence. (E) Boîte à moustache 
représentant la médiane (encoche), la moyenne (carré) et l’écart interquartile des coefficients de diffusion des 
protéines en état de diffusion libre à l’intérieur (gauche) et à l’extérieur (droite) des sites d’adhérence. Les 
résultats obtenus pour ICAP-1 sans traitement au Mn2+ (23 cellules) sont issus de deux expériences indépendantes 
Les résultats obtenus pour ICAP-1 après traitement au Mn2+ (19 cellules) sont issus d’une seule expérience. 
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Abstract 

Integrin-mediated adhesion to the extracellular matrix is involved in critical cellular functions such as 

migration, proliferation and differentiation, and its deregulation contributes to pathologies including 

cancer. Several activators and inhibitors compete for few binding sites on integrin α and β short 

cytoplasmic tails. Deciphering the spatiotemporal control of these interactions is pivotal to understand 

integrin activation and inactivation outside and inside mature focal adhesions (FAs). Both talin and 

kindlin binding are required for integrin activation. Using single protein tracking and super-resolution 

microscopy of kindlins carrying point mutations/deletion combined with functional assays in 

genetically engineered cells, we could directly link the molecular behavior of kindlin with its function 

in FAs. We found that kindlin-2 displayed free diffusion along the plasma membrane outside and inside 

FAs, whereas talin-1 was directly recruited to FAs from the cytosol. We demonstrated that the PH 

domain of kindlin-2 fosters membrane recruitment and free diffusion. Using kindlin-1/kindlin-2 double 

KO cells, we assessed the functional role of kindlin membrane recruitment and diffusion, and showed 

that they are crucial for integrin activation during cell spreading and favor adhesion formation. This 

suggests that kindlin uses a different route than talin to reach integrins and trigger their activation, 

providing a possible molecular basis for their complementarity during integrin activation.  
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INTRODUCTION  
 

 Cell adhesion and migration rely on the assembly of integrin-based adhesive structures. Cells 

sense biomechanical cues and direct themselves inside the extracellular matrix (ECM) by transmitting 

cellular forces through specialized subcellular structures called focal adhesions (FAs). ). At the core of 

FAs, integrin adhesion receptors establish physical connections between the ECM and the actin 

cytoskeleton (Hynes, 2002). Integrins possess a large extracellular domain where resides the ECM 

ligand binding site and a short cytoplasmic tail displaying multiple binding sites for signaling and/or 

actin-binding intracellular proteins. Among these integrin partners, some are defined as activators or 

inhibitors as they regulate integrin affinity for their ECM ligand by shifting integrins between an 

“inactive” low-affinity, unbound state and an “active” high-affinity, bound state. Integrin activation 

induces enhanced ECM binding and integrin immobilization to establish stable molecular linkages 

between the ECM and the actin cytoskeleton. 

 Integrin activation is favored inside FAs where talin, the most described integrin activator, is 

recruited directly from the cytosol (Rossier et al., 2012) and controls integrin immobilization by binding 

to integrin β cytoplasmic tail with its FERM domain (4.1-protein/ezrin/radixin/moesin) (Calderwood, 

Campbell and Critchley, 2013). More recently, kindlins, another family of FERM domain containing 

proteins which bind to β-integrin via the distal NxxY motif, were demonstrated to be criticaly involved 

during integrin activation (Shi et al., 2007; Goult et al., 2009; Bouaouina et al., 2012). Indeed, kindlin 

can be required for proper integrin activation even in the presence of talin (Montanez et al., 2008; 

Moser et al., 2008; Ussar et al., 2008; Lai-Cheong et al., 2009; Qu et al., 2011; Huet-Calderwood et al., 

2014; Ruppert et al., 2015; Theodosiou et al., 2016). Moreover, kindlin and talin can activate integrin 

not simply in an additive manner, but rather in a synergistic way (Ma et al., 2008; Montanez et al., 2008; 

Ussar et al., 2008; Theodosiou et al., 2016). This suggests that both proteins play a critical role during 

integrin activation in an interdependent manner. Most studies defining kindlin role in integrin 

activation have been carried in vitro or with suspended cells (Shi et al., 2007; Ma et al., 2008; Montanez 

et al., 2008; Moser et al., 2008; Goult et al., 2009; Harburger, Bouaouina and Calderwood, 2009; Qu et 

al., 2011; Liu et al., 2011; Bouaouina et al., 2012; K. Bledzka et al., 2012; Huet-Calderwood et al., 2014; 

Li et al., 2017). The basis of integrin activation by kindlin in living adherent cells and the mechanisms 

underlying the synergy with talin are thus poorly understood. 

 Talin and kindlins are cytosolic proteins that do not bind to each other but that are both 

enriched in FAs and can bind simultaneously to integrin β cytoplasmic tail (Bledzka et al., 2012). The 

molecular basis of kindlin recruitment inside FAs is still under debate but seems to rely on kindlin 

interactions with several partners present in FAs including integrins (Shi et al., 2007), ILK (Huet-

Calderwood et al., 2014), and phophoinositides (Qu et al., 2011). Kindlins possess structural similarities 

with talin FERM domain but contrary to talin, contain a pleckstrin homology (PH) domain inserted in 

the F2 FERM subdomain (Jobard et al., 2003). As sometimes found for this type of domains, kindlin PH 

domain is implicated in phosphoinositide binding in vitro (PIP2, and preferentially PIP3) (Liu et al., 2011; 

Qu et al., 2011). It has also recently been described to allow recruitment of paxillin inside nascent 

adhesions (Theodosiou et al., 2016; Böttcher et al., 2017). 

To understand the mechanism of integrin activation by kindlin and the path followed by kindlin to reach 

integrin inside FAs, we combined PhotoActivation Localization Microscopy (PALM) with single protein 

tracking (SPT). Using this approach, we explored the behavior of kindlin at the single molecule level 
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and identified key molecular events occurring at the plasma membrane outside and inside FAs leading 

to integrin activation. This enabled us to study the molecular determinants of kindlin functions in living 

adherent cells. At the single molecule level, integrin activation is correlated with its immobilization 

(Rossier et al., 2012). We found that β-integrins with a point mutation inhibiting binding to kindlin-2 

(β3-Y759A, β1-Y795A) showed reduced immobilization inside FAs but to a lower extent compared to 

talin-binding defective integrin (β3-Y747A, β1-Y783A). This suggests that talin can induce integrin 

activation without kindlin, but to a lesser extent, supporting the idea that both talin and kindlin are 

required for complete integrin activation (Theodosiou et al., 2016). We previously showed that talin is 

directly recruited to FAs from the cytosol without membrane diffusion (Rossier et al., 2012). 

Importantly, we found that kindlin-2, which is enriched inside FAs, is undergoing lateral free diffusion 

along the plasma membrane, inside but also outside FAs. To identify the molecular determinants for 

kindlin membrane recruitment and diffusion, we used kindlin-2 variants with deleted domains or point-

mutations known to disrupt its interactions with specific partners. Using an integrin defective binding 

mutant (kindlin-2-QW614/615AA), we showed that kindlin-2 immobilization inside FAs was in part due 

to interaction with integrins. On the other hand, kindlin-2 lateral diffusion at the plasma membrane 

did not require binding to integrins, nor to ILK. In contrast, deletion of the kindlin-2 pleckstrin homology 

(PH) domain strongly reduced the membrane recruitment and diffusion of kindlin-2. We assessed the 

functional role of kindlin membrane recruitment and diffusion in cell spreading and FAs formation using 

kindlin-1/kindlin-2 double KO cells. These cells display severe adhesion defects and we monitored how 

expression of kindlin-2 variants with characterized diffusive properties at the plasma membrane, 

rescued spreading and adhesion. Interestingly, kindlin-2-ΔPH poorly rescued cell spreading and FA 

formation unless forcing its recruitment and diffusion to the plasma membrane using a CAAX motif. 

Those experiments demonstrated that kindlin-2 membrane recruitment and diffusion are crucial for 

integrin activation during cell spreading and favor adhesion formation. 
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RESULTS 
 

Kindlin controls integrins immobilization and free diffusion cycles within mature FAs. 

 Using super-resolution microscopy and single particle tracking (spt), we demonstrated that FAs 

are specialized platforms controlling integrin immobilization. Integrins reside in FAs through free 

diffusion and immobilization cycles, during which activation promotes immobilization (Rossier et al., 

2012; Leduc et al., 2013). Here we used the same strategy to explore whether kindlin is involved in 

cycles of integrin activation within mature FAs. We analyzed FAs of mouse embryonic fibroblasts (MEFs) 

adhering onto fibronectin (FN)-coated glass coverslips in the absence of serum, and co-transfected with 

mEos2-fused proteins and GFP-paxillin as a FA reporter. We performed high-frequency sptPALM 

acquisition (50 Hz) and sorted trajectories evolving outside versus inside FAs. Using total internal 

reflection fluorescence microscopy (TIRF), numerous sparse mEos2-fused proteins were tracked. We 

reconstructed thousands of trajectories outside and inside FAs (Fig. 1A-E). For trajectories lasting at 

least 260 ms (≥13 points, 8% of the trajectories), we computed the mean square displacement (MSD), 

which describes the diffusion properties of a molecule. We sorted trajectories according to their 

diffusion mode (free diffusion, confined diffusion, immobilization; Fig. 1A-E, H), and extracted diffusion 

coefficients (D) (Fig. 1F, G, I; Methods). As we showed before, both β3-WT-mEos2 (Fig. 1A) and β1-WT-

mEos2 (supplementary Fig. S1A) displayed a large fraction of immobilization inside FAs but also a 

significant fraction of slow membrane free diffusion (Fig. 1H and supplementary Fig. S1E). The speed 

and fraction of free diffusion increased at the expense of immobilizations outside FAs (Fig. 1H, I and 

supplementary Fig. S1E, F).  

 Intracellular protein talin, which directly binds to the proximal NPxY motif on the cytoplasmic 

tail of β-integrins, has long been considered as the main integrin activator. More recently, the protein 

kindlin, which binds to β-integrin via the distal NxxY motif, was demonstrated to be a critical integrin 

activator (Ma et al. 2008; Theodosiou et al., 2016). Consistent with our previous results (Rossier et al., 

2012), a mutation in the membrane-proximal NPxY motif (β3-Y747A (Tadokoro et al., 2003) or β1-Y783A 

(Anthis et al., 2010)), which decreases interaction with talin and prevents talin-dependent integrin 

activation, dramatically decreased the fraction of β3-Y747A-mEos2 and β1-783A-mEos2 immobilization 

(Fig. 1B, H for β3-Y747A; data not shown for β1-783A) and increased the rate of free diffusion in FAs 

(Fig. 1I for β3-Y747A; data not shown for β1-783A). Importantly, the equivalent mutation for the 

interaction with kindlin in the membrane-distal NxxY motif (β3-Y759A or β1-Y795A), also decreased the 

fraction of immobilization and increased the rate of free diffusion for β3-Y759A-mEos2 and β1-Y795A-

mEos2 immobilization but to a lesser extent than the talin-defective mutant (Fig. 1C, H and 

supplementary Fig. S1 B, E, F). Those results demonstrate that kindlin are involved in integrin activation, 

not only in early adhesions during cell spreading or protrusion (Theodosiou et al., 2016; Böttcher et al., 

2017), but also in mature FAs. Furthermore, our data show that integrins with a decreased binding to 

kindlin can still be activated by talin but with a decreased efficiency, suggesting that kindlin are priming 

integrin for a full activation by talin. This priming activity could explain why in the presence of kindlin 

but not talin, cell could spread after Mn2+ treatment or initiate binding with FN resisting force 

(Theodosiou et al., 2016), while in the presence of talin but not kindlin, cells are almost unable to 

initiate spreading or binding to FN. Integrin activation by Mn2+ triggers massive integrin immobilization 

both inside and outside FAs (Rossier et al., 2012). We obtained the same results after Mn2+ activation 

for β3-747A (talin-binding mutant) and β3-759A (kindlin-binding mutant) (Fig. 1D, E, H). However, 
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Mn2+ treatment did not increase β1-795A (kindlin-mutant) immobilization (supplementary Fig. S1C, 

E). This reveals that Mn2+ can bypass the requirement for kindlin to activate β3-integrin but not for β1-

integrin, suggesting that kindlin priming is more important for β1-integrin.  

 

Kindlin-2 undergoes lateral free diffusion along the plasma membrane, inside and outside FAs. 

 Talin is recruited inside FAs directly from the cytosol without prior membrane free diffusion, 

nor association with freely-diffusive integrins outside FAs (Rossier et al., 2012). This recruitment rather 

involves binding of the C-terminal talin rod domain to the actin cytoskeleton in FAs, since the mode of 

FAs recruitment is identical for the C-terminal talin-TATCH domain. However, the N-terminal talin head 

domain alone, which comprises a FERM domain (Elliott et al., 2010), displays a large fraction of 

membrane free-diffusion without specific immobilization inside FAs (Rossier et al., 2012). The three 

kindlin isoforms (kindlin-1/2/3) possess structural similarities with talin FERM domain but notably differ 

in their FERM subdomain F2, which contains a pleckstrin homology (PH) domain in kindlins (Jobard et 

al., 2003). To decipher how kindlin is recruited in FAs and reaches integrins, we performed sptPALM on 

the ubiquitously expressed isoform, kindlin-2 (mEos2-kindlin-2-WT; Fig 2B). As for both β-integrin 

isoforms and talin-1, kindlin-2 was essentially immobile and enriched in FAs (Fig 2B, D). Importantly, 

unlike talin-1 (Fig. 2A), kindlin-2-WT displayed membrane free diffusion both inside and outside FAs 

(Fig. 2B-E). We found the same results for kindlin-1 (supplementary Fig. S2A-D), suggesting that 

membrane free diffusion is a general property of the kindlin family. Thus, kindlin mode of recruitment 

within FAs, and the route used by kindlin to reach integrin are distinct from the ones used by talin.  

 

Disruption of the integrin-kindlin interaction increases kindlin diffusion inside FAs. 

 We then investigated the molecular basis of kindlin-2 membrane free diffusion. To test if 

kindlin-2 membrane free diffusion is driven by its interaction with free diffusing integrins, we used 

Mn2+ activation to trigger integrin immobilization. The diffusive behavior of kindlin-2-WT was basically 

unaffected by Mn2+ treatment, demonstrating that kindlin-2 membrane diffusion is independent from 

integrin free diffusion (Fig. 3A, C-E). This is consistent with the faster rate of membrane free diffusion 

of β-integrins (Fig. 1H and supplementary Fig. S1F) compared to kindlin-2 (Fig. 2E). This suggests that 

kindlin-2 membrane association and diffusion does not require interaction with inactivated freely 

diffusing integrins and that kindlin-2 could reach integrins in FAs by membrane free-diffusion. Kindlin-

2 could therefore reach integrins inside FAs by entering these structures by membrane free diffusion. 

Then, association between integrin and kindlin participates in integrin immobilization (Fig. 1A), and 

could reciprocally lead to kindlin-2 immobilization. To test this hypothesis, we used point mutations 

QW614/615AA on kindlin-2 that decrease its binding to β-integrins (kindlin-2-QW). This mutation 

prevents kindlin binding to the cytoplasmic tail of integrins in biochemistry assays (Shi et al., 2007; Ma 

et al., 2008; Ussar et al., 2008; Harburger, Bouaouina and Calderwood, 2009; Qu et al., 2011; Huet-

Calderwood et al., 2014), and inhibits kindlin recruitment in FAs when imaged using conventional 

epifluorescence microscopy (Shi et al., 2007; Harburger, Bouaouina and Calderwood, 2009; Bouaouina 

et al., 2012; Huet-Calderwood et al., 2014). SptPALM acquisitions demonstrated that kindlin-2-QW still 

displayed an important fraction of immobilization within FAs (Fig. 3B). Nevertheless, the immobile 

fraction was clearly decreased compared to kindlin-2-WT (Fig. 3D), mirroring the effects found for the 

β3-Y759A and β1-795A mutations (Fig. 1C, H and supplementary Fig. S1B, E). Those results suggest that 

kindlin population in FAs is partitioned between free-diffusion when not engaged with integrins and 
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immobilization when engaged in kindlin/integrin complexes. The remaining fraction of kindlin-2-QW 

immobilization in FAs could result from binding with other partners in FAs, especially ILK (Huet-

Calderwood et al., 2014), or partial binding of kindlin-2-QW to integrin. However, kindlin-2 carrying a 

point mutation decreasing binding to ILK had no effects on its diffusive behavior (supplemental Fig. S3). 

Although integrin activation by kindlin was shown to be critical for the formation of early adhesion and 

membrane protrusions (Theodosiou et al., 2016; Böttcher et al., 2017), our results show that 

kindlin/integrin binding has also a functional role within mature FAs. 

 

Kindlin-2 PH domain drives membrane recruitment and free-diffusion. 

 The molecular determinants of talin head and kindlin recruitment and free-diffusion on the 

membrane are probably different, since they present distinct topology of residues capable of 

membrane binding. Talin head association to the plasma membrane is mediated by binding to 

phophoinositide PIP2 via its F2 FERM subdomain (Saltel et al., 2009). Kindlin-2 could use multiple 

phospholipids binding motifs found on its F0, F1 and PH domain to associate with the membrane 

(Perera et al., 2011; Qu et al., 2011; Bouaouina et al., 2012; Liu et al., 2012). For instance, kindlin-2 PH 

domain was shown to bind in vitro to PIP2 and preferentially to PIP3 (Qu et al., 2011; Liu et al., 2012). 

However, a point mutation (K390A) that abolished kindlin-2 PH domain interaction with 

phosphoinositides in vitro, only slightly reduced membrane free diffusion of kindlin-2-K390A outside 

FAs (supplemental Fig. S4C). Conversely, deletion of the entire PH domain (kindlin-2-ΔPH) strongly 

inhibited membrane free diffusion, both inside and outside FAs (Fig. 4A, D). This suggests that kindlin-

2 membrane free diffusion is mainly mediated by its PH domain. Consistent with this hypothesis, the 

kindlin-2 PH domain alone is able to diffuse freely along the plasma membrane (Fig. 4B, D). Since 

kindlin-2 PH domain also interacts directly with paxillin (Theodosiou et al., 2016), we tested whether 

kindlin free diffusion results from co-diffusion with paxillin inside and outside FAs. SptPAM acquisition 

of paxillin-mEos2 demonstrated that like talin, paxillin is recruited and immobilized in FAs directly from 

the cytosol, since we detected almost no membrane free diffusion both outside and inside FAs 

(supplemental Fig. S5A, C). This is consistent with the requirement of the kindlin-2 PH domain for 

paxillin recruitment in early adhesions but not in mature FAs (Theodosiou et al., 2016). To quantify 

membrane recruitment of kindlin-2 in spread MEFs, we compared the fluorescence intensity of 

photoactivated mEos2 constructs in epifluorescence and TIRF acquisitions (see methods). To determine 

the lower and higher limits of membrane recruitment, we used as positive and negative controls 

respectively β3-integrin and cytosolic mEos2 (Fig. 4F). Kindlin-2-WT displayed a marked membrane 

recruitment that was almost completely abolished by deletion of the PH domain. On the contrary, 

kindlin-2-QW, kindlin-2-K390A and kindlin-2-L357A point mutations only slightly affected membrane 

recruitment, despite a stronger effect for the kindlin-2-QW mutation. All those results converge 

towards a model where kindlin-2 membrane recruitment and diffusion ensured by the PH domain are 

critical to drive kindlin interaction and activation of integrins in mature FAs.  
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Kindlin-2 membrane free diffusion is a key molecular event leading to integrin activation. 

 To test if kindlin-2 membrane recruitment and free diffusion are critical for kindlin function, i.e. 

integrin activation, we used double kindlin-1 and kindlin-2 deficient fibroblasts (KindKO) (Theodosiou et 

al., 2016). KindKO cells are unable to spread and thus to form mature FAs, compared to KindCtr control 

cells (Theodosiou et al., 2016), highlighting the central role of kindlin for integrin activation. Expression 

of paxillin-GFP alone did not trigger cell spreading. However, co-transfection of paxillin-GFP with wild-

type kindlin-2 in KindKO restored cell spreading (Fig. 5A, B) and FAs formation (Fig. 5C, D). We then 

tested the ability of kindlin-2 carrying point mutations/deletions to rescue cell spreading and the 

formation of adhesive structures. This strategy enabled us to correlate the diffusive behavior of 

modified kindlin-2 with their function as integrin activators. All the experiments described previously 

were performed in MEFs expressing endogenous kindlin-1 and kindlin-2. Recent experimental 

evidences suggest that kindlins might function as dimers (Li et al., 2017). Thus sptPALM results obtained 

with kindlin-2 carrying point mutations or deletions could have been affected and biased by the 

formation of heterodimers with endogenous forms of kindlins. We found that the diffusive behavior of 

kindlin-2-WT, kindlin-2-QW, kindlin-2-ΔPH, Kindlin2-ILK were similar in KindKO cells. This was true for 

the fractions of immobilization/free diffusion and for the D values. These results confirm the findings 

obtained with MEFs, especially that the PH domain of kindlin-2 drives membrane recruitment and 

diffusion (supplemental Fig. S6).  

