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Avant-propos  
 

Les modifications d’expression de gènes ou les mutations peuvent altérer les fonctions cellulaires et conduire 

au cancer. Ces changements se produisent naturellement lors de la réplication de l’ADN et peuvent être 

induits par des facteurs environnementaux causant des dommages à l’ADN au cours de la vie quotidienne. 

Une des préoccupations cliniques majeure dans le traitement des cancers est de limiter la migration et 

l’invasion des cellules tumorales, conduisant à d’importantes difficultés  thérapeutiques. Les cellules souches 

cancéreuses (CSC) ont été identifiées comme une sous-population cellulaire responsable des récidives, d’être 

radio et chimio-résistantes et de posséder d’importantes capacités migratoires et prolifératives. Du fait de leur 

phénotype souche, elles possèdent d’incroyables capacités d’adaptation à leur environnement et aux 

différentes situations qu’elles rencontrent. Elles sont capables de percevoir et transmettre des informations 

relatives aux propriétés physiques de l’environnement via la mécanoréception et la mécanotransduction 

(Gkretsi and Stylianopoulos 2018). Ces mécanismes jouant un rôle essentiel dans le contrôle de la migration, 

il est crucial de les étudier dans un environnement adéquat où les paramètres physiques sont finement 

contrôlés. 

Ces propriétés physiques de l’environnement, bien que longtemps ignorées dû en partie au défaut d’approches 

technologiques pratiques et fiables, sont aujourd’hui de plus en plus étudiées pour de nombreux 

comportements cellulaires (Broders-Bondon et al. 2018). En effet durant la croissance tumorale ou durant la 

migration, les cellules cancéreuses vont rencontrer de nombreuses structures présentant une grande diversité 

de propriétés physico-chimiques orientant leur devenir cellulaire (Cuddapah et al. 2014b)(Ferrer, Moura Neto, 

and Mentlein 2018).  

La matrice extracellulaire (MEC), constituant l’environnement des cellules cancéreuses durant leur migration, 

jouent un rôle fondamental dans l’induction des différents comportements migratoires via les interactions 

cellules-matrices réalisées par de nombreux récepteurs. Ils permettent l’intégration des signaux physiques et 

chimiques de l’environnement. Ces intégrations vont permettre la modulation des propriétés 

pharmacologiques, radiologiques et cellulaires comme l’agressivité, l’invasivité, la prolifération, la résistance 

à l’apoptose ou encore le mode de migration. 

En ce sens, bien que les systèmes 2D de cultures classiques aient permis la réalisation de fabuleuses avancées 

en biologie et la compréhension de nombreux phénomènes, ils sont obsolètes pour ce type de problématique. 

Ils ne récapitulent pas l’environnement tridimensionnel inhérent au vivant dont découle de nombreux 

phénomènes biologiques. 

La culture 2D ne rend pas compte de tous les paramètres physico-chimiques (rigidité, confinement…) et 

conduit à des situations limitées pour l’étude en conditions biomimétiques. Ainsi, la mise au point de 

nouvelles matrices 3D devient indispensable.  
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C’est dans cet axe que vont s’inscrire mes travaux de thèse. Ils consistent dans une première étape en la 

conception et la mise au point d’un nouvelle matrice 3D de nanofibres biocompatible, dont il est possible de 

finement moduler les propriétés physiques et chimiques et ce, de manière indépendante. Cette matrice nous 

permettra donc d’étudier l’implication des propriétés chimiques, de la rigidité et du confinement sur les 

différents comportements migratoires des cellules souches de glioblastomes. 

Les glioblastomes multiformes (GBM) sont des tumeurs cérébrales hautement agressives et létales pour 

lesquelles il n’existe pas de traitement. Le protocole de référence (Stupp et al. 2005) permet  d’atteindre une 

médiane de survie de 14 mois. Il est donc urgent, en association avec la chirurgie, d’envisager des alternatives 

thérapeutiques propres aux gliomes pour cibler la migration. 

Les cellules souches de gliomes (ou glioma stem cells : GSC) migrent au travers du parenchyme sain, en 

réalisant de nombreux contact avec les MEC cérébrales et les nombreuses contraintes mécaniques qu’elles 

représentent. 

Les glycanes jouent un rôle essentiel dans la progression tumorale. Il a déjà été observé que la glycosylation 

des protéines membranaires des GSC impacte leur interaction avec la MEC et la modulation de leurs réponses 

aux propriétés chimiques du microenvironnement (Kizuka and Taniguchi 2016). Néanmoins, l’impact sur la 

réponse aux propriétés physiques reste inconnu.  

C’est pourquoi, dans une seconde étape, mes travaux porteront sur l’implication de la N-glycosylation et plus 

précisément la genèse des glycanes complexes sur la mécanotransduction des GSC et leur agressivité en 

réponse à la rigidité. 

 

Dans ce contexte, dans les premières parties de l’introduction, je récapitulerai les connaissances acquises sur 

les glioblastomes et les GSC qui sont en lien avec mes travaux. 

Par la suite, j’exposerai les propriétés physico-chimiques des différentes composantes du microenvironnement 

des GBM que les GSC seront amenées à rencontrer durant leur migration, telle que la composition de la MEC 

ou la rigidité de l’environnement. Je détaillerai également les voies empruntées par les GSC durant leurs 

cheminements au travers du parenchyme sain, les différents modes migratoires connus, ainsi que l’implication 

des propriétés physico-chimiques sur la migration. Les mécanismes permettant la migration et la jonction 

cellules-MEC, ainsi que la capacité de mécanotransduction des GSC seront également explicités.  

Je décrirai ensuite l’implication de la glycosylation sur la migration, l’agressivité et l’interaction des GSC 

avec la MEC.   

La dernière partie de cette introduction sera consacrée aux différentes dimensionnalités rencontrées entre les 

matrices biomimétiques existantes pour la culture cellulaire, ainsi qu’aux divers types de matrices présentant 

toutes des avantages et des inconvénients. Ainsi nous pourrons situer nos matrices 3D de nanofibres, au sein 

des matrices déjà existantes. 
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1-Le cancer : 
 

Les premières traces de cancers décrites se trouvent sur un papyrus datant de l’ancien empire égyptien 

après la fin du Néolithique,  environ 3000 av. J.C (Binder et al. 2014) et d’anciens documents médicaux 

décrivent des conditions pathologiques identifiées comme « cancéreuses » dans la Grèce Antique (Karpozilos 

and Pavlidis 2004). Des études archéologiques menées dans le Nord du Soudan ont permis la découverte du 

squelette d’un jeune adulte datant de 1200 av. J.C portant des traces de lésions cancéreuses osseuses à de 

multiples endroits (Binder et al. 2014). En 2012 environ 14.1 millions de nouveaux cas de cancers sont 

survenus dans le monde entier, engendrant 8,2 millions de décès (OMS). L’augmentation de la  fréquence des 

cancers est due, au vieillissement des populations ainsi qu’à la prévalence croissante de facteurs de risque 

établis tels que le tabagisme, la surcharge pondérale, l’inactivité physique, les conditions environnementales 

(eau, air, alimentation) ou encore à des origines infectieuses telles que le virus de l’hépatite B ou C, ainsi que 

par le virus du papillome humain.  

Les cancers le plus meurtriers au travers du monde sont le cancer du poumon chez les hommes et du 

sein chez les femmes. Dans les pays développés, ils sont suivis en termes d’incidence par le cancer colorectal, 

le cancer de la prostate, du foie et du col de l’utérus. Bien que les taux d’incidence soient presque deux fois 

plus élevés dans les pays les plus développés, tant chez les hommes que chez les femmes, le taux de mortalité 

dû au cancer n’est que 8 % à 15 % plus élevés que dans le reste du monde(Torre et al. 2015). 

 

Figure 1 : Statistiques gobales sur le cancer en 2012« Global Cancer Statistics 2012”, Lindsey A. 

Torre, 2015, source : GLOBOCAN 2012. 

 

Il n’existe pas un cancer, mais des cancers, pouvant être d’une grande hétérogénéité intra et inter-

tumorale et étant dépendante de facteurs génétiques et environnementaux.  L’une des raisons de cette 

hétérogénéité est que l’une des populations identifiées comme impliquées dans la tumorigénèse sont des 

cellules de types souches identifiées par Cohnheim et Durante à la fin du dix-neuvième siècle. 

Le cancer dérive du tissu sain dont une ou plusieurs cellules vont perdre le contrôle de leur 

prolifération est ainsi aboutir à la formation d’une masse tumorale dans le cas des tumeurs solides. L’absence 
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de régulation de leur division va à terme amener au disfonctionnement de l’organe touché. Les problèmes 

majeurs dans le cancer sont la métastase, la récidive et l’invasion. En effet après dépistage, lorsque les cellules 

tumorales restent localisées en masse autour de l’origine, la résection chirurgicale peut suffire à la guérison. 

Néanmoins durant la progression tumorale maligne, la formation de métastases est issue d’un processus en 

plusieurs étapes lui permettant de migrer au travers de l’organisme, avant de nicher et proliférer à nouveau. 

Tout d’abord la cellule métastatique va se détacher de la tumeur d’origine et envahir la matrice extracellulaire. 

C’est la délamination. Ensuite elle va passer dans la circulation sanguine ou lymphatique grâce à un processus 

appelé intravasation. Enfin elle va réaliser l’extravasation et sortir de la circulation sanguine et acquérir la 

capacité de survivre et de proliférer dans son nouvel environnement (Hubert and Abastado 2014).  

 

1- Les Gliomes :  
 

2.1- Définition : 

 

Les gliomes sont les tumeurs intra crâniennes les plus fréquentes et représente 1.3% des cancers 

diagnostiqués avec une incidence de 7 individus sur 100000. Ils représentent l’ensemble des tumeurs 

cérébrales issues du tissu de soutien ou glie. Les cellules tumorales présentent ainsi visuellement une 

morphologie similaire à celle observée chez les astrocytes, les oligodendrocytes ou les ependymocytes (Jiang 

and Uhrbom 2012).   

La survie est variable entre les différents grades et entre les différents sous-types de gliomes (Ostrom 

et al. 2014). Néanmoins, la récidive présente dans de nombreux cas de gliomes constitue un des obstacles 

majeurs en thérapie. Les gliomes de grade II, bien que caractérisés par un meilleurs pronostic, présentent 

jusqu’à 70% de récidives anaplasiques, faisant de la migration l’un des problèmes majeurs en thérapie 

(Manini et al. 2018). Les cellules quittant la tumeur initiale vont envahir le cerveau et initier un nouveau foyer 

tumoral dans une localisation différentes de la tumeur d‘origine. 

L’une des avancées majeures ces dernières années a été réalisée par le Pr Hugues Duffau à l’Hôpital 

Guy de Chauliac (CHU Montpellier, France), grâce à une technique d’exérèse supra-totale sur patients 

éveillés. Ceci a permis, grâce à une cartographie des zones fonctionnelles autours de la tumeur dépendante de 

chaque patient, de retirer la tumeur en enlevant le plus possible de cerveau en dehors des limites 

fonctionnelles établie lors de l’éveil du patient. Cette avancée permet actuellement d’augmenter l’espérance 

de vie des patients en même temps que leur qualité de vie car en enlevant plus de surface péri-tumorale il est 

également possible de réaliser l’exérèse d’une plus grande quantité de cellules ayant migré hors de la tumeur 

primaire (Yordanova and Duffau 2017). 

 

2.2- La classification des gliomes : 



28 

 

 

La première classification de l’OMS fût établie en 1979 et définit le type tumoral en fonction des 

populations cellulaires majoritaires et d’un degré de malignité bien défini. Ainsi ils furent classifiés en 

fonction de leur vascularisation, de la morphologie de leur noyau, de leur activité mitotique ou encore de leur 

prolifération. Avec l’évolution des techniques, les classifications suivantes comprendront des données 

immuno-histochimiques ainsi que de la biologie moléculaire (Louis et al. 2007). 

 

· Classification de l’OMS de 2007 

 

En 2007, l’Organisation mondiale de la santé (OMS ou WHO) classifiât les gliomes en fonction de 

leur grade de malignité, allant du grade I à IV, applicable à différents type de gliomes : les astrocytomes, les 

oligodendrogliomes et les gliomes mixtes appelés oligoastrocytomes.  Les grades I et II sont considérés 

gliomes de bas grade, alors que les grades III et IV sont considérés de haut grade (Louis et al. 2016)(Louis et 

al. 2007).   

- Les gliomes de grade I sont bénins, avec des contours relativement bien définis, un taux de 

prolifération lent et sont les gliomes les plus courants chez l’enfant.  

- Les gliomes de grade II, comprenant les astrocytomes, oligodendrogliome et oligoastrocytome, ont 

également un taux de croissance lent et un degré élevé de différenciation cellulaire, mais ces tumeurs 

se développent de façon diffuse dans le parenchyme cérébral normal et sont sujettes à une progression 

maligne.  

- Les gliomes de grades III incluent les astrocytomes, oligodendrocytomes et oligoastrocytomes 

anaplasiques qui sont caractérisés par une large densité cellulaire et une forte présence de cellules 

mitotique atypique.  

- Enfin, les gliomes de grade IV, sont les tumeurs cérébrales hautement malignes les plus fréquentes 

chez l’adulte incluant les glioblastomes (GBM) et les gliosarcomes. Ils représentent 50% des gliomes 

et touchent majoritairement des populations âgées de 45 à 70ans. Ce type de tumeur présente une 

haute prolifération micro vasculaire ainsi que des pseudo-palissades en zones péri-nécrotiques(Louis 

et al. 2007).  

 

· 2016 : Intégration de données moléculaires au diagnostic : 

 

En 2016, la classification des gliomes a été mise à jour de sorte à intégrer des données moléculaires et 

génotypiques au diagnostic en plus des données histologiques. Cette classification ne s’appuie donc plus que 

sur l’identification du type cellulaire majeur mais également sur le statut des mutations. Cette nouvelle 

classification a pour but une meilleure compréhension des gliomes, permettant de faciliter les études cliniques, 

expérimentales et épidémiologiques. Ainsi, les gliomes diffus sont classés en fonction de l’état d’IDH1, de la 
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co-délétion de 1p19q ou présentant la caractérisation NOS lorsque les données moléculaires ne permettent pas 

d’établir un diagnostic précis.  

Les gliomes mixtes de types oligoastrocytaires sont à présent soit oligodendrocytaires soit 

astrocytaires en fonction du statut de codélétion de 1p19q, après observation de la rareté des 

oligoastrocytomes « vraies » regroupant deux populations histologiquement et génétiquement distinctes de 

tumeurs astrocytaire (IGH-mutant, 1p/19 intact) et oligodendrogliales (IDH-mutant et 1p/19q codélété) (Louis 

et al. 2016). 

 

 

Figure 2 : Classification des tumeurs du SNC de 2016 de l’OMS (Louis et al. 2016) 

 

2.3- Causes : 

 

Les raisons d’apparition des gliomes restent majoritairement inconnues (Adamson et al. 2009). 

Néanmoins il est supposé une prédisposition génétique associée à l’apparition de gliomes dans quelques cas. 

Après de nombreuses analyses dans des échantillons de patients, parmi des gènes pouvant prédisposer à leurs 

apparitions lorsque dérégulés, plusieurs gènes ont été identifiés : TERT permettant le maintien des télomères, 

EGFR, CCDC26 participant à la modulation de la différenciation et de la mort cellulaire, CDKN2B codant 

pour des inhibiteurs de kinases cyclines dépendantes, PHLDB1, TP53 suppresseur de tumeurs et RTEL1 

permettant le maintien et la stabilité des télomères (Ostrom et al. 2014). Néanmoins les causes familiales ne 

représentent que 5 à 10% des cas. 
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L'influence potentielle des rayonnements non ionisants (téléphones portables) et des expositions 

professionnelles a également été examinée, avec des résultats non concluants. 

Des études ont également supposé que l’utilisation régulière d’anti-histaminiques pouvait augmenter le risque 

de Gliomes de grade III ou IV (Scheurer et al. 2011) . Néanmoins d’autres études affirment que la corrélation 

entre antihistaminique et gliome n’est pas valide (Amirian et al. 2013).  

Pour l’instant, la seule cause connue des tumeurs cérébrales reste les radiations ionisantes. En effet 

après exposition à forte dose, des associations ont été faites lors  des études sur, les bombes A, sur les 

retombées des essais nucléaires, sur les rayonnements thérapeutiques pour le cancer et les affections bénignes 

ou encore dans les cas d’expositions professionnelles et environnementales (Adamson et al. 2009). 

D’autres facteurs ont été suggérés comme l’exposition à des produits chimiques carcinogènes lors de 

production de caoutchouc, de pétrole ou de chlorure de vinyle, de produits de nettoyage, de pesticides ou 

encore l’exposition passive à la fumée de cigarette. Cependant aucun de ces facteurs n’a permis d’établir de 

lien direct (Adamson et al. 2009).  

 

2- Les glioblastomes multiformes (GBM) :  
 

3.1- Définition :  

 

Figure 3 : A. IRM montrant un GBM initialement en pariétal gauche B. et sa récidive en contra-latéral 

(Turner et al. 2014) 

 

Initialement décrit en 1800 (Stoyanov et al. 2018), les glioblastomes multiformes sont des tumeurs 

cérébrales hautement invasives et létales qui en dépit de nouvelles avancées  thérapeutiques présentent des 

récidives à distance, 3 à 6 mois après exérèse tumorale, ne permettant une survie ne dépassant pas 12 à 15 

mois en moyenne et ce malgré des traitements intensifs. En effet, ces tumeurs implacables ont une propension 

claire à la migration et l'invasion au travers du parenchyme neural sain provoquant des récidives parfois 

jusqu’en contra-latéral. Ces gliomes de grade IV, hautement hétérogènes sur le plan génétique et 

phénotypique, (Urbanska et al. 2014) présentent des contours irréguliers et diffus, une hypercellularité ainsi 
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qu’un atypisme cellulaire donnant le nom de multiforme. Cette appellation aujourd’hui d’autant plus justifiée 

en raison de leur multiformités génotypique. Les glioblastomes sont également classés selon 2 types : les 

primaires ou « de novo » qui représentent environ 90% des GBM (Urbanska et al. 2014) et les secondaires 

issus du développement d’un astrocytome de grade II ou III  plus rares et affectant des patients plus jeunes 

(Jiang and Uhrbom 2012). 

Les tissus de glioblastomes présentent les caractéristiques morphologiques bien distinctes :  

· Des cellules présentant un atypisme important dû aux altérations génétiques et épigénétiques au sein 

des cellules d'un même échantillon tumoral. 

· Des nécroses pseudopalissadiques (ou formation de Scherer), formées à la fois de zones de mort 

cellulaire et de cellules voisines migrant loin des zones nécrotiques. 