Using phase microscopy, we then quantified cell spreading and morphology 4 hours after plating on 

FN-coated coverslips in the absence of serum. KindKO cells expressing kindlin-2-WT were partitioned 

into three categories: (i) unspread when round; (ii) partially spread when the cell body was partially 

deformed compared to spheroid non-adhering cells or when at least one large protrusion was 

contacting the substrate; (iii) fully spread when the cell area was highly superior to the mean cell area, 

or when the cell was polygonal rather than filiform (Fig. 5B). KindKO cells expressing paxillin-GFP were 

largely unspread. Re-expression of kindlin-2-WT triggered cell spreading, although the majority of cells 

were partially spread with only 20 % displaying a fully spread morphology. Expression of kindlin-2-QW, 

which still displayed a significant immobile fraction in FAs, is able to partially rescue spreading (Fig. 5B, 

D). This suggests that kindlin-2-QW mutant presents residual binding to integrins, in accordance with 

studies showing that kindlin residues other than Q614 and W615 are involved in the interaction with 

integrins (Ma et al., 2008; Moser et al., 2008; Harburger, Bouaouina and Calderwood, 2009; K. Bledzka 

et al., 2012; Fitzpatrick, Shattil and Ablooglu, 2014; Li et al., 2017). The most dramatic effect was 

observed for kindlin-2-ΔPH, which displayed almost no full spreading, a large decrease in the fraction 

of partially spread cells, and reduced adhesion formation (Fig. 5B, D). These results strongly support 

the idea that membrane recruitment and/or free-diffusion are critical for kindlin-2 functions. Deletion 

of the PH domain and flanking regions could prevent a proper folding of the protein structure and 

induce the loss of kindlin-2-ΔPH functions. Thus this strong effect could be independent from kindlin-

2 ability to freely diffuse on the membrane (Fig. 5B). To definitively prove that membrane 

recruitment/diffusion is critical for kindlin-2 function, we rescued membrane recruitment and free 

diffusion of kindlin-2-ΔPH by adding a CAAX sequence, enabling membrane anchoring of the protein 

through prenylation. Kindlin-2-ΔPH-CAAX was effectively recruited to the plasma membrane 

(supplemental Fig. S7A, E) and displayed a large fraction of free diffusion both outside and inside FAs 

(supplemental Fig. S7A, C). The rate of diffusion was even increased compared to kindlin-2-WT 

(supplemental Fig. S7D). The recovery of membrane free diffusion for kindlin-2-ΔPH-CAAX partially 
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restored cell spreading and slightly increased adhesion formation (Fig. 5B-D). Despite an incomplete 

functional recovery compared to kindlin-2-WT or kindlin-2-WT-CAAX (Fig. 5B), these results strongly 

support that kindlin-2 membrane diffusion is a key event in the mechanisms of integrin activation. 

  



107 
 

DISCUSSION 
 
Kindlin-2 and integrin activation in early versus mature adhesions. 

 Recent studies highlighted the role of kindlin during cell spreading and initiation of integrin 

adhesions (nascent adhesions (NAs)) (Bachir et al., 2014; Theodosiou et al., 2016; Böttcher et al., 2017). 

Membrane protrusion and NAs assembly involve the formation of a kindlin-2/Arp2/3 complex and 

kindlin-2/paxillin complex and depend on FAK and Rac1 signaling (Theodosiou et al., 2016; Böttcher et 

al., 2017). Quantification of protein recruitment within NAs, using fluorescence fluctuation method, 

demonstrated that kindlin is binding to integrins before talin (Bachir et al., 2014). The priming role of 

kindlin is also supported by experiments performed in kindlin or talin KO fibroblasts, showing that only 

kindlin and not talin can induce spreading and formation of NAs upon extracellular Mn2+ integrin 

activation. During cell spreading rescuing experiments, the gradation of functional defects for the 

different kindlin-2 mutants mirrors the molecular inability of integrin and kindlin to immobilize in 

mature FAs and the inability of kindlin-2 to freely diffuse at the membrane observed both in WT and 

KindKo MEFs. Our results demonstrate that kindlin is not only crucial for integrin activation in NAs, but 

also in mature FAs, since integrin immobilization (activation) in the latter depends on the interaction 

with kindlin. However, integrins defective in talin binding displayed a more drastic decrease of 

immobilization fraction in FAs than integrin defective for kindlin binding. Thus, the respective 

importance of kindlin and talin for integrin activation seems reversed in NAs compared to FAs. Kindlin 

is pivotal for the subsequent activation by talin in NAs, while kindlin requirement could be bypassed by 

talin in FAs. However, our results highlight that kindlin executes the same task both in NAs and FAs, i.e. 

integrin priming or pre-immobilization leading to stable activation by talin, the main difference being 

the presence of talin in mature FAs prior to kindlin entry. Nevertheless, the exact molecular 

mechanisms leading to integrin priming by kindlin in mature FAs could differ from NAs. In NAs, paxillin 

recruitment strongly depends on the interaction with the PH domain of kindlin, while this interaction 

is dispensable for paxillin recruitment in mature FAs. Our results further demonstrated that, while 

kindlin could be mainly reaching FAs by membrane free-diffusion, paxillin is recruited in mature FAs 

directly from the cytosol, suggesting that paxillin/kindlin complexes are not pre-assembled prior to 

their recruitment in FAs (Hoffmann et al., 2014). We have previously showed that the landscape of 

integrin immobilization in FAs is remodeled in less than a hundred seconds through cycles of integrin 

free-diffusion and immobilization (Rossier et al., 2012; Leduc et al., 2013). Our current results suggest 

that the molecular event initiating immobilization during those cycles involve kindlin binding to 

integrin. Therefore, the mechanisms controlling NAs life-cycles in the lamellipodium could also be at 

play to control the life-cycles of integrin immobilizations in mature FAs. Not only kindlin could initiate 

integrin immobilization enabling stable activation by talin, but kindlin could also enhance integrin 

activation by competing with inhibitors associated with integrins. Indeed, ICAP-1 and filamin binding 

domains on integrin β-tails are overlapping with kindlin binding domain (Legate and Fässler, 2009). 
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FAs are meeting points for kindlin and talin. 

 The direct observation of kindlin movements in living adherent cells demonstrated that talin 

and kindlin could be recruited in FAs by different parallel paths. Talin is recruited inside FAs directly 

from the cytosol without prior membrane association (Rossier et al 2012). However, our results suggest 

that kindlin accumulation in FAs relies on lateral membrane diffusion followed by trapping in FAs. As 

these two major integrin activators hike along orthogonal subcellular routes, the meeting point where 

they can encounter and bind to integrin cytoplasmic tails with the highest probability are FAs or/and 

nascent adhesions. The distinct paths used by talin and kindlin to reach integrins could constitute a 

mechanism to prevent uncontrolled integrin activation outside FAs arising from random collision. 

Moreover, relief of talin autoinhibition is favored inside FAs where talin is recruited at the proximity of 

membrane constituents such as talin activator PIP2 (Martel et al., 2001; Saltel et al., 2009; Legate et 

al., 2011; Song et al., 2012) and immobilized by binding to actin directly or through vinculin (Banno et 

al., 2012; Rossier et al., 2012). Interestingly, kindlin gets associated to the plasma membrane using 

mainly a distinctive feature of kindlin FERM domain compared to talin one, namely a PH domain 

inserted in kindlin F2 subdomain and shown to bind to PIP2/PIP3 in vitro (Liu et al., 2011; Qu et al., 

2011) or paxillin (Theodosiou et al., 2016; Böttcher et al., 2017). Whereas kindlin PH domain is crucial 

to recruit paxillin to nascent adhesions (Theodosiou et al., 2016), our study demonstrated that kindlin 

membrane diffusion does not result from a co-diffusion with paxillin, but rather by binding to 

membrane constituents, potentially anionic phospholipids such as PIP2/PIP3. Taken together, it 

suggests a potential scenario in which kindlin freely diffusing along the plasma membrane binds upon 

FAs entry to specifically enriched and immobilized partners such as integrin, paxillin or ILK. Those 

spatially segregated interacting partners of kindlin could constitute a switch for kindlin immobilization 

in FA and play a crucial role in determining the dwell time of kindlin inside mature FAs.  

 

sptPALM as a readout for protein function 

 Most knowledge about kindlin biochemistry and function comes from studies where the 

complexity of the adhesive structures in the context of an adherent cell is reduced or even absent. 

Structural studies or biochemistry assays including immuno-precipitations and pull-down are indeed 

often carried in vitro with purified proteins or truncated protein domains (Shi et al., 2007; Ma et al., 

2008; Montanez et al., 2008; Moser et al., 2008; Goult et al., 2009; Harburger, Bouaouina and 

Calderwood, 2009; Qu et al., 2011; Liu et al., 2011; Bouaouina et al., 2012; Bledzka et al., 2012; Huet-

Calderwood et al., 2014; Li et al., 2017). While these approaches are essential to determine critical 

domains in protein-protein interactions, they are inadequate to detect transient interactions occurring 

within cells, such as the putative one between kindlin-2-QW and β-integrins (Ma et al., 2008; Moser et 

al., 2008; Harburger, Bouaouina and Calderwood, 2009; Bledzka et al., 2012; Fitzpatrick, Shattil and 

Ablooglu, 2014; Li et al., 2017) enabling a partial rescue of integrin functions in our study. In the studies 

mentioned above, functional assays of integrin activation were also mainly based on FACS analysis, 

using soluble ligand and suspended cells that paradoxically do not develop mature adhesive structures. 

In such situations, auto-inhibition of full-length talin is most likely no longer relieved as talin does not 

encounter simultaneously PIP2, vinculin and f-actin normally found inside FAs (Patla et al., 2010; Legate 

et al., 2011; Chinthalapudi et al., 2014). This could explain why in integrin activation is always probed 

with expression of the talin FERM domain alone and not full-length talin in FACS-based integrin 

activation assay (Calderwood et al., 1999; Ma et al., 2006, 2008; Shi et al., 2007; Bouaouina, Lad and 
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Calderwood, 2008; Montanez et al., 2008; Harburger, Bouaouina and Calderwood, 2009; Bouaouina et 

al., 2012). Finally these approaches dissect the molecular and structural determinant necessary for a 

protein function without providing the sequence of molecular events enabling this function. With the 

development of single protein localization and tracking techniques, it has been possible to correlate 

integrin activation with integrin immobilization inside mature FAs in living adherent cells, where all 

mechanisms of regulation (Rossier et al., 2012; Shibata et al., 2012). Similarly, in the present study, 

tracking of proteins carrying point mutations/deletion combined with functional rescue experiments 

in genetically engineered cells enabled us to directly link the molecular behavior of a protein with its 

action in a subcellular compartment of the cell. Our results highlighted a correlation between kindlin 

membrane recruitment/free diffusion and increased integrin activation during cell spreading and FAs 

formation. By establishing protein dynamics as readout of protein functions, this study illustrates how 

sptPALM is a powerful tool to investigate the mechanism leading to integrin activation inside living 

adhering cells. Moreover the exquisite sensitivity of single molecule approaches combined with TIRF 

microscopy enabled us to reveal that kindlin-2-QW and kindlin-2-ΔPH displayed a significant immobile 

fraction inside FAs. These results seem in contradiction with earlier results describing a complete loss 

of recruitment inside FAs for these variants using classical epifluorescence (Shi et al., 2007; Harburger, 

Bouaouina and Calderwood, 2009; Qu et al., 2011; Bouaouina et al., 2012; Huet-Calderwood et al., 

2014). In epifluorescence mode, the cytosolic background fluorescence prevents the accurate 

quantification of protein recruitment in FAs. Using TIRF illumination, we revealed that kindlin-2 

interactions with integrins (kindlin-2-QW) or membrane recruitment and diffusion (kindlin-2-ΔPH) are 

not strictly necessary to its recruitment in FAs. Instead, these interactions rather add up in the sequence 

of key events leading to high and specific local enrichment of kindlin inside FAs. Our results reinforce 

the idea that kindlin-2 membrane recruitment and diffusion is a pivotal prerequisite to drive 

accumulation of kindlin-2 in FAs via its interaction with integrins, ILK, or paxillin. 

 

Searching a target on the membrane: is it better to jump or crawl? 

Both inactivated integrins (Rossier et al., 2012) and kindlin are freely diffusing along the plasma 

membrane. To perform its function, kindlin must not only encounter integrins, but this must lead to a 

productive biochemical interaction leading to integrin immobilization (activation), implying precise 

integrin and kindlin relative orientations. What would be the functional advantage of two-dimensional 

(2D) membrane diffusion of kindlin over three-dimensional (3D) cytosolic diffusion? Constraining the 

movements of proteins from a 3D to a planar 2D system could affect both the frequency of encounter 

(Condamin et al., 2007; Bénichou et al., 2010) and the binding affinities between two molecules (Wu 

et al., 2011). Our results clearly showed that kindlin membrane diffusion fosters integrin activation. 

Whether this membrane diffusion reduces the searching period or is required for the formation of a 

productive binding interface between kindlin and integrin is difficult to predict theoretically and 

experimentally. Constrained orientation of kindlin on the membrane by its membrane anchoring 

topology could raise the frequency of productive interactions (Wu et al., 2011; Xie, Chen and Wu, 

2014). Likewise, membrane diffusion of kindlin also funnels kindlin random molecular motion to the 

location where integrin are evolving and might increase the probability of encounter. Indeed, for a 

given time interval and coefficient of diffusion, reducing the dimension of search is almost equivalent 

to projection of all trajectories from a sphere to a disk (3D to 2D) increasing the local scanning density 

at the expense of a reduced explored space. However, membrane 2D diffusion (0.1-1 µm2.s-1) is two 
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orders of magnitude slower than cytosolic 3D diffusion (10-100 µm2.s-1). An exhaustive 2D search 

would thus imply an increased searching time. One strategy to reduce the searching time is to locally 

increase the concentration of integrins and kindlins as in FAs. Another strategy to minimize the 

searching time is intermittent free-diffusion in the cytosol (Condamin et al., 2007), which could be at 

play outside FAs where the concentration of kindlins and integrins are low. In that case, intermittence 

between phases of membrane searches by kindlin (scanning) and phases of cytosolic 3D motion will 

increase the searching area. This mechanism enables RNA polymerase II and transcription factors to 

efficiently find target DNA sequences in the nucleus by shifting between 1D and 3D movements (Cisse 

et al., 2013; Izeddin et al., 2014). Such intermittent 2D scans and 3D motions were demonstrated for 

bare PH and C2 domains using SPT (Knight and Falke, 2009; Campagnola et al., 2015). Nevertheless, 

our results suggest that a large fraction of full length WT kindlin is associated with the plasma 

membrane. This could be explained by the multiple membrane binding domains of kindlin-2 (Liu et al., 

2011; Perera et al., 2011; Qu et al., 2011; Bouaouina et al., 2012; Yates et al., 2012). Furthermore, 

functional assays showed that forcing WT kindlin membrane free-diffusion by fusion of a CAAX 

sequence does not enhance kindlin action, suggesting that the functional advantage of kindlin diffusion 

is already at its maximal in kindlin-WT, and that intermittent 3D motions are not at play during integrin 

activation by kindlin. 

 

Kindlin is restricted to the integrin layer in FA. 

Three-dimensional super-resolution microscopy revealed that adhesive structures, including mature 

FAs, are composed of successive but overlapping functional layers (Kanchanawong et al., 2010; 

Bertocchi et al., 2017). While a subset of FAs protein remains in a specific layer, other proteins span 

multiple layers or shift between layers to perform their functions. Paxillin and integrin tails are 

restricted to the lowermost integrin layer, where they could participate in integrin signaling or vinculin 

activation (Boutahar et al., 2004; Palazzo et al., 2004; Webb et al., 2004; Case et al., 2015). On the other 

hand, vinculin is distributed in the integrin and then in the upper force-transduction layers, which could 

correspond to its sequential activation and action on talin during mechano-sensing (Case et al., 2015). 

Proteins are also orientated precisely in FAs; vinculin and talin having their head down (toward the 

membrane) and tails up (toward the cytosol) to reach the uppermost actin layer while interacting 

respectively with the talin-rod and integrins. This specific organization implies that proteins are not 

free to adopt random orientations in FAs, but are pre-oriented to serve their functions. Since kindlin 

possesses multiple binding partners in FAs, including integrin, paxillin (Theodosiou et al., 2016; 

Böttcher et al., 2017), ILK (Huet-Calderwood et al., 2014), and actin (Bledzka et al., 2016), it is 

potentially distributed in the integrin and actin layers. Yet, kindlin displays prominent membrane 

diffusion. In addition, preliminary results obtained with three-dimensional super-resolution 

microscopy, using Scanning Angle Interference Microscopy (SAIM) (Ajo-Franklin, Ganesan and Boxer, 

2005; Paszek et al., 2012), indicates that kindlin and paxillin are located at the same height in FAs (data 

not shown). Thus, our results show that kindlin is essentially evolving in the integrin layer, which is in 

line with the critical role played by kindlin during integrin activation (Shi et al., 2007; Ma et al., 2008; 

Montanez et al., 2008; Ussar et al., 2008; Harburger, Bouaouina and Calderwood, 2009; Qu et al., 2011; 

Bouaouina et al., 2012; Huet-Calderwood et al., 2014; Li et al., 2017). Kindlin binding to paxillin, which 

is located in the integrin signaling layer, probably helps to maintain a high pool of kindlins at the 

proximity of integrin tails to increase the probability of integrin immobilizations. The cooperative 
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activation of integrins by kindlin and talin could imply the formation of a tripartite complex, but the 

probability for three proteins to meet simultaneously with the correct orientation is extremely low. 

Thus, we favor a model with the sequential formation of an immobile integrin/kindlin complex followed 

by the formation of a transient tripartite integrin/kindlin/talin complex where kindlin could be replaced 

by talin. The immobile integrin/kindlin complex could constrain the integrin β-tail orientation and favor 

the binding of talin to the proximal NPxY motif. Talin tethering to the upper actin layer limits the 

membrane searching area of activated talin. The accumulation of immobile integrin/kindlin complexes 

would thus further increase the probability of a scanning talin head to encounter, bind and activate 

integrins. Proteins co-evolved to achieve increasingly difficult tasks such as the formation of a 

functional macromolecular complex. In this study we demonstrated that protein behavior at the single 

molecule level, defined by specific domains, is not random but serve specific tasks in sequences of 

molecular events driving essential cell functions, such as cell motility. Among all the possible protein-

protein interactions that can occur in a protein interaction network, such as the integrin adhesome 

(Horton et al., 2015), the specific diffusive behavior of proteins restricts both the location and timing 

of possible interactions. The simultaneous orchestration of those molecular ballet is yet to be 

understood.    
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MATERIALS AND METHODS 
 
 

Cell culture and sample preparation 

Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) and kindlin-1, kindlin-2 double knock-out cells (DKO) were 

cultured in DMEM (Gibco) with 10% FBS (Gibco), GlutaMAX supplement, 100 U.ml-1 penicillin-

streptomycin, 1 mM sodium pyruvate, 15 mM HEPES. Transient transfections of plasmids were 

performed 1 to 3 days before experiments using the Nucleofactor™ transfection kit for MEF-1 and 

Nucleofactor™ IIb device (Amaxa™, Lonza). The cells were detached with 0.05% trypsin, 0.02% EDTA 

solution (Gibco). The trypsin was inactivated using soybean trypsin inhibitor (1 mg/ml in DMEM, 

Sigma), and the cells were washed and suspended in serum-free Ringer medium (150 mM NaCl, 5 mM 

KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, pH=7.4) supplemented with 11 mM glucose. Cells were 

then seeded on human fibronectin-coated surface (fibronectin: 10 μg/ml, Roche). The DKO cell line was 

kindly provided by Reinhard Fässler (Max Planck Institute of Biochemistry, Martinsried) and are 

described elsewhere (Theodosiou et al.) Absence of mycoplasma contamination was assessed using 

the MycoAlert detection kit (Lonza). For sptPALM and membrane fraction assays, 50 000 cells were 

seeded on fibronectin-coated #1.5H glass coverslips (Marinfield). For cell spreading assays, 5 000 cells 

were seeded on fibronectin-coated standard plastic 12 well culture plates. For focal adhesion 

measurements, 3 000 cells were seeded on fibronectin-coated glass bottom 96 well plates (SCHOTT). 
 

 

DNA constructs 

The mEos2-kindlin-2-WT (human, vector: pcDNA3, promoter: CMV), kindlin-2-ΔPH (human, vector: 

pcDNA3), mEos2-kindlin-1 (human, vector: pcDNA3, promoter: CMV) and GFP-kindlin-2-WT (human, 

vector: pcDNA3, promoter: CMV) plasmids were gifts from B. Wehrle-Haller (U. Genève, Suisse). The 

mEos2-kindlin-2-ΔPH construct (human, vector: pcDNA3, promoter: CMV) was obtained by removing 

the kindlin-2-WT sequence in the mEos2-Kindlin-2-WT and inserting the kindlin-2-ΔPH sequence by 

endonuclease cleavage at EcoNI/NotI sites. The mEos2-kindlin-2-WT-CAAX construct (human, vector: 

pcDNA3, promoter: CMV) was obtained by inserting a 6 amino-acid (GSSGSS) followed by a CAAX box 

sequence in the mEos2-Kindlin-2-WT at BsrGI/BamHI endonuclease sites. The mEos2-kindlin-2-ΔPH-

CAAX plasmid (human, vector: pcDNA3, promoter: CMV) was obtained by inserting a 6 amino-acid 

(GSSGSS) followed by a CAAX box sequence in the mEos2-kindlin-2-ΔPH at EcoRI endonuclease sites. 

The mEos2-PH-domain of kindlin-2 construct (human, vector: pcDNA3, promoter: CMV) was obtained 

by replacing the kindlin-2-ΔPH sequence in the mEos2-kindlin-2-ΔPH construct by a sequence 

containing the PH domain and parts of the F2 subdomains of kindlin-2 (K341 to D504). The mEos2-

kindlin-2-QW, mEos2-kindlin-2-L357A, mEos2-kindlin-2-K390A mutants (human, vector: pcDNA3, 

promoter: CMV) were generated by site-directed mutagenesis using the QuickChange II XL Site-

Directed Mutagenesis kit (Stratagene) on the mEos2-kindline-2-WT plasmid described above. Talin1-

tdEos was a gift from P. Kanchanawong (MBI, NUS, Singapore). The paxillin in the GFP-paxillin construct 

is human. β1-integrin-GFP was a gift from M. Humphries (University of Manchester, UK). For the 

mEeos2-tagged human β1-integrin construct (vector: pFB), the mEos2 sequence (Addgene) was PCR-

amplified and used to replace the GFP of pFB-Neo-human β1-integrin-GFP to generate an in-frame C-

terminal fusion. The human β3-integrin-GFP plasmid (vector: pEGFP-N1), was provided by N. Kieffer 

(CNRS/CRP, Luxembourg). Human 6His-β3-integrin-GFP was obtained from the previous one by domain 

swapping to introduce the 6His tag and glycine linker in the N terminus. For the human 6His-β3-integrin-

mEos2 (vector: pEGFP-N1), a PCR of mEos2 was done on pRSETa-mEos2 (Addgene) to replace the GFP 

from human 6His β3-integrin-GFP at the AgeI/BsrGI sites. The β3-Y747A, and β3-Y759A (vector: pEGFP-
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N1), were generated by site-directed mutagenesis using the QuickChange II XL Site-Directed 

Mutagenesis kit (Stratagene) and the 6His-β3-integrin-mEos2 or the mEeos2-tagged human β1-integrin 

described above. The β1-integrin-Y795A-mEos2 construct (human, vector: pFB) was kindly provided by 

C. Albiges-Rizo (IAB, U. Grenoble Alpes). The mEos2-paxillin construct (chicken, promotor: CMV, vector: 

pmEos2) was obtained from Addgene (Plasmid #57409). The cytosolic mEos2 construct was obtained 

by inserting the mEos2 sequence of the prSETa mEos2 plasmid (Addgene) in a pcDNA vector at BamHI 

/ EcoRI endonuclease sites. The fidelity of all constructs was verified by sequencing. 
 
 

Acquisitions 

All acquisitions were steered by MetaMorph software (Molecular Devices) with an inverted motorized 

microscope (Nikon Ti) equipped with a temperature control system (The Cube, The Box, Life Imaging 

Services), a Nikon CFI Apo TIRF 100x oil, NA 1.49 objective (except cell spreading assays: Nikon CFI Plan 

Apo Lambda DM 20X objective), and a perfect focus system, allowing long acquisition in TIRF 

illumination mode. When cells were seeded on coverslips, the coverslip was mounted in a Ludin 

chamber (Life Imaging Services) before acquisition. 
 
 

SptPALM acquisitions 

Imaging was performed at least 4 hours after seeding the cells on fibronectin-coated coverslips. For 

photoactivation localization microscopy, cells expressing mEos2 tagged constructs were photoactivated 

using a 405 nm laser (Omicron) and the resulting photoconverted single molecule fluorescence was 

excited with a 561 nm laser (Cobolt Jive™). Both lasers illuminated the sample simultaneously. Their 

respective power was adjusted to keep the number of the stochastically activated molecules constant 

and well separated during the acquisition. Fluorescence was collected by the combination of a dichroic 

and emission filters (D101-R561 and F39-617 respectively, Chroma) and a sensitive EMCCD (electron-

multiplying charge-coupled device, Evolve, Photometric). The acquisition was performed in streaming 

mode at 50 Hz. GFP-paxillin was imaged using a conventional GFP filter cube (ET470/40, T495LPXR, 

ET525/50, Chroma). Using this filter cube does not allow spectral separation of the unconverted pool 

of mEos2 from the GFP fluorescent signal. However, with all of the constructs used, whether the mEos2 

signal was highly or poorly enriched in FAs, we were still able to detect FAs with GFP-paxillin. 
 
 

Single molecule segmentation and tracking 

A typical sptPALM experiment leads to a set of at least 4000 images per cell, analyzed in order to extract 

molecule localization and dynamics. Single molecule fluorescent spots were localized and tracked over 

time using a combination of wavelet segmentation and simulated annealing algorithms (Izeddin et al., 

2012; Racine et al., 2006, 2007). Under the experimental conditions described above, the resolution of 

the system was quantified to 59 nm (Full Width at Half Maximum, FWHM). This spatial resolution 

depends on the image signal to noise ratio and the segmentation algorithm (Cheezum et al., 2001) and 

was determined using fixed mEos2 samples. We analyzed 130 2D distributions of single molecule 

positions belonging to long trajectories (>50 frames) by bi-dimensional Gaussian fitting, the resolution 

being determined as 2.3 sxy, where sxy is the pointing accuracy.  

For the trajectory analysis, FAs were identified by manual drawing. The corresponding binary mask was 

used to sort single-molecule data analyses to specific regions. We analyzed trajectories lasting at least 

13 points (≥260 ms) with a custom routine written for Matlab using the mean squared displacement 

MSD computed as (Eq. 1): 
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Eq. 1   

 

where xi and yi are the coordinates of the label position at time I x Δt . We defined the measured 

diffusion coefficient D as the slope of the affine regression line fitted to the n=1 to 4 values of the 

MSD(n x Δt). The MSD was computed then fitted on a duration equal to 80% (minimum of 10 points, 

200 ms) of the whole stretch by (Eq. 2): 

 

Eq. 2    
 
Where rconf is the measured confinement radius and the time constant = (rconf² / 3Dconf). To reduce 

the inaccuracy of the MSD fit due to down sampling for larger time intervals, we used a weighted fit. 

Trajectories were sorted in 3 groups: immobile, confined diffusion and free-diffusion. Immobile 

trajectories were defined as trajectories with D<0.011 μm2.s-1, corresponding to molecules which 

explored an area inferior to the one defined by the image spatial resolution ~(0.05μm)² during the time 

used to fit the initial slope of the MSD (Rossier et al., 2012) (4 points, 80 ms): Dthreshold=(0.059 

μm)²/(4x4x0.02s)~0.011 μm2.s-1. To separate trajectories displaying free-diffusion from confined 

diffusion, we used the time constant calculated  for each trajectory. Confined and free-diffusing 

trajectories were defined as trajectories with a time constant respectively inferior and superior to half 

the time interval used to compute the MSD (100 ms). 
 
 

Quantification of protein membrane fraction 

Imaging was performed at least 3 hours after seeding the cells on fibronectin-coated coverslips. For a 

given protein, the proportion of membrane associated-protein was measured in several cells by com-

paring the membrane-level fluorescence signal (TIRF) with the total fluorescence signal of the cell 

(epifluorescence). For each cell, cell boundaries were determined using the TIRF image by manually 

setting a threshold on the pixel intensity values. The amount of membrane associated protein (nmem-

brane) was then defined as the mean fluorescence measured in this region (FluoTIRF), divided by the av-

erage background fluorescence (BGTIRF) measured in 3 different locations on the image:  

 

𝑛𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑒 =
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑇𝐼𝑅𝐹

𝐵𝐺𝑇𝐼𝑅𝐹
 

 
The total amount of protein in the cell was determined by doing these measurements in the epifluo-

rescence image. The total amount of protein (ntotal) was thus defined as the mean fluorescence meas-

ured in the cell region (Fluoepi), divided by the average background fluorescence (BGepi), using each time 

the same “cell” and “background” regions as those used in the related TIRF image :  

 

𝑛𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑒𝑝𝑖

𝐵𝐺𝑒𝑝𝑖
 

 

The membrane fraction of the protein in the cell (Fmembrane) was defined as the ratio of membrane 

protein (nmembrane) to total protein (ntotal):  

 

𝐹𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑒 =
𝑛𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑒

𝑛𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 

 

TIRF and epifluorescence images were obtained using the photoconverted mEos2 signal, with the same 
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materials as used during sptPALM experiments. To ensure a massive, homogenous photoconversion of 

the mEos2, each cell was illuminated by a vertical 405 nm laser for 4 seconds just before the acquisition. 

 

 

Cell spreading assays 

Phase contrast images were recorded at least 4 hours after seeding the cells on fibronectin-coated 12 

well culture plates. Between 13 and 41 fields of view (20x objective) per condition and per experiment 

were used to quantify cell spreading, except for the cells expressing GFP-paxillin alone (negative 

control: between 8 and 17 fields per experience). Non-isolated cells (i.e., in contact with other cells) 

and polynucleated cells were excluded. Transfection efficiency was checked with the GFP-paxillin signal. 

Cells showing a GFP-paxillin average signal below 1.5 fold of the average background fluorescence 

signal were excluded. Between 84 and 107 cells per condition and per experiment were included 

(except for the GFP-paxillin condition: between 31 and 58 cells per experiment). Cells were considered 

partially spread when at least one large protrusion was contacting the substrate, or when the cell body 

was partially deformed compared to spheroid non-adhering cells. Cells were considered as spread 

when the cell area was highly superior to the mean cell area, or when the cell body was not spheroid 

and the cell was polygonal rather than filiform. 

 

 

Focal adhesion measurements 

Imaging was performed at least 4 hours after seeding the cells on fibronectin-coated glass bottom 96 

well plates (SCHOTT). Single cells are then chosen randomly and the fluorescence of GFP-paxillin is 

recorded at high magnification (100x) in TIRF settings for adhesion site measurements. The expression 

of the mEos2-kindlin-2 or mutated variants was checked for each cell. Adhesion sites were drawn 

manually, and areas and counts of adhesions sites were extracted using MetaMorph (Molecular 

Devices). Non-isolated cells (i.e., in contact with other cells) and polynucleated cells were excluded. 

Between 23 and 42 cells per experiment were used for the kindlin-2-ΔPH or kindlin-2-ΔPH-CAAX 

conditions (kindlin-2-WT: between 17 and 26 cells per experiment). For each cell used for focal 

adhesion measurements, the cell area was measured using the TIRF image of GFP-paxillin. 

 

 

Integrin activation with manganese 

When mentioned, integrin activation was induced by replacing the cell media (Ringer+glucose) with a 

Ringer+glucose solution with MnCl2 at 5 mM, at least 5 minutes before acquisition. 

 

 

Statistical analysis 

The indicated P values were obtained with the two-tailed, non-parametric Mann–Whitney rank sum 

test using the software GraphPad Prism 6. The resulting P values are indicated as follows: ns: P > 0.05; 

*: 0.01 < P < 0.05; **: 0.001 < P < 0.01; ***: 0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 
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FIGURE LEGENDS 
 

Figure 1. Kindlin is required for β3-integrin immobilization. 

(A – E) Left: Super-resolution intensity images of mEos2-β3-integrin (A), mEos2-β3-integrin-Y747A (B), 

mEos2-β3-integrin-Y759A (C), mEos2-β3-integrin-Y747A + integrin activation by Mn2+ (D), mEos2-β3-

integrin-Y759A + integrin activation by Mn2+ (E) in a MEF obtained from a sptPALM sequence (50 Hz, 

>80 s). Inset: low resolution image of GFP-paxillin, which was co-expressed for adhesion site labelling 

(scale bar: 3 µm). Right: color-coded trajectories overlaid on the adhesion site labelled by GFP-paxillin 

(greyscale) show the diffusion modes: free diffusion (green), confined diffusion (yellow) and 

immobilization (red). (F) Distributions of the diffusion coefficient D computed from the trajectories 

obtained inside (left) and outside (right) adhesion sites with mEos2-β3-integrin (black), mEos2-β3-

integrin-Y747A (orange), mEos2-β3-integrin-Y759A (pink) are shown in a logarithmic scale. The grey 

area including D values inferior to 0.011 µm².s-1 corresponds to immobilized proteins. Values represent 

the average of the distributions obtained from different cells. (G) Same as in (F) but with mEos2-β3-

integrin (black), mEos2-β3-integrin-Y747A + integrin activation by Mn2+ (light brown), mEos2-β3-

integrin-Y759A + integrin activation by Mn2+ (dark brown). (H) Fraction of proteins undergoing free 

diffusion, confined diffusion or immobilization inside (left) and outside (right) adhesion sites. Values 

represent the average of the fractions obtained from different cells (error bars: SEM). (I) Box plots 

displaying the median (notch) and mean (square) ± percentile (25–75%) of diffusion coefficients 

corresponding to the free-diffusion trajectories inside (left) and outside (right) adhesion sites. Results 

for mEos2-β3-integrin (16 cells), mEos2-β3-integrin-Y747A (16 cells) and mEos2-β3-integrin-Y759A (21 

cells) correspond to pooled data from three independent experiments. Results for mEos2-β3-integrin-

Y747A + integrin activation by Mn2+ (10 cells) and mEos2-β3-integrin-Y759A + integrin activation by 

Mn2+ (11 cells) correspond to pooled data from two independent experiments. Where indicated, 

statistical significance was obtained using two-tailed, non-parametric Mann–Whitney rank sum test. 

The different conditions were compared to the mEos2-β3-integrin condition. Otherwise, a black line 

indicates which conditions were compared. The resulting P values are indicated as follows: ns: P > 0.05; 

*: 0.01 < P < 0.05; **: 0.001 < P < 0.01; ***: 0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 

 

 

Figure 2. Kindlin-2 undergoes lateral free-diffusion along the plasma membrane. 

(A – B) Left: Super-resolution intensity images of talin-1-tdEos (A) and mEos2-kindlin-2 (B) in a MEF 

obtained from a sptPALM sequence (50 Hz, >80 s). Inset: low resolution image of GFP-paxillin, which 

was co-expressed for adhesion site labelling (scale bar: 3 µm). Right: color-coded trajectories overlaid 

on the adhesion site labelled by GFP-paxillin (greyscale) show the diffusion modes: free diffusion 

(green), confined diffusion (yellow) and immobilization (red). (C) Distributions of the diffusion 

coefficient D computed from the trajectories obtained inside (left) and outside (right) adhesion sites 

with talin-1-tdEos (yellow) and mEos2-kindlin-2 (blue) are shown in a logarithmic scale. The grey area 

including D values inferior to 0.011 µm².s-1 corresponds to immobilized proteins. Values represent the 

average of the distributions obtained from different cells. (D) Fraction of proteins undergoing free 

diffusion, confined diffusion or immobilization inside (left) and outside (right) adhesion sites. Values 

represent the average of the fractions obtained from different cells (error bars: SEM). (E) Box plots 

displaying the median (notch) and mean (square) ± percentile (25–75%) of diffusion coefficients 
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corresponding to the free-diffusion trajectories inside (left) and outside (right) adhesion sites. Results 

for talin-1-tdEos (8 cells) correspond to pooled data from two independent experiments. Results for 

mEos2-kindlin-2 (13 cells) correspond to pooled data from three independent experiments. Where 

indicated, statistical significance was obtained using two-tailed, non-parametric Mann–Whitney rank 

sum test. The different conditions were compared to the talin-1-tdEos condition. The resulting P values 

are indicated as follows: ns: P > 0.05; *: 0.01 < P < 0.05; **: 0.001 < P < 0.01; ***: 0.0001 < P < 0.001; 

***: P < 0.0001. 

 

 

Figure 3. Kindlin-2 interaction with integrin induces kindlin-2 immobilization, but is dispensable for 

kindlin-2 diffusion. 

(A – B) Left: Super-resolution intensity images of mEos2-kindlin-2-WT + integrin activation by Mn2+ (A), 

mEos2-kindlin-2-QW614,615AA (B) in a MEF obtained from a sptPALM sequence (50 Hz, >80 s). Inset: 

low resolution image of GFP-paxillin, which was co-expressed for adhesion site labelling (scale bar: 3 

µm). Right: color-coded trajectories overlaid on the adhesion site labelled by GFP-paxillin (greyscale) 

show the diffusion modes: free diffusion (green), confined diffusion (yellow) and immobilization (red). 

(C) Distributions of the diffusion coefficient D computed from the trajectories obtained inside (left) and 

outside (right) adhesion sites with mEos2-kindlin-2-WT (blue), mEos2-kindlin-2-WT + integrin 

activation by Mn2+ (black), mEos2-kindlin-2- QW614,615AA (red) are shown in a logarithmic scale. The 

grey area including D values inferior to 0.011 µm².s-1 corresponds to immobilized proteins. Values 

represent the average of the distributions obtained from different cells. (D) Fraction of proteins 

undergoing free diffusion, confined diffusion or immobilization inside (left) and outside (right) adhesion 

sites. Values represent the average of the fractions obtained from several cells (error bars: SEM). (E) 

Box plots displaying the median (notch) and mean (square) ± percentile (25–75%) of diffusion 

coefficients corresponding to the free-diffusion trajectories inside (left) and outside (right) adhesion 

sites. Results for mEos2-kindlin-2-WT (17 cells) and mEos2-kindlin-2- QW614,615AA (33 cells) 

correspond to pooled data from five independent experiments. Results for mEos2-kindlin-2-WT + 

integrin activation by Mn2+ (17 cells) correspond to pooled data from four independent experiments. 

Where indicated, statistical significance was obtained using two-tailed, non-parametric Mann–Whitney 

rank sum test. The different conditions were compared to the mEos2-kindlin-2-WT condition. The 

resulting P values are indicated as follows: ns: P > 0.05; *: 0.01 < P < 0.05; **: 0.001 < P < 0.01; ***: 

0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 

 

 

Figure 4. Kindlin-2 membrane recruitment and diffusion depends on the pleckstrin homology 

domain. 

(A – B) Left: Super-resolution intensity images of mEos2-kindlin-2-ΔPH (A) and mEos2-PH-domain of 

kindlin-2-WT (B) in a MEF obtained from a sptPALM sequence (50 Hz, >80 s). Inset: low resolution image 

of GFP-paxillin, which was co-expressed for adhesion site labelling (scale bar: 3 µm). Right: color-coded 

trajectories overlaid on the adhesion site labelled by GFP-paxillin (greyscale) show the diffusion modes: 

free diffusion (green), confined diffusion (yellow) and immobilization (red). (C) Distributions of the 

diffusion coefficient D computed from the trajectories obtained inside (left) and outside (right) 

adhesion sites with mEos2-kindlin-2-WT (blue) mEos2-kindlin-2-ΔPH (orange) and mEos2-PH-domain 
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of kindlin-2-WT (black) are shown in a logarithmic scale. The grey area including D values inferior to 

0.011 µm².s-1 corresponds to immobilized proteins. Values represent the average of the distributions 

obtained from different cells. (D) Fraction of proteins undergoing free diffusion, confined diffusion or 

immobilization inside (left) and outside (right) adhesion sites. Values represent the average of the 

fractions obtained from different cells (error bars: SEM). (E) Box plots displaying the median (notch) 

and mean (square) ± percentile (25–75%) of diffusion coefficients corresponding to the free-diffusion 

trajectories inside (left) and outside (right) adhesion sitesc For sptPALM data (A-G), results for mEos2-

kindlin-2-WT (15 cells), mEos2-kindlin-2-ΔPH (28 cells) and mEos2-PH-domain of kindlin-2-WT (18 cells) 

correspond to pooled data from three independent experiments. For membrane fraction data, results 

for mEos2-kindlin-2-WT (28 cells) mEos2-kindlin-2-ΔPH (27 cells) correspond to pooled data from two 

independent experiments. Membrane fraction data of mEos2-β3-integrin (17 cells), cytosolic mEos2 

(13 cells), mEos2-kindlin-2-QW614,615AA (15 cells), mEos2-kindlin-2-K390A (15 cells) and mEos2-

kindlin-2-L357A (15 cells) correspond to one experiment. Where indicated, statistical significance was 

obtained using two-tailed, non-parametric Mann–Whitney rank sum test. The different conditions 

were compared to the mEos2-kindlin-2-WT condition. Otherwise, a black line indicates which 

conditions were compared. The resulting P values are indicated as follows: ns: P > 0.05; *: 0.01 < P < 

0.05; **: 0.001 < P < 0.01; ***: 0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 

 

 

Figure 5. PH-domain-mediated membrane recruitment and diffusion of kindlin-2 is crucial during 

cell spreading. 