· De la néovascularisation due aux facteurs de croissance libérés par les cellules tumorales (Stoyanov et 

al. 2018). 

 

 

Figure 4 : Contraste entre le tissu cérébral sain et le GBM. A Tissu cérébral sain ×400. B Astrocytes sains, 

visibles grâce au marqueur GFAP ×400. C Hypercellularité et atypisme cellulaire des GBM ×400. D 

Astrocytes néoplasiques de GBM, visibles grâce au marqueur GFAP ×400 (Stoyanov et al. 2018). 
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Figure 5 : GBM avec nécroses pseudopalissadiques et vaisseaux sanguins immatures (Stoyanov et al. 2018). 

 

Les GBM au-delà des changements morphologiques ont aussi bon nombre d’altérations 

génétiques.Ces caractéristiques sont utilisées comme support de diagnostic (Louis et al. 2016). 

 

3.2- Epidémiologie :  

 

Les glioblastomes sont les gliomes les plus fréquents (65%) (Ohgaki and Kleihues 2005). En Europe 

et en Amérique du Nord, les GBM représentent 2 à 3 cas pour 100000 adultes par an. Chez les enfants 

l’incidence est de 1.1 à 3.6 pour 100000 enfants. Seulement moins de 3 % des patients atteints d'un 

glioblastome sont encore en vie cinq ans après le diagnostic, l'âge avancé étant le facteur prédictif le plus 

significatif d'un résultat médiocre en terme de survie (Ohgaki and Kleihues 2005). En 2011, la seule 

différence signalée entre les GBM de l’adulte et de l’enfant est l’indice de prolifération plus élevé chez 

l’enfant sur 11 cas rapportés. L'incidence de la GBM est plus élevée chez les Caucasiens, en particulier chez 

ceux qui vivent dans les zones industrielles (Mahvash et al. 2011). 

 

 

Figure 6 : Moyenne et médiane de survie des patients atteints de glioblastome (Ohgaki and Kleihues 2005). 
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3.3- Principales dérégulations génétiques associées aux GBM :  

 

A ce jour, plus de 140 mutations génétiques ont été identifiées au sein des GBM. De manière générale 

les patients ont plusieurs mutations au sein de leur génome, et certains présentent même des hyper-mutations 

(Cai and Sughrue 2018). Suite à de larges études génomiques, trois principales voies de signalisation altérées 

dans les glioblastomes ont été identifiées :  

· La voie des récepteurs tyrosine kinase (RTK/Ras/PI3K) comportant une amplification du 

récepteur à l’EGFR (mutée ou amplifiée dans 45% des GBM), la surexpression de PDGF 

récepteur α (PDGFR α) ou l’inactivation de PTEN ou de NF1 (neurofibromine1) sont les 

altérations génétiques plus courantes. 

· La voie P53 impliquée dans le senescence et l’apoptose. Dans les GBM, p53 et p14Arf sont 

alors inactivés. 

· La signalisation de RB1 (Retinoblastoma protein 1) et p16Ink4a inactivée impliquée dans le 

cycle cellulaire.  

De plus en immuno-histo-chimie les cellules de GBM sont positives pour la vimentine ainsi que pour 

GFAP (Jiang and Uhrbom 2012)(Cai and Sughrue 2018). 

 

 

Figure 7 : Principales dérégulations génétiques associées au GBM. Le rouge indique les oncogènes 

surexprimés ou amplifiés dans les GBM, le bleu indique les gènes suppresseurs de tumeur mutés ou délétés (J. 

Chen, McKay, and Parada 2012). 
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Des modifications épigénétiques ont également été associées au GBM. 

Il y a tout d’abord le promoteur de méthylation MGMT encodant pour la O6-methylguanine DNA 

methyltransferase impliquée dans la réparation de l’ADN, causant ainsi l'échec des traitements en induisant la 

réparation des dommages à l’ADN causés par les agents alkylants. La faible expression de la MGMT et de sa 

méthylation a été corrélée avec une survie plus longue et un meilleur pronostic. Cette observation a confirmé 

le rapport selon lequel la méthylation du promoteur du MGMT réduit la résistance au traitement par le 

témozolomide (TMZ) (Hegi et al. 2005) (Cai and Sughrue 2018) .  

L’augmentation aberrante de l'expression du TERT est également liée à l’oncogenèse avec 83 % des 

GBM primaires portant les mutations. L'activation de ce promoteur muté dans la GBM permet aux cellules de 

contourner la sénescence et l'apoptose (Bell et al. 2015)(Cai and Sughrue 2018) et les patients ne présentant 

pas de mutations de TERT possèdent une meilleure espérance de vie (Cai and Sughrue 2018). 

 

3.4- Classification des glioblastomes selon Verhaak et al. : 

 

En 2010, Roel G.W. Verhaak et al. décrivent une classification des GBM basée sur l’expression de 

gènes. Ainsi, à l’aide d’un ensemble indépendant de 260 profils d'expression de GBM récoltés à partir du 

domaine public, ils définissent 4 catégories de GBM en fonction de leur expression de signatures de gènes : 

proneurale, neurale, classique ou mésenchymateuse. Les altérations géniques connues des GBM telles que 

EGFR, NF1 et PDGFRA/IDH1 également ont permis de définir respectivement, les catégories classiques, 

mésenchymateuses et proneurales. Ils ont de plus établi que les sous types de GBM impactaient la réponse aux 

différentes thérapies agressives (Ford and Mcvicar 2010). Dans notre contexte, cette classification va nous 

permettre une meilleure compréhension des sous-types cellulaires sur lesquels nous travaillons. 

 

Ils décrivent donc les 4 sous-types :  

· Classique : Ce sous type montre une amplification du chromosome 7 associée à la perte du 

chromosome 10 dans 100% des cas. L’amplification de l’EGFR a de plus été observée dans 

97 % des sous-types classiques et rarement dans d'autres sous-types et 12 des 22 échantillons 

appartenant au sous type classique montraient une mutation ponctuelle pour EGFR vIII. De 

plus, ce sous type montre très peu de mutation de TP53 bien que le gène soit fréquemment 

muté dans les GBM. La délétion homozygote 9p21.3 ciblant CDKN2A (codant pour 

p16INK4A et p14ARF), est fréquemment associée à ce sous-type également et à 94% avec 

l'amplification de l’EGFR mais presque jamais avec les voies associées à RB. Les voies de 

signalisation des précurseurs neuronaux et des marqueurs de cellules souches comme NES, 

Notch (NOTCH3, JAG1, JAG1) et Sonic-Hedgehog (SMO, GAS1, GLI2) étaient fortement 

exprimées dans ce sous-type . 
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· Mésenchymateux : le sous type mésenchymateux montre majoritairement un niveau 

d'expression de NF1 plus faible. Il affiche de plus l’expression de marqueurs 

mésenchymateux tels que CHI3L1 et MET ainsi qu’une augmentation des gènes associés à la 

famille des facteurs de nécroses tumorales de la voie NF-κB. De plus la combinaison d’une 

activité haute des marqueurs mésenchymateux et astrocytaires tel que CD44 et MERTK y est 

également associée.  

 

· Proneural : Deux caractéristiques majeures de la classe proneurale sont des altérations de 

PDGFRA et les mutations ponctuelles de l'IDH1 (l'isocitrate déshydrogénase 1) par rapport 

aux autres sous-types. De plus des mutations fréquentes de TP53 et PIK3CA/PIK3R1 (en 

absence d’anomalie PDGFRA) y sont associées ainsi que des mutations associées au 

développement proneural SOX, DCX, DLL3, ASCL1 et TCF4. Le sous-type présente 

également une forte expression des gènes du développement tel que PDGFRA, NKX2-2, 

OLIG2. 

 

· Neural : Le sous-type neuronal est caractérisé par l'expression de marqueurs neuronaux tels 

que NEFL, GABRA1, SYT1 et SLC12A5 (Ford and Mcvicar 2010). 

 

 

Figure 8 : Classification de Verhaak. Les données sur l'expression génique identifient quatre sous-types 

d’expression (Ford and Mcvicar 2010).. 
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3.5- Les traitements contre les GBM : 

  

La résection chirurgicale ainsi que la radiothérapie et la chimiothérapie sont les bases du traitement 

contre les GBM et prolonge la survie chez les patients jeunes. Les traitements anti cancéreux devraient 

permettre une régression tumorale et une augmentation de la survie. Classiquement, le schéma standard de 

traitement des GBM améliorant la survie suit le protocole de Stupp (Stupp et al. 2005), combinant le 

témozolomide, dérivé triazène précurseur du MTIC (monométhyl triazenoimidazole carboxamide ) actif,  

traitement de référence en chimiothérapie, à la radiothérapie (Cai and Sughrue 2018).  

Les GBM sont des tumeurs hautement vascularisées, ce qui a inspiré la mise au point de thérapies 

géniques anti-angiogéniques visant à bloquer les voies dépendantes du VEGF. Le bevacizumab (), anticorps 

monoclonal utilisé en combinaison avec la chimiothérapie se lie sélectivement avec une forte affinité au 

VEGF. Il neutralise son activité biologique, de sorte à inhiber l’angiogenèse liée à la tumeur, à perturber la 

niche périvasculaire et a un effet contre les cellules de GBM exprimant le VEGF (Cai and Sughrue 2018). 

Néanmoins, son utilisation est controversée car bien que ralentissant la progression des GBM et augmentant la 

qualité de vie, il n’améliorerait pas la survie des patients (Blumenthal et al. 2014).  

 

Les glioblastomes multiformes possèdent une haute prolifération et s’infiltrent dans les tissus sains 

environnants rendant la résection totale impossible et la radiothérapie peu efficace. De plus les cellules 

trouvées dans les zones hypoxiques présentent des résistances aux radiothérapies (Urbanska et al. 2014). 

De ce fait, de nombreuses autres thérapies tentent d’être mises au point, telles que l’immunothérapie, 

l’hormonothérapie, la thérapie génique ou encore la thérapie par cellules souches. 

L'immunothérapie pourrait s’appliquer aux patients atteints de GBM en favorisant la réponse immune. 

Bien que les capacités prometteuses de l’immunothérapie soient tempérées par le fait que les GBM ne sont pas 

des tumeurs très immunogènes en comparaison à d’autres tumeurs, ils présentent cependant un taux élevé 

d’infiltration des cellules T cytotoxiques, des cellules dites « natural killer » et des macrophages dans les 

zones périvasculaires et en intratumoral. Ces caractéristiques indiqueraient un potentiel clinique de 

l'immunothérapie à base de lymphocytes T (Cai and Sughrue 2018). 
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Figure 9 : Mécanismes moléculaires du GBM et stratégies thérapeutiques. Les stratégies traditionnelles ainsi 

que les nouvelles stratégies thérapeutiques ciblent les multiples voies de signalisation contribuant au 

développement de la GBM. Cependant, certaines nouvelles stratégies thérapeutiques sont indépendantes des 

voie  de signalisation telle que :  la thérapie génique, l'immunothérapie, la thérapie par cellules souches et la 

technologie CRISPR/Cas9 (Cai and Sughrue 2018). 

 

Cependant, peu de composés ciblent actuellement la migration. Le BKM-120 (Buparlisib) est l’un 

d’entre eux. Ce composé cible la PI3K (Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase), fréquemment dérégulée dans les 

cancers, impliquée dans la malignité et jouant un rôle dans la migration cellulaire sur certains types 

cellulaires. Ce composé pénètre la BHE et permettrait une diminution de l’invasion et de la migration des 

GBM in vitro sur les lignées cellulaires de GBM et les cellules souches de gliomes. In vivo le BKM a 

également montré une réduction marquée de la propagation tumorale chez des souris xénogréffées (Speranza 

et al. 2016). 

Au sein de l’équipe, une famille de composés, les Phostines, a également été développée, dont la 

Phostine PST3.1a, qui est un composé ciblant la MGAT5, dont l’augmentation est corrélée à un très mauvais 

pronostic. L’activité enzymatique de la MGAT5 est impliquée dans la dynamique des adhérences permettant 

l’interaction entre la cellule à son environnement. Le composé PST3.1a a montré des propriétés anti 

migratoires in vitro dès l’utilisation au nM et in vivo (15mg/kg) après xénogreffe (Hassani et al. 2017). 

 

3.6 Origine des Glioblastomes : 

 

Les GSC sont actuellement connues comme ayant une responsabilité majeure dans la récidive à 

distance des GBM, elles possèdent une haute capacité migratoire et ont été observées comme radio et chimio-

résistantes en raison de leurs mécanismes de réparation de l'ADN et d'auto-régénération. Elles sont 
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aujourd’hui la cible de nombreuses tentatives thérapeutiques. Selon le paradigme actuel, elles seraient à 

l’origine des tumeurs et dériveraient des neural stem cells. 

 

3.6.1 - Les Neural Stem cell (NSC) comme origine des glioblastomes :  

 

Plusieurs théories sont proposées quant à l’origine des glioblastomes. Traditionnellement, il était 

pensé que ces tumeurs provenaient de la transformation maligne de cellules gliales (astrocytes ou 

oligodendrocytes) différenciées du système nerveux central (SNC) qui subiraient une “dé-différenciation”, de 

sorte à acquérir un phénotype souche. Cette théorie était basée sur le fait que le système nerveux central était 

considéré comme ne pouvant pas faire de neurogénèse en post-natal et que les astrocytes et oligodendrocytes 

étaient les seules cellules capables de division. 

Puis Altman, Das, Goldman et Nottebohm démontrèrent l’existence d’une neurogénèse adulte chez le 

rat (Chesler, David, Berger, and Quinones-Hinojosa 2012)(Das, n.d.). Les études qui suivirent leur découverte 

mirent en évidence qu’il en était de même chez l’Homme à l’âge adulte et que des populations de cellules 

souches neurales se situaient au niveau de la zone subventriculaire (SVZ) et de la zone subgranulaire (SGZ) 

du gyrus denté. L’identification des NSC se trouvant principalement dans ces zones a été faite dans les années 

1990 (Jiang and Uhrbom 2012). Il a été démontré que ces NSC expriment plusieurs marqueurs tels que 

Nestine, Sox2, CD133 et GFAP bien que ces marqueurs ne leurs soient pas spécifiques. 

De plus, des études réalisées dans les années 1970 ont montré qu'une zone adjacente aux ventricules 

cérébraux était plus sensible à la gliomagènese que le reste du cerveau (Hopewell and Wright 1969) 

(Copeland, Vogel, and Bigner 1975). 

Les NSC de la zone subventriculaire (SVZ) sont donc devenues les cellules candidates pour l’origine 

des gliomes depuis plusieurs décennies et en se basant sur cette théorie, de nombreuses recherches se sont 

focalisées sur les similitudes phénotypiques et génétiques entre les cellules souches neurales et les cellules 

souche de gliomes (Chesler, David, Berger, and Quinones-Hinojosa 2012), (Sanai, Alvarez-Buylla, and 

Berger 2005). 

Les premières observations des patients ont montré que les tumeurs cérébrales étaient souvent situées 

près de la SVZ suggérant une éventuelle provenance de la "plaque sous-épendymaire ». Une étude a montré 

que 93 % des cas de gliomes étaient en contact avec la paroi ventriculaire latérale (Globus and Kuhlenbeck 

1944), (Barami et al. 2009).   

Les voies de signalisation des NSC impliquées dans la régulation de la prolifération ou de la 

différenciation des NSC sont fréquemment altérées dans les gliomes. Par exemple la voie de signalisation de 

l’EGFR, très étudiée tant dans les NSC (car impliquée dans le développement embryonnaire, la prolifération 

des NSC et la neurogénèse adulte) que dans les gliomes, est mutée ou amplifiée dans 45% des glioblastomes. 

Un autre exemple, PTEN, une protéine tyro-phosphatase favorisant la survie dans le cas des NSC, est mutée 

ou supprimée de manière homozygote dans 36% des glioblastomes (Mc Lendon et al. 2008). Il en va de même 

pour BMI-1 impliqué dans la prolifération des gliomes et les capacités d’auto-renouvellement des NSC et 
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Notch et Wnt impliqués dans la plasticité et la régulation du cycle cellulaire. De plus, il a été vu que certaines 

combinaisons de mutations dans les NSC de la SVZ de souris permettent de générer des astrocytomes (Jiang 

and Uhrbom 2012). 

 

 

 

Figure 10 : Différenciation de cellules souches du SNC en astrocytes et oligodendrocytes, où chaque étape est 

définie par l'expression de marqueurs. Les éclairs rouges indiquent la survenue d'un événement oncogène qui 

induira le développement d'un gliome (Jiang and Uhrbom 2012). 
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Figure 11 : Origine et différenciation des GSC par rapport à celles des NSC : Dans le cas des GBM 

secondaires, certaines cellules gliales se dé-différencient pour causer la tumorigénèse. Dans le cas des GBM 

primaires, il est supposé qu’ils dérivent des NSC ou des précurseurs des cellules gliales. 

Des régulations génétiques et épigénétiques similaires à celles des NSC sont suggérées comme étant 

dérégulées dans les GBM. Les GSC hautements tumorigènes génèrent des populations de cellules hétérogènes 

au sein des GBM de par leur capacité d’auto-renouvellement et de différenciation multiple. (Kawamura et al. 

2018). Ces GSC seraient responsables de la propagation tumorale et de l’invasion, de la résistance au 

thérapeutique classique et de la récidive.(Eder and Kalman 2014) (Kawamura et al. 2018) 

 

Enfin, Lee et al. en 2018, montrent que les NSC de type astrocytes présent dans la SVZ seraient les 

cellules à l’origine des GBM car contenant les mutations permettant le déclenchement de ceux-ci. Ils ont 

constaté, via le séquençage de tissus normaux de la SVZ, de tissus tumoraux et de tissus normaux corticaux de 

patients et de la mircrodissection laser, que les NSC de type astrocytes qui portent les mutations initiant les 

GBM, migrent de la SVZ et mènent au développement de gliomes malins de haut grade dans les régions 

éloignées du cerveau. (Lee et al. 2018) 

De nombreuses études tendent à déterminer l’origine des gliomes, qu’ils proviennent de NSC de la 

SVZ, de cellules matures qui se dédifférencient, des NSC de types astrocytes ou encore des OPC et il est donc 

difficile d’établir un consensus sur les cellules à l’origine des tumeurs. 

 

3.6.2- Glioblastoma Stem Cell :  

 

Le modèle de cellules souches neurales comme origine des gliomes a permis une meilleure 

compréhension de l’hétérogénéité de ces tumeurs. De plus, cela a permis à de nombreuses études de se 
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pencher sur les similitudes entre ces deux types cellulaires permettant de mieux les caractériser (Sanai, 

Alvarez-Buylla, and Berger 2005).  