(A) Phase contrast images showing cell spreading of kindlin-1, kindlin-2 knock-out cells after 4h on 

fibronectin. Two days before the experiment, the cells were transfected to induce the expression of of 

GFP-paxillin (leftmost), or GFP-paxillin along with mEos2-kindlin-2-WT (middle left), mEos2-kindlin-2-

ΔPH (middle right), or mEos2-kindlin-2-ΔPH-CAAX (rightmost). (B) Top: Phase contrast images showing 

the morphological features of cells classified as unspread, partially spread, or spread. Bottom: Relative 

fraction of unspread, partially spread, and spread kindlin-1, kindlin-2 knock-out cells 2 days after re-

expression of kindlin-2-WT or mutated variants and 4h after seeding on fibronectin. Values represent 

the average of fractions from 3 independent experiments (error bars: SEM). GFP-paxillin: 141 cells; 

GFP-paxillin + mEos2-kindlin-2-WT: 312 cells; GFP-paxillin + mEos2-kindlin-2-ΔPH: 311 cells; GFP-

paxillin + mEos2-kindlin-2-ΔPH-CAAX: 309 cells; GFP-paxillin + mEos2-kindlin-2-QW615,615AA: 284 

cells; GFP-paxillin + mEos2-kindlin-2-WT-CAAX: 289 cells. Between 13 and 41 fields of view (20x 

objective) per condition and per experiment were used to quantify cell spreading, except for the cells 

expressing GFP-paxillin alone (negative control: between 8 and 17 fields per experience). Between 84 

and 107 cells per condition and per experiment were included (except for the GFP-paxillin condition: 

between 31 and 58 cells per experiment). (C) TIRF images of GFP-paxillin showing adhesion sites of 

kindlin-1, kindlin-2 knock-out cells 2 days after re-expression of mEos2-kindlin-2-WT (left), mEos2-

kindlin-2-ΔPH (middle) or mEos2-kindlin-2-ΔPH-CAAX (right) and 4h after seeding on fibronectin. Top 

images correspond to partially spread cells, whereas bottom images correspond to spread cells. For 

each image, the upper-right panel shows the outlined region at higher magnification. (D) Quantification 

of total area of adhesion sites, count of adhesions sites, mean area per adhesion site, and cell area of 

kindlin-1, kindlin-2 knock-out cells 2 days after re-expression of mEos2-kindlin-2-WT (left), mEos2-

kindlin-2-ΔPH (middle) or mEos2-kindlin-2-ΔPH-CAAX (right) and 4h after seeding on fibronectin. Each 



124 
 

point in the distribution represent the value obtained from a single cell. Adhesion sites were drawn 

manually and cell boundaries were determined by manually setting a threshold on the pixel intensity 

values using the TIRF GFP-paxillin images as shown in (C). Black bars represent medians and 

interquartile ranges. GFP-paxillin + mEos2-kindlin-2-WT: 93 cells; GFP-paxillin + mEos2-kindlin-2-ΔPH: 

132 cells; GFP-paxillin + mEos2-kindlin-2-ΔPH-CAAX: 119 cells; The results correspond to pooled data 

from four independent experiments. Between 23 and 42 cells per experiment were used for the kindlin-

2-ΔPH or kindlin-2-ΔPH-CAAX conditions (kindlin-2-WT: between 17 and 26 cells per experiment). 

Where indicated, statistical significance was obtained using two-tailed, non-parametric Mann–Whitney 

rank sum test. The resulting P values are indicated as follows: ns: P > 0.05; *: 0.01 < P < 0.05; **: 0.001 

< P < 0.01; ***: 0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 

 

 

Supplementary figure 1. Kindlin is required for β1-integrin immobilization. 

(A – C) Left: Super-resolution intensity images of mEos2-β1-integrin (A), mEos2-β1-integrin-Y95A (B), 

mEos2-β1-integrin-Y795A + integrin activation by Mn2+ (C) in a MEF obtained from a sptPALM sequence 

(50 Hz, >80 s). Inset: low resolution image of GFP-paxillin, which was co-expressed for adhesion site 

labelling (scale bar: 3 µm). Right: color-coded trajectories overlaid on the adhesion site labelled by GFP-

paxillin (greyscale) show the diffusion modes: free diffusion (green), confined diffusion (yellow) and 

immobilization (red). (D) Distributions of the diffusion coefficient D computed from the trajectories 

obtained inside (left) and outside (right) adhesion sites with mEos2-β1-integrin (black), mEos2-β1-

integrin-Y95A (pink), mEos2-β1-integrin-Y795A + integrin activation by Mn2+ (purple) are shown in a 

logarithmic scale. The grey area including D values inferior to 0.011 µm².s-1 corresponds to immobilized 

proteins. Values represent the average of the distributions obtained from different cells. (E) Fraction of 

proteins undergoing free diffusion, confined diffusion or immobilization inside (left) and outside (right) 

adhesion sites. Values represent the average of the fractions obtained from different cells (error bars: 

SEM). (F) Box plots displaying the median (notch) and mean (square) ± percentile (25–75%) of diffusion 

coefficients corresponding to the free-diffusion trajectories inside (left) and outside (right) adhesion 

sites. Results for mEos2-β1-integrin (14), mEos2-β1-integrin-Y95A (21), mEos2-β1-integrin-Y795A + 

integrin activation by Mn2+ (24) correspond to pooled data from three independent experiments. 

Where indicated, statistical significance was obtained using two-tailed, non-parametric Mann–Whitney 

rank sum test. The different conditions were compared to the mEos2-β1-integrin condition. Otherwise, 

a black line indicates which conditions were compared. The resulting P values are indicated as follows: 

ns: P > 0.05; *: 0.01 < P < 0.05; **: 0.001 < P < 0.01; ***: 0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 

 

 

Supplementary figure 2. Kindlin-1 undergoes lateral free-diffusion along the plasma membrane. 

(A) Top: Super-resolution intensity images of mEos2-kindlin-1 in a MEF obtained from a sptPALM 

sequence (50 Hz, >80 s). Inset: low resolution image of GFP-paxillin, which was co-expressed for 

adhesion site labelling (scale bar: 3 µm). Bottom: color-coded trajectories overlaid on the adhesion 

site labelled by GFP-paxillin (greyscale) show the diffusion modes: free diffusion (green), confined 

diffusion (yellow) and immobilisation (red). (B) Distributions of the diffusion coefficient D computed 

from the trajectories obtained inside (full line) and outside (dashed line) adhesion sites with mEos2-

kindlin-1 are shown in a logarithmic scale. The grey area including D values inferior to 0.011 µm².s-1 
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corresponds to immobilized proteins. Values represent the average of the distributions obtained from 

different cells. (C) Fraction of proteins undergoing free diffusion, confined diffusion or immobilisation 

inside (left) and outside (right) adhesion sites. (D) Box plots displaying the median (notch) and mean 

(square) ± percentile (25–75%) of diffusion coefficients corresponding to the free-diffusion 

trajectories inside (left) and outside (right) adhesion sites. Results correspond to pooled data from 

three independent experiments (25 cells). 

 

 

Supplementary figure 3. Kindlin-2 membrane diffusion and immobilization does not depend on the 

interaction with ILK. 

(A) Top: Super-resolution intensity images of mEos2-kindlin-2-L357A in a MEF obtained from a sptPALM 

sequence (50 Hz, >80 s). Inset: low resolution image of GFP-paxillin, which was co-expressed for 

adhesion site labelling (scale bar: 3 µm). Bottom: color-coded trajectories overlaid on the adhesion site 

labelled by GFP-paxillin (greyscale) show the diffusion modes: free diffusion (green), confined diffusion 

(yellow) and immobilization (red). (B) Distributions of the diffusion coefficient D computed from the 

trajectories obtained inside (left) and outside (right) adhesion sites with mEos2-kindlin-2-WT (blue) 

and mEos2-kindlin-2-L357A (purple) are shown in a logarithmic scale. The grey area including D values 

inferior to 0.011 µm².s-1 corresponds to immobilized proteins. Values represent the average of the 

distributions obtained from different cells. (C) Fraction of proteins undergoing free diffusion, confined 

diffusion or immobilization inside (left) and outside (right) adhesion sites. Values represent the average 

of the fractions obtained from different cells (error bars: SEM). (D) Box plots displaying the median 

(notch) and mean (square) ± percentile (25–75%) of diffusion coefficients corresponding to the free-

diffusion trajectories inside (left) and outside (right) adhesion sites. Results for mEos2-kindlin-2-WT (12 

cells) and mEos2-kindlin-2-L357A (22 cells) correspond to pooled data from three independent 

experiments. 

 

 

Supplementary figure 4. Disrupting the interaction of kindlin with phosphoinositides decreases 

kindlin membrane diffusion. 

(A) Top: Super-resolution intensity images of mEos2-kindlin-2-K390A in a MEF obtained from a sptPALM 

sequence (50 Hz, >80 s). Inset: low resolution image of GFP-paxillin, which was co-expressed for 

adhesion site labelling (scale bar: 3 µm). Bottom: color-coded trajectories overlaid on the adhesion site 

labelled by GFP-paxillin (greyscale) show the diffusion modes: free diffusion (green), confined diffusion 

(yellow) and immobilization (red). (B) Distributions of the diffusion coefficient D computed from the 

trajectories obtained inside (left) and outside (right) adhesion sites with mEos2-kindlin-2-WT (blue) 

and mEos2-kindlin-2-K390A (khaki) are shown in a logarithmic scale. The grey area including D values 

inferior to 0.011 µm².s-1 corresponds to immobilized proteins. Values represent the average of the 

distributions obtained from different cells. (C) Fraction of proteins undergoing free diffusion, confined 

diffusion or immobilization inside (left) and outside (right) adhesion sites. Values represent the average 

of the fractions obtained from different cells (error bars: SEM). (D) Box plots displaying the median 

(notch) and mean (square) ± percentile (25–75%) of diffusion coefficients corresponding to the free-

diffusion trajectories inside (left) and outside (right) adhesion sites. Results for mEos2-kindlin-2-WT (12 

cells) mEos2-kindlin-2-K390A (23 cells) correspond to pooled data from three independent 
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experiments. Where indicated, statistical significance was obtained using two-tailed, non-parametric 

Mann–Whitney rank sum test. The resulting P values are indicated as follows: ns: P > 0.05; *: 0.01 < P 

< 0.05; **: 0.001 < P < 0.01; ***: 0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 

 

 

Supplementary figure 5. Kindlin-2 diffusion is not driven by paxillin, which is mostly immobile. 

(A) Top: Super-resolution intensity images of mEos2-paxillin in a MEF obtained from a sptPALM 

sequence (50 Hz, >80 s). Inset: low resolution image of GFP-paxillin, which was co-expressed for 

adhesion site labelling (scale bar: 3 µm). Bottom: color-coded trajectories overlaid on the adhesion site 

labelled by GFP-paxillin (greyscale) show the diffusion modes: free diffusion (green), confined diffusion 

(yellow) and immobilization (red). (B) Distributions of the diffusion coefficient D computed from the 

trajectories obtained inside (left) and outside (right) adhesion sites with mEos2-kindlin-2-WT (blue) 

and mEos2-paxillin (red) are shown in a logarithmic scale. The grey area including D values inferior to 

0.011 µm².s-1 corresponds to immobilized proteins. Values represent the average of the distributions 

obtained from different cells. (C) Fraction of proteins undergoing free diffusion, confined diffusion or 

immobilization inside (left) and outside (right) adhesion sites. Values represent the average of the 

fractions obtained from different cells (error bars: SEM). (D) Box plots displaying the median (notch) 

and mean (square) ± percentile (25–75%) of diffusion coefficients corresponding to the free-diffusion 

trajectories inside (left) and outside (right) adhesion sites. Results for mEos2-kindlin-2-WT (10 cells) 

mEos2-paxillin (12 cells) correspond to pooled data from two independent experiments. Where 

indicated, statistical significance was obtained using two-tailed, non-parametric Mann–Whitney rank 

sum test. The resulting P values are indicated as follows: ns: P > 0.05; *: 0.01 < P < 0.05; **: 0.001 < P 

< 0.01; ***: 0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 

 

 

Supplementary figure 6. MEF and kindlin-1, kindlin-2 knock out cells give similar sptPALM results. 

(A, B) Left: Super-resolution intensity images of mEos2-kindlin-2-WT (A) and mEos2-kindlin-2-ΔPH (B) 

in a kindlin-1, kindlin-2 knock out cell, obtained from a sptPALM sequence (50 Hz, >80 s). Inset: low 

resolution image of GFP-paxillin, which was co-expressed for adhesion site labelling (scale bar: 3 µm). 

Right: color-coded trajectories overlaid on the adhesion site labelled by GFP-paxillin (greyscale) show 

the diffusion modes: free diffusion (green), confined diffusion (yellow) and immobilization (red). (B) 

Distributions of the diffusion coefficient D computed from the trajectories obtained inside (left) and 

outside (right) adhesion sites with mEos2-kindlin-2-WT (blue) and mEos2-kindlin-2-ΔPH (orange) are 

shown in a logarithmic scale. The grey area including D values inferior to 0.011 µm².s-1 corresponds to 

immobilized proteins. Values represent the average of the distributions obtained from different cells. 

(C) Fraction of proteins undergoing free diffusion, confined diffusion or immobilization inside (left) and 

outside (right) adhesion sites. Values represent the average of the fractions obtained from different 

cells (error bars: SEM). (D) Box plots displaying the median (notch) and mean (square) ± percentile (25–

75%) of diffusion coefficients corresponding to the free-diffusion trajectories inside (left) and outside 

(right) adhesion sites. Results for mEos2-kindlin-2-WT (11 cells) mEos2-kindlin-2-ΔPH (18 cells) 

correspond to pooled data from two independent experiments. Where indicated, statistical 

significance was obtained using two-tailed, non-parametric Mann–Whitney rank sum test. The 

resulting P values are indicated as follows: ns: P > 0.05; *: 0.01 < P < 0.05; **: 0.001 < P < 0.01; ***: 
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0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 

 

 

Supplementary figure 7. Adding a CAAX sequence in kindlin-2-ΔPH induces high membrane 

recruitment and diffusion. 

(A) Left: Super-resolution intensity images of mEos2-kindlin-2-ΔPH-CAAX in a MEF, obtained from a 

sptPALM sequence (50 Hz, >80 s). Inset: low resolution image of GFP-paxillin, which was co-expressed 

for adhesion site labelling (scale bar: 3 µm). Right: color-coded trajectories overlaid on the adhesion 

site labelled by GFP-paxillin (greyscale) show the diffusion modes: free diffusion (green), confined 

diffusion (yellow) and immobilization (red). (B) Distributions of the diffusion coefficient D computed 

from the trajectories obtained inside (left) and outside (right) adhesion sites with mEos2-kindlin-2-WT 

(blue), mEos2-kindlin-2-ΔPH (orange) and mEos2-kindlin-2-ΔPH-CAAX (green) are shown in a 

logarithmic scale. The grey area including D values inferior to 0.011 µm².s-1 corresponds to immobilized 

proteins. Values represent the average of the distributions obtained from different cells. (C) Fraction of 

proteins undergoing free diffusion, confined diffusion or immobilization inside (left) and outside (right) 

adhesion sites. Values represent the average of the fractions obtained from different cells (error bars: 

SEM). (D) Box plots displaying the median (notch) and mean (square) ± percentile (25–75%) of diffusion 

coefficients corresponding to the free-diffusion trajectories inside (left) and outside (right) adhesion 

sites. (E) Proportion of membrane associated-protein in kindlin-1, kindlin-2 knock-out cells quantified 

by the ratio of the membrane-level fluorescence signal (TIRF) to the total fluorescence signal of the cell 

(epifluorescence). Fluorescence was measured in the red channel after photoconversion of the mEos2-

genetically-coupled indicated proteins. Black bars represent mean and SEM. For sptPALM data, results 

for mEos2-kindlin-2-WT (15 cells), mEos2-kindlin-2-ΔPH (28 cells) and mEos2-kindlin-2-ΔPH-CAAX (27 

cells) correspond to pooled data from three independent experiments. For membrane fraction data, 

results for mEos2-kindlin-2-WT (28 cells) mEos2-kindlin-2-ΔPH (27 cells) correspond to pooled data 

from two independent experiments. For membrane fraction data, results for mEos2-kindlin-2-WT (20 

cells), mEos2-kindlin-2-ΔPH (19 cells) and mEos2-kindlin-2-ΔPH-CAAX (20 cells) come from a same 

experiment. Where indicated, statistical significance was obtained using two-tailed, non-parametric 

Mann–Whitney rank sum test. The resulting P values are indicated as follows: ns: P > 0.05; *: 0.01 < P 

< 0.05; **: 0.001 < P < 0.01; ***: 0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 

 

 

Supplementary figure 8. Adhesion site measurements in function of spreading state. 

Quantification of total area of adhesion sites, count of adhesions sites, mean area per adhesion site, 

and cell area of kindlin-1, kindlin-2 knock-out cells 2 days after re-expression of mEos2-kindlin-2-WT 

(left), mEos2-kindlin-2-ΔPH (middle) or mEos2-kindlin-2-ΔPH-CAAX (right) and 4h after seeding on 

fibronectin. Partially spread and spread cells were sorted as in Fig. 5 to generate distinct distributions. 

Each point in the distribution represent the value obtained from a single cell. Adhesion sites were 

drawn manually and cell boundaries were determined by manually setting a threshold on the pixel 

intensity values using the TIRF GFP-paxillin images as shown in (C). Black bars represent medians and 

interquartile ranges. GFP-paxillin + mEos2-kindlin-2-WT: 49 partially spread cells, 44 spread cells; GFP-

paxillin + mEos2-kindlin-2-ΔPH: 72 partially spread cells, 7 spread cells; GFP-paxillin + mEos2-kindlin-2-

ΔPH-CAAX: 81 partially spread cells, 12 spread cells; The results correspond to pooled data from four 
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independent experiments. Where indicated, statistical significance was obtained using two-tailed, non-

parametric Mann–Whitney rank sum test. The resulting P values are indicated as follows: ns: P > 0.05; 

*: 0.01 < P < 0.05; **: 0.001 < P < 0.01; ***: 0.0001 < P < 0.001; ***: P < 0.0001. 
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Figure S2
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Figure S3
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Figure S4
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Figure S5
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Figure S6
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Figure S7
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Figure S8
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10. Discussion et perspectives 

 

 

 Malgré des avancées récentes considérables, le rôle et l’importance de la kindline dans 

l’activation des intégrines ainsi que les mécanismes responsables de la synergie avec la taline sont peu 

compris. Dans cette étude, nous avons exploré le comportement de la kindline à l’échelle de molécules 

individuelles dans des fibroblastes vivants par sptPALM afin de comprendre le mécanisme d'activation 

des intégrines par la kindline, ainsi que le chemin emprunté par la kindline pour atteindre les intégrines 

des sites d’adhérence. Nous avons ainsi montré que la kindline régulait l’activation des intégrines dans 

les adhérences focales. Nous avons également montré qu'au niveau de la membrane plasmique, la 

kindline-2 est capable de diffuser latéralement à l'intérieur et à l'extérieur des sites d’adhérence, tandis 

que la taline est majoritairement localisée dans les sites d'adhérence, où elle est immobile. En utilisant 

différents variants mutés de kindline et en combinant sptPALM et essais fonctionnels, nous avons 

corrélé le comportement moléculaire de la kindline à ses fonctions dans l’adhérence via les intégrines. 

Nous mettons en évidence que le domaine PH de la kindline-2 est crucial pour son recrutement et sa 

diffusion membranaire, et que ces phénomènes sont cruciaux durant l'étalement cellulaire et 

favorisent la formation d’adhérences. Cela suggère que la kindline utilise un chemin différent de celui 

de la taline pour atteindre et activer les intégrines, ce qui pourrait expliquer au niveau moléculaire 

comment la kindline complémente la taline durant l'activation des intégrines. 

 

 

10. 1. Rôle de la kindline dans l’activation des intégrines 
 

 Il a été récemment montré que la kindline jouait un rôle cruciale dans l’étalement cellulaire et 

dans la formation des adhérences naissantes (Bachir et al., 2014 ; Böttcher et al., 2017 ; Theodosiou et 

al., 2016). Nous avons montré que la perturbation de l’interaction intégrine-kindline entraine une 

baisse d’immobilisation des intégrines contenant une sous-unité β3 et celle contenant une sous-unité 

β1 dans les adhérences focales. Cela montre que l’activation et l’immobilisation des intégrines dans ces 

structures nécessite en partie l’interaction avec la kindline. Le rôle crucial joué par la kindline dans 

l’activation des intégrines ne se limite donc pas aux adhérences naissantes et concerne également les 

adhérences focales. Dans les adhérences naissantes, la kindline semble jouer un rôle plus important 

que la taline dans l’activation des intégrines (Theodosiou et al., 2016). Nous avons néanmoins observé 

dans les adhérences focales que l’immobilisation des intégrines est moins perturbée par un défaut 

d’interaction avec la kindline que par un défaut d’interaction avec la taline. Ainsi, par rapport à la taline, 

la kindline pourrait avoir un rôle moins fort dans les adhérences focales que dans les adhérences 

naissantes. 

 En utilisant le manganèse pour activer et immobiliser les intégrines, nous avons observé une 

forte immobilisation des variants d’intégrines de type β3 déficients pour l’interaction avec la taline ou 

avec la kindline, ce qui montre que ces mutants sont activables. En revanche, ce traitement ne modifie 

pas ou peu la dynamique des intégrines de type β1 qui ne peuvent pas interagir avec la kindline. La 

perte d’interaction avec la kindline est donc plus difficile à compenser dans les intégrines de type β1 

que dans celles de type β3. Cela suggère que l’interaction β1-kindline est particulièrement importante 

pour l’activation des intégrines de type β1. Cela est en accord avec le fait que les intégrines contenant 

une sous-unité β1 semblent plus difficiles à activer que les intégrines contenant une sous-unité β3. 
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10. 2. Comportement moléculaire de la kindline au niveau de la membrane 
plasmique 
 

 Nous avons observé en sptPALM qu’une forte proportion de la kindline est immobile dans les 

sites d’adhérence. Cela montre que dans ces structures, la kindline semble être plutôt engagée dans 

des interactions relativement stables que dans des interactions transitoires. La kindline pourrait ainsi 

avoir un rôle structural dans les sites d’adhérence. Cela indique également que la kindline pourrait 

interagir avec des intégrines immobiles (activées) et pourrait ainsi jouer un rôle dans le maintien de 

l’état activé des intégrines, et pas seulement dans l’initiation de l’activation. Dans une étude 

précédente, nous avions montré par PALM que les intégrines portant une mutation perturbant 

l’interaction avec la taline montraient des temps d’immobilisation réduit par rapport aux intégrines 

contrôle. Il serait intéressant de réaliser ces analyses sur les données de PALM que nous avons 

recueillies dans cette étude sur les intégrines portant une mutation perturbant l’interaction avec la 

kindline. En effet, une baisse du temps d’immobilisation de ces mutants supporterait l’idée que la 

kindline joue un rôle dans le maintien de l’état activé (immobile) des intégrines.  

 Des travaux récents ont montré que la kindline-2 semblait capable d’interagir avec l’actine et 

de l’organiser en filaments in vitro (Bledzka et al., 2016). En utilisant le PALM, nous avions 

précédemment montré qu’une partie des intégrines de type β1 et de la taline effectuent un mouvement 

rétrograde lent (2 à 6 nm/s) assimilable au flux rétrograde d’actine (dû à sa polymérisation en filaments) 

et/ou à la contraction du système actine-myosine. Il serait ainsi intéressant de quantifier ce phénomène 

pour la kindline afin d’évaluer son niveau de couplage au flux rétrograde d’actine, ce qui apporterait 

des précisions supplémentaires sur l’interaction actine-kindline.  

 Nous avons également observé que contrairement à la taline, une fraction importante de la 

kindline-2 diffuse latéralement au niveau de la membrane plasmique. De plus, au niveau de la 

membrane plasmique, la kindline-2 est plus présente en dehors des sites d’adhérence que la taline. Ces 

deux activateurs des intégrines montrent ainsi des comportements moléculaires distincts. Cela pourrait 

expliquer pourquoi certains phénomènes nécessitent la présence des deux activateurs, et que la taline 

ne peut pas toujours compenser l’absence de kindline. Ainsi, la diffusion membranaire de la kindline et 

sa présence à la membrane plasmique en dehors des sites d’adhérence pourraient être à la base de la 

complémentarité entre taline et kindline dans l’adhérence via les intégrines. Un des rôles de la kindline 

dans l’adhérence pourrait être d’initier l’activation des intégrines et l’assemblage des sites d’adhérence 

là où la taline est absente. En accord avec cela, il a été rapporté que dans les adhérences en formation, 

les intégrines forment un complexe avec la kindline avant de former un complexe avec la taline (Bachir 

et al., 2014). Il est également probable que la diffusion au niveau de la membrane plasmique de la 

kindline augmente sa concentration locale et favorise ainsi les interactions intégrine-kindline. Par 

exemple, lors de la dissociation d’un complexe intégrine-kindline, le fait que la kindline réside 

momentanément au niveau de la membrane plasmique, plutôt que de regagner le cytosol, favorise 

vraisemblablement sa ré-association avec l’intégrine. De plus, une interaction entre la kindline et la 

membrane plasmique pourrait permettre à la kindline d’orienter la partie β-cytoplasmique des 

intégrines d’une manière précise pouvant favoriser l’interaction avec la taline et ainsi l’activation des 

intégrines. Enfin, la diffusion membranaire et la présence au niveau de la membrane plasmique en 

dehors des sites d’adhérence observées avec la kindline-2 ont également été observées avec la 



144 
 

kindline-1. Cela montre que ces caractéristiques ne sont pas spécifiques de l’isoforme étudiée, et 

qu’elles pourraient être une propriété générale des kindlines nécessaire à leurs fonctions.   

 

 

10. 3. Influence de l’interaction kindline-intégrine sur le comportement de la 
kindline 
 

 Nous avons observé que la perturbation de l’interaction intégrine-kindline diminue la 

proportion de kindline-2 immobilisée dans les sites d’adhérence. Cela montre qu’une partie des 

immobilisations de la kindline est due à l’interaction avec l’intégrine. Cela suggère aussi que les 

intégrines actives (immobiles) interagissent en partie avec la kindline, supportant l’idée que la kindline 

est engagée dans des interactions relativement stables avec les intégrines actives, et qu’elle pourrait 

avoir un rôle structural dans les sites d’adhérence.  

 Par ailleurs, nous avons observé que la kindline-2 conservait une fraction importante de 

diffusion libre après immobilisation des intégrines par le manganèse ou en utilisant un variant de 

kindline déficient pour l’interaction avec les intégrines. Cela suggère que la diffusion de la kindline n’est 

pas un phénomène secondaire, uniquement dû à l’association de la kindline avec des intégrines 

diffusives. Néanmoins, des données biochimiques ainsi que des données structurales récentes 

montrent que d’autres résidus que les résidus Q614 et W615 interviennent dans l’interaction de la 

kindline avec les intégrines (Bledzka et al., 2012 ; Harburger et al., 2009 ; Li et al., 2017 ; Ma et al., 

2008). C’est vraisemblablement le cas des résidus N616 et W619 du sous-domaine F3 de la kindline-2 

ainsi que du résidu L675 situé dans sa partie C-terminale (Li et al., 2017). Ainsi, le variant de kindline 

que nous avons utilisé pourrait encore interagir partiellement avec les intégrines. La diminution de 

l’immobilisation observée avec le mutant QW pourrait alors être due à une faible capacité de ce variant 

à induire l’immobilisation des intégrines, plus qu’à une perte d’interaction avec les intégrines. Pour 

examiner plus précisément le rôle de l’interaction intégrine-kindline dans l’immobilisation et la 

diffusion membranaire de la kindline, il serait utile de mener des expériences de sptPALM avec un 

variant de kindline portant, en plus de la mutation QW614,615AA, d’autres mutations perturbant 

l’interaction avec les intégrines, telles la mutation L357E (Li et al., 2017) ou les mutations N616A et 

W619A (effet inconnu).  

 Les résultats obtenus avec le manganèse étaient inattendus, et semblent a priori 

contradictoires avec nos résultats précédents. En effet, les données obtenues avec la kindline-2-QW 

montrent qu’au moins une partie des immobilisations de la kindline est due à l’interaction avec 

l’intégrine. De la même manière, les expériences avec les intégrines mutantes montrent qu’une partie 

des immobilisations des intégrines est due à une interaction avec la kindline. En accord avec cela, des 

expériences de corrélation croisée de fluorescence ont montré que la kindline et les intégrines 

semblaient résider dans un même complexe dans les adhérences en formation (Bachir et al., 2014). 

Ainsi, on s’attendrait à ce que l’immobilisation des intégrines augmente l’immobilisation de la kindline 

; or, nous n’avons observé aucune modification de la dynamique de la kindline-2 à la membrane 

plasmique après un tel traitement. Ainsi, il semble que l’immobilisation des intégrines par le 

manganèse en dehors des structures contenant de la paxilline (signal de référence utilisée pour 

différencier l’intérieur des régions adhérentes vs extérieur) n’est pas capable d’entrainer le 

recrutement de la kindline aux intégrines et/ou l’immobilisation de la kindline. On peut alors envisager 
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que l’interaction intégrine-kindline provoquant l’immobilisation de la kindline ne survient qu’après la 

mise en place d’une interaction intégrine-α-actinine (Bachir et al., 2014) qui surviendrait 

indépendamment de l’activation des intégrines par le manganèse. Les expériences que nous avons 

menées avec la protéine ICAP-1, qui est en compétition avec la kindline pour la liaison à la sous-unité 

β1 des intégrines (Brunner et al., 2011), pourraient fournir une explication à ces résultats. Ces 

expériences montrent en effet que contrairement à la kindline, ICAP-1 semble interagir avec les 

intégrines activées par le manganèse. ICAP-1 pourrait ainsi empêcher la kindline d’interagir avec les 

intégrines activées par le manganèse. Ainsi, pour tester cette hypothèse et mieux comprendre 

comment l’interaction kindline-intégrine est influencée par ICAP, il serait intéressant de quantifier 

l’immobilisation de la kindline après activation des intégrines par le manganèse dans une lignée ICAP-

KO.  

 

 

10. 4. Influence de l’interaction kindline-ILK sur le comportement de la kindline 
 

 Il a été rapporté que la protéine des sites d’adhérence ILK se lie directement à la kindline-2, et 

que cette interaction influence le recrutement de la kindline-2 dans les sites d’adhérence et sa capacité 

à activer les intégrines (Huet-Calderwood et al., 2014). En utilisant un variant de kindline-2 portant la 

mutation L357A déficient pour l’interaction avec ILK (Huet-Calderwood et al., 2014), nous n’avons pas 

observé de différence avec la kindline-2-WT au niveau du comportement moléculaire à la membrane 

plasmique. Cela montre que l’interaction avec ILK ne semble pas dicter le comportement de la kindline 

et n’est nécessaire, ni à sa diffusion membranaire, ni à son immobilisation. Nous avons néanmoins 

observé que la mutation L357A entrainait une légère baisse de la fraction de kindline-2 localisée au 

niveau membranaire (par rapport à la quantité totale de kindline contenue dans la cellule). Ensemble, 

ces résultats suggèrent que l’interaction kindline-ILK a un rôle accessoire dans les sites d’adhérence 

matures. Dans ces structures, cette interaction semble transitoire et/ou minoritaire, et pourrait avoir 

pour principal rôle d’amplifier le recrutement de la kindline au niveau des sites d’adhérence ou de la 

membrane plasmique. De plus, il a été récemment montré que cette interaction pouvait influencer 

l’activation des intégrines par la kindline. Ainsi, il est possible que cette interaction joue un rôle différent 

durant les phrases précoces d’assemblage des sites d’adhérence. Des expériences de sptPALM dans les 

sites d’adhérence en formation avec le variant kindline-2-L357A ou directement sur la protéine ILK 

pourraient être réalisées pour examiner cette hypothèse. 
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10. 5. Rôle du domaine Pleckstrin Homology (PH) de la kindline  
 

 Par rapport à la taline, une caractéristique importante de la kindline est la présence dans sa 

structure d’un domaine PH. Nous avons observé en sptPALM que la suppression du domaine PH de la 

kindline entrainait une forte baisse de sa diffusion membranaire. De plus, nous avons observé que le 

domaine PH de la kindline seul était capable de diffuser au niveau de la membrane plasmique. Ces 

résultats suggèrent que le domaine PH joue un rôle crucial dans la diffusion membranaire de la kindline. 

Il a été récemment montré que ce domaine était impliqué dans une interaction avec la paxilline 

(Böttcher et al., 2017 ; Theodosiou et al., 2016), mais nous avons observé que la paxilline avait un profil 

très proche de celui la taline en sptPALM, i.e. fortement concentrée dans les sites d’adhérence, et très 

majoritairement immobile. Ainsi, la diffusion membranaire de la kindline n’est pas directement due à 

une interaction avec la paxilline. La diffusion membranaire de la kindline pourrait en revanche reposer 

sur une étape initiale de recrutement dans les sites d’adhérence par la paxilline.  

 Nos quantifications de la fraction membranaire de la kindline et de différents mutants 

montrent que la kindline-2-WT présente un haut niveau d’association membranaire (directe ou 

indirecte), en accord avec la diffusion membranaire observée en sptPALM. Nous avons également 

observé que la kindline-2-ΔPH présentait un niveau d’association membranaire proche d’une protéine 

cytosolique contrôle. Cela montre bien que le recrutement membranaire global de la kindline est très 

fortement dépendant du domaine PH, et donc potentiellement, de l’interaction avec la paxilline. En 

comparaison, le variant de kindline déficient pour l’interaction avec les intégrines (QW) montrait une 

baisse de fraction membranaire modérée (1,05), tandis que le variant déficient pour l’interaction avec 

ILK (L357A) montrait une baisse encore plus légère (1,23).  

 

 

10. 6. Rôle des résidus basiques de la kindline 
 

 La diffusion membranaire de la kindline pourrait être due à des interactions directes entre la 

kindline et des lipides membranaires médiées par le domaine PH. En effet, les domaines PH présentent 

parfois des propriétés de liaison spécifique aux phosphatidylinositols (Lemmon, 2004), et de 

nombreuses études ont montré que la kindline pouvait interagir in vitro avec des phospholipides 

retrouvés dans les membranes cellulaires (Bouaouina et al., 2012 ; Liu et al., 2011 ; Perera et al., 2011 

; Qu et al., 2011 ; Yates et al., 2012). Nous avons observés qu’un variant de kindline-2 déficient pour 

l’interaction in vitro avec le PtdIns(3,5)P2 et le PIP3 (Qu et al., 2011) montrait une baisse de la diffusion 

membranaire de la kindline à l’extérieur des sites d’adhérence, tandis que la fraction membranaire 

n’était que légèrement diminuée par rapport à la kindline-2 sauvage. Cela suggère que la diffusion 

membranaire de la kindline dépend de l’interaction avec les phospholipides membranaires.  

 De nombreux autres résidus chargés positivement de la kindline que le résidu K390 pourraient 

médier des interactions avec les phospholipides (Bouaouina et al., 2012 ; Liu et al., 2011 ; Perera et al., 

2011). En effet, différentes études ont montré que la kindline-2 pouvait interagir in vitro avec des 

phosphatidylinositols (PtdIns(4,5)P2 et/ou PIP3) via les résidus H40, K74, H76, K81 (sous-domaine F0 

(Perera et al., 2011)), K383 (sous-domaine F2), K385, K386 et K408 (domaine PH ((Liu et al., 2011)). 

Une étude menée avec la kindline-1 a également montré que les 6 lysines consécutives situées entre 

les positions 147 à 152 (149 à 154 dans la kindline-2) pouvaient interagir in vitro avec la 
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phosphatidylsérine (Bouaouina et al., 2012). Afin d’évaluer plus finement l’implication des interactions 

kindline-phospholipides dans la diffusion membranaire de la kindline, il serait intéressant de réaliser 

des expériences de sptPALM avec un variant de kindline portant de multiples mutations ponctuelles 

ciblant ces résidus. Un tel variant pourrait également être utilisé dans des expériences de SAIM 

(localisation axiale super-résolutive) afin d’examiner si la proximité/interaction entre kindline-2 et 

membrane plasmique dépend de ces résidus. En plus du PIP3, il a été montré que la kindline-2 pouvait 

interagir in vitro avec les PtdIns(4,5)P2. Le rôle de ces interactions dans la diffusion membranaire de la 

kindline pourrait être évalué directement dans les cellules vivantes par des approches optogénétiques. 

En effet, le groupe de De Camilli a mis au point une phosphatase ciblant ces entités (basée sur le 

domaine inositol 5-phosphatase de la protéine OCRL (Lowe oculocerebrorenal syndrome protein) dont 

le recrutement membranaire est induit par exposition à une lumière bleue (458-488 nm). Disponible à 

l’IINS (D. Perrais), cet outil pourrait être utilisé pour examiner si la déplétion en PtdIns(4,5)P2 et en PIP3 

est corrélée à une baisse de la diffusion et/ou du recrutement membranaire total de la kindline-2. 

 

 

10. 7. Recrutement de la kindline dans les sites d’adhérence 
 

 Le fait que, dans nos résultats, la kindline QW s’immobilise encore dans les sites d’adhérence 

et ce de manière plus forte qu’à l’extérieur des sites, semble contradictoire avec des travaux précédents 

rapportant que la mutation QW induisait une perte de recrutement dans les adhérences focales 

(Bouaouina et al., 2012 ; Harburger et al., 2009 ; Huet-Calderwood et al., 2014 ; Shi et al., 2007). 

Néanmoins, il est important de noter que ces études évaluaient le recrutement de la kindline dans les 

adhérences focales à l’aide d’images obtenues par épifluorescence en illuminant la cellule dans toute 

sa profondeur. Or, l’accumulation de kindline dans les sites d’adhérence est probablement un 

phénomène saturable. Une forte concentration de kindline dans le cytosol peut ainsi abaisser le 

contraste entre concentration de kindline dans les sites et concentration à l’extérieur des sites. En 

accord avec cela, lorque nous avons observé la localisation cellulaire de la kindline-2-QW et la kindline-

2-ΔPH par TIRF, nous avons trouvé que ces variants étaient souvent enrichies (bien que faiblement) 

dans les sites d’adhérence, tandis que cette enrichissement devenait plus faible voire indétectable par 

épifluorescence (données non quantifiées). Bien que les niveaux d’enrichissement observés sont en 

moyenne inférieurs à ceux observés pour la kindline-2-WT, cela montre que les interactions supprimées 

par ces modifications (mutation QW et délétion du domaine PH) de la kindline ne sont pas strictement 

nécessaire à son recrutement/piégeage dans les sites d’adhérence. Ainsi, l’absence d’enrichissement 

de la kindline dans les adhérences focales observée en épifluorescence après suppression/modification 

des résidus QW (Bouaouina et al., 2008 ; Harburger et al., 2009 ; Huet-Calderwood et al., 2014 ; Shi et 

al., 2007), du domaine PH (Qu et al., 2011), de l'interaction avec ILK (Huet-Calderwood et al., 2014), du 

domaine F0 (Goult et al., 2009), de la boucle du domaine F1 (Bouaouina et al., 2012) ou encore des 

polylysines de cette boucle (Bouaouina et al., 2012), ne prouvent pas que ces éléments sont 

strictement nécessaires au recrutement/piégeage de la kindline dans les sites d’adhérence. En accord 

avec cela, Huet-Calderwood et al. ont montré que la perturbation de l’interaction kindline-ILK (kindline-

2-L357A) fait disparaitre l’accumulation de kindline dans les sites d’adhérence en épifluorescence, mais 

cette accumulation peut être rétablie par diminution de l’expression de la kindline-2 endogène. Ces 

résultats indiquent que la kindline-2 endogène entre en compétition pour l’accumulation dans les sites 
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d’adhérence avec des mutants de kindline dont on induit l’expression. Ainsi, pour un mutant donné 

dont l’accumulation dans les sites d’adhérence est diminuée mais pas totalement supprimée, cette 

compétition peut faire disparaitre l’accumulation dans les sites et ainsi mener à surestimer la nécessité 

de cette interaction pour le recrutement dans les sites d’adhérence. 

 Ainsi, en accord avec ce que nous avons observé en TIRF avec différents mutants de kindline, 

les interactions de la kindline précédemment citées (avec intégrine, ILK ou paxilline) ne contrôlent pas 

son accumulation dans les sites d’adhérence selon un modèle « tout ou rien », mais plutôt de manière 

graduelle. Les différentes voies de recrutement de la kindline semble ainsi s’additionner pour 

engendrer un enrichissement local élevé et spécifique. La baisse de recrutement de la kindline 

provoquée par la perturbation des interactions avec une protéine donnée (e.g. intégrine, ILK) pourrait 

donc être compensée par l’interaction avec une autre protéine enrichie dans les sites d’adhérence (e.g. 

paxilline). Or, dans nos expériences, nous induisons l’expression de la GFP-paxilline afin de localiser les 

sites d’adhérence. Il doit donc être envisagé que cette sur-expression pourrait compenser la perte 

d’accumulation de la kindline aux sites d’adhérence provoquée par les mutations QW614,615AA 

(ciblant l’interaction intégrine-kindline), L357A (interaction ILK-kindline), et K390A (interaction avec 

PtdIns), et ainsi, nous avons peut-être surestimé la capacité de ces mutants à s’accumuler dans les sites. 

Il serait donc utile de mener des expériences de sptPALM et de quantification de fraction membranaire 

en induisant l’expression d’une autre protéine que la paxilline pour le marquage des sites d’adhérence 

(i.e. vinculine, pour laquelle aucune interaction directe avec la kindline n’a été encore rapportée). Des 

expériences préliminaires de ce type suggèrent que la sur-expression de paxilline n’affecte pas ou peu 

la dynamique de la kindline-2 mesurée par sptPALM. En effet, en remplaçant la GFP-paxilline par la 

GFP-vinculine pour le marquage des sites d’adhérence, nous n’avons pas observé de changement du 

profil en sptPALM de la kindline-2-WT ou du variant kindline-2-QW (données non représentées). Ces 

expériences devront être reproduites pour valider ce résultat. 