Comme mentionné précédemment, les GBM contiennent des GSC hautement tumorigènes, capables 

d’auto-renouvellement et de différenciations multiples générant des populations très hétérogènes de cellules 

du fait de leur phénotype souche, et sont responsables de la propagation des tumeurs (Eder and Kalman 2014) 

(Climate et al. 2004) (Kawamura et al. 2018). Ce sont ces GSC qui sont supposées être responsables de la 

récidive. Elles sont également capables de déclencher à nouveau une tumeur lors d’une transplantation. Mises 

en culture elles peuvent spontanément former des neurosphères en absence de sérum et en présence de 

facteurs de croissance tels que FGF et EGF (ce qui est également le cas pour les NSC) (Kondo, Setoguchi, and 

Taga 2004) (Kawamura et al. 2018). Elles peuvent être identifiées par la présence positive des marqueurs 

CD24, CD44 et Hes3, et expriment un niveau important de facteurs de transcription FOXG1 et SOX2 

(Stoyanov et al. 2018) (Bulstrode et al. 2017). 

Les GSC de type pro-neural ont tendance à exprimer CD133, alors que celles de type 

mésenchymateux ont tendance à exprimer CD44. De plus celles exprimant CD133 sont connues pour être 

sensibles à l’inhibition de Notch qui dans le cas des GSC est un inducteur de différenciation. Comme dans le 

cas des NSC, lorsque les GSC se différencient en cellules neuronales ou gliales, leur capacité d’auto-

renouvellement est alors diminuée dans les GBM. L’induction de la différenciation des GSC est d’ailleurs une 

des stratégies thérapeutiques proposées actuellement pour contenir le potentiel tumorigène en modifiant le 

devenir des GSC, en les restreignant à un état post-mitotique mature (Kawamura et al. 2018).   

 

3.6.3- Résistances aux thérapeutiques : Radio et Chimio résistance 

 

Le traitement de base des GBM comprend de la chirurgie et de la radiochimiothérapie. Néanmoins, la 

haute hétérogénéité fonctionnelle et moléculaire intra et inter-tumorale des GBM, associée à l’activité 

aberrante des récepteurs tyrosine kinase contribue à l’échec des traitements et constitue un frein majeur aux 

traitements.  

Au sein d’un même GBM, différents sous types aux profils moléculaires distincts coexistent et 

présentent des profils phénotypiques différents et donc des réponses thérapeutiques différentielles (Lathia and 

Mack 2015) (Nakano 2015). Chez des patients atteints de GBM primaire il a été montré que les cellules d'une 

même tumeur ont une expression différentielle des gènes impliqués dans la signalisation oncogène, la 

prolifération, la réponse immunitaire et l'hypoxie (Patel et al. 2014) (Lathia and Mack 2015) et que cette 

augmentation de l’hétérogénéité est associée à une diminution de la survie des patients.  

Les GSC au sein des GBM vont quant à elles permettre le maintien de la tumeur, la récidive et 

contribuer à la chimio et à la radiorésistance. Elles sont capables de modifier leurs caractéristiques en réponse 

aux chimio et radiothérapies en augmentant l’activité de l’efficacité des mécanismes de réponse aux 

dommages à l’ADN (Lathia and Mack 2015) (Bao et al. 2006) ainsi qu’en exacerbant l’activation des points 

de contrôles des dommages à l’ADN via les protéines ChK1 et ChK2 (checkpoint kinases 1 et 2) (Rich 2007). 
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Elles surexpriment également des gènes des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) permettant l’efflux et 

donc la sortie des agents de la chimiothérapie des GSC (G. Liu et al. 2006). Plusieurs autres mécanismes 

moléculaires ont été identifiés comme médiateurs de la résistance thérapeutique incluant Notch, NF-κB, EZH2 

et PARP montrant que les GSC sont capables de développer de nombreux mécanismes de résistance pouvant 

nécessiter la combinaison d'agents ciblés. De plus, les mécanismes de résistance thérapeutique peuvent être 

non seulement innés, mais  également évoluer à partir de l'exposition à des facteurs du microenvironnement 

tels que l'hypoxie et le stress métabolique (Lathia and Mack 2015). Enfin leur capacité hautement migratoire 

va leur permettre d’échapper à l’exérèse supra-totale. 

Comme les GBM, les GSC présentent également des profils différents. Par exemple, deux sous types distincts 

de GSC, proneural et mésenchymateux ont été identifiés (Nakano 2015). Étant donné les ensembles de gènes 

et les voies de signalisation différentiellement régulées dans les différents sous-types de GBM (Ford and 

Mcvicar 2010), les GSC de chaque sous-type peuvent également héberger des voies distinctes responsables de 

leur phénotype unique dans l'initiation de tumeur, la propagation et la résistance aux thérapies. Cette 

hétérogénéité inter-tumorale des GSC contribue aux difficultés de ciblage rencontrées (Nakano 2015).  

Ces cellules radio et chimiorésistantes peuvent échapper à la chirurgie car se trouvant loin de la 

tumeur d’origine. Durant leur migration au travers du cerveau sain, elles vont être en contact avec de 

nombreux signaux extracellulaires, physiques ou chimiques, inhérents à l’environnement dans lequel elles se 

trouvent, qu’elles pourront également modifier. Il est donc important d’étudier ces GSC dans un contexte 

migratoire. Par conséquent, dans notre contexte, et tout au long de ces travaux, nous avons travaillé sur les 

cultures primaires de cellules souches de GSC, issues de patients, dans un contexte de migration afin d’étudier 

leur interaction avec la matrice extracellulaire. 

 

3- Matrice extracellulaire (MEC) : 
 

4.1- Définition : 

 

La matrice extracellulaire est une structure tridimensionnelle non cellulaire présente dans tous les 

organes et qui est essentielle à la vie. Chaque organe possède une MEC à la composition chimique unique 

générée dès les premiers stades embryonnaires. Au-delà de son utilité de soutien physique de l’intégrité et de 

l’élasticité des tissus, la MEC est une structure hautement dynamique constamment remodelée de sorte à 

contrôler l’équilibre tissulaire (Hynes 2009) (Bateman, Boot-Handford, and Lamandé 2009). 

La MEC joue un grand rôle lors du développement car une  mutation de la fibronectine ou du 

collagène est alors mortelle à l’état embryonnaire (Bonnans, Chou, and Werb 2014). 

De plus il y a deux principales catégories de MEC. Les matrices interstitielles des tissus, entourant les cellules 

en leur fournissant un support structural et les membranes basales qui sont des formes particulières de MEC 

séparant les épithéliums du stroma (Bonnans, Chou, and Werb 2014). 
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Figure 12 : Composition du matrisome(Bonnans, Chou, and Werb 2014) 

 

4.2- Composition de la MEC :  

 

Chez les mammifères, la MEC est composée de près de 300 protéines, connues sous le nom de 

matrisomes et comprenant des protéines comme les collagènes, les protéoglycans ou encore les glycoprotéines 

(Bonnans, Chou, and Werb 2014) et de nombreux polysaccharides comme l’acide hyaluronique (Frantz, 

Stewart, and Weaver 2010). Le matrisome comprend 43 sous-unités de collagènes qui sont les principales 

protéines structurales de la matrice extracellulaire et se trouvent sous les formes fibrillaires (collagènes I-III, 

V et XI) et non fibrillaires. Les fibrilles de collagène augmentent la résistivité des tissus car ils confèrent à la 

MEC une résistance aux tractions. 

Les 36 types de protéoglycans, comme l'aggrécan, le versican, le perlecan ou la décorine, sont des 

protéines comprenant des chaînes latérales de glycosaminoglycanes (GAG) et s’intercalent entre les fibres de 

collagène. Ils remplissent les espaces interstitiels extracellulaires, permettant l’hydratation en retenant l'eau 

dans les tissus.  

Il existe environ 200 complexes glycoprotéiques tels que les laminines, les élastines, les fibronectines, 

les thrombospondines, les tenascines ou le nidogène, possédant de nombreuses fonctions. Ils jouent un rôle 

majeur dans l’assemblage de la MEC, dans l’interaction Cellule/MEC en permettant la liaison aux intégrines 

et servent de réservoir aux facteurs de croissances liés à l’a MEC qui sont alors libérés par protéolyse 

(Bonnans, Chou, and Werb 2014). 

Il existe de nombreuses protéines de MEC non associés au matrisome, essentielles au remodelage des 

matrices telles que des facteurs de croissance, des cytokines, des mucines, des lectines, des galectines, des 

sémaphorines, des plexines ou encore des enzymes modificatrices de la MEC. 

Les matrices interstitielles des tissus sont principalement composées de collagène I et de fibronectines, 

conférant un maintien structural aux tissus. 
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La membrane basale quant à elle est plus compacte, et contient majoritairement du collagène IV, de la 

laminine, des héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) ainsi que des protéines comme les nidogène ou 

l’entactine, sécrétées par les cellules épithéliales, endothéliales et les myofribroblastes exprimant des 

intégrines (P. Lu, Weaver, and Werb 2012) (Bonnans, Chou, and Werb 2014). 

 

4.3- La matrice extracellulaire du cerveau : 

 

4.3.1- Matrice interstitielle :  

 

La MEC constitue 10 à 20 % du volume du cerveau.Les neurones, les cellules gliales ainsi que les 

vaisseaux sanguins sont maintenus en place par la MEC (Vehlow and Cordes 2013). Elle  a non seulement une 

fonction structurelle, mais aussi un rôle majeur dans le développement du cerveau, la survie cellulaire, la 

migration, la maturation, la différenciation et l'homéostasie tissulaire (Hottinger, Abdullah, and Stupp 2016). 

Dans l'ensemble, le parenchyme cérébral  n'a pas la matrice de collagène fibrillaire rigide typique des autres 

tissus, ce qui explique sa consistance gélatineuse (Cuddapah et al. 2014b). 

La MEC du parenchyme de cerveau adulte est composé d’acide hyaluronique ou hyaluronan (HA), de 

protéoglycans de la famille des lecticans, de tenascines entremêlées ainsi que de protéines spécifique du 

cerveau comme les neurocans et les brévicans. La fibronectine est peu présente dans le SNC mais est sécrétée 

par les astrocytes (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). Les molécules de la MEC se liant à l'eau sont 

principalement produites par les astrocytes et les oligodendrocytes et forment une sorte de gel qui remplit les 

espaces extracellulaires du cerveau (Cuddapah et al. 2014b). 

 

· L’acide Hyaluronique (AH) : 

L’AH est une protéine essentielle de la MEC du SNC car constituant l’une des bases de son treillis, 

auxquelles vont se lier les protéines de liaison ainsi que les protéoglycanes pour former un réseau 

tridimensionnel. L’acide hyaluronique est une très grande protéine linéaire non ramifiée composée d’une 

répétition de disaccharides, d’acide glucuronique et de N-acétylglucosamine, et synthétisée sous la 

membrane plasmique (contrairement aux autres GAG synthétisés dans l’appareil de Golgi). Dans les MEC 

d’un cerveau sain, il assure l’intégrité biomécanique, la structure et l’assemblage des tissus.(Ferrer, Moura 

Neto, and Mentlein 2018) 

 

· Les protéoglycans :  

Les protéoglycans possèdent un noyau protéique portant une chaine latérale GAG, le plus communément 

Héparan Sulfate (HS), Chondroïtine Sulfate (CS) ou keratan/dermatan sulfate. Ce sont des acteurs clefs 

dans l’interaction cellules/MEC.  
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Une famille importante de protéoglycans au sein du SNC  est celle des lecticans. Ils sont constitués d’une 

protéine centrale et d’un GAG.  Ils sont composés d’un domaine de liaison globulaire N-terminal à l’acide 

hyaluronique, d’un domaine central avec une chaine carbohydrate N- et O- liée dont la taille varie et d’un 

domaine glomérulaire C-terminal contenant une lectine de type C, de l’EGF (endothelial growth factor) et 

d’un domaine de protéines régulatrices CRP. Les lecticans se lient à l’AH via leur extrémité N-terminale 

et aux tenascines, aux glycoprotéines ou aux glycolipides des membranes plasmiques via l’extrémité C-

terminale, permettant ainsi le lien entre les cellules et la MEC. 

Dans le cerveau, les principaux protéoglycans sont les aggrécans (ACAN), les versicans (VCAN), les 

neurocans (NCAN) et surtout les brévicans (BCAN) (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

Les brévicans sont une composante majeure de la MEC du SNC produites par les neurones et les 

astrocytes.  Avec les aggrécans, la tenascine R et les isoformes des versican V2, ils constituent le maillage 

de la MEC à base d’AH du cerveau adulte. Leur expression est augmentée dans les gliomes et est corrélée 

avec leur invasivité (Chrissa A. et al. 2009). 

 

· Les glycoprotéines :  

La Tenascine : la tenascine est une grande protéine multimérique, majoritairement exprimée durant le 

développement embryonnaire puis sous-exprimée chez l’adulte et ré-exprimée dans les conditions 

pathologiques (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

 

4.3.2- La membrane basale :  

 

Les membranes basales du cerveau sont composées de la même manière que dans les autres organes 

(Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). Ce sont des feuillets hautement organisés et spécialisés de 50 à 100 

nm d’épaisseur, qui entourent les vaisseaux sanguins dans tous les tissus. Dans le cerveau, l'arbre vasculaire 

comprenant les gros vaisseaux, les capillaires et les méninges, est encerclé par de la membrane basale, riche 

en fibronectine, en laminine et en vitronectine (augmentant la motilité des cellules de gliome). Elle  

fonctionne comme une barrière physique et biochimique qui sépare les cellules épithéliales, dérivées du 

mésoderme des neurones et des cellules gliales dérivées de l'ectoderme. C'est aussi une composante 

importante de la BHE, permettant son maintien via la formation de jonctions serrées. Les perturbations de 

cette membrane basale dans les états pathologiques ont été liées aux dysfonctionnements de la BHE 

(Cuddapah et al. 2014b). 
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4.4- La MEC dans les glioblastomes : 

 

 

Figure 13 : Mécanismes impliqués dans la migration des cellules de GBM. Le phénotype migratoire des 

cellules GBM est régulé par ses interactions complexes, des cascades de signalisation, ainsi que des 

caractéristiques environnementales et cellulaires. 

 

Dans les gliomes (comme dans les autres types de cancer en général), la composition et la dynamique 

de la MEC diffèrent de celle du cerveau sain, car considérant que les composants de la MEC sont exprimés 

uniformément dans le cerveau, dans les GBM les protéines fibreuses ou encore la laminine sont régulées à la 

hausse (Hottinger, Abdullah, and Stupp 2016). La MEC, en plus de sa fonction de réservoir des facteurs de 

croissance et de son rôle structural, est cruciale à la dissémination des GBM. En plus de leurs déplacements le 

long des axones myélinisés, les cellules de GBM se disséminent dans les régions saines, le long des 

membranes basales des vaisseaux sanguins ou de la glia limitans (entourant les vaisseaux sanguins) ou se 

trouve des protéines fibreuses telles que le collagène, la fibronectine, la laminine ou encore la vitronectine. 

Ces composants de la MEC ont été détectés sur la paroi des vaisseaux sanguins néoplasiques dans tous les 

GBM où ils peuvent agir comme promoteur de résistance et d’invasion (Vehlow and Cordes 2013). La 

fibronectine et la vitronectine augmentent dans les cas de tumeurs infiltrantes et les isoformes de la 

fibronectine avec un extra domaine A ou B (EDA et EDB) semblent se limiter à la tumeur et sont absents des 

régions saines. 

La laminine a également été observée au niveau de bord invasif des GBM et la vitronectine entoure 

les cellules tumorales ayant envahi le parenchyme cérébral sain indiquant leurs implications dans la 
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progression des glioblastomes (Vehlow and Cordes 2013). En effet, les cellules de glioblastomes peuvent 

sécréter leurs propres protéines de la MEC. Kawataki et al. en 2007  ont observé qu’in vitro les lignées A172, 

T98G, KG1C et U251 ont été capables de synthétiser les laminines Lm-411, Lm211,Lm-511,  et en moins 

grande quantité, Lm-221, Lm-421 et Lm-521 (Kawataki et al. 2007). 

Le collagène I a, quant à lui, été détecté au sein des tissus connectifs interstitiels intra et inter 

tumoraux et pouvant servir de guidance pro-invasive. Le collagène XVI a également été identifié dans les 

échantillons de GBM de patients, bien plus fortement exprimé que dans le cerveau normal (Vehlow and 

Cordes 2013). De plus, le collagène XVI a été vu comme exprimé in vitro par les lignées de cellules souches 

de glioblastomes U-87 et 86HG39 et des cultures primaires. Il est également exprimé de manière importante 

dans les cellules de GBM au niveau des vaisseaux sanguins (Senner et al. 2008). 

Les cellules de glioblastome sécrètent des protéines de la MEC dans le microenvironnement et cette 

action pourrait dépendre des conditions de croissance 3D in vivo et in vitro. Néanmoins la plupart des études 

in vitro se font sur des supports bidimensionnel (2D) qui n’intègrent pas les effets supplémentaires des 

interactions des cellules tumorales avec la MEC en tant qu’environnement tridimensionnel (3D). Comme en 

culture, les cellules de glioblastome peuvent sécréter des protéines de la membrane basale comme la laminine, 

la vitronectine, la fibronectine ou encore du collagène, l’invasion peut-être rendue possible ou favorisée par la 

sécrétion autonome de protéines de la MEC par les cellules de GBM (Vehlow and Cordes 2013). 

 

Dans les tumeurs malignes, il y a une augmentation de l’AH favorisant l’augmentation de la 

croissance, de la motilité et de l’invasion. Dans les gliomes, il induit l’expression de CD44, PTEN, de MMP et 

d’OPN (ostéopontine) (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

 

Les Syndecans-1 sont des protéoglycans héparanes sulfates transmembranaires se liant aux 

thrombospondines dont l’expression est augmentée dans les glioblastomes, en particulier dans le type 

mésenchymateux et est interprétée comme une conséquence de l’activation de NF-κB. 

Les glypican-1 sont également exprimés par les cellules de gliomes et permet l’augmentation de leur 

réponse au FGF-2 (fibroblast growth factor 2).  

Dans les gliomes de haut grade, la plupart des isoformes de brévicans sur-salicylés sont présents, bien 

qu’absents autours de gliomes de bas-grade. Les brévicans permettent une amélioration de  l'expression de la 

fibronectine à la surface des cellules de gliomes et, après clivage protéolytique par ADAMTS4, ils se lient à la 

fibronectine, ce qui va conduire à une augmentation des intégrines, favorisant ainsi la motilité des cellules de 

gliomes (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

  

Presque toutes les tumeurs solides expriment la glycoprotéine tenascine-C (TN-C), mais la 

concentration la plus élevée a été trouvée dans les gliomes et sa quantité est corrélée à la malignité. Elle agit 

directement sur les comportements des cellules de gliomes via sa liaison aux intégrines et indirectement via 

ses liaisons aux brévicans et aux neurocans. Elle est donc impliquée dans la migration, la régulation de 
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l’assemblage des adhérences focales ou le changement dans l’expression de gènes permettant de moduler la 

composition de la MEC et stimule l’invasivité via l’induction de MMP.  