 

 

10. 8. Dimérisation de la kindline-2 
 

 Il a récemment été montré que la kindline-2 pouvait dimériser via son domaine F2, et cela 

semble être impliqué dans le recrutement de la kindline-2 au sein des sites d’adhérence et dans 

l’activation des intégrines (Li et al., 2017). Ainsi, il faut envisager que, lors de l’expression de variants 

de kindline mutés, les phénomènes observés de recrutement et d’immobilisation dans les sites 

d’adhérence ainsi que de diffusion membranaire pourraient être dus à une dimérisation avec la kindline 

endogène. Néanmoins, tous les mutants testés dans cette étude ont donnés des résultats similaires 

dans les MEF et dans la lignée kindline-1, kindline-2 KO (Fig. MS7 et données non représentées). Cela 

montre que la dimérisation potentielle de la kindline endogène des MEF avec les mutants exprimés 

n’est pas la cause des phénomènes que nous observons dans ces expériences. De plus, nos expériences 

de sptPALM avec les MEF sont réalisées 1 à 2 jours après transfection transitoire des plasmides 

d’intérêt. Or, la dimérisation de la kindline semble être un processus très lent, puisqu’in vitro, 

seulement 20% du variant de kindline utilisé dans l’étude de Li et al. est sous forme dimérisée après 3 

jours (Li et al., 2017). Il semble ainsi probable que la grande majorité de la kindline dont nous avons 

induit l’expression et que nous observons en sptPALM n’ait pas eu le temps de dimériser avec la kindline 

endogène. 
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 Néanmoins, on ne peut pas exclure la possibilité que dans les cellules, ce processus de 

dimérisation soit accéléré selon divers mécanismes. De plus, l’étude de Li et al. montre que 

l’introduction de mutations ponctuelles empêchant la dimérisation de la kindline est corrélée à une 

légère baisse de l’activation des intégrines (env. 25%). La dimérisation de la kindline pourrait participer 

à l’activation des intégrines en favorisant leur clustering. Pour tester cette hypothèse, il serait 

intéressant de déterminer le comportement moléculaire par sptPALM d’un variant de kindline déficient 

pour la dimérisation et d’un variant de kindline directement exprimé sous forme de dimère stable. Une 

capacité accrue du dimère à induire le clustering des intégrines pourrait s’illustrer par une 

immobilisation accrue au niveau de la membrane plasmique par rapport à la forme monomérique. Le 

rôle de cette dimérisation dans l’activation des intégrines pourrait également être mesurée 

directement en quantifiant l’immobilisation des intégrines en sptPALM après expression des variants 

de kindline dans la lignée K1K2 DKO.  

 

 

10. 9. Rôle du recrutement et de la diffusion membranaire de la kindline dans 
l’adhérence 
 

 Dans cette étude, nous avons examiné le rôle fonctionnel du recrutement et de la diffusion 

membranaire de la kindline en mesurant l’étalement cellulaire et la formation d’adhérence, processus 

qui dépendent de l’activation des intégrines par la kindline (Theodosiou et al., 2016). Pour cela, nous 

avons utilisé des cellules K1K2 DKO, qui ont une faible capacité à adhérer et à s’étaler en culture en 

raison de l’absence de kindline-1 et -2. Contrairement aux cellules réexprimant la kindline-2-WT, les 

cellules ré-exprimant les variants kindline-2-QW, kindline-2-L357A ou kindline-2-K390A montrent de 

faibles niveaux d’étalement cellulaire (non quantifiés pour les deux derniers variants). Enfin, 

l’étalement cellulaire est encore plus faible après ré-expression du variant kindline-2-ΔPH. Ainsi, durant 

l’étalement cellulaire, la perte de recrutement et de diffusion membranaire de la kindline-2-ΔPH est 

corrélée à la plus forte perte de fonctionnalité de la kindline.  

 En forçant le recrutement et la diffusion membranaire du variant kindline-2-ΔPH par ajout 

d’une séquence CAAX, qui provoque l’ancrage membranaire de la protéine, nous avons observé que 

l’étalement cellulaire était considérablement stimulé. Cela suggère que le recrutement et la diffusion 

membranaire de la kindline assurés par le domaine PH jouent un rôle clé durant l’adhérence via les 

intégrines. De plus, forcer la diffusion et le recrutement membranaire de la kindline-2-WT (variant 

kindlin-2-WT-CAAX) n’augmente pas l’étalement cellulaire. Le gain de fonction induit par la séquence 

CAAX n'apparait ainsi qu'en l'absence de domaine PH. Cela suggère que ce gain de fonction est donc 

dû à une restauration des fonctions normalement assurées par le domaine PH, plutôt que par d'autres 

phénomènes moléculaires indépendants. Comme la séquence CAAX a pour effet d'induire l'ancrage et 

la diffusion membranaire, cela supporte l'idée qu'une fonction importante du domaine PH dans 

l'adhérence cellulaire est d'assurer le recrutement et la diffusion membranaire de la kindline. 

 Nous avons ensuite évalué le rôle de la diffusion membranaire de la kindline-2 dans la 

formation des sites d’adhérence. Par rapport au fort effet observé durant l’étalement cellulaire, nous 

avons observé que les cellules exprimant kindline-2-ΔPH-CAAX ne montraient qu’une légère 

augmentation du nombre et de la taille des sites d’adhérence. Le rôle crucial joué par le recrutement 

et la diffusion membranaire de la kindline durant l’étalement cellulaire semble ainsi indépendant du 
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nombre et de la taille des sites d’adhérence formés. Cela pourrait cependant dépendre d’un effet sur 

la dynamique des sites d’adhérence (vitesse d’assemblage/désassemblage), et nous examinons 

actuellement ces aspects via des expériences de type time-lapse. 

 Böttcher et al. ont récemment montré que l’interaction kindline-paxilline ne semblait pas 

seulement assurée par le domaine PH de la kindline, mais également par son domaine F0 (Böttcher et 

al., 2017). Ainsi, on peut envisager que les variants kindline-2-ΔPH et kindline-2-ΔPH-CAAX ont une 

capacité résiduelle à recruter la paxilline dans les adhérences en formation. Ainsi, l’augmentation de 

l’étalement cellulaire observée avec la kindline-2-ΔPH-CAAX pourrait être due à un rétablissement du 

recrutement de la paxilline au niveau membranaire ou au niveau des adhérences en formation. Les 

travaux de Böttcher et al. ont également montré que le complexe Arp2/3 semblait pouvoir interagir 

directement avec la kindline-2 via son domaine F1. Le complexe Arp2/3 régule la formation de réseaux 

branchés d’actine et joue ainsi un rôle crucial dans la formation de protrusions membranaire et dans 

l’étalement cellulaire (Pollard & Borisy, 2003). Ainsi, l’ancrage membranaire du variant kindlin-2-ΔPH 

par le motif CAAX pourrait augmenter celui du complexe Arp2/3 au niveau des adhérences en 

formation et ainsi favoriser l’étalement cellulaire. Dans ce modèle, l’absence de stimulation de 

l’étalement cellulaire pour le variant kindline-2-WT-CAAX pourrait s’expliquer par le fait qu’avec la 

kindline-2-WT, l’interaction kindline-paxilline est normale et ainsi le recrutement du complexe Arp2/3 

est déjà maximale par la voie kindline-paxilline-FAK-Arp2/3. Ainsi, afin de savoir si l’étalement cellulaire 

induit par la kindline-2-ΔPH-CAAX implique une augmentation de l’activation des intégrines, nous 

avons prévu de quantifier l’immobilisation des intégrines par sptPALM après expression du variant 

kindlin-2-ΔPH ou kindlin-2-ΔPH-CAAX dans les cellules kindline-1, kindline-2 DKO (K1K2 DKO).  

 Nos expériences ne prouvent pas formellement que le gain de fonction du variant kindline-2-

ΔPH-CAAX par rapport au variant kindline-2-ΔPH est dû au rétablissement de la diffusion membranaire 

plutôt qu’au recrutement membranaire global, indépendamment de l’état de mobilité. Ainsi, afin 

d’examiner le rôle spécifique de la diffusion membranaire, il serait intéressant de générer des variant 

de kindline-2-ΔPH ayant, pour un niveau de recrutement membranaire similaire, des états de mobilité 

différent (diffusif vs immobile). Par exemple, le domaine FAT responsable du recrutement aux 

adhérences focales de FAK, ou le motif polybasique de la région N-ter de c-Src impliqué dans son 

recrutement membranaire, pourraient être utilisés à ces fins. De plus, pour découpler les différentes 

fonctions du domaine PH, i.e. celles qui dépendent du recrutement de la paxilline et de celles qui 

pourraient dépendre de la diffusion membranaire médiée par ce domaine, le domaine PH de la kindline 

pourrait être échangé par celui de Akt ou de PLC, qui montrent un haut niveau de diffusion 

membranaire (données non représentées). 

 Il faut noter que pour les variants kindline-2-ΔPH et kindline-2-ΔPH-CAAX que nous avons 

utilisés, une région du sous-domaine F2 contenant notamment un résidu important pour l’interaction 

kindline-ILK (K357) est également absente. Ainsi, les variants utilisés sont vraisemblablement déficients 

pour l’interaction avec la paxilline, mais également avec ILK. Néanmoins, comme nous avons montré 

que la perturbation de l’interaction kindline-ILK ne perturbe pas la diffusion membranaire de la kindline 

et n’affecte que légèrement son recrutement membranaire global, les résultats obtenus avec le variant 

kindlin-2-ΔPH ne sont probablement pas dus à la perte d’interaction avec ILK.  
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10. 10. Localisation axiale de la kindline-2 dans les sites d’adhérence 
 

 La plupart des protéines des sites d’adhérence peut interagir avec un grand nombre de 

composants de ces structures. Par combinaisons, toutes ces interactions croisées peuvent 

théoriquement former des réseaux d’interaction extrêmement complexes et variés. Ainsi, l’étude de 

l’organisation moléculaire interne des sites d’adhérence par microscopie de super-résolution permet 

de révéler et de hiérarchiser les interactions réellement en place dans ces structures. Ainsi, en 

collaboration avec le groupe de Pakorn Tony Kanchanawong (MBI, Singapour), nous avons déterminé 

la localisation axiale de la kindline-2 dans les sites d’adhérence de manière super-résolutive en utilisant 

la microscopie interférométrique à balayage d’angle (Scanning Angle Interference Microscopy, SAIM). 

Nous avons observé que la kindline avait un profil proche de celui de la paxilline, correspondant au 

voisinage immédiat de la membrane plasmique (données non représentées). Cela montre que dans les 

sites d’adhérence matures, le rôle de la kindline semble principalement dépendre des interactions avec 

les intégrines, la paxilline, et FAK, qui sont également présentes dans cette strate, plutôt qu’avec le 

cytosquelette d’actine et les protéines se liant à l’actine, situés plus en profondeur dans le cytosol. Il 

serait intéressant de déterminer la localisation axiale de ILK afin d’évaluer le rôle de l’interaction 

kindline-ILK dans ces structures. 

 

 

10. 11. Comportement d’ICAP-1 au niveau de la membrane plasmique 
 

 La protéine ICAP-1 inhibe l’activation des intégrines, mais les mécanismes ainsi que la 

localisation subcellulaire de survenue de ce phénomène sont actuellement inconnus. En collaboration 

avec le groupe de Corinne Albigès-Rizo (IAB, U. Grenoble Alpes) nous avons montré par sptPALM 

qu’ICAP-1 était capable de diffuser latéralement au niveau de la membrane plasmique. Ce phénomène 

montre que la compétition montrée in vitro entre ICAP-1 et la taline ou la kindline pour la liaison aux 

intégrines pourrait réellement avoir lieu dans les cellules, au niveau de la membrane plasmique. Cet 

effet de compétition et d’inhibition de l’activation inside-out des intégrines pourrait ainsi constituer le 

principal mécanisme d’inhibition des intégrines par ICAP-1. De plus, ces résultats supportent 

également l’idée qu’un des rôles de la kindline dans l’activation des intégrines pourrait être de 

défavoriser l’interaction ICAP-intégrine et ainsi de favoriser l’interaction taline-intégrine.  Nous 

avons également observé que l’immobilisation des intégrines par le manganèse semble induire 

l’immobilisation d’ICAP, ce qui suggère qu’une fraction importante d’ICAP observé au niveau de la 

membrane plasmique en sptPALM est engagée dans une interaction avec les intégrines. Cela suggère 

également qu’ICAP peut interagir avec des intégrines activées par un mécanisme outside-in (de 

l’extérieur vers l’intérieur de la cellule). Or, il a été montré que la taline et la kindline était nécessaire 

pour maintenir / amplifier l’activation outside-in des intégrines par le manganèse (Theodosiou et al., 

2016). Ainsi, la compétition entre ICAP-1 et taline ou kindline pourrait également entrer en jeu lors de 

ce phénomène. Comme décrit précédemment, nous avons observé que l’immobilisation des intégrines 

par le manganèse n’augmentait pas l’immobilisation de la kindline-2. Or, plusieurs éléments montrent 

que la kindline-2 semble pouvoir former un complexe immobile avec les intégrines (c.f. 10.3.), Ainsi, 

une interaction entre ICAP et les intégrines activées par le manganèse pourraient empêcher 

l’interaction kindline-2-intégrine et ainsi expliquer cette absence d’effet du manganèse sur 
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l’immobilisation de la kindline-2. Pour tester cette hypothèse et mieux comprendre comment 

l’interaction kindline-intégrine est influencée par ICAP, il serait donc intéressant de quantifier 

l’immobilisation de la kindline après activation des intégrines par le manganèse dans une lignée ICAP-

KO. Une augmentation de l’immobilisation de la kindline dans ces conditions suggèrerait qu’ICAP est 

bien en interaction avec les intégrines activées par le manganèse et empêche l’interaction entre la 

kindline et l’intégrine activée. 

 

 

10. 12. Conclusion et perspectives 
 

 Grâce à ces travaux, nous avons apporté des informations clés sur les interactions protéine-

protéine qui se mettent en place dans les sites d’adhérence. Les phénomènes que nous avons décrits 

permettent de mieux comprendre le rôle joué par ces interactions durant l’activation des intégrines et 

l’assemblage des sites d’adhérence. Cela montre que l’observation et le suivi de molécule individuelles 

est un outil puissant pour décomposer et comprendre les interactions protéine-protéine dans les 

cellules vivantes.  

 Par rapport au suivi de molécule individuelle en 2 dimensions, le suivi en 3D permet d’accéder 

à des informations supplémentaires vis-à-vis des phénomènes mis en jeu lors de l’assemblage des sites 

d’adhérence. Par exemple, cela pourrait permettre de voir si le recrutement membranaire de la kindline 

depuis le cytosol s’effectue principalement au niveau des sites d’adhérence ou bien à l’extérieur des 

sites. En effet, en déterminant la direction des trajectoires recueillies, il devrait être possible de 

discerner le « recrutement » et le « départ » de la kindline au niveau de la membrane plasmique. On 

pourrait ainsi voir si le recrutement est plus fréquent dans les sites d’adhérence ou à l’extérieur. Nous 

travaillons actuellement en collaboration avec Laurent Cognet et Pierre Bon (LP2N) pour mettre au 

point une technique de suivi en 3D et l’utiliser avec différentes protéines des sites d’adhérence. 

 Il est probable que le rôle et l’importance des interactions entre les différents composants des 

sites d’adhérence changent au cours du cycle de vie d’une adhérence. Il a par exemple été montré que 

l’α-actinine interagissait avec les intégrines dans les adhérences naissantes (Bachir et al., 2014) tandis 

que dans les adhérences focales, elle est principalement localisée dans la couche de régulation de 

l’actine située à plus de 85 nm de la membrane plasmique, et donc pas en interaction directe avec les 

intégrines (Kanchanawong et al., 2010). De la même manière, il a été montré que la vinculine était 

relocalisée au cours du développement d’un site d’adhérence (Case et al., 2015). Alors qu’elle est 

initialement présente au niveau de la couche de signalisation par les intégrines (<55 nm) via son 

interaction avec la paxilline, la vinculine est ensuite rapidement (5 min) relocalisée dans la couche de 

transduction de force (55-85 nm) et la couche de régulation de l’actine (>85 nm) via l’interaction 

vinculine-taline. Enfin, alors que dans les adhérences naissantes, la perturbation de l’interaction 

kindline-paxilline (kindline-2-ΔPH) diminue très fortement le recrutement de la paxilline (Theodosiou 

et al., 2016), cette perturbation n’empêche pas la paxilline de s’accumuler dans les adhérences focales. 

Cette versatilité des interactions entre protéines des sites d’adhérence joue probablement un rôle 

important en physiologie et en pathologie en supportant la capacité des cellules à s'adapter 

rapidement à leur environnement mécanique et chimique. Les mécanismes sous-tendant cette 

versatilité pourraient être identifiés en examinant la dynamique des protéines des sites d'adhérence 

dans différents contextes. La dynamique d'une protéine donnée pourrait ainsi être caractérisée en 
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fonction du niveau de maturation des adhérences dans la cellule, de la présence de différentes 

mutations perturbant des interactions clés, ou encore dans différents contextes d’expression d’autres 

protéines des sites d’adhérence (e.g. taline KO, kindline KO, ILK KO, ICAP KO…). 
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Annexes 
 

 

 

αX 152 I V F L I D G S G S I S S 165 

αE 203 I A I I L D G S G S I D P 215 

αM 141 I A F L I D G S G S I I P 153 

αL 157 L V F L F D G S M S L Q P 169 

α2 175 V V V V C D E S N S I Y P 187 

α1 173 I V I V L D G S N S I Y P 185 

α11 165 I V I V L D G S N S I Y P 177 

α10 168 V V I V L D G S N S I Y P 180 

αD 151 I V F L I D G S G S I D Q 163 

 

Annexe 1. Alignement de séquence des sous-unité α des intégrines. La position au sein de la séquence 

peptidique du premier et du dernier acide aminé des portions de séquences présentées apparaissent de 

part et d’autre de ces séquences. Les 9 sous-unités α contenant un domaine αI connues possèdent ainsi une 

séquence DxSxS au niveau d’une même région de la sous-unité, connue pour pouvoir établir des liaisons de 

coordination avec des cations divalents, et également retrouvée dans toutes les sous-unités β connues. Les 

séquences sont issues de la base de donnée UniProtKB, et incluent le peptide signal. Leur numérotation 

peut ainsi différer de celle utilisée par certains auteurs.  
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Annexe 2. Constituants de l’adhésome, d’après Zaidel-Bar et al. (Zaidel-Bar et al., 2007a). Réseau 

d’interactions des constituants intrinsèques (A), i.e. constituants qui sont habituellement trouvés dans les 

sites d’adhérence, et constituants associés (B), i.e. qui peuvent être retrouvés dans les sites d’adhérence. 

Les molécules sont identifiées selon leur dénomination internationale. Le code des couleurs et des formes 

de ces constituants est expliqué en C, réseau d’interactions entre les différents constituants des sites 

d’adhérence, organisés en classes fonctionnelles. PtdIns : phosphatidylinositol ; ADN : acide 

désoxyribonucléique ; ARN : acide ribonucléique ; GEF : guanine nucleotide exchange factor ; GAP : GTPase-

activating protein.  
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Annexe 3. Manuscrit de l’article soumis pour publication dans Methods in Molecular Biology. 

 

Using single protein tracking to study cell migration 
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Abstract 
To get a complete understanding of cell migration, it is critical to study its orchestration at the molecular 

level. Since the recent developments in single molecule imaging, it is now possible to study molecular 

phenomena at the single molecule level inside living cells. In this chapter, we describe how such 

approaches have been and can be used to decipher molecular mechanisms involved in cell migration. 

 

Abbreviations: 
AOTF: Acousto-optic Tunable Filter 

Cas9: CRISPR associated protein 9 

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

D: Diffusion coefficient 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, high glucose 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 

EMCCD: Electron-Multiplying Charge-Coupled Device 

FBS: Fetal Bovine Serum 

FWHM: Full Width at Half Maximum 

GFP: Green Fluorescent Protein 

MEF: Mouse Embryonic Fibroblast 

mEos2: monomeric Eos2 

MSD: Mean Square Displacement 

NA: Numerical Aperture 

PALM: PhotoActivation Localization Microscopy 

PBS: Phosphate Buffered Saline 

sCMOS: scientific Complementary Metal-Oxide Semiconductor  

SRR: Super-Resolved Reconstruction image 

STL: Super-resolution Time-Lapse movie 

TIRF: Total Internal Reflection Fluorescence 

uPAINT: universal Point Accumulation Imaging in Nanoscale Topography 

 

Key Words: Cell migration / single protein tracking / super-resolution microscopy / integrin-

dependent adhesion / lamellipodium  
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1. Introduction 
 

Cell migration is a complex process which requires the spatiotemporal coordination of molecular 

machineries, such as force generating modules (myosins, actin polymerizing filaments, …), cell 

anchoring structures (integrin-dependent, cadherin-dependent adhesions, …), and force transmitting 

modules (anchor-cytoskeleton linkages, actin crosslinkers…).  