La tenascine-R (TN-R) quant à elles, est inversement corrélée à la malignité car diminuée dans les 

glioblastomes (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

 

Figure 14 : Les cellules de gliome sculptent leur matrice extracellulaire. Les composants de la MEC se lient 

aux cellules de gliomes via des récepteurs tels que CD44, RHAMM les intégrines. Ces récepteurs régulent 

l'adhésion, la migration ou l'expression de divers gènes, en particulier des protéases  telles que les MMP, 

ADAMTS ou OPN (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

 

4.5- Dégradation de la MEC pendant l’invasion tumorale : 

 

En plus de la sécrétion de protéines matricielles dans le microenvironnement, les cellules de glioblastome 

expriment des enzymes de dégradation et de remodelage de la MEC permettant l’infiltration.(Rao 2003) 

 

· Les protéases : 

 

Les protéases facilitent la dissémination des cellules tumorales en clivant les composants protéiques de la 

MEC. Dans ce processus, elles doivent être localisées en extracellulaire ou concentrées dans des régions 

spécialisées de la membrane plasmatique (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). Dans les glioblastomes, 

trois groupes de protéases sont corrélées à l'agressivité et l’invasion grâce à leurs capacités de dégradation des 

constituants de la MEC : les sérine protéases, les cystéine protéases et les métalloprotéinases (MMP) 



49 

 

comprenant les ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease) et les ADAMT (avec un motif 

thrombospondine) (Rao 2003)(Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). À la surface de la cellule, les 

protéases peuvent être liées  à la membrane plasmatique par l'intermédiaire de récepteurs plus ou moins 

spécifiques (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

Du côté des sérine protéases, l’activateur de plasminogène de type urokinase (uPA) ainsi que son 

récepteur membranaire (uPAR) ont été identifiés comme induisant la dégradation de la fibronectine ou de la 

laminine et contribuant à l’agressivité des cellules de GBM. L’uPA se situerait majoritairement en bordure de 

la tumeur tandis que l’uPAR peut se situer à l’intérieur.  

La cathepsine B est une cystéine protéase elle aussi associée au phénotype invasif et, liée à la dégradation 

de la laminine et du collagène.  De plus, sa surexpression est corrélée à une survie globale plus courte des 

patients et une inhibition de son expression permet de diminuer l’invasion. 

Les endopeptidases MMP peuvent être regroupées en fonction de leur structure et de la spécificité de leur 

substrat. Il existe des MMP pour les collagénases, les gélatinases, les stromelysines, les matrilysines ou encore 

des MMP de type membranaire. Toutes requièrent une activation par clivage enzymatique avant d’initier les 

dégradations des protéines matricielles (Nakada, Okada, and Yamashita 2003).  Dans le cerveau sain, 

l’expression des MMP est basse alors qu’une surexpression est présente dans les GBM. Les MMP ont 

également été corrélées à la radiorésistance et à la chimiorésistance. 

L’activité collagénase des MMP-2 est très augmentée dans les GBM en comparaison avec les gliomes 

de bas grade. Les MMP-9 quant à elles, sont associées au GBM exprimant l’EGFR III et ont été détectées en 

bordure de la tumeur et sur les sites de prolifération endothéliale, mettant en lumière leur rôle dans 

l’angiogenèse et leur implication dans l’agressivité des GBM. In vitro, la diminution des MMP-9 diminue 

l’infiltration des cellules de GBM (Vehlow and Cordes 2013). Leur expression peut-être régulée par 

l’activation de STAT3, l’EGF, la fibronectine, la vitronectine, les interleukines, par le facteur de nécrose 

tumorale TNF-α ou encore par le TGF-β.  

Inversement, MMP-2 et MMP-9 sont capable de convertir TGFβ1 en sa forme active pro migratoire 

(Hottinger, Abdullah, and Stupp 2016). 

Les MMP interagissent avec quatres isoformes d’inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases : TIMP1 à 

TIMP4. Les TIMP peuvent inhiber les MMP mais également permettre leur activation et un niveau élevé de 

leur expression est associé à un mauvais pronostic. Leur rôle paradoxal reste donc pour le moment difficile à 

définir (Hottinger, Abdullah, and Stupp 2016). 

 

· Les glucosidases : 

 

Les glycosidases ou glycosides hydrolases sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse des carbohydrates 

tel que les glycoprotéines ou les glycoaminoglycanes.  

Les héparanases sont responsable de l’hydrolyse des héparanes sulfates. Leur expression est augmentée 

dans les gliomes et leur expression est corrélée à la prolifération, la migration et l’angiogenèse. Elles 
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modifient le microenvironnement tumoral en influençant les cellules de microglie ou les astrocytes réactifs, en 

améliorant l’excrétion de syndecan-1, dont le domaine extracellulaire à la surface de la cellule est associé aux 

cytokines et facteurs de croissances (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

Dans le cas des GBM, il y a de nombreuses modifications du niveau d’expression des protéoglycanes, 

mais également de leur régulation post-traductionnelle. Par exemple la sulfatation de la chaine GAG des HS 

protéoglycanes est considérablement modifiée. 

La 6O-sulfatation, qui est connue pour permettre les interactions des ligands ainsi que l'activation des 

voies des récepteurs tyrosine kinase (RTK), peut-être éliminée par les sulfatases extracellulaires telles que 

SULF1 et SULF2 (Wade et al. 2013) (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). L'expression de SULF2 est 

augmentée dans les gliomes et confère un avantage de croissance à ces cellules. L'élimination de la 6O-

sulfatation des HS protéoglycanes entraîne une activation plus importante des RTK tels que PDGFR et 

IGF1R, l'amélioration des facteurs trophiques, la biodisponibilité des chimiokines et, l'augmentation de la 

prolifération et de l'invasion des cellules tumorales (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

Les hyaluronidases pouvant dégrader l’acide hyaluronique, cela a été démontré comme pouvant modifier 

l’expression de CD44 impliqué dans plusieurs stades de la progression du cancer. Parmi les 3 types de 

hyaluronidases HYAL1, 2  et 3, HYAL1 est la plus présente dans les gliomes. Entre plusieurs lignées 

cellulaires de gliome malin (U87MG, U251MG, U343MG-A et U373MG), celles qui présentaient une activité 

hyaluronidase étaient plus invasives que celles qui étaient déficientes en hyaluronidase (S. G. Jin et al. 2009). 

Par conséquent, la modification des protéoglycanes et des glycosaminoglycanes par les glycosidases semble 

être un mécanisme favorisant l'invasion par les cellules de gliome (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

 

La grande diversité de composition de la MEC cérébrale ou encore les nombreuses modifications 

qu’elle subit durant la progression tumorale vont conduire à des propriétés mécaniques variées du  

microenvironnement. En fonction des substrats rencontrés,les GSC vont donc devoir intégrer de nombreuses 

informations mécaniques, telle que la rigidité ou le confinement, relative à la concentration des protéines de la 

MEC, à son organisation ou réorganisation.  
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5- Les propriétés mécaniques du microenvironnement : 
 

Les propriétés mécaniques des tissus varient grandement d’un tissu à un autre. In vivo, les cellules 

évoluent dans un microenvironnement complexe, hautement organisé où la composition diversifiée  en 

protéines, sucres et autres cellules ainsi que leurs organisations dictent l’environnement mécanique local 

auquel une cellule est exposée. Cet environnement mécanique local est composé de forces endogènes générées 

par les cellules elles-mêmes, ainsi que de forces exogènes qui sont appliquées aux cellules par le 

microenvironnement. Les forces endogènes sont produites grâce au cytosquelette et à sa motilité, alors que les 

forces exogènes existent sous de multiples formes comprenant la gravité, les contraintes de cisaillement, la 

rigidité, les forces de traction et la compression, ou le confinement. Les cellules reçoivent les forces exogènes 

via leur interaction avec la MEC et la rigidité locale de la MEC joue un rôle important sur les comportements 

cellulaires. De plus, les forces physiques exogènes peuvent amener des modifications de l’environnement 

mécanique et en faire un microenvironnement dynamique en constante évolution (Handorf et al. 2015). 

Les forces physiques contribuent au développement tissulaire et à l'homéostasie. Par exemple, la rigidité à un 

impact considérable en terme de développement sur la morphologie, la guidance axonale et la mise en place 

des structures du cerveau (Gangatharan, Schneider-Maunoury, and Breau 2018) ou encore sur le remodelage 

osseux (Handorf et al. 2015). 

Dans le cas des os par exemple, lors d’une mobilité et d’une stimulation mécanique réduite, une 

diminution de la concentration de protéoglycans est observable associée à une diminution de la densité 

minérale osseuse. Lors des études sur l’effet de l’apesanteur lors des vols spatiaux, il a été vu que sans les 

forces physiques imposées par la gravité, la densité osseuse est drastiquement réduite dû aux ostéoblastes ne 

recevant pas les signaux physiques nécessaires à la production de MEC (Handorf et al. 2015). Ceci illustre 

l’implication des forces exogènes sur l’homéostasie tissulaire. 

Par ailleurs, les cellules réarrangent constamment la MEC en modifiant la composition ou la topographie, 

permettant ensuite d’impacter les comportements cellulaires en retour également. Il s’agit donc d’une sorte de 

boucle de rétroaction entre les cellules et la MEC rendant les tissus hautement adaptatifs face aux propriétés 

qui leur sont imposées (Handorf et al. 2015). 

 

5.1- La rigidité : 

 

La rigidité est définie par la résistance d’un matériau à la déformation en réponse à une force appliquée et 

elle est exprimée par le module d’élasticité ou module de Young E. Nos tissus présentent un large panel de 

propriétés élastiques et sont composés d’une variété de protéines de MEC différentes dépendantes de la 

structure et des besoins biologiques des organes et les protéines composant ces MEC possèdent elles mêmes 

leurs propres propriétés élastiques. Par exemple l’os est beaucoup plus rigide que d’autres tissus car, il répond 

à la nécessité de fournir une structure au corps ou encore une protection des organes internes. 
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Figure 15 : Différents modules de rigidité entre les différents tissus humains suggèrent des propriétés 

mécaniques spécifiques à chacun d’eux. Les rigidités spécifiques de chaque organe sont corrélés à leurs 

fonctions (Handorf et al. 2015). 

 

Dans le cerveau, lors de son développement, l’assemblage  neuronal nécessite un contrôle et une 

coordination fine. La migration des neurones vers leur destination finale est essentielle pour les positionner 

aux bons endroits au bon moment permettant leurs bonnes intégrations dans le circuit. Pendant ou après leur 

migration, les neurones jeunes vont réaliser leur pousse axonale et donc acquérir les caractéristiques 

moléculaires des axones. Ces processus se déroulant durant le développement du système nerveux ont 

principalement été examinés d'un point de vue biochimique et moléculaire. Les conclusions sont que les 

événements permettant les adressages sculptant les circuits neuronaux sont régis par des guidages chimiques 

présents dans l’environnement des neurones. Néanmoins il a récemment été démontré, qu’en plus des signaux 

chimiques, les neurones in vivo sont exposés à divers signaux mécaniques tout au long de la vie, tel que la 

rigidité, la compression ou encore les forces de traction, influençant la dynamique et la morphologie de ceux-

ci (Gangatharan, Schneider-Maunoury, and Breau 2018).  

Par exemple, Koser et al. en 2016, suggèrent que la rigidité locale des tissus est détectée par les 

neurones via  de canaux ioniques mécano-sensibles (tel que Piezo1) affectant les choix de trajectoire des 

axones  (Koser et al. 2017). 

Dans un cerveau, les différentes aires cérébrales présentent des rigidités différentes, dépendantes de 

leur constitution et de leurs besoins biologiques. De plus, ces propriétés mécaniques sont modulées au cours 

de la vie. 
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Il est connu que les propriétés mécaniques viscoélastiques lors du vieillissement sont affectées. En 

2018, McIlvain G et al ont réalisé une caractérisation des rigidités cérébrales des différentes aires par 

Elastographie par Résonance Magnétique (MRE) chez l’humain adolescent et adulte(McIlvain et al. 2018). Ils 

ont ainsi pu déterminer que chez l’adolescent les lobes cérébraux temporaux et pariétaux étaient plus mous 

que chez les adultes, que les structures sous-corticales de la matière grise, les noyaux caudés et le putamen 

étaient significativement plus rigides chez les adolescents, et que l’hippocampe et l'amygdale de l’adolescent 

étaient beaucoup moins rigides que toutes les autres structures sous-corticales (Curtis L Johnson et al. 2015) 

(McIlvain et al. 2018). 

Les propriétés mécaniques du cerveau sont donc modulées par des facteurs exogènes et par des 

facteurs endogènes tels que les modifications de la MEC mais également par le vieillissement (regroupant des 

facteurs endogènes et exogènes).  

Cette étude propose également une cartographie des rigidités cérébrales, montrant l’hétérogénéité des 

propriétés mécaniques des aires et montrant que le cerveau sain présente un module d’élasticité compris entre 

0,5 et 6kPa (McIlvain et al. 2018) (Curtis L Johnson et al. 2015). 

 

 

 

 

Figure 16 a) Cartographie des rigidités c) ROI définissant : les lobes frontaux (rouge), occipitaux (bleu), 

pariétaux (orange) et temporaux(vert), ainsi que la matière grise (GM) et blanche (WM) profondes (bleu 

foncé) et le cervelet (violet) (McIlvain et al. 2018). 
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Figure 17 : Comparaison de la rigidité des différentes aires cérébrales chez l’adolescent et chez l’adulte a) 

dans les régions des lobes cérébraux, b) dans les structures de la matière grise sous-corticales (McIlvain et al. 

2018). 

 

Néanmoins, durant la progression tumorale il va y avoir des modifications importantes des propriétés 

mécaniques du microenvironnement, via le remodelage intensif de la MEC par les cellules tumorales et les 

cellules saines, et les tensions appliquées aux tissus durant la croissance de la tumeur. 

  

5.1.1- La rigidité dans les cancers : 

 

L'augmentation de la rigidité des tissus est une caractéristique de plusieurs états pathologiques, y 

compris les cancers. Dans le cas des cancers, l’augmentation de cette rigidité est due d’une part à la croissance 

tumorale, contraignant les tissus sains autours à des conditions physiques importantes comme l’augmentation 

du confinement, des tensions et de la compression appliquées sur les tissus.  

Plus un matériau est rigide, plus il est résistant aux déformations et plus il est susceptible de 

développer des contraintes plus élevées. Durant la croissance tumorale, le stress exercé par la tumeur sur l'hôte 

doit être équilibré par un stress réciproque appliqué par l’hôte sur la tumeur. Par conséquent, les contraintes 

développées au sein d'une tumeur dépendent de la rigidité relative entre les deux tissus et d'un point de vue 

biomécanique, un raidissement est nécessaire pour qu'une tumeur puisse déplacer le tissu hôte et croitre. 

L’estimation de Voutouri C. et al. (2014) (Voutouri et al. 2014) dit qu’une tumeur doit être au moins 1,5 fois 

plus rigide que les tissus normaux environnants, sinon le confinement par l'hôte prévaut à l'expansion de la 

tumeur (Gkretsi and Stylianopoulos 2018). Dans le cas de cancer du sein par exemple, la rigidité peut être 

augmentée jusqu’à dix fois  ce qui est souvent l’indicateur d’un mauvais pronostic (Darci T. Butcher*, 

Tamara Alliston et al. 2009). 

La rigidité tumorale est principalement déterminée par la quantité de protéines de la MEC, comme le 

collagène et l'acide hyaluronique contenus dans la tumeur. Étant donné que l'intérieur de la tumeur est soumis 
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à la compression, sa rigidité est principalement déterminée par les protéines de la MEC à l’intérieur de la 

masse tumorale qui crée à l'intérieur de la tumeur des régions capables de résister aux contraintes de 

compression. Ces rigidités anormales rencontrées dans les cancers contribuent activement à la progression de 

la maladie en activant la motilité mécano-sensible au sein des cellules tumorales  (Gkretsi and Stylianopoulos 

2018). 

 

5.1.2- La rigidité dans les gliomes : 

 

Les tissus malins cérébraux présentent également des raidissements  des tissus caractéristiques, 

comme dans les cas de cancer du sein, du colon ou du pancréas. Le cerveau in vivo est confiné dans un 

volume défini par le crâne et lors de la croissance tumorale la pression des fluides interstitiels est souvent 

augmentée localement dans la tumeur et dans les régions endommagées. Une telle pression locale comprimant 

le cerveau va donc impacter l'environnement mécanique local des cellules tumorales. Dans le cas des 

glioblastomes, la rigidité varie selon le grade du gliome. Pogoda et al. en 2014, ont mesuré la réponse à la 

compression des tissus cérébraux sains en comparaison avec les gliomes et ont observé que les gliomes se 

rigidifient plus vite sous la compression que les tissus sains et répondent plus fortement aux déformations 

mécaniques (Pogoda et al. 2014a). 

  

 

Figure 18 : Mesure d’élasticité des tissus de gliomes comparés à ceux de cerveaux de souris lors de 

l’application de compressions (Pogoda et al. 2014a). 

 

En 2015, D.Chavet et al. ont réalisé une élastrographie de contrainte de cisaillement sur 63 patients et 

ont montré que les méningiomes, les gliomes de bas grade et les gliomes de  haut grade avaient 

respectivement un module de Young  de 33.1±5.9 kPa, 23.7±4.9kPa et 11.4±3.6kPa, alors que le cerveau sain 
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possédait une rigidité de 7.3±2.1kPa en moyenne (Chauvet et al. 2015). Inversement, il est également observé 

que les GBM hautement invasifs produisent des facteurs promoteurs de rigidité en quantité, tel que le 

collagène, la fibronectine ou la laminine(Mahesparan et al. 2003)  

De manière générale, il est décrit que plus un substrat est rigide, plus la vitesse de migration des GSC 

est augmentée. Néanmoins, en 2017, Bangasser et al ont démontré un optimal de migration aux alentours de 

100kPa pour les GSC, mettant ainsi en évidence des propriétés mécaniques spécifiques favorables à la 

migration et l’importance de la rigidité(Bangasser et al. 2017a). 

En 2018, K.M. Pepin et al ont quant à eux, démontré que la rigidité tumorale était dépendante du 

statut tumoral. Ils ont observé que le statut IDH1 muté des GBM était corrélé à une rigidité plus 

importante.(Muldoon et al. 2016)  

De nombreuses observations ont été faites quant aux mesures de rigidité des gliomes, certaines allant 

dans le sens d’une augmentation de la rigidité des GBM par rapport aux  bas grade, d’autres observant 

l’inverse mais toutes attestant d’une rigidité accrue des gliomes en général comparativement au tissus sains. 