 

To break down the coordination of these modules and understand the involved mechanisms, it is 

necessary to study the dynamics of those molecular machines in living cells at the protein level. In fact, 

mobility of proteins is often correlated to their activity. This is particularly true for proteins inside 

adhesive structures that assemble into molecular linkages transmitting forces between the 

extracellular matrix (ECM) and the actin cytoskeleton. For instance, structural molecules of focal 

adhesions exhibit distinct levels of connection to the actin retrograde flow, suggesting hierarchical 

mechanical coupling to the actin cytoskeleton [1]. Furthermore, the immobilization of integrins, core 

components of ECM adhesive structures, is correlated to their activation [2, 3]. Correlations between 

protein mobility and activity has also been reported for other families of proteins including synaptic 

neurotransmitter receptors [4] and small G-proteins. For instance, the small G-protein Ras is mainly 

undergoing fast diffusion on the plasma membrane in its basal state, whereas it shows slower diffusion 

and increased occurrence of immobilization after activation by EGF stimulation [5]. This correlation 

between level of activation and mobility of proteins was also demonstrated for Rho GTPases, molecular 

switches controlling the actin cytoskeleton [6, 7].  

Besides, living systems show important spatial and temporal heterogeneities, which, most of the time, 

are only probed partially by ensemble imaging techniques. Yet, probing the full distribution of protein 

behaviors rather than an average parameter can reveal the existence of multiple subpopulations and 

enable to observe intermediate states or rare events. Moreover, to study the molecular mechanisms 

underlying cell migration, it is particularly informative to probe the spatiotemporal distribution of the 

involved proteins, as movements at the cellular scale are largely generated by mechanical interplays 

between structural elements. Furthermore, specific spatiotemporal distribution of signalling proteins 

(e.g., Cdc42, Rho, Rac), is required for the establishment of cell polarity, which is critical for cell 

migration [8].  

Previous single particle tracking studies in living cells used 20-40 nm gold nanoparticles [9, 10], micron-

sized beads functionalized with ligands of adhesion receptors [11], quantum dots [12, 13], or antibodies 

coupled to organic fluorophores [14]. Tracking integrins with these approaches provided important 

insights in the molecular understanding of integrin-mediated adhesion and force generation, sensing 

and response [9, 15, 16]. However, these approaches mostly reported the behavior of groups of integrin 

molecules [9, 15, 16], though single molecule tracking was achievable using low degrees of bead 

functionalization [17]. Moreover, most of these probes cannot cross the plasma membrane unless 

using invasive approaches (microinjection, electroporation, osmotic shock…). Therefore, they are not 

convenient to study the dynamic behavior of intracellular proteins or of transmembrane proteins inside 

adhesive and protrusive structures of living cells, which are confined and crowded multimolecular 

assemblies mostly localized on the ventral side of cells [18, 19].  

These problems were solved thanks to developments of photoactivatable/photoconvertible 

fluorescent proteins, enabling straightforward single molecule tracking in living cells [20]. Single 



159 
 

molecule imaging approaches, such as PALM (Photoactivation localization microscopy) [21] were 

initially developed to bypass Abbe diffraction limit and are therefore usually referred to as super 

resolution imaging techniques (for extensive review of superresolution techniques, [22, 23]. These 

techniques rely on the detection of fluorescent emission of sparse, isolated objects at a single time. By 

enabling the detector to record non-overlapping fluorescent signals, the signal emitter can then be 

computationally localized with a precision down to 10 nm [24]. Low densities of emitting fluorophores 

in a biological sample can be obtained by exposing the sample to a highly diluted labelling solution, or 

by using photoactivatable/photoconvertible labels. Photoactivatable/photoconvertible fluorophore 

have photo-physical properties that can be modified by light-induced chemical reaction. For instance, 

the Eos photoconvertible protein is converted from a green fluorescent form to a red fluorescent form 

following UV irradiation, a property found in numerous photoconvertible proteins [25]. By irradiating 

the sample with very low intensity UV light, only a few Eos molecules will undergo photoconversion 

per unit of time, enabling the experimentator to image sparse and individual red-emitting 

fluorophores. 

In this chapter, we focus on single particle tracking rather than on super-resolution microscopy. 

Nevertheless, it is important to note that single particle tracking with ultra-high densities of trajectories 

can also be used to generate super-resolved images or density/diffusion maps below the diffraction 

limit [6, 26, 27].  

Labelling of the target protein can be achieved by strategies falling into three categories: 

A) Antibody based-labelling [14, 26] (Fig. 1a): sample cells are treated with a fluorophore-coupled 

antibody recognizing the target protein. However, at the exception of few studies [18, 28], this 

approach is limited to the study of transmembrane or extracellular targets as antibodies cannot cross 

the plasma membrane. Furthermore, the use of multivalent antibodies can prevent quantitative 

imaging and induce clustering artefacts. 

B) Genetically encoded labelling (Fig. 1b): sample cells are transfected with a DNA encoding for the 

targeted protein genetically fused with a fluorescent protein. Cells transfected with such construct then 

produce the target protein with a label attached to it. In this labelling approach, the endogenous, non-

labelled protein is expressed concomitantly to the label protein.  

C) Tagged-protein labelling (Fig. 1c), which combines aspects of the two first approaches. In this case, 

sample cells are transfected with DNA encoding for the targeted protein fused with the sequence of a 

“tag” able to chemically react with a given labelling agent (SNAP-tag/benzylguanine derivatives [29–

31], HaloTag/chloroalkane derivatives [7, 31], GFP/Nanoboby [32], Biotin/monomeric streptavidin [19, 

33]). 

 

Compared to the antibody-based labelling, the tagged-protein approach provides more specific 

labelling, with controlled valency, enabling quantitative labelling of the protein of interest. It is also an 

easily achievable labelling approach when antibodies targeting the protein of interest are not available.  

Nevertheless, both antibody and tagged-protein based approaches enable the use of organic 

fluorophores as labelling agents (e.g., Alexa Fluor dyes, Atto dyes), which present several advantages 

in term of imaging. In fact, compared to fluorescent proteins, these probes also show increased 

brightness and photostability, thereby facilitating single molecule tracking. Moreover, some of these 

probes are membrane permeant, enabling intracellular protein labelling [31]. Application of single 

imaging techniques consists in three steps: 1) Sample preparation, 2) Sample imaging, 3) Data 
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treatment and analysis, each step involving critical aspects to take into account to get relevant data. In 

this chapter, we describe those steps in order to study molecular processes occurring in cellular 

structures involved during migration, such as the lamellipodium, and integrin-dependent adhesions.  

 

2. Materials 
 

2. 1. Solutions and Reagents 

 

Use ultrapure water and cell culture tested products. 

1. Ringer medium: 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 mM HEPES 11 mM Glucose 

at pH 7.4 (see Note 1 and 2) 

2. Cell culture medium: Dulbecco’s Modified Eagle Medium, high glucose (DMEM), 10% Fetal Bovine 

Serum (FBS), GlutaMAX supplement, 100 U.ml-1 penicillin-streptomycin, 1 mM sodium pyruvate, 15 

mM HEPES 

3. Commercial 0.05% trypsin, 0.02% EDTA solution 

4. Trypsin inactivation medium: DMEM, 1 mg/ml soybean trypsin inhibitor, GlutaMAX supplement, 100 

U.ml-1 penicillin-streptomycin, 1 mM sodium pyruvate, 15 mM HEPES 

5. Phosphate Buffered Saline (PBS) 

6. Purified human fibronectin solution (10 µg/mL) in PBS 

7. Nitric acid solution (65% wt/wt in water) 

 

 

2. 2. Imaging setup 

 

1. Inverted microscope (Nikon TiE or equivalent) 

2. High NA (1.45 or 1.49) oil immersion objectives designed for TIRF microscopy 

4. System to maintain the focus (e.g., Perfect Focus System, Nikon) 

5. Microscope temperature control system (The Cube, The Box, Life Imaging Services) 

6. Continuous Wave (cw) lasers for excitation depending on the fluorophore to be imaged, e.g., 23 mW 

HeNe laser (Thorlabs), frequency doubled Nd:Yag (Coherent) or solid state lasers 

4. Low noise highly sensitive Electron-Multiplying Charge-Coupled Device (EMCCD) camera (e.g., 

Evolve, Photometrics), or scientific Complementary Metal-Oxide Semiconductor (sCMOS) camera (e.g., 

Orca Flash4 by Hamamatsu) 

8. Several optical and opto-mechanical components including mirrors, dichroïc filters and lenses 

9. Fast shutter (Uniblitz) or AOTF (AA optoelectronic) 

10. For each fluorophore, an appropriate set of filters (Chroma or Semrock) is required. 

11. Ludin opened sample holder (Life Imaging Services) 

12. Computer for image acquisition, image processing and visualization 

13. Software for image acquisition (e.g., Metamorph, Molecular Devices) 

14. Software for image processing and visualization: Wavetracer commercial software [34] or free 

alternatives: ThunderSTORM [35] for superresolution reconstruction, ICY [36] with spot detector and 

spot tracker plugins for spot detection and tracking [37]. Kymotoolbox ImageJ plug-in from Fabrice 

Cordelière [38]. 
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2. 3. Others 

 

1. Nucleofactor™ transfection kit for MEF-1 and Nucleofactor™ IIb device (Amaxa™) (see Note 3) 

2. #1.5H coverslips (Marinfield) 

3. 75cm2 flasks for cell culture 

4. Multicolor fluorescent microbeads (Tetraspeck, Invitrogen) 

5. Incubator at 37°C supplied with humidified air containing 5% CO2. 

 

 

3. Methods 
 

Most protocol steps are identical to achieve single molecule imaging using 

photoactivatable/convertible fluorescent proteins or labelling of a tagged-protein with organic dyes. 

Therefore, we present below a single procedure in which the protein of interest, either coupled to a 

fluorophore or a tag recognized by organic dyes, is referred to as "fusion protein". For a comparison of 

these different labelling strategies, see Note 4. 

 

 

3. 1. Cells preparation 

 

3. 1. 1. Cells electroporation (24h before imaging) 

 

1. Actively dividing immortalized Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs, see Note 3) cultured in DMEM 

with 10% FBS in 75cm2 flask are detached with trypsin/EDTA solution (1.5 mL). After 1-3 minutes, 

trypsin is inactivated by adding serum-containing DMEM (5 mL). Cells are then counted and cell 

suspension volume is adjusted to keep 1-2 million cells per tube per experimental condition.  

2. After centrifugation at 300 G for 5 minutes, cell pellet is resuspended in transfection reagent and 

mixed with the DNA. Cells are usually co-transfected with DNAs encoding for the fusion protein, (3-5 

µg per condition, e.g., Eos-protein or tag-protein, see Notes 5-7) and for a GFP-coupled reporter of the 

structure of interest (1-2 µg per condition, e.g., GFP-paxillin for adhesive structures, GFP-α-actinin for 

lamellipodia). Cells are then electroporated with the Nucleofector™ 2b Device using the MEF T-020 

program (Lonza Nucleofactor protocol) (see Note 3). 

3. After electroporation, cells are re-plated in a 6 well-plate (about 0.3 million cells/well) in pre-heated 

culture medium and placed in 37°C incubator with humidified air containing 5% CO2. 

 

 

3. 1. 2. Coverslips cleaning, sterilization, and coating 

 

Before coating, coverslips are cleaned to ensure absence of non-specific fluorescent materials. 

1. Coverslips are placed in ceramic racks. 

2. Racks are placed in concentrated nitric acid (65% wt/wt) bath in staining glass box over night 
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3. Rinse the coverslips by moving the racks in ultrapure water bath in other staining glass box. Six 

changes of ultrapure water bath every 30 min (or more) are required. 

4. Coverslips are quickly rinsed in absolute ethanol. 

5. Ceramic racks are placed in a glass beaker, covered with aluminum foil and sterilized in an oven at 

240°C for 8h. 

 

Coverslips coating (One day before, or same day of the microscopy experiment, see Note 2) 

1. Cleaned coverslip are covered with a 10 µg / mL fibronectin solution (minimal volume: 150 µL per 

coverslip) and placed at 37°C for 60-90 minutes. 

2. After incubation, fibronectin solution is aspirated and coverslips are washed three times in PBS. 

3. Coverslips are stored in PBS medium at 4°C until the experiment. 

 

 

3. 1. 3. Sample preparation (Day of the experiment, see Note 8) 

 

1. Culture medium is removed and cells are washed twice with PBS to remove trypsin-inactivating 

proteins. Cells are then detached with trypsin/EDTA solution (0.3 ml per well) for 1-3 min at 37°C.  

2. Trypsin is inactivated with trypsin inactivation medium (1 ml per well) and are counted using any 

conventional cell counting method. 

3. After centrifugation at 300 G for 5 minutes, cells are resuspended in Ringer medium (1-2 mL).  

4. For PALM experiments (see Note 9):  

Particle tracking inside focal adhesions: right after resuspension, cells are plated on fibronectin 

coated coverslips in Ringer medium (30,000 – 50, 000 cells per coverslip). After 3h, coverslips can be 

mounted on an open chamber with 0.8 ∼ 1.6 mL of Ringer medium for imaging. 

Particle tracking inside lamellipodia: after resuspension, cells are incubated at 37°C and 5% CO2 for 

30 min before plating (to allow integrin turnover after trypsin-degradation). After incubation cells are 

stored at room temperature and 10,000 - 20,000 cells are loaded directly on fibronectin coated 

coverslips mounted on an open chamber containing ∼800 µl of Ringer medium. Imaging is started 

when cells start spreading and forming lamellipodia, typically 5-10 min after loading. 

   

For exogenous labelling with non-photoactivatable dyes (see Note 9) 

To avoid cell detachment during ulterior washing steps, labelling is started at least 30 minutes after 

loading the cells on the coverslip. The coverslip is then incubated 10 minutes at 37°C in a solution 

containing the labelling agent, typically at a concentration of 1 nM. The coverslip is then washed 

three times in PBS and placed it in the imaging chamber with Ringer medium. 

 

 

3. 2. Acquisition 

 

1. Cells chosen for single molecule imaging are typically identified by observing the GFP-fused reporter 

of the structure of interest.  

 

2. To measure the mobility of a protein of interest within a given region of the cell, a subregion of the 
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camera field of view is selected for recording at high frequency (typically 20-50 Hz, see Note 10). Several 

sequences of single molecule imaging are then continuously recorded (for a total of 5,000 to 20,000 

images, see Notes 11-13), interlaced with images of the fluorescent reporter to monitor possible 

displacement of the structure of interest (e.g., focal adhesion, lamellipodium, growth cone…). 

Acquisitions are made in the Total Internal Reflection Fluorescence (TIRF) mode, using an inverted 

motorized microscope (Nikon Ti) equipped with a 1.49 NA 100× oil immersion objective and a perfect 

focus system, placed in a thermostated enclosure at 37°C. Excitation of the fluorophore coupled to the 

protein of interest at high laser power can induce rapid photobleaching, thereby preventing tracking 

of molecules over time. In the case of mEos2 imaging, we typically use a 561 nm beam power ranging 

from 4 to 8 mW at objective output to allow single fluorophores to emit on several consecutive 

recorded planes before photobleaching. 

 For photoactivatable/convertible fluorophore imaging (e.g., mEos2), fluorophores are 

continuously photoconverted and excited by TIRF illumination at corresponding wavelengths. (i.e. 405 

nm and 561 nm for mEos2). Photoactivation/conversion laser power is adjusted to maintain 

fluorophore densities compatible with single molecule tracking (Fig. 2).  

 

 

3. 3. Data treatment and analysis 

 

3. 3. 1. Detection and Super-Resolved-Reconstruction Image (Fig. 3b): 

 

Treatment and analysis of single molecule images are computer-resource demanding and are therefore 

usually performed after experiment. However, softwares allowing real time single particle detection 

and tracking have been recently developed (e.g., WaveTracer [34]). In the single molecule images, 

individual emitting fluorophores appear as diffracted bright spots (Fig. 2). After decomposition of the 

original images into wavelet maps using custom algorithms, each fluorophore is localized on segmented 

images by centroid computation and a custom watershed algorithm is used to separate close molecules 

[24] (Fig. 3a). This strategy provides similar precision localization as more conventional gaussian fitting, 

but with a 10-fold decreased computation time. Those single molecule detections can then be plotted 

on a single image, forming a super-resolved reconstruction (SRR) image (Fig. 3b). To measure the 

pointing accuracy of our setup, we repetitively imaged purified mEos2 proteins adsorbed on a glass 

coverslip. As measured with the Full Width at Half Maximum (FWHM) of the obtained distribution of 

localizations, the resolution of our system is around 50 nm. 

 

 

3. 3. 2. Fast dynamics: Tracking and Super-Resolved-tracks Image (Fig. 3c): 

 

Single molecule trajectories are then generated by reconnecting single molecule detections on 

consecutive single molecule images using simulated annealing algorithms [39, 40] (Fig. 3c). There are 

several ways to analyze single particle dynamics (e.g., 2D displacement [41], Mean Square 

Displacement [2, 6, 7], Bayesian analysis [42]). Here we will briefly present the analysis via Mean Square 

Displacement (MSD) computation. The MSD of a particle measures the area covered over time by the 

particle. For a trajectory of N data points (coordinates x(t), y(t)) at times t = 0 to (N − 1) × Dt, with, e.g., 
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Dt = 20 ms, the MSD for time intervals t = n × Dt is calculated using the formula (Eq.1):  

 

𝑀𝑆𝐷(𝑡 = 𝑛 ∙ ∆𝑡) =
∑ (𝑥𝑖+𝑛 − 𝑥𝑖)2 + (𝑦𝑖+𝑛 − 𝑦𝑖)2𝑁−𝑛

𝑖=1

𝑁 − 𝑛
                                𝐸𝑞. 1 

 

Particles undergoing free-diffusion show linear MSD over time, whereas the MSD of particles diffusing 

in a confined area will reach a plateau over time. Besides, the MSD over time of immobile particles is 

constant and arises from the localization error of the system used. Therefore, molecule diffusion 

characteristics can be determined by fitting the MSD curves obtained from the single molecule 

trajectories (Fig. 3b, see Note 14). Arising from the above formula, the last points of the MSD curve are 

computed using a small number of values. Therefore, these poorly averaged last points are commonly 

excluded during the fitting of the MSD curve. For short trajectories (10-20 time points), as obtained 

with fluorescent proteins, 60-80% of the first MSD points are included for fitting. For long trajectories 

(>100 time points), as obtained with organic fluorophores or quantum dots (see Note 4), around 30% 

of the first MSD points are included for fitting. 

Apparent Diffusion coefficient (D) of each molecule can also be determined by computing the linear 

fits of the first few points of the MSD. Distribution of molecule diffusion coefficients can thus be 

obtained to identify different populations in term of diffusion characteristics. Analysis can then be 

refined by computing MSD in particular subregions of the raw images, allowing, for instance, to 

compare the target protein diffusive behavior inside and outside a structure of interest. Using this 

approach, Rossier et al. have for example shown that outside focal adhesions, integrins are freely 

diffusing, reflecting a non-activated state, while they are immobilized inside focal adhesions due to 

activation [2]. Moreover, this approach revealed that integrins are undergoing cycles of slow free-

diffusion and immobilization within focal adhesions, suggesting that they are not constantly activated 

in focal adhesions, and not as stable as inferred from previous ensemble measurements [43, 44]. 

 

 

3. 3. 3. Slow dynamics: Times-lapse and kymograph (Fig. 3d): 

 

Biomolecules in cells evolve at different time scales. So far we described acquisition frequencies (20-

300 Hz) used to study the fast mobility behaviors of proteins, enabling to differentiate membrane free-

diffusion, confined diffusion and immobilization. Nevertheless, a protein that appears immobile at 50 

Hz could in fact display slow displacements at lower frequencies (e.g., 0.5 Hz). This is typically the case 

for proteins coupled to the actin flow within subcellular structures involved in cell migration, e.g., focal 

adhesions and the lamellipodium. In those structures, the interplay between forces generated by actin 

polymerization and myosin motors results in an inward actin flow ranging from few nm/s in focal 

adhesions up to 100 nm/s in lamellipodia or growth cones [2, 6, 45–48]. The actin flow is the engine 

powering cell migration, since its connection to adhesive proteins via a myriad of adaptors transmits 

internal forces to the ECM and triggers membrane protrusion [49]. Originally, those slower directed 

movements were visualized and quantified using speckle microscopy, which combines long exposures 

and low expression of proteins fused to fluorescent proteins [1, 48, 50]. The use of 

photoactivatable/photoconvertible fluorescent proteins is an alternative way to obtain isolated 

emitters (see Note 4).  
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Super-resolution time-lapse movies of protein slow movements could be generated in two ways. One 

can use long exposures (e.g., 250 ms) and low acquisition frequencies (e.g., 2 Hz), as in speckle 

microscopy. In that scheme, photoactivation/conversion and excitation laser power should be 

decreased to prevent excessive photo-activation and bleaching (e.g., 1.5 kw.cm−2 for the excitation 

laser) [6, 51]. Another way to study protein slow movements is to merge several super-resolved 

reconstruction images (e.g., 25 images) obtained from 50 Hz single molecule imaging, generating a 

super-resolution time-lapse movie (STL) (e.g., 2 Hz) (Fig. 3d). In fact, a single fluorophore can undergo 

reversible on/off fluorescent state switching (“blinking”) for tens of second. Therefore, it is possible to 

track a slowly moving fluorophore for a prolonged duration by reconnecting the different “on” periods. 

Directed movements of proteins (rather than Brownian motion) can thereby be analyzed by tracking 

the position of individual proteins over time [6, 51].  