De plus, il est communément admis que l’augmentation de rigidité a un impact très fort sur les comportements 

migratoires des GSC, augmentant leur agressivité et probablement leur chimiorésistance (Singh, Brito, and 

Lammerding 2018). 

Il est donc indispensable dans le cadre des études sur la migration des GSC (ou d’autres types 

cellulaires), de réaliser les observations dans un environnement mécanique approprié visant à mimer 

l’environnement in vivo. 

 

5.2- Propriétés mécaniques de la MEC dans les cancers : élasticité et  

desmoplasie : 

 

Dans les cancers de manière générale, le raidissement de la MEC implique des interactions complexes 

de plusieurs processus différents. L'une des principales causes du raidissement est l'équilibre perturbé entre le 

dépôt de la MEC et sa dégradation conduisant à une augmentation des protéines matricielles dans le 

microenvironnement tumoral. De nombreux facteurs dans l'environnement tumoral, y compris l'hypoxie et le 

TGF-β, favorisent la surproduction de composants de la MEC comme les collagènes fibrillaires, les isoformes 

de fibronectine, les TNC, OPN, SPARC et les POSTN dans les tumeurs. Les MMP qui dégradent la MEC, 

sont également augmentés, mais le bilan global de la synthèse et de la dégradation reste généralement en 

faveur d'une augmentation nette de la MEC.  

Néanmoins, les propriétés mécaniques de la MEC ne sont pas seulement régulées par la quantité des 

composants de la MEC.  

En effet, la réticulation des fibres composant la MEC peut moduler ses propriétés en la rendant 

plastique ou élastique. Plastique, si elle reste déformée après déformation ou élastique, si elle revient à sa 

position initiale. Les réticulations ont également un effet important sur les propriétés mécaniques de la MEC. 

Les liaisons inter-fibres empêchent les monomères et les fibres de glisser l'une par rapport à l'autre conduisant 
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à une diminution forte du comportement plastique de la MEC. La réticulation augmente la résistance de 

l'ECM à la force appliquée.  

Enfin la MEC subit des déformations induites par les cellules via les forces exercées à la fois par la 

tumeur et par les cellules stromales (Mohammadi and Sahai 2018). 

 

 

Figure 19 : Remodelage de la MEC par les cellules tumorales et impact sur la clusterisation des adhérences 

focales.(Mohammadi and Sahai 2018) 

 

 

La régulation à la hausse des molécules de remodelage la MEC (telle que le TGFβ ciblant les gènes de 

la MEC), qui sont considérées comme responsables du développement de la desmoplasie dans les tumeurs 

(Papageorgis and Stylianopoulos 2015). La desmoplasie est une réponse fibrotique intense caractérisée par la 

formation d'une MEC dense comprenant une concentration importante de collagène fibrillaire, de fibronectine, 

de protéoglycanes et de tenascine C qui vont s'accumuler à l'intérieur de la tumeur. De plus, la desmoplasie est 

associée à une augmentation de la production et de la sécrétion de facteurs de croissance inflammatoires et 

tumorigènes et elle est également caractérisée par une population anormalement importante de cellules à 

caractéristiques souches (Gkretsi and Stylianopoulos 2018).  
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Par conséquent, la desmoplasie est fortement liée à la rigidité tumorale. À la périphérie des tumeurs, la 

croissance peut remodeler les fibres de collagène et changer leur orientation. Par conséquent, les fibres de 

collagène peuvent être étirées et exercer des contraintes de traction. La rigidité à la périphérie dépend donc 

également de la quantité de collagène (Gkretsi and Stylianopoulos 2018). 

L’arrangement aléatoire des composants de la MEC, dit isotropes, sont indicatifs d’une MEC saine. 

L’arrangement organisé, aligné et parallèle, dit anisotrope des composants de la MEC est caractéristique d’un 

microenvironnement pathologique observé dans les tumeurs et, indicateur d’un mauvais pronostic. 

La MEC alignée in vivo, résultant du processus desmoplastique, sert de « voie » de migration orientée pour 

les cellules cancéreuses. Les différents stades d’alignement, corrélés à la progression tumorale, sont bien 

visibles dans les cas de cancers du sein. L’alignement des fibres de la MEC peut être orienté parallèlement ou 

perpendiculairement à la périphérie de la tumeur (Xiwei Zheng, Cong Bi, Marissa Brooks 2015a). 

 

 

Figure 20 : Différentes étapes du processus desmoplastique de la MEC tumorale, conduisant à une 

augmentation de la rigidité matricielle et à une augmentation de l’agressivité.(Xiwei Zheng, Cong Bi, Marissa 

Brooks 2015a) 

 

Comme dit précédemment, dans le cas des gliomes, la rigidité semble varier selon leur grade. Les 

GBM hautement invasifs produisent des facteurs favorisant l’augmentation de la rigidité intra et péritumorale 

comme le collagène, la fibronectine (FN) ou encore la laminine (Hottinger, Abdullah, and Stupp 2016) 

(Mahesparan et al. 2003). De plus, les cellules de gliome surexpriment les composants de base de la 

vascularisation cérébrale comme par exemple la ténascine (TN)-C, qui est associée à la progression du gliome 

(Bonnans, Chou, and Werb 2014). La vitronectine, quant à elle, est principalement produite par les cellules 

migrantes (Mahesparan et al. 2003). 

En conséquence, lors des études in vitro des comportements migratoires, en plus de la rigidité, il semble 

indispensable de tenir compte de l’architecture de la structure sur laquelle est réalisée la migration, ainsi que 
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de l’alignement lors de l’induction des comportements migratoires. L’alignement, la rigidité ou encore le 

confinement, jouent un rôle majeur dans la migration. 

  

6- Migration : 
 

6.1- La migration : 

 

La migration cellulaire joue un rôle central dans le développement et le maintien des organismes 

multicellulaires. Elle est impliquée au cours de l’embryogenèse car un processus de migration complexe est 

essentiel à la formation de tissus et à l’organogénèse. Elle joue aussi un rôle majeur au cours de la 

cicatrisation ou de la réponse immunitaire avec la migration des leucocytes. La migration cellulaire est 

également présente dans de nombreuses maladies et plus particulièrement dans le cancer conduisant à 

l'invasion et aux métastases. En effet, la transformation maligne est entre autres définie par l'invasion d’un 

parenchyme adjacent par des cellules ayant acquis un phénotype mobile et invasif. 

Lors de la migration cellulaire physiologique ou pathologique, il va y avoir l’intégration fonctionnelle de 

signaux locaux permettant la modification de l’architecture cellulaire. Ce processus à lieu en plusieurs étapes 

(Lauffenburger and Horwitz 1996) (Franz, Jones, and Ridley 2002). 

 

a) La polarisation :   

 

Lors de l’initiation de la migration, les cellules acquièrent une asymétrie spatiale leur permettant de 

transformer des forces intracellulaires en une translocation de leur corps cellulaire. 

Cette asymétrie se traduit par une différence de morphologie cellulaire mettant en évidence un axe 

avant / arrière. Cette polarisation cellulaire provient généralement de signaux extrinsèques qui sont interprétés 

via l’activation de voies de signalisation et, coordonnés par les unités intrinsèquement asymétriques du 

cytosquelette (Macara 2004). Les gradients de concentration ne sont pas nécessaires à l’obtention de cette 

polarisation. Durant cette étape des changements architecturaux vont avoir lieu avec notamment la 

réorganisation du centre organisateur de microtubules, qui vont alors se polariser pour faciliter la migration, 

ou encore de l’appareil de Golgi (Lauffenburger and Horwitz 1996) (Watanabe, Noritake, and Kaibuchi 

2005). Il va alors y avoir l’apparition de protubérances membranaires larges à l’avant de la cellule appelées 

lamellipodes ou de protubérances membranaires longues, fines et en forme de pointes appelées filopodes. 

Les lamellipodes contiennent un réseau très ramifié de filaments d’actine F alors que les filopodes 

sont formés par de longs faisceaux de filaments d'actine parallèles. L'acquisition de la polarité avant/arrière est 

contrôlée par de petites GTPases, telles que Cdc42, Rac1 et RhoA, qui régulent la dynamique de l'actine, 

l'organisation des adhérences et la formation des lamellipodes et/ou des filopodes. Cdc42 est actif vers l'avant 
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de la cellule et les perturbations de sa régulation vont affecter la directionnalité de la migration. Il va permettre 

l’activation locale de Rac1 et la polymérisation de l’actine à l’avant de la cellule dans les filopodes ou 

lamellipodes. Une fois que Rac1 et Cdc42 sont actifs sur le front cellulaire, les boucles de rétroaction 

moléculaires et les forces de traction mécanique vont travailler ensemble pour maintenir les protubérances 

dans le sens de la migration.  

L'arrière de la cellule migrante est défini par les activités de Rho, de la myosine II et de protéases Ca2+ 

dépendantes. Rac1 activé à l'avant de la cellule va inhiber l'activité de Rho tandis que ce dernier va supprimer 

l'activité de Rac1 sur les côtés et à l’arrière de la cellule. RhoA à l’arrière affecte la contractilité de 

l'actomyosine par l'intermédiaire des Rho kinases (ROCK). De plus, de fortes adhérences à l'arrière de la 

cellule vont entrainer une augmentation des tensions, permettant l’ouverture des canaux calciques activés par 

l’étirement et finalement l’activation des protéases permettant le clivage des protéines des adhérences focales 

(Reig, Pulgar, and Concha 2014). 

 

 

Figure 21 : Mécanisme de polarisation durant la migration cellulaire.(Reig, Pulgar, and Concha 2014) 

 

Durant la migration, les positions du noyau, du centre d'organisation des microtubules (MTOC) et de 

l'appareil de Golgi sont également des caractéristiques de la polarisation des cellules migratrices. Le MTOC et 

l'appareil de Golgi se repositionnent devant le noyau dans la direction des protrusions grâce à l’activité de la 

myosine II. De plus, la myosine IIB semble jouer un rôle prépondérant dans la dynamique nucléaire pendant 

la migration, car lorsqu’elle est inhibée les cellules présentent : I) des protrusions multidirectionnelles, créant 

une confusion entre l'avant et à l'arrière - II) un Golgi et un MTOC mal localisés, affectant la rotation du 

noyau empêchant son repositionnement durant la migration polarisée et/ou directionnelle (Vicente-

Manzanares et al. 2009). 
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b) La polymérisation de l’actine :  

 

Elle va permettre la formation de protrusions à l’avant de la cellule conduisant à la genèse de 

filopodes via la polymérisation de l’actine F. Arp2/3 va se lier au filament d’actine existant et favoriser la 

formation de nouveau filaments d’actine. L’activité de Arp2/3 est régulée par les protéines WAVE/Scar, 

WASP et N-WASP. Le complexe WAVE/Scar est quant à lui sous le contrôle de la petite GTPase Rac alors 

que WASP et le N-WASP sont régulées par Cdc-42. De plus comme dit précédemment, l’augmentation locale 

de Rac activé est impliquée dans la formation des extensions cytoplasmiques telles que les lamellipodes, et 

donc impliquée dans la migration directionnelle (Reig, Pulgar, and Concha 2014) (Vicente-Manzanares 2005) 

(Lauffenburger and Horwitz 1996). Les formines quant à elles vont se lier à l’extrémité barbelée des filaments 

d’actine et favoriser sa croissance linéaire. Elles sont régulées par les petites GTPases RhoA et CdC42 qui 

vont alors réguler mDia1 et mDia2 respectivement. Les formines nécessitent ensuite l’interaction avec la 

profiline qui va se lier à l’actine G pour enfin promouvoir la polymérisation de l’actine (Vicente-Manzanares 

2005). 

La polymérisation de l’actine est réalisée à partir de monomères d’actine libre (actine G) qui vont 

venir se fixer sur l’extrémité libre « barbelé » du filament d’actine. Les profilines lient l’actine libre et sont 

ensuite requises pour permettre la polymérisation de l’actine par  Ena/VASP du côté barbelé (Vicente-

Manzanares 2005). Des protéines d’encapsulation telles que la gelsoline dépendante du calcium, régulées par 

les phosphoinositides (PIP2) (Zigmond 2004), permettent de terminer la polymérisation restreignant ainsi les 

filaments d’actine sous les membranes plasmiques. Enfin les protéines de la famille des cofilines vont 

permettre la dépolymérisation des filaments à l’autre extrémité, dans le sens inverse à la migration (Pollard 

and Borisy 2003). 
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Figure 22 : Polymérisation de l’actine au bord avant de la cellule, permettant la formation de protrusion et la 

migration (Vicente-Manzanares 2005). 

 

c) Assemblage et désassemblage des adhérences focales :  

 

· Adhérences focales : 

 

Au cours de la migration, les cellules forment, utilisent et dissocient les adhérences focales. Les 

adhérences focales sont des points d’interactions moléculaires entre la cellule et le substrat. Elles s’assemblent 

et se désassemblent en réponse aux signaux extracellulaires et régulent la motilité cellulaire. Classiquement, il 

est décrit que durant la migration, les adhérences semblent s’assembler au niveau du front de migration de la 

cellule et se désassembler à l’arrière c’est-à-dire dans le sens opposé à la migration (Vicente-Manzanares 

2005). Néanmoins il a été observé un désassemblage des adhérences focales à l’avant également des 

protrusions permet d’alimenter en composants les adhérences naissantes. Ceci permet donc que, dans les 
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protrusions, au fur et à mesure de la formation de nouvelles adhérences, ces dernières  puissent se défaire ou 

encore se stabiliser pour former des adhérences matures plus importantes (Webb et al. 2004). Une tension plus 

élevée est appliquée sur les nouvelles adhésions à l'avant de la cellule que sur celles qui se rétractent à 

l'arrière. En effet, la tension est plus élevée sur la taline des adhérences à l’avant et sur les bords latéraux 

qu’au niveau des adhérences focales plus anciennes à l’arrière (Kumar et al. 2016) (De Pascalis and Etienne-

Manneville 2017).  

La dynamique et les caractéristiques des adhérences focales sont modulées par de nombreux facteurs 

tels que les propriétés mécaniques du microenvironnement ou les propriétés chimiques de leur substrat. Bien 

plus souvent analysées sur des surfaces 2D, la formation d'adhérences focales se produit également au sein de 

réseau 3D (Kubow E. Kristopher et al. 2011). 

 

· Assemblage des adhérences focales : 

 

Les intégrines sont des protéines transmembranaires constituant l’une des bases des adhérences 

focales et sont les récepteurs majeurs des protéines de la MEC. Elles constituent l’un des principaux 

récepteurs d’adhésion cellulaire et possèdent un rôle majeur dans la signalisation induite par des signaux 

venant de l’extérieur de la cellule. Elles forment une famille de récepteurs de surface cellulaire 

hétérodimérique composée d’un assemblage de sous unités α et β. 24 différentes formes de couplage des sous-

unités α et β sont connues à ce jour. Les associations de ce type de sous-unités varient en fonction des 

protéines de MEC reconnues et du sous-type cellulaire. L’activation des intégrines et leur clustérisations va 

dépendre du type de sous-unités constituant l’hétérodimère.  Lors de la liaison d’un substrat aux intégrines, 

leur activation va avoir lieu soit par changement conformationnel dû à la liaison des intégrines aux protéines 

de la MEC (outside-in activation), soit par la liaison intracellulaire d’une protéine adaptatrice aux intégrines 

(inside-out activation). Une fois les intégrines activées et hétérodimérisées, la création de regroupements 

appelés « adhérences naissantes » va s’initier puis former un déclencheur mécanique permettant le couplage 

au réseau d’actine (Wehrle-Haller 2012).  

 

 La taline, qui est une grande protéine qui existe sous forme d'homodimère, va s’intercaler et établir 

un lien entre les intégrines et le cytosquelette d'actine (Nayal, Webb, and Horwitz 2004). Elle se liera aux 

intégrines via son domaine FERM et grâce à l’augmentation locale de PIP2 (Martino et al. 2018). Des 

molécules liées à la transduction du signal vont dans un deuxième temps se lier également aux intégrines 

permettant leur activation et régulant la signalisation liée au cytosquelette d’actine.   

Le domaine « tête » de la taline peut se lier directement à FAK ou aux intégrines au niveau de la queue 

cytoplasmique de celles-ci grâce à la présence du PIP2, tandis que la queue de la taline va pouvoir se lier à la 

vinculine ou à l’actine via l’α-actinine (Nayal, Webb, and Horwitz 2004).  

 La vinculine se lie à la paxilline qui s’ajoute aux nouvelles adhérences focales lorsque la tension exercée sur 

celles-ci est minimale. L'interaction de la vinculine avec l'actine est nécessaire pour réguler le flux rétrograde 
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de l'actine, ralentissant le flux et conduisant à des forces de traction plus élevées. Au fur et à mesure de 

l’augmentation de la tension, la vinculine se détache progressivement du bas de l’adhérence et est transportée 

vers le haut de l’adhérence par le flux rétrograde (De Pascalis and Etienne-Manneville 2017). 

 

 

Figure 23 : Assemblage des adhérences focales. Les groupements d’intégrines des forment après activation via 

la liaison à la taline ce qui va fournir un échafaudage initial pour l’initiation de la polymérisation de l’actine. 

Ensuite d’autres protéines impliquées dans les adhérences focales vont s’attacher et constituer une adhérence 

focale mature. Les forces interne et externes vont permettre leur stabilisation via des cycles d’étirement 

transitoire de la taline et de sa liaison à la vinculine jusqu’à la maturation de l’adhérence. Sur un substrat 

rigide, la contractilité de la myosine va permettre l’étirement et la rétraction de la taline, favorisant la 

formation de regroupement d’intégrines, de la polymérisation de l’actine et activer différentes voies de 

signalisation (Bosch-Fortea and Martín-Belmonte 2018). 

 

· Désassemblage des adhérences focales : 

 

Le désassemblage des adhérences focales est indispensable à la migration car elle assure la mobilité et 

le recyclage des intégrines et des protéines adaptatrices. Ce désassemblage va avoir lieu soit de manière 

contrôlée à l’intérieur de la cellule soit via la régulation négative de la taline. La protéolyse de la taline par la 

calpaïne (protéase dépendante du calcium) est essentielle au désassemblage des adhérences focales. Par 

conséquent, le désassemblage des autres protéines impliquées dans les adhérences est également dépendant de 

celle-ci (comme la paxilline ou la vinculine) (Franco et al. 2004a). Le clivage de la taline par la calpaïne est 

majoritairement vu au niveau des adhérences focales « jeunes » se situant au niveau du front de migration et 



65 

 

est donc impliqué dans un renouvellement rapide des adhérences (M. Saxena et al. 2017). Kank2 a de plus 

récemment été identifié comme une composante des adhérences focales car formant une "ceinture" autour des 

adhérences focales plus matures en se liant à la taline. Cette interaction déplace l’actine en maintenant la 

taline active et donc sépare les intégrines de l’actine, réduisant les forces transmises au cytosquelette et 

promouvant le désassemblage des adhérences (Sun et al. 2018) (De Pascalis and Etienne-Manneville 2017) . 

La perte de traction peut aussi favoriser le désassemblage des adhérences focales. En effet une diminution des 

forces de traction favorise l'association de l'adaptateur clathrine Dab2 avec l'intégrine β3 tout en excluant la 

taline et favorise ainsi l'endocytose des intégrines médiée par la clathrine (Yu et al. 2015) (De Pascalis and 

Etienne-Manneville 2017). 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Désassemblage des adhérences focales (A). Représentation de la rotation des adhérences focales 

dans une cellule, mettant en évidence la formation, la maturation et le désassemblage des adhérences focales 

(verte). La flèche indique le sens de migration. Durant les différents stades de la maturation (de 1 à 6) les FA 

peuvent croitre (flèche pleine) ou être désassemblées (flèche en pointillé) à chaque étape. (B) Formation des 
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adhérences focales, depuis les intégrines jusqu’à la maturation. Le désassemblage a lieu lors de la perte de 

tension (De Pascalis and Etienne-Manneville 2017). 

 

Par conséquent, l’analyse de l’expression des protéines constituantes des adhérences focales lors d’un 

processus migratoire est nécessaire à la compréhension de la migration. Il est également indispensable 

d’étudier la dynamique de ces protéines dans un environnement adapté.   

 

d) Contractilité durant la migration : 

 

Les adhérences et les protrusions à l’avant de la cellule ainsi que la rétraction à l’arrière permettent les 

mouvements directionnels et la locomotion. Ces mouvements sont médiés par la dynamique des adhérences 

focales mais également par le remodelage du cytosquelette. Il en résulte la génération de forces de traction. La 

régulation différentielle et l’organisation de l’actomyosine permet aux cellules d’adopter différentes stratégies 

migratoires, dépendantes du type cellulaire et de la structure des tissus, conduisant à des cascades d’activation 

signalétique et d’expression de gènes. Durant la liaison de cellules à l’ECM, la sensibilité à l’environnement 

est médiée par l’action combinée des intégrines et de la contractilité de l’actomyosine. La contraction basée 

sur l'actomyosine est contrôlée par les petites Rho GTPases Cdc42, Rac et RhoA. L’activation de ROCK par 

RhoA va permettre la phosphorylation de la chaine légère MLC (Myosin Light Chain) de la myosin II par la 

MLC kinase ce qui va alors conduire à l‘augmentation de la contractilité. Un mécanisme similaire a été 

démontré pour Cdc42, agissant par l'intermédiaire de MRCK. Inversement, PAK peut également être activé 

par Rac qui va alors inactiver la MLC kinase en la phosphorylant, entraînant une diminution de la 

contractilité. PAK a également la possibilité de phosphoryler MLC directement conduisant à une 

augmentation de la contractilité cellulaire. La prédominance du premier ou du second mécanisme de PAK 

semble être dû à sa localisation spatiale ou à des régulations différentielles. (Vicente-Manzanares 2005) . 

 

De plus, la contractilité du cytosquelette d’actomyosine ainsi que les adhérences focales sont 

également régulées par le calcium. La myosine II, qui est la protéine de liaison à l'actine la plus importante, 

est activée par phosphorylation de la MLC par la MLC kinase dépendante du complexe Ca2+/calmoduline. En 

outre, la protéine kinase C (PKC) co-activée par le calcium régule négativement l’activité de la myosine II en 

inhibant la phosphorylation de la MLC et en perturbant l’assemblage de la myosine II via la phosphorylation 

des chaines lourdes.  Enfin, la protéine S100A4 fixant le calcium va se lier à la chaine lourde de myosine IIA 

empêchant la formation du complexe actomyosine dans les protrusions. (C. Wei et al. 2012) 
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6.2- Comportement migratoire des Cellules souches de Glioblastome : 

 

6.2.1- Glioblastomes : Métastases ? 

 

Malgré leurs différences génétiques, et peut-être des cellules d'origine divergentes, tous les gliomes 

malins partagent une caractéristique conservée : l'agressivité invasive. Néanmoins, les métastases extra-

neurales sont très rares, 2% de tous les gliomes malins primairesobservés quand le patient survit au-delà de 

deux ans. Les métastases malignes des glioblastomes impliquent habituellement les ganglions lymphatiques, 

les poumons et quelques rares fois, les os et le foie. 

Plusieurs suppositions existent quant au faible nombre de cas de métastases extra-neurales observées. Parmi 

elles, la faible espérance de vie du patient ne permettant pas le temps aux cellules potentiellement 

métastatiques d’envahir d’autres organes que le cerveau ou encore la possibilité que les GSC ne trouvent pas 

un environnement suffisamment adapté en dehors du SNC pour proliférer et migrer (Chistiakov and 

Chekhonin 2018) (Hottinger, Abdullah, and Stupp 2016) (Beauchesne 2011). 

 

6.2.2- Les voies de migration utilisées par les cellules de GBM : 

 

  6.3.2.1- Structures de Scherer : 

 

En 1938, Hans Joachim Scherer, neuropathologiste allemand, publia un manuscrit dans lequel il 

réalisa des coupes sur le cerveau de 100 patients atteints de gliome. Il observa que les gliomes migrent le long 

des structures cérébrales existantes qu'il appela " structures secondaires " formées de l'interaction entre les 

cellules de gliome et le microenvironnement neuronal. En reconnaissance de son travail précurseur, ces 

structures sont souvent appelées " structures de Scherer " et comprennent les voies d'invasion par les cellules 

de gliomes telles que : le parenchyme cérébral, les vaisseaux sanguins, les tractus de matière blanche 

(notamment le corps calleux) et l'espace sub-arachnoïdien sous la couverture méningée du cerveau. Il suggéra 

que les cellules de gliome envahissantes adoptent la morphologie des structures sur lesquelles elles migrent. Il 

décrivit donc les cellules venant d’une même tumeur comme pouvant apparaitre avec des formes très 

différentes en fonction de leurs zones migratoires et possédant donc une grande adaptabilité, leur conférant un 

caractère multiforme (Scherer 1940) (Scherer 1938) (Cuddapah et al. 2014b). 

Toutes ces structures préférentielles de migration possèdent des conformations fibrillaires (corps 

calleux, vaisseaux sanguins) et contraignent les cellules migrantes à se déformer pour passer au travers des 

tissus sains. 
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Figure 25 : Différentes structures de Scherer également appelées Structures secondaires (Cuddapah et al. 

2014b) 

 

a) Les voies préférentielles de migration : 

 

 Les voies de migration des cellules de gliomes peuvent être divisées en deux compartiments : l'espace 

périvasculaire et le parenchyme cérébral. Ces espaces diffèrent entre autres au niveau des contraintes 

mécaniques qu’ils imposent. L'espace périvasculaire est rempli de fluide, dans la continuité de l'espace 

subarachnoïdien et entoure tous les vaisseaux sanguins. 

 Le parenchyme contient des corps cellulaires neuronaux et gliaux, des fibres nerveuses  et des 

espaces extracellulaires étroits et tortueux, fournissant une résistance physique considérablement plus grande 

que l'espace périvasculaire.(Cuddapah et al. 2014b) 

Il est difficile de savoir si les GSC atteignent les voies préférentielles de migration par hasard ou si 

cela résulte d’un processus chimiotactique ou physique. Actuellement, notre connaissance sur la question est 

limitée, d’autant plus qu'il est difficile d'évaluer dynamiquement la migration cellulaire au sein de ces 

structures. Cependant, il est certain que les vaisseaux sanguins constituent un substrat essentiel pour la 

migration des GSC (Cuddapah et al. 2014b). En effet, il a été montré que lorsqu’elles sont greffées dans un 

cerveau de souris, la grande majorité (>85 %) des GSC entrent en contact avec un vaisseau sanguin 

(Sontheime 2009). Le recrutement des cellules de gliomes dans les vaisseaux sanguins se fait par 
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l'intermédiaire de la bradykinine, qui agit comme signal chimiotactique (Sontheime 2009) (Cuddapah et al. 

2014b). 

La bradykinine est produite dans les cellules endothéliales vasculaires et la liaison à ses récepteurs 

(B2R) couplés à la protéine G (GPCR) provoque l’augmentation du calcium intra cellulaire dépendante 

d’IP3R3. Ce changement de concentration de calcium intracellulaire  active les canaux ioniques  soutenant les 

changements de forme et de volume des cellules nécessaires à l'invasion cellulaire (Yoo et al. 2010) 

(Cuddapah et al. 2014b). 

Bien que la bradykinine ne soit pas le seul agent responsable d’un chimiotactisme elle a tout de même 

été identifiée comme une cible thérapeutique prometteuse. 

Autour des vaisseaux sanguins se trouve l’espace de Virchow-Robin, qui est dans la continuité de 

l’espace subarachnoïdien et, est séparé du parenchyme par la membrane basale créée par les astrocytes au 

niveau de leur « pieds terminaux » ou « endfeet ». Le LCR présent dans ce compartiment est évacué dans les 

veines collectrices le long des méninges (permettant ainsi l’élimination des déchets). Par conséquent, les 

cellules de gliomes entrant dans cet espace vont avoir une connexion et une conduction vers la surface du 

cerveau et donc l’espace subarachnoïdien. Cet espace périvasculaire présente peu de résistance à la migration 

des cellules de gliomes (Cuddapah et al. 2014b). 

Les déplacements des cellules de gliomes peuvent donc être conduits par le mouvement du LCR 

les acheminant jusqu’à cet espace subarachnoïdien ou par l’effet topoinducteur médié par les vaisseaux 

sanguins qui jouent un rôle dans le déplacement le long des membranes basales (Cuddapah et al. 2014b). 

En effet, il  a été observé que l’orientation et la conformation du substrat sur lequel se trouvent les 

cellules, influencent directement le sens de migration et la morphologie des cellules. Par exemple, A. Beliveau 

et al. en 2016 ont montré que des lignées de cellules souches de glioblastomes lorsqu’elles sont déposées sur 

des nanofibres de PCL (polycaprolactone), migrent parallèlement au sens des fibres et présentent une rigidité 

cytosquelettique moins élevée (Beliveau et al. 2016a). 

 

b)  Déformabilité nécessaire à la migration au travers du 

parenchyme sain : 

 

Que les cellules de gliome migrent le long de la membrane basale des vaisseaux sanguins, dans le 

parenchyme cérébral ou sur les tractus de la substance blanche, l'espace extracellulaire limité du cerveau va 

contraindre leur migration. Les mesures in vivo dans le néocortex murin suggèrent que la largeur de l'espace 

extracellulaire sain dans le cerveau est de 38-64 nm (Thorne and Nicholson 2006), ce qui est beaucoup plus 

petit que la taille des cellules de gliome en migration (Cuddapah et al. 2014b). Néanmoins elles parviennent à 

migrer dans cet environnement étroit car elles possèdent une capacité étonnante à modifier leur taille ou 

encore leur volume et sont capables de modifier leur volume dès lors qu’elles rencontrent une barrière 

poreuse. 
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Pour diminuer drastiquement leur volume, les cellules de gliome doivent se vider de l’eau libre, c’est-à-dire 

non liée à des protéines, à des acides nucléiques ou des molécules.  

Pour permettre la circulation de l’eau cytoplasmique au travers des membranes cellulaires, les GSC expriment 

des aquaporines (AQP) telles qu’AQP1 ou AQP4, permettant de se déplacer en fonction de la pression 

osmotique imposée par les ions traversant les canaux.  De plus, les cellules de gliomes utiliseraient leurs 

canaux Cl- et K+ (activé par le calcium) pour réguler leurs formes et leurs volumes cellulaires. Elles seraient 

également capables d’augmenter leur concentration intracellulaire de Cl- (jusqu’à dix fois) pour ensuite 

permettre une sortie de Cl- plus importante que la normale (Son et al. 2007) (Cuddapah et al. 2014b) ; Ce 

processus est permis grâce à la présence du co-transporteur Na+, K+, Cl-  NKCC1 qui fait entrer du Cl- dans les 

cellules de gliome migrantes, contre son gradient de concentration en utilisant le gradient de concentration du 

Na+.  Une fois la concentration intra cellulaire de Cl- augmentée, les canaux Cl- des cellules de gliome 

s’ouvrent pour permettre la sortie de Cl- induisant une diminution du volume cellulaire. NKCC1 est exprimé 

constitutivement dans les gliomes et est corrélé à un très mauvais pronostic. L’activité de NKCC1 est 

d’ailleurs régulée par l’EGF, la PI3K et AKT fortement impliqués dans les processus migratoires. De plus 

NKCC1 peut réguler la vitesse de migration via la régulation de la dynamique des adhérences focales, ainsi 

que la contractilité des cellules de gliome migrantes (Garzon-Muvdi et al. 2012) (Cuddapah et al. 2014b). 

 

ClC3 est également responsable de l'efflux de Cl-, suivi d’un efflux d'eau, ce qui permet aux cellules 

de gliome de s’adapter à leur  environnement au fur et à mesure qu'elles se déplacent. L’augmentation de la 

concentration de Ca2+ intra cellulaire  induit l’activation de ClC3 via sa phosphorylation par la CaMKII 

(Protéine kinase II dépendante du complexe Ca2+/calmoduline) (Cuddapah and Sontheimer 2010) (Cuddapah 

et al. 2014b). 

Pour maintenir l'électroneutralité, les canaux ClC3 permettant les flux de Cl- sont couplés à une conductance 

cationique. Les cellules de gliome expriment donc de multiples membres de la famille des canaux KCa, 

activés par l’augmentation de la concentration de Ca2+, tels que KCa1.1 et KCa3.1. Ils vont permettre le 

maintien de la conductivité cationique en équilibrant l’efflux de Cl- (Habela et al. 2008) (Cuddapah et al. 

2014b). 

 

Les canaux Cl- et K+ impliqués dans l'invasion des gliomes sont sensibles à la concentration de 

calcium intracellulaire. Par conséquent, toute augmentation du calcium entraîne une augmentation simultanée 

de la conduction de Cl- et K+, entrainant alors un changement de volume hypothétique. De nombreux ligands, 

tel que la bradykinine ou l’EGF augmentent la migration des cellules gliome en augmentant également la 

concentration de calcium intracellulaire (Cuddapah et al. 2014b). 
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Figure 26 : Mécanisme impliqué dans la déformabilité des cellules de gliome durant la 

migration. Les cellules de gliome rencontrent des barrières spatiales lorsqu'elles migrent au travers du 

parenchyme sain. A- Les cellules de gliome expriment divers canaux, ClC3, des canaux KCa ou 

encore des aquaporines. B- La stimulation de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) comme 

l’EGFR ou du récepteur à la bradykinine B2R, ainsi que l’ouverture des canaux KCa et ClC3, 

provoquent une augmentation de la concentration de Calcium intracellulaire, conduisant à l’activation 

de la CaMKII dépendante. La CaMKII activée conduit à l'efflux de Cl- et K+, obligeant l’eau à sortir 

de la cellule (dans le sens de son gradient osmotique). Cette diminution de volume permet aux cellules 

gliome de diminuer leur volume cytoplasmique et de passer dans de petits espaces. C- Après avoir 

franchi la barrière spatiale, les cellules gliome  vont retrouver leur volume grâce aux Na+, K+ et Cl- 

passants par les co-transporteurs NKCC1 et les canaux ASIC1 (Cuddapah et al. 2014b). 
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6.2.3- Différents types migratoires rencontrés: 

 

6.3.3.1- La migration amiboïde et la migration mésenchymateuse 

 

Lorsque la machine d’assemblage de l’actine a été inhibée dans des fibroblastes de sorte à empêcher 

la formation de lamellipodes, il a été observé que cela n’a pas systématiquement aboli les capacités 

migratoires des cellules (Wu et al. 2013).  Ceci suggère que le lamellipode n’agit pas en conduisant la 

migration mais plutôt comme un dispositif de détection et de pilotage, alors que les forces propulsant la 

cellule sont générées ailleurs (Cramer 2010) (Paluch, Aspalter, and Sixt 2016b).   

Ensuite des divergences ont été mises en évidence entre les études des lamellipodes et la dynamique 

d'adhésion des cellules mésenchymateuse et les études de la motilité cellulaire de la locomotion des 

leucocytes, qui présentent des vitesses beaucoup plus rapides que celles généralement observées pour les 

cellules mésenchymateuses, qui est alors définit comme amiboïde (Friedl, Borgmann, and Bro 2001)(Paluch, 

Aspalter, and Sixt 2016b).Ceci a permis de décrire deux types migratoires, mésenchymateux et amiboïdes 

rencontrés dans le cas des GSC et qui sont dépendants des paramètres physico-chimiques environnementaux.  

 

a) La migration amiboïde : 

 

Les leucocytes en migration sont caractérisés par une forme cellulaire arrondie, une faible adhérence 

cellule-substrat et des changements constants de forme cellulaire. Ces caractéristiques morpho-dynamiques 

typiques sont souvent décrites comme amiboïdes parce qu'elles ont d'abord été décrites chez les amibes 

migratrices, qui ont mérité leur nom en raison de leur forme variable (Paluch, Aspalter, and Sixt 2016b). Il a 

de plus été vu que même dans des environnements dans lesquels les cellules ne présentaient pas d'adhérence 

significative, les leucocytes se déplaçaient efficacement. L'hypothèse a donc émergé sur le fait que les 

tractions sont médiées dans ce cas-là par les importants changements de forme amiboïde des cellules, ce qui a 

permis l'intercalation dans la géométrie complexe des matrices et pourrait ainsi fournir des points d'appui pour 

la génération de force (Paluch, Aspalter, and Sixt 2016b). 

 

Les cellules amiboïdes présentent un mode migratoire typiquement utilisé par des cellules très mobiles 

telles que les cellules dendritiques, les leucocytes, les cellules souches hématopoïétiques et certaines cellules 

cancéreuses. La migration amiboïde est associée à une diminution de la polarité et des adhérences focales 

(Kurniawan, Chaudhuri, and Lim 2016), une distribution diffuse des protéines d'adhésion cellulaire et une 

dépendance à la contractilité de l'actomyosine (C. D. Paul, Mistriotis, and Konstantopoulos 2017). Ce mode 

peut être classé en deux types en fonction des structures migratoires impliquées : la présence de blebs ou 

filopodes riches en actine. Comme il y a moins d'adhérences médiées par l'intégrine, les cellules peuvent se 

déplacer à travers différents microenvironnements tissulaires, quelle que soit la nature chimique de la matrice 
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(Kurniawan, Chaudhuri, and Lim 2016). La migration amiboïde est donc beaucoup plus rapide que la 

migration mésenchymateuse (2-20 μm/min) (Paňková et al. 2010a), et semble être utilisée par les cellules 

cancéreuses pour échapper aux agents chimio thérapeutiques ciblant les voies des intégrines (Friedl and Wolf 

2010) (Kurniawan, Chaudhuri, and Lim 2016). 