Slow protein behavior can also be analyzed by generating kymographs (see Kymotoolbox ImageJ plugin 

developed by Fabrice Codelière from the Bordeaux Imaging Center, available on demand: 

fabrice.cordelieres@u-bordeaux.fr). In a region of interest, a straight line or a segmented line is 

typically drawn directly on the STL-movie (Fig. 3d), to generate a kymograph (X position over time) and 

a kymostack (Y position over X position). It is then possible to extract different parameters such as the 

speed, direction and dwell-time of proteins.  

 

Using this approach, it was demonstrated that F-actin motions within focal adhesions are transmitted 

differentially to specific classes of α/β integrins. β3-class integrins are stationary and enriched in focal 

adhesions, whereas β1-class integrins are less enriched and display rearward movements [2]. Thus, 

specific classes of α/β integrins act as distinct ‘nanoscale adhesion units’ within an individual focal 

adhesion, with specific dynamics, organization and force transmission of F-actin motion to the ECM. F-

actin and actin binding protein (e.g., Arp2/3 complex) flow could also be quantified in the 

lamellipodium of migrating cells [52], neuronal growth cones [6, 51], but also in much smaller motile 

structures such as neuronal dendritic spines [6, 45, 52, 53]. Importantly, unlike the fast concerted flow 

of actin and Arp2/3 in the lamellipodium and growth cones, actin elongation from immobile Arp2/3 in 

dendritic spines does not generate a fast and concerted rearward flow of actin [6]. Since actin 

regulators in those structures are almost identical, this suggests that the shape and dynamics of 

protrusive structures are determined by the nanoscale organization of F-actin regulators rather than 

their nature.  

 

The developments of super-resolution microscopy techniques revealed that proteins, which seem co-

localized using conventional light microscopy, are spatially segregated at the nanoscale into distinct 

functional layers or centers [54–56]. The ability to track proteins at the nanoscale, that comes in handy 

with single molecule localization microscopy techniques, is a powerful tool to study the spatiotemporal 

regulation of specific protein interactions within those distinct functional areas. Thus, we can now 

zoom into sub-cellular structures involved in cell migration (e.g., focal adhesions, lamellipodium…) and 

understand the mechanisms locally controlling protein activities.   
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3. Notes 
 
1. Other physiological imaging buffers than the one proposed here can be used. Imaging medium 

should however have low background fluorescence level, as signal/noise ratio is critical for single 

molecule imaging. Components increasing background fluorescence such as phenol-red should 

therefore be avoided as much as possible.  

 

2. To promote the formation of a given type of cell adhesions, specific molecules (e.g., fibronectin, 

collagen…) can be adsorbed on the coverslips before cell seeding. In that case, as serum contains ECM 

proteins (fibronectin, vitronectin), serum-free media can be used so that adhesion formation is strictly 

promoted by the chosen adsorbed protein. 

 

3. To our knowledge, there is no restriction on the transfection method or cell type to use. 

 

4. Comparison of the different labelling strategies 

Genetically encoded labelling, i.e., via the expression of the protein of interest fused to a 

photoactivatable/convertible fluorescent protein, enables quick and easy adjustment of the 

fluorophore density during single molecule imaging experiments. One can therefore compensate for 

photobleaching and maintain a constant fluorophore density for a long time, allowing to accumulate 

thousands molecule trajectories within the same region of interest. Moreover, such ease of 

fluorophore density adjustment makes it possible to compensate for differences regarding the target 

protein density within the cell. For a same cell, it is therefore possible to sequentially perform single 

molecule tracking in a region where the target protein is highly concentrated (e.g., Paxillin in focal 

adhesions), and then in a region containing low levels of the target protein (e.g., Paxillin outside focal 

adhesions), which can reveal the existence of different states of the target protein (e.g., freely-diffusing 

vs confined). On the other hand, the vast majority of these trajectories typically last only few hundreds 

of milliseconds, due to frequent blinking. Using our setup to continuously image membrane-anchored 

mEos2 with a 561 nm laser power of around 5 mW (objective output), about 75% of the trajectories 

obtained last less than 200 ms due to blinking.  

Compared to fluorescent proteins, organic dyes and quantum dots present increased brightness and 

photostability. Increased brightness improve the signal/noise ratios during single molecule imaging, 

and higher spatial resolution/pointing accuracy can be obtained with such probes. These probes can 

thereby enable to measure smaller confinement areas than achieved with fluorescent proteins. 

Besides, increased photostability enables to record longer trajectories (>10 s), which can be required 

to measure the duration of given single molecule behaviors (immobilisation duration, diffusion 

duration) and observe transitions between different molecular behaviours [12, 13, 18] (Fig. 4). On the 

other hand, unless working with photoactivatable organic dyes, [31], or using the uPAINT approach (cf. 

below), fluorophore density cannot be adjusted after labelling with this approach. As a consequence, 

one cannot restore the pool of emitting fluorophores after photobleaching. Therefore, fewer 

trajectories are obtained in a given region compared to photoactivatable/convertible label imaging, 

making it more time-demanding to obtain statistically representative data samples with organic 

fluorophores/quantum dots. 

When studying a membrane protein, the uPAINT approach can be applied. This consists in recording 
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thousands of single-molecule trajectories appearing sequentially on the cell surface while labelling of 

the protein of interest is ongoing [26, 27]. In this case, the pool of labelling molecules is constantly 

replenished due to the continuous and/or reversible binding of a labelling agent to the protein of 

interest. This enables to combine the use of organic fluorophores with the accumulation of a high 

number of trajectories. However, this method is not optimal to study proteins located under the cell, 

because of reduced accessibility of those proteins to labelling molecules. Besides, if the labelling 

molecule binds irreversibly to the target, and if the target is expressed at a low level, it may be difficult 

to accumulate a sufficient number of trajectories with uPAINT. This can be solved by using the DNA-

Paint approach, which relies on the transient binding of short fluorescently labelled oligonucleotides 

[57–59]. In fact, as the binding of labelling molecules to the target is strictly transient in this approach, 

photobleached molecules are quickly replaced by unbleached ones. 

 

5. Other fluorophores than mEos2 can be used to perform PALM experiments (e.g., Dendra [60], 

mEos3.2 [61], …) and other fluorophores than GFP can be used to localize the structures of interest. 

However, strictly avoid overlap of emission wavelengths between photoactivated/converted state of 

the tracked protein and the reporter of the structure of interest. 

 

6. Fusion of a protein of interest with a fluorescent protein or a tag can alter its function due to steric 

hindrance or oligomerization. This may be solved by changing the position of the tag/fluorophore in 

the fusion protein (e.g., N-terminal instead of C-terminal). Besides, some fluorophores seem more 

likely to oligomerize than others [61, 62]. Therefore, functions of fusion proteins used for such 

approaches should be checked. For instance, functionality of a fusion protein can be tested by inducing 

its expression in cells showing specific defects due to the absence or low expression of the protein of 

interest (rescuing assay). Expression of the fusion protein should have the same effect on cells as re-

expression of the non-labeled equivalent protein. 

 

7. To perform quantitative structural studies, i.e., quantitative composition of given structures, or to 

circumvent potential artifacts introduced by the overexpression of the protein of interest, it is possible 

to express a genetically encoded labelled protein at endogeneous level by using the CRISPR-Cas9 

approach [63–65]. With this approach, the native, unlabelled version of the protein of interest is 

completely removed and replaced by the labelled fusion protein. This enables quantitative studies, e.g., 

quantification of the molecular composition of given structures, as the amount of protein of interest in 

a given region can be measured based on the fluorescent signal [66, 67]. 

 

8. Some fluorophores are photoactivated/converted or bleached by ambient light and should be 

manipulated in reduced room lighting. 

 

9. For prolonged imaging (>1h) of the sample mounted on the imaging chamber, evaporation can be 

prevented by adding a glass cap on top. Note that smaller volumes are more sensitive to evaporation-

induced concentration increase of buffer constituents. Due to the minimal composition of Ringer 

imaging buffer, it is not adapted to long cell incubation/imaging (>12h). In such cases, specific nutrients 

or growth factors may be added to Ringer medium. 

10. Studying the fast motion of single proteins requires high frequency imaging. In this case, only the 
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most relevant subregion in the camera field of view is selected for recording, as most setup cannot 

generate whole field 50Hz movie due to limited data transfer/writing speed. Increased acquisition 

speed (100-500 Hz) may be obtained by reducing the size of the camera field of view subregion chosen 

for recording or using fast cameras (sCMOS). 

 

11. Typically, 10,000-20,000 planes are recorded for single molecule imaging, so as to ensure proper 

sampling of the fusion protein molecular behavior. For proteins showing low levels of 

expression/labelling, this amount may be increased to obtain a sufficient number of single molecule 

trajectories. 

 

12. Fluorescent beads (e.g., 100 nm Tetraspeck, Invitrogen) can be adsorbed to the coverslip before 

image recording to enable post-experiment acquisition registration (lateral drift correction). Typically, 

a drop of 100 µL of diluted bead solution (1:10 000) is loaded on parafilm and the coverslip is put upside 

down on the drop for 15 min at room temperature. After incubation, the coverslip is rinsed twice with 

PBS before imaging.  

 

13. When using photoconvertible fluorophores (and some photoactivatable ones), non-specific 

background signal can be decreased by photobleaching the sample before 

photoactivation/photoconversion, improving signal/noise ratio in the following single molecule 

recordings. This can be achieved by illuminating the sample during few seconds at the excitation 

wavelength of the fluorophore used for single molecule imaging. 

 

14. For the MSD analysis presented above, the average duration of the trajectories selected for 

computing should be below the transition time between the different single molecule behaviors of the 

protein of interest (e.g., transition time between free-diffusion and immobilisation). In fact, whereas 

the MSD analysis is relevant for trajectories reflecting the same behaviour over time (i.e. free-diffusion 

or confined diffusion or immobilisation…), it is biased for particles shifting between different 

behaviours (e.g., free-diffusion then immobilisation). For instance, a trajectory reflecting free-diffusion 

for half of its length and immobilisation for the other half, would often be scored as a confined behavior 

with this approach, which is inaccurate. Moreover, the part of this trajectory corresponding to 

immobilisation would interfere with the Diffusion coefficient computing method mentioned above. 

This would induce an underestimation of the Diffusion coefficient compared to the value that would 

be obtained when treating the free-diffusion part alone. Nevertheless, for a given persistent molecular 

behavior (i.e. free-diffusion or confined-diffusion), the longer the trajectory, the more accurate is the 

MSD computing. Therefore, to study trajectories representing a unique molecular behavior while using 

the maximal trajectory durations available in the data set, it is possible to split each trajectory into 

multiple ones upon transition between different molecular behaviors. These transitions can be 

detected by computing rolling MSDs along the trajectory, enabling to measure a confinement 

probability used to segment the trajectories. [68, 69]. 
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Figure legends 
 

Figure 1. Different labelling strategies for single protein tracking 

The three main labelling strategies suitable for single protein tracking are shown here, along the 

advantages and drawbacks of each approaches. 

 

Figure 2. Raw images of single molecule imaging 

Images of a MEF co-expressing GFP-paxillin (a) for focal adhesion labelling, and mEos2-β3-integrin for 

single protein tracking of integrins using sptPALM. (b-d) Raw image of sptPALM of mEos2-β3-Integrin. 

Increasing power of photoactivating 405 nm irradiation correlates with increasing density of 

photoconverted mEos2-β3-integrin. Representations of sub-optimal (b), adequate (c) or tracking error 

prone (c) fluorophore densities for single molecule tracking are represented. Orange arrows highlight 

areas where photoconverted mEos2-β3-integrin are overlapping. Lower panels correspond to zoomed-

in inset of upper panels.  

 

Figure 3. Single molecule images: treatment and analysis 

(a) Single molecules are detected with a 50 nm spatial resolution from a stream recording of sptPALM 

images. (b-d) Various ways to extract information from single molecule detection movies. (b) Super-

resolved-reconstruction image and distribution of localizations. The super-resolved-reconstruction 

image is obtained by superimposing the single molecule detection images (top). Middle panel shows 

the super-resolved-reconstruction image of mEos2-Actin in the lamellipodium of a spreading MEF, 

obtained from a sptPALM recording of 150 s at 50 Hz. (middle). Bottom panel shows the super-

resolved-reconstruction image of mEos2- β3-integrin in focal adhesions of a MEF, obtained from a 

sptPALM recording of 320 s at 50 Hz.  

(c) Super-resolved trajectories image and molecule diffusion behaviors. The super-resolved trajectories 

image is obtained by reconnecting single molecule detections on consecutive planes (top). The 

trajectories from mEos2-Actin (middle left) and mEos2-Integrin β3 (botom left) are color-coded to show 

their diffusion modes: free-diffusion (green), confined-diffusion (yellow) and immobile (red). The 

lamellipodium and focal adhesions are labelled by GFP-α-actinin (middle left) and GFP-Paxilin (botom 

left), respectively. Distributions of the Diffusion coefficient D computed from the obtained trajectories 

with mEos2-Actin (orange) and mEos2-Integrin β3 (blue) are shown in a logarithmic scale (middle right). 

The grey area including D values inferior to 0.011 µm2.s-1 corresponds to immobile trajectories. 

Variation of theoritical values of MSD over time for particles undergoing free-diffusion (green), 

confined diffusion (yellow) or immobilisation (red) (bottom, middle). Fraction of particles undergoing 

free-diffusion, confined-diffusion or immobilisation for mEos2-Actin (orange) and mEos2-Integrin β3 

(blue). 

(d) Super-resolution time-lapse movies and kymographs to study slow dynamics. A super-resolution 

time-lapse movie is generated by merging 25 consecutive planes of the single molecule detections 
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movie. Kymographs are then produced from this movie. The horizontal axis displays the spatial 

dimension and the vertical axis represents elapsed time. Kymographs perpendicular to the cell edge 

(highlighted by a violet line in a, middle), generated from mEos2-Actin sptPALM time-lapse. The mEos2-

Actin motions are highlighted by dashed violet lines with the corresponding velocity in nm/s (middle). 

Kymographs obtained from mEos2- β3-integrin super-resolution time-lapse images along a focal 

adhesion (highlighted by violet lines in a, bottom). The mEos2- β3-integrin motions are highlighted by 

dashed violet lines with the corresponding velocity in nm/s (bottom).  

 

Figure 4. Long single-molecule trajectories using organic fluorophores. 

Integrins immobilize after entering focal adhesions. Single-protein tracking of SNAP-tag-β3-Integrin 

using Benzylguanine-ATTO 565 in MEFs co-transfected with GFP-Paxilin for focal adhesion labelling 

(Left). The outlined area in the left panel is shown at a higher magnification in the right panel. The 

orange arrows highlight the immobilisation of β3-Integrin in focal adhesions. 
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Mécanismes moléculaires d’activation des intégrines par la kindline-2 lors de 
l’adhésion cellulaire 
Les adhérences focales (AF), structures adhésives reliant la cellule à la matrice extra-cellulaire (MEC), constituent de véritables 
plateformes de signalisation biochimique et mécanique qui contrôlent l'adhérence, la migration, la différenciation et la survie 
cellulaire. Les récepteurs transmembranaires intégrines sont au cœur des AF, où elles connectent la MEC au cytosquelette 
d'actine. Au début des années 2000, la protéine intracellulaire taline, qui se lie aux parties cytoplasmiques bêta des intégrines, était 
considérée comme le principal activateur des intégrines. Néanmoins, il a depuis été montré que la kindline, autre protéine 
intracellulaire se liant aux parties bêta cytoplasmiques, jouait également un rôle essentiel dans l'activation des intégrines. Ainsi, 
plusieurs études ont mis en évidence que la kindline et la taline étaient complémentaires et avaient une action synergique durant 
l'activation des intégrines. Les bases moléculaires de ces phénomènes restent à déterminer. De plus, la plupart des données sur le 
rôle de la kindline dans l'adhérence et l'activation des intégrines provient d'expériences menées sur des cellules en suspension 
et/ou avec l'intégrine plaquettaire αIIbβ3. Ainsi, la régulation de ces processus par la kindline dans les cellules adhérentes est 
encore peu comprise. Dans cette étude, nous combinons la microscopie PALM et le suivi de protéines individuelles pour révéler le 
rôle et le comportement de la kindline à l'intérieur et à l'extérieur des AF au cours des événements moléculaires clés se déroulant 
au niveau de la membrane plasmique, et qui mènent à l'activation des intégrines. Nous avons observé que les intégrines bêta1 et 
bêta3 portant une mutation ponctuelle inhibant l'interaction avec la kindline montrent un défaut d'immobilisation dans les AF. Nous 
avons également observé que la kindline-2, qui est enrichie dans les AF, diffusait librement au niveau de la membrane plasmique, 
à l'intérieur et à l'extérieur des AF. Ceci constitue une distinction majeure par rapport à la taline, qui, au niveau de la membrane 
plasmique, est essentiellement observée dans les AF où elle est immobile, montrant qu'elle est recrutée dans les AF directement 
depuis le cytosol sans diffusion latérale membranaire (Rossier et al. 2012). Afin d'identifier les bases moléculaires du recrutement 
et de la diffusion membranaire de la kindline, nous avons utilisé différents variants mutés de kindline précédemment décrits. Le 
mutant kindline-2-QW614/615AA (liaison aux intégrines inhibée) montre une diffusion membranaire accrue, ce qui suggère que la 
kindline peut diffuser au niveau de la membrane plasmique sans être associée aux intégrines. Par ailleurs, la baisse 
d'immobilisation au niveau des AF observée avec ce mutant montre qu'une partie de l'immobilisation de la kindline est due aux 
intégrines, suggérant l'existence d'un complexe intégrine-kindline immobile dans les AF. La délétion du domaine Pleckstrin 
Homology (PH) de la kindline diminue considérablement son recrutement et sa diffusion membranaire. Nous avons évalué le rôle 
fonctionnel du recrutement et de la diffusion membranaire de la kindline en réexprimant ces mutants dans des cellules déplétées 
en kindline-1 et -2 (cellules KO kindline-1 -/-, kindline-2 -/-). Ces expériences montrent que le recrutement et la diffusion 
membranaire de la kindline sont cruciaux pour l'activation des intégrines durant l'étalement cellulaire et favorisent la formation 
d’adhérences. Cela suggère que la kindline utilise un chemin différent de celui de la taline pour atteindre et activer les intégrines, 
ce qui pourrait expliquer au niveau moléculaire comment la kindline complémente la taline durant l'activation des intégrines. 

Mots clés : Activation des intégrines, kindline, adhérence cellulaire, suivi de protéines individuelle, microscopie de super-
résolution 
 
Molecular mechanisms of integrin activation by kindlin during cell adhesion 
Focal adhesions (FAs) are adhesive structures linking the cell to the extracellular matrix (ECM) and constitute molecular platforms 
for biochemical and mechanical signals controlling cell adhesion, migration, differentiation and survival. Integrin transmembrane 
receptors are core components of FAs, connecting the ECM to the actin cytoskeleton. During the early 2000s, the intracellular 
protein talin, which directly binds to the cytoplasmic tail of β-integrins, was considered as the main integrin activator. Nevertheless, 
it has been shown that kindlin, another intracellular protein that bind to β-integrin, is also a critical integrin activator. In fact, several 
studies have shown that kindlin and talin play complementary and synergistic roles during integrin activation. The molecular basis 
of these phenomena remains to determine. Moreover, most studies focusing on the role of kindlin during integrin activation and cell 
adhesion have been performed with suspended cells and/or with the platelet integrin αIIbβ3. Here we combined PALM microscopy 
with single protein tracking to decipher the role and behavior of kindlin during key molecular events occurring outside and inside 
FAs at the plasma membrane and leading to integrin activation, as we have done previously for talin (Rossier et al., 2012). We 
found that beta1 and beta3-integrins with a point mutation inhibiting binding to kindlin show reduced immobilization inside FAs. We 
also found that kindlin-2, which is enriched inside FAs, displayed free diffusion at the plasma membrane outside and inside FAs. 
This constitutes a major difference with talin, which, at the plasma membrane level, is observed almost exclusively in FAs, where it 
is immobile, which shows that talin is recruited into FAs directly from the cytosol without lateral diffusion along the plasma 
membrane (Rossier et al. 2012). To determine the molecular basis of kindlin membrane recruitment and diffusion, we used a kindlin 
variant known to decrease binding to integrins (kindlin-2- QW614/615AA). This mutant displayed increased membrane diffusion, 
suggesting that kindlin-2 can freely diffuse at the plasma membrane without interacting with integrins. Moreover, the kindlin-2-QW 
mutant showed decreased immobilization inside FA, showing that part of kindlin immobilization depends on interaction with 
integrins. This suggests that kindlin can form an immobile complex with integrins inside focal adhesions. Deletion of the kindlin 
pleckstrin homology (PH) domain strongly reduced the membrane recruitment and diffusion of kindlin. We assessed the functional 
role of kindlin membrane recruitment and diffusion by re-expressing different kindlin-2 mutants in kindlin-1/kindlin-2 double KO 
cells. Those experiments demonstrated that kindlin-2 membrane recruitment and diffusion are crucial for integrin activation during 
cell spreading and favor adhesion formation. This suggests that kindlin uses a different route from talin to reach integrins and 
trigger their activation, providing a possible molecular basis for their complementarity during integrin activation.  
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