La migration amiboïde va être rencontrée in vitro dans des conditions ou les adhérences cellules-

matrices sont supprimées ou très faibles. Les cellules peuvent migrer en utilisant soit une migration amiboïde  

à haute contractilité médiée par un phénomène de blebbing membranaire, soit une migration par protrusion 

qui se produit dans des conditions de contractilité cellulaire faible mais de confinement élevé(Y. J. Liu et al. 

2015). Les blebs sont des protubérances sphériques qui n'ont pas d'actine filamenteuse lors de leur formation 

initiale et entrainent une locomotion cellulaire. 

La migration en condition de confinement des cellules cancéreuses présentant un blebbing amiboïdal est 

favorisée par une colocalisation de la machinerie contractile des myosines (MLC) avec les liaisons actine-

membrane plasmique médiées par les protéines ezrine-radixine-moesine (ERM) (Kurniawan, Chaudhuri, and 

Lim 2016).  
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Figure 27 : Mécanismes physiques de génération et de transmission de force pendant la migration amiboïde 

indépendante des adhérences focales. La ligne rose représente le cortex d'actomyosine, le rose foncé montre 

une forte contractilité du cortex et le rose clair une force faible. (a) Migration de type « natation » des cellules 

présentant du blebbing. Les déformations asymétriques lors de l'expansion et de la rétraction des blebs, 

combinées à des interactions avec l’environnement permet la locomotion cellulaire (b). L'intercalation des 

protubérances dans les interstices du substrat peut servir de point d'appui pour favoriser la migration 

cellulaire. Ce type de migration peut être particulièrement efficace dans les matrices 3D et dans les 

environnements surpeuplés et/ou inhomogènes in vivo. (c) Migration des cellules en confinement. Les forces 

de poussée latérales contre le substrat environnant maintiennent le corps cellulaire en place, ce qui permet une 

contractilité corticale élevée à l'arrière et une expansion à l'avant pour entraîner la locomotion (Paluch, 

Aspalter, and Sixt 2016b). 

 

Durant la migration amiboïde, les cellules sont capables de se déplacer en utilisant pas ou peu les 

intégrines. Malawista et de Boisfleury Chevance (1997) ont vu que les granulocytes neutrophiles migrent en 

confinement en l'absence d'adhérence médiée par les intégrines. Ils ont montré que l'inactivation totale des 

intégrines par chélation des cations divalents n'entravaient pas la migration si les cellules étaient confinées 
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entre deux lamelles de verre étroitement adjacentes, alors que la migration sur un substrat plan ouvert était 

abolie dans ces conditions (CHEVANCE 1997) (Paluch, Aspalter, and Sixt 2016b). 

Friedl et al (1998a) ont ensuite montré que le blocage de l'intégrine par des anticorps fonctionnellement actifs 

n'affectait pas la migration des lymphocytes dans les gels de collagène 3D (Friedl et al. 1998)(Paluch, 

Aspalter, and Sixt 2016b). 

Lämmermann et al (2008) ont éliminé in vivo toutes les intégrines sur les leucocytes et ont formellement 

prouvé que la migration interstitielle in vivo des cellules dendritiques peut se produire en l'absence 

d'intégrines (Tim et al. 2008) (Paluch, Aspalter, and Sixt 2016b). 

Néanmoins, la généralité de l'indépendance de l'intégrine n'est pas établie, et par exemple Overstreet et al. en 

2013,  ont montré que dans des conditions inflammatoires, la migration des lymphocytes T dans la peau 

semble dépendre de l'adhésion par l'intégrine (Overstreet et al. 2014) (Paluch, Aspalter, and Sixt 2016b). 

Les conditions de migration d'une cellule à migrer indépendamment des intégrines ne sont pas claires bien 

qu’il soit largement décrit que la migration amiboïde apparaisse en conditions de confinement et de faible 

adhésion (Y. J. Liu et al. 2015). 

 

 

Figure 28 : Paramètres favorisant les transitions entre la migration adhésive et non adhésive. Un faible niveau 

d'adhérence au substrat, une forte activation de la contractilité de l'actomyosine et des niveaux élevés de 

confinement tendent à favoriser une migration indépendante de l'adhérence. Ces différents paramètres ne sont 

pas forcément indépendants ce qui fait que la transition entre la migration adhésive et non adhésive est un 

problème complexe et multiparamétrique (Paluch, Aspalter, and Sixt 2016b). 

 

La contractilité accrue des cellules utilisant la migration amiboïde comme les stratégies invasives via 

la voie de signalisation Rho/ROCK, leur permet de se faufiler à travers les espaces pré-existants, ou d'exercer 
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une force suffisante pour déformer la MEC environnante. Ce type de migration permet aux cellules de se 

déplacer dans des substrats 3D indépendamment de la dégradation de la MEC. La faible adhésion au substrat 

permet aux cellules qui adoptent un mouvement amiboïde de se transloquer dans l'environnement 3D à des 

vitesses relativement élevées, allant de 2 µm/min dans des cellules de mélanomes A375m2, à 25 µm/min lors 

de la migration à vitesse maximale des lymphocytes dans un gel de collagène (Paňková et al. 2010b). 

 

b) La migration mésenchymateuse : 

 

La migration mésenchymateuse est le type migratoire décrit plus classiquement et qui est dépendant 

des adhérences focales. Ce type de motilité des cellules peut être comparé à celui des fibroblastes, des 

kératinocytes, des cellules endothéliales et de certaines cellules tumorales. Les cellules avec une motilité de 

type mésenchymateuse ont une forme spécifique allongée en forme de fuseau. En particulier dans les matrices 

3D, les cellules sont polarisées, créant un front de migration évident avec un ou plusieurs pseudopodes ou 

filopodes à l’avant et le corps cellulaire, contenant le noyau, à l’arrière. (Paňková et al. 2010a) (Paňková et al. 

2010b). 

Les caractéristiques de ce type de migration sont d’une part une morphologie allongée, et d’autre part 

une augmentation des forces de traction et une contraction cytosquelettique hautement polarisée (Kurniawan, 

Chaudhuri, and Lim 2016). 

La translocation des cellules mésenchymateuses commence par la formation de filopodes et de 

lamellipodes riches en actine F sur le front de migration.  . Ce processus est conduit par les petites GTPases de 

la famille Rho, principalement par Rac et Cdc42 (Reig, Pulgar, and Concha 2014) (Paňková et al. 2010a). Des 

interactions avec la MEC sont présentes sur les deux pôles cellulaires via les adhérences focales et les fibres 

d'actine contractile qui leur sont attachées génèrent des forces de traction entre le bord antérieur et le bord 

postérieur de la cellule (Wehrle-Haller 2012) (Vicente-Manzanares 2005) (Webb et al. 2004) (Paňková et al. 

2010b). Les hétérodimères d’intégrine qui se regroupent en grappes donnent naissance aux adhérences focales 

qui recrutent ensuite des enzymes protéolytiques dégradant la MEC pour effectuer son remodelage et générer 

physiquement des voies de migration pour les cellules. La vitesse de migration des cellules mésenchymateuses 

dans les matrices 3D est en moyenne d'environ 0,1 à 0,5 µm/min. Cette vitesse plus faible que dans le cas de 

la migration amiboïde est due à la rotation relativement lente des adhérences focales pendant la translocation 

(Paňková et al. 2010b). 
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6.3.3.2 – La migration individuelle et la migration collective : 

 

Dans le cas des glioblastomes, la migration collective est majoritairement rencontrée en périphérie de 

la tumeur et dans les zones péri-nécrotiques, alors que la migration individuelle ou intermédiaire  l’est au 

niveau du corps calleux ou encore dans l’espace périvasculaire. 

 

 

Figure 29 : Migration depuis les abords du GBM (A) Guidage le long de la glia limitans et de l'espace 

périvasculaire, ainsi que par les faisceaux neuronaux et astrocytaires. (B) Guidage le long des 

vaisseaux à l'interface vaisseaux-stroma. (C) Guidage dans l'espace périvasculaire. (D) Migration des 

cellules de gliome le long des faisceaux de la substance blanche (P. G. Gritsenko, Ilina, and Friedl 

2012a). 

 

a) La migration individuelle : 

 

En l'absence d'adhésion cellules-cellules, les cellules tumorales envahissent le parenchyme sain de 

manière individuelle. L'invasion unicellulaire utilise une stratégie différente, dépendante des adhérences 

cellule-matrice, de la contractilité du cytosquelette et de la capacité à remodeler la MEC pendant la migration 

comme décrit précédemment. (Friedl et al. 2012) La migration mésenchymateuse et la migration amiboïde 

sont deux types de migrations rencontrées dans la migration individuelle.  
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b) Comportements migratoires intermédiaires : 

 

Le mode de migration dit intermédiaire peut se produire sous la forme d'un mouvement dirigé de 

cellules se déplaçant individuellement dans des flux multicellulaires. Une caractéristique clé de ce type de 

migration est que le cytosquelette de chaque cellule agit indépendamment pour générer des forces de tractions 

sur la matrice, mais aussi que les cellules établissent entre elles des adhérences faibles ou transitoires. Par 

conséquent ce comportement migratoire est un intermédiaire entre la migration individuelle et la migration 

collective. La coordination du flux multicellulaire est souvent assurée par des structures orientées qui alignent 

les cellules en mouvement par guidage au contact. Un relais chimiotactique peut coordonner la migration en 

flux. La nature transitoire des adhérences cellules-cellules et la capacité indépendante de chaque cellule à 

générer une force de traction signifie que le flux multicellulaire permet une migration rapide (≥1 μm /min). 

Les flux de migrations multicellulaires ont été observés dans des modèles orthotopiques de cancer du sein, de 

mélanome  et de glioblastomes (Friedl et al. 2012). 

 

c) La migration collective :  

 

La migration collective est un processus fondamental qui permet le mouvement coordonné de groupes 

de cellules qui restent reliées entre elles. Les mouvements collectifs permettent la formation et le remodelage 

des structures tissulaires durant le développement, tels que la fermeture du tube neural, la migration en 

feuillets du blastoderme et de l'ectoderme et contribuent à la morphogenèse des canaux, des glandes et des 

vaisseaux ainsi qu’à la régénération épithéliale. De plus, lorsqu’elle est réinitiée pendant la croissance 

tumorale, les migrations collectives contribuent à l'invasion et à la formation de métastases (Haeger et al. 

2015). 

Pendant la migration collective, les jonctions cellules-cellules assurent l’adhésion supracellulaire, la 

polarisation et le couplage mécanique nécessaires pour détecter et intégrer les signaux de guidage externes et 

forcer la transmission de l’information mécanique à travers la migration collective. En connectant le 

cytosquelette d'actine à travers de multiples corps cellulaires, les jonctions cellules-cellules forment la base de 

l'intégration des forces générées par les cellules individuelles au sein des groupes et de leur polarité 

multicellulaire avant/arrière (Haeger et al. 2015). Par conséquent, les cellules à l'intérieur d'un groupe peuvent 

ne pas s'associer directement avec la MEC qui se trouve sur les bords externes de la migration collective. et 

n'entrer en contact qu'avec les cellules voisines et toute la MEC  présente le long des jonctions cellules-

cellules. Ces jonctions cellule-cellule sont notamment constituées de cadhérines, de protéines des jonctions 

serrées et de récepteurs d'adhésion de la superfamille des immunoglobulines qui maintiennent ensemble la 

cohésion mécanique des cellules, la polarité multicellulaire avant/arrière, la synchronisation cytosquelettique, 

la signalisation juxtacrine des cellules-cellules et probablement le couplage mécanique via les desmosomes 

(Friedl et al. 2012). 



79 

 

Durant ce type de migration, les cellules dite « leaders » étendent leurs filopodes et leurs pseudopodes 

pour entrainer le mouvement de l’ensemble du groupe de cellule. Il a été rapporté que les cellules « leaders » 

génèrent des forces de traction vers l’avant en sécrétant des MMP pour dégrader les matrices et ainsi se frayer 

un passage (Kurniawan, Chaudhuri, and Lim 2016). 

 

Traditionnellement, l’invasion par les cellules cancéreuses est décrite comme étant réalisée par des 

cellules individuelles pénétrant dans les tissus. Néanmoins, de façon générale, la migration la plus 

fréquemment observée dans de nombreux cancers est la migration collective. Dans le cas de carcinomes 

typiques, comme le cancer du sein ou du poumon, il y a une présence majoritaire de migrations collectives 

péritumorales et les obstructions vasculaires dont elles sont responsables entrainent l’atteinte du système 

vasculaire. Ceci suggère que l’intravasation collective peut-être aussi un mécanisme important de 

dissémination à distance (Friedl et al. 2012). 

 

La morphologie de l’organisation des migrations collectives est très variée. Les migrations collectives 

envahissantes peuvent être constituées de faisceaux de seulement une ou deux cellules, à de larges masses 

incluant des cellules qui n'entrent pas en contact avec la MEC et peuvent même former des structures 

luminales. Celles-ci sont fréquemment observées dans les carcinomes invasifs du sein, de la prostate et du 

pancréas. Des combinaisons spécifiques d'adhésions cellule-cellule, cellule-matrice et de protéolyse 

contribuent probablement à déterminer la taille et la forme d'une migration collective. Par conséquent, la 

structure de front des cellules de migration collective peut varier, probablement en fonction des propriétés de 

protéolyse, de protubérance et du type de tissu rencontré. Ce type de migration est lent avec une vitesse allant 

de 0.1 à 1 µm/min. (Friedl et al. 2012) 
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Figure 30 : Différents types d’invasions des cellules cancéreuses. (a) Représentations des types de migrations 

individuelles amiboïdes ou mésenchymateuses, du flux cellulaire multicellulaire avec ou sans jonctions faibles 

cellules-cellules, de la migration collective, du repliement tissulaire et de la croissance expansive. Chaque 

modèle pourrait être décrit comme des processus distincts, néanmoins les différences entre chacune d’entre 

elles ne sont pas si distinctes car il y a des mélanges des différents types migratoires ou des conversions entre 

les différents comportements migratoires conduisant à des phénotypes mixtes ou transitoires. L’intensité des 

phénomènes proposés, comme le « turn-over » des adhérences focales, la contractilité supra-cellulaire ou les 

jonctions cellules-cellules, est indiquée par les signes moins et plus. (b) Relations entre la polarité au front de 

migration, l'adhésion cellule-cellule et la polarité apico-basale dans les migrations collectives (Friedl et al. 

2012). 

 

 

6.3- Rôle des interactions cellules/MEC impactant la migration des cellules 

de gliome : 

 

6.3.1- Récepteur à l’Acide hyaluronique (AH): 

 

Les cellules de gliome expriment de grandes quantités de récepteurs de l'AH pour établir des contacts 

avec le tissu cérébral permettant ensuite son invasion. Les récepteurs à l’AH, CD44 et RHAMM sont 

omniprésents dans les lignées cellulaires de gliome ainsi que dans les échantillons de tumeur. De plus, 

l’expression augmentée des récepteurs RHAMM et CD44 est présente dans les gliomes de haut grade et 

RHAMM est particulièrement exprimé au niveau des bords invasifs des gliomes alors que CD44 semble plus 

fortement exprimé au centre de la tumeur (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018).  

CD44 est une glycoprotéine transmembranaire qui possède un domaine cytoplasmique lié aux 

protéines adaptatrices du cytosquelette et aux protéines régulatrices telles que les kinases Src et les Rho 

GTPases. Le récepteur CD44, lorsqu’il est clivé, voit son domaine extracellulaire favoriser l’invasion, tandis 

que le domaine intracellulaire est acheminé au noyau où il agit comme facteur de transcription et joue un rôle 

dans l’adhérence des cellules de gliomes (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

RHAMM se liant également à l'AH bien connu est exprimé à la surface des cellules, dans le 

cytoplasme, le cytosquelette et le noyau. Les interactions de l'AH avec les RHAMM peuvent déclencher un 

certain nombre de voies de signalisation impliquant la protéine kinase C (PKC), les kinases des adhérences 

focales (FAK), les kinases MAP, les Ras GTPases, la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K), les tyrosines 

kinases et les composants cytosquelette (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). La liaison aux protéines de 

la MEC va également déclencher l’activation des adhérences focales.   
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6.3.2- Les intégrines : 

 

Comme décrit précédemment, les intégrines sont des récepteurs transmembranaires hétéro-

dimériquesconstituées de 2 sous unités α et β. Elles permettent la médiation de l’adhésion cellules/MEC, et 

dans une moindre mesure cellules-cellules, et après liaison, le déclenchement de cascades de signalisation 

intracellulaire.  

 Cette fonction dans l’intégration des informations de la MEC leur a valu leur nom. Elles agissent 

comme récepteurs pour une variété de protéines de la MEC contenant la séquence arginine-glycine-aspartate 

(RGD), comme les collagènes, les tenascines, la fibronectine et la laminine, ainsi que les thrombospondines et 

la vitronectine (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

 

L'arsenal d'intégrines exprimées à la surface de la cellule est important pour le phénotype cellulaire. 

L'expression des intégrines ainsi que les composants de la MEC correspondants, facilitent l'infiltration des 

cellules tumorales dans les tissus cérébraux normaux et sont  parmi les principaux contributeurs de l'activité 

invasive des gliomes. L'expression aberrante de la sous-unité β1 peut favoriser l'infiltration des gliomes 

(Friedlander, Allen, and Kelly 1996) et la surexpression constante des intégrines α3β1 est un régulateur clé de 

la migration des cellules gliomes (Zhou et al., n.d.) (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

De plus les intégrines αvβ3 sont observées à la périphérie des gliomes de haut grade, et les intégrines αvβ5 

sont exprimées davantage au centre de la tumeur. De plus, l'expression des αvβ3 coïncide avec l’expression 

des MMP-2 dans les cellules tumorales au niveau du front de migration (Aiello et al. 2018)(Ferrer, Moura 

Neto, and Mentlein 2018).  
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Figure 31 : Molécules d’adhésion cellules/MEC et cellule/cellule exprimées dans les cellules de gliome par 

rapport aux tissus cérébraux normaux. 

Expression dans des échantillons de gliomes comparés à des tissus humains normaux :  

↔ : non altérée  

- : non exprimée  

↑ : up-regulation  

↓, down-regulation.  

Ce tableau montre des tendances issues de la littérature regroupée par Pavlo G. Gritsenko 

Olga Ilina and Peter Friedl en 2012, avec une régulation divergente de l'expression en fonction des sous-

groupes de patients (P. G. Gritsenko, Ilina, and Friedl 2012a). 
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6.3.3- Haptotaxis et haptokinesis 

 

L'organisation structurelle et moléculaire des tissus donne des repères importants pour la migration 

individuelle ou collective et l’organisation de la migration collective. Les cellules ou les groupes cellulaires 

interagissent avec la MEC et/ou les cellules environnantes, les détectent, interprètent, et suivent ainsi la 

topographie de leur environnement selon un processus appelé guidage de contact ou haptokinésis  dont la 

médiation est assuré par des récepteurs d’adhérence spécifiques. Dans le cas où ces repères physiques et/ou 

moléculaires sont inhomogènes et agissent comme un gradient, la détection directionnelle provoque la polarité 

du signal intracellulaire et le mouvement le long du gradient. On parle de durotaxis,  en cas de repère physique 

inhomogène agissant comme un gradientet d’haptotaxis, dans le cas d’un gradient moléculaire et physique. 

(Haeger et al. 2015). 

Pour permettre l'haptokinésis, les récepteurs adhèrent au substrat et par conséquent, perçoivent la 

configuration spatiale environnementale, et se couplent aux repères topographiques. Il peut s'agir de 

composants de la MEC comme ceux des membranes basales ou de structures tissulaires complexes comme les 

voies nerveuses, les fibres musculaires ou les cellules adipeuses. À différents niveaux, ces structures sont 

suivies par les cellules migrantes et les groupes cellulaires, et servent de guide. Chaque topographie possède 

un alignement des sites d'adhérence en orientation parallèle au substrat. Il s’ensuit une adaptation du 

cytosquelette d’actine et donc de la forme des cellules et de la direction de migration (Haeger et al. 2015). 

L’haptotaxis combine les principes de guidage physique et chimique en y intégrant la notion de 

gradient, en dirigeant donc la migration le long d'un gradient de ligands. Les gradients de ligands peuvent 

résulter de différents niveaux ou distributions de protéines de la MEC comme le collagène, la fibronectine ou 

la laminine, et les chimio-attractants liés à la matrice. Les cellules orientent généralement leur migration vers 

une disponibilité croissante des sites d’adhérences. Cependant, le mouvement des cellules peut aussi s'orienter 

vers une diminution de la densité des ligands en fonction du type de cellules et des récepteurs d'adhérence 

impliqués (Haeger et al. 2015).  

Le processus d’haptotaxis puis d’haptokinesis pourrait être impliqué dans la migration des GSC le 

long du corps calleux ou encore le long de la membrane basale des vaisseaux sanguins. 
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Figure 32 : Illustration du microenvironnement favorable à la migration des cellules de gliome. La MEC riche 

en acide hyaluronique et les GSC migrant le long du tractus de la matière blanche. 

 

6.3.3.1- Guidage axonal dans les gliomes :  

 

Les molécules les plus connues impliquées dans le guidage axonal sont les nétrines, les éphrines 

(Eph), la plexine, les Slits et leurs récepteurs Robo, ainsi que les sémaphorines (Sema) et leurs récepteurs 

neuropiline (NRP). En plus de leurs fonctions dans le développement du SNC, elles jouent un rôle clé dans les 

processus associés au cancer (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

Les nétrines sont une famille de protéines apparentées à la laminine et qui sont impliquées dans le 

guidage axonal des axones dans le système nerveux en développement chez les vertébrés. Dans le SNC 

mature, la nétrine-1 est exprimée dans les neurones et les cellules gliales, où elle peut fonctionner comme un 

inhibiteur autocrine de la motilité cellulaire. La nétrine-1 favorise l'invasivité des cellules de GBM in vivo, de 

manière RhoA, CREB (Protéine liant l’AMPc et se fixant au CRE) et cathepsine (Cat) B dépendante (Shimizu 

et al. 2013). En présence de laminine-1, la nétrine-1 sert de répulsif pour la migration des cellules U87MG. In 

vivo, l’interaction non-nétrine-1/récepteur joue probablement un rôle important dans le mouvement des 

cellules de gliome le long des vaisseaux (Naumann et al. 2013) (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

Les ligands de la famille des éphrines (Eph) ont été identifiés comme récepteurs de tyrosine kinase 

(RTK) et EphB2et sont  significativement régulés à la hausse dans les gliomes humains et dans les cellules 

souches dérivées de GBM. Les éphrines peuvent stimuler la migration via la phosphoinositide-3-kinase 

(PI3K) ou la petite GTPase Cdc42 qui sont des médiateurs essentiels de la migration. Les éphrines sont 

également des régulateurs négatifs de la voie Ras/MAPK qui exerce des fonctions anti-mitogènes. Elles 

pourraient être impliquées dans le comportement "Go or Grow" des gliomes. La paire Slit/Robo fonctionne 

dans le guidage axonal et la régulation des points de ramification dans le système nerveux. Dans la 

gliomagenèse, la voie Slit/Robo est impliquée dans la prolifération et la motilité cellulaire car elle peut attirer 

ou repousser la migration (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 
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Les sémaphorines constituent la plus grande famille des protéines membranaires sécrétées servant de 

guidage répulsif pour la croissance des axones in vitro et in vivo. Les sémaphorines de classe 3 (Sema3) sont 

des protéines chimio-répulsives se liant à un complexe de récepteurs composé de neuropiline NRP1 et 2 et de 

plexine. Les sémaphorines et ses récepteurs sont exprimés dans les gliomes humains et leur signalisation en 

aval implique une réorganisation du cytosquelette. Plus l'expression de Sema3G est élevée, meilleur est le 

pronostic des patients atteints de gliome (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

 

6.4- Propriétés mécaniques impactant la migration :  

 

 

Figure 33 : Illustration des interactions dynamiques entre la cellule et la matrice pendant la migration 

cellulaire. Durant la migration au travers de la MEC, la cellule intègre continuellement des informations 

physiques, biochimiques et mécaniques provenant de sa régulation interne, d'autres cellules et/ou de la 

matrice, ce qui donne lieu à différents phénotypes migratoires. Ainsi elles peuvent s’adapter en adoptant 

différents phénotypes et se montrer plastiques (Kurniawan, Chaudhuri, and Lim 2016). 

 

Les cellules en migration intègrent de nombreux signaux intrinsèques et extrinsèques, d’ordre 

physique ou chimique, impactant directement leur migration et, dans le cas des cellules cancéreuses, leur 

capacités invasives. 
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6.4.1- Rigidité : 

 

Le cytosquelette d'actine maintient l'intégrité structurelle d'une cellule et contribue à leurs propriétés 

mécaniques. Il est également impliqué dans la transduction de signalisation cellulaire, contrôlant ainsi une 

variété de réponses des cellules. Il a été démontré que la rigidité de la MEC induit une réorganisation et une 

contractilité du cytosquelette d'actine, contrôlant ainsi l'adhésion, la migration, la progression du cycle 

cellulaire et la différenciation. La traduction de la rigidité de la MEC en signaux intracellulaires permettant de 

modifier le comportement cellulaire est principalement médié par les intégrines et les mécanorécepteurs 

(Handorf et al. 2015). 

 

   6.4.1.1 - Rigidité et adhérences focales :   

 

Comme décrit précédemment, les intégrines se regroupent pour initier l'assemblage de molécules 

adaptatrices, telles que la kinase d'adhérence focale (FAK), la vinculine, la paxilline, la tensine et la taline, 

pour former des adhérences focales entre les cellules et la MEC. Une fois les adhérences focales établies, les 

filaments d'actine peuvent ensuite s'organiser pour transmettre la tension cytosquelettique dans une cellule. De 

plus, l'assemblage des d'adhérences focales est capable d'activer un certain nombre de voies de signalisation 

permettant de réguler les activités cellulaires. Les matrices rigides augmentent le nombre d'adhérences 

focales, leurs tailles et les forces de tractions générées entre les FA et la MEC par rapport aux matrices 

souples (Handorf et al. 2015). 

Les adhérences focales dans les cellules fonctionnent comme des mécano-détecteurs générant des 

forces pour tirer la MEC, amenant ainsi les cellules à migrer vers des zones avec une MEC plus rigide. La 

rigidité de la MEC est capable de réguler l'activité de FAK pour déclencher l'activation ultérieure des 

signalisations intracellulaires permettant de réguler les activités cellulaires. Par exemple, Shih et al. ont 

démontré qu’une matrice rigide améliore l'activité de FAK et augmente l'activation de ERK1/2 en aval, 

favorisant la différenciation ostéogénique des cellules souches mésenchymateuses (During and Differentiation 

2011) (Handorf et al. 2015). 

La voie de signalisation Rho/ROCK joue également un rôle crucial dans la régulation de la mécano-

transduction cellulaire en réponse à la rigidité des matrices. Il a été démontré que l'activité de Rho est régulée 

par la rigidité de la MEC car les matrices rigides conduisent à une activation accrue de RhoA et à la 

contractilité du cytosquelette d'actine.  

De plus, Chaudhuri et al. ont démontré que dans l'épithélium mammaire, les signaux mécaniques 

induits par la rigidité de la MEC sont transmis par la voie des intégrines β4-Rac1-PI3K, et que les phénotypes 

malins des cellules sont induits lorsque la rigidité de la MEC est augmentée (Chaudhuri et al. 2014) (Handorf 

et al. 2015). 

De plus Alberto Elosegui-Artola et al en 2016, ont montré que la rigidité des matrices était transmise 

par la formation de « clutch » ou du regroupement des protéines des adhérences focales actine/taline/intégrine, 
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et que la régulation de la transmission des forces était régulée par la dynamique du clutch. La transduction du 

signal mécanique débute avec les talines lorsque les cellules passent sur un substrat dont la rigidité dépasse un 

seuil (dans cette étude leur maximum est avant 100kPa et le seuil se situe après 10kPa). En dessous de ce seuil 

les intégrines relâchent l’adhérence focale avant que les talines puissent se mettre en configuration permettant 

d’effectuer leur transmission. Au-dessus du seuil, les talines se lient à la vinculine, entrainant la croissance de 

l’adhésion et la translocation nucléaire de YAP. Ils ont donc vu que la contractilité de la myosine, la liaison 

des intégrines et la stabilité mécanique de la taline régulent différemment et de façon non linéaire la 

transmission des forces à partir d’un seuil de transduction (Elosegui-Artola et al. 2016). 

 

· Influence de la rigidité sur la migration des cellules cancéreuses : 

 

De manière générale, la littérature décrit que l’augmentation de la rigidité de l’environnement permet 

une augmentation de la capacité migratoire dans les cancers.  Comme décrit précédemment, durant la 

croissance tumorale il y a un processus clair de rigidification du microenvironnement appelé processus 

desmoplastique lié, à la sécrétion de protéines de la MEC comme la fibronectine ou le collagène, aux MMP ou 

encore au « crosslinking » des fibres de collagènes par la lysyl oxydase (LOX).  Dans le cas du cancer du sein, 

où la rigidité peut augmenter jusqu’à 10 fois, cette augmentation est souvent vue en périphérie de la tumeur, 

sur le front de migration, suggérant que ces propriétés physiques vont agir comme promoteur de la 

progression de la maladie (Handorf et al. 2015). 

Bien qu'il reste à élucider les mécanismes exacts par lesquels la rigidité accrue de la MEC augmente 

l'invasivité des cellules cancéreuses, il est connu que les cellules réaliseraient des adhérences cellulaires plus 

fortes et plus grandes avec les MEC lorsqu’elle est rigide, provoquant le regroupement des intégrines et 

l'activation des adhérences focales. L'augmentation du regroupement des intégrines entraîne une mécano-

transduction améliorée qui favorise la migration cellulaire. De plus, le remodelage de la MEC a également été 

observé au niveau de futurs sites secondaires de métastases, appelés niches pré-métastatiques,  formés en 

partie, par des protéines LOX sécrétées par la tumeur primaire (Erler and Weaver 2009). Le remodelage de la 

MEC dépendant de LOX et le raidissement de la matrice à des sites éloignés agissent pour faciliter la 

colonisation et la croissance des cellules tumorales, soulignant ainsi le rôle critique que joue la rigidité de la 

MEC pour encourager un microenvironnement tumoral et la migration (Handorf et al. 2015). 

De plus, Leight et al. en 2012 ont démontré que la rigidité de l’environnement en présence de TGF β 

pouvait permettre le passage de celui-ci d’une configuration pro-apoptotique à une configuration pro transition 

épithélio-mésenchymateuse (EMT), favorisant donc l’invasivité et l’agressivité  des cellules MCF-7 de cancer 

du sein (Leight et al. 2012a). 
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· Influence de la rigidité sur la migration des cellules de gliome : 

 

Chez les gliomes, il y a une augmentation de la rigidité intra et péri-tumorale due à l’augmentation de 

la compression et donc du confinement, ainsi qu’au processus desmoplastique induit par les cellules de 

gliomes et les cellules du micro environnement. Les cellules de gliome migrantes vont alors utiliser les 

propriétés mécaniques de ce micro-environnement pour favoriser leur migration (Umesh et al. 2014a).  

Lorsque des cellules de glioblastome sont posées sur une surface 2D rigide, elles présentent un taux de 

migration plus élevé, à l’image des autres types de cancers. Également comme dans les autres types de 

cancers, la mécanotransduction passe par les intégrines ainsi que par les adhérences focales, les protéines 

FAK, les GTPases de la famille Rho et la myosine II contractile non musculaire qui permettraient d’exercer 

des forces de traction sur la MEC en favorisant la contractilité de l’acto-myosine (Umesh et al. 2014a). 

Ulrich et al en 2009 ont montré que lorsque différentes lignées de glioblastome (U373-MG, U87-MG, 

U251-MG, SNB19, C6) étaient déposées sur un substrat rigide recouvert de fibronectine, elles migraient et se 

propageaient plus rapidement en formant des adhérences focales matures. Ils décrivent également une 

augmentation de la prolifération sur des matrices rigides (Ulrich, De Juan Pardo, and Kumar 2009a).   

De plus, Umesh et al. en 2014, ont vu que la rigidité permettait l’augmentation de l’activité de 

l’EGFR et de sa phosphorylation ainsi que celle de ces effecteurs Akt et PI3k et permettrait le  regroupement 

des récepteur à l’EGF qui se condensent alors au niveau des adhérences focales (Umesh et al. 2014a). 

Enfin Bangasser et al. en 2017, ont mis au point une simulation permettant de prédire la rigidité 

optimale pour la migration des cellules souches de glioblastome. Ils ont ensuite prouvé expérimentalement ce 

qu’ils avaient prédit en montrant l’existence de ce maximum de migration à 100kPa sur des cellules U251 de 

gliome et la dépendance de cet optimum à la myosine II contractile (Bangasser et al. 2017b). 

 

6.4.1.2 -  Durotaxie :  

 

Les cellules sont également capables de répondre à un phénomène appelé durotaxie, c’est-à-dire 

qu’elles seraient en capacité de migrer en direction de matrices plus rigides lorsqu’elles se trouvent sur des 

supports mous et présentent ainsi une réponse directionnelle en réponse à un gradient de rigidité du substrat. 

La durotaxie est prévalente chez les fibroblastes qui migrent vers des régions de rigidité maximale lorsqu'ils 

sont placés sur une matrice de rigidité variable et présentent une signalisation mécano-sensorielle graduée, y 

compris concernant les adhérences focales dont la médiation est assurée par les intégrines et la génération de 

traction via la contractilité médiée par la myosine II. Cependant, il reste à explorer les mécanismes par 

lesquels les cellules intègrent des gradients de rigidité pour la détection de direction (Haeger et al. 2015). 
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6.4.2 - Confinement :  

 

Un mode de migration important in vivo est celui se déroulant à travers des espaces confinés. Ces 

espaces se présentent sous forme de pores dans le MEC du stroma tumoral ou sous forme de « tunnels » dans 

les vaisseaux sanguins. En plus des modifications de rigidité, le remodelage des MEC, par les cellules 

tumorales et les cellules de l’environnement tumoral, offre de nouvelles possibilités pour la migration en 

condition de confinement.  

Les mécanismes sous-jacents par lesquels les cellules détectent et s'adaptent aux différents 

microenvironnements physiques restent à déterminer. Différents mécanismes ont été proposés et impliquent 

trois grandes classes de mécanorécepteurs : les canaux ioniques activés par étirement, les éléments du 

cytosquelette et de la matrice nucléaire, et les composants des adhérences focales (C. D. Paul, Mistriotis, and 

Konstantopoulos 2017). 

Le confinement influence fortement la migration des cellules tumorales. Plus le confinement est 

augmenté, plus il devient difficile pour les cellules de se déformer suffisamment pour se faufiler dans les 

espaces étroits. Le noyau, qui est le composant cellulaire le plus rigide, aurait un rôle limitant dans la 

migration en situation de confinement et empêcherait les mouvements cellulaires en 3D lorsque les pores de la 

MEC seraient inférieurs à un seuil critique (C. D. Paul, Mistriotis, and Konstantopoulos 2017).  

Dans un gel de collagène, la migration des cellules tumorales serait freinée lorsque la taille des pores 

est inférieure à 7 µm², correspondant à 10% de la taille de la section transverse du noyau. En dessous de ce 

seuil, il n’y aurait pas de translocation nucléaire et les cellules ne pourraient pas migrer en absence de 

remodelage de la matrice (Bui et al. 2016) (C. D. Paul, Mistriotis, and Konstantopoulos 2017). 

L’inhibition de la lamine A, un des composants clef de la lamina nucléaire améliore la migration de 

cellules de glioblastomes au travers de pores étroits. De plus, in vivo suite à une xénogreffe, les cellules 

montreraient un niveau réduit de lamine A et une augmentation de l’élongation nucléaire. A l’inverse, 

l’augmentation de la lamine A  supprimerait la migration en condition de confinement (C. D. Paul, Mistriotis, 

and Konstantopoulos 2017). 

Dans les microenvironnements avec de petits pores empêchant le mouvement des cellules, les MMP 

travaillent généralement avec les forces contractiles générées par les cellules pour cliver les fibres de la MEC 

créant ainsi des voies de migration. Ce mode migratoire dépendant des MMP est associé à une migration 

mésenchymateuse (C. D. Paul, Mistriotis, and Konstantopoulos 2017). 

 

Les cellules régulent leur signalisation pour maintenir un équilibre optimal entre la signalisation 

RAC1 et celle de RHOA/myosine II. Une augmentation de RAC1 va avoir lieu pour permettre une locomotion 

efficace sur des surfaces 2D non confinées, alors qu’une forte augmentation de RhoA/myosine II va avoir lieu 

lors d’une migration confinée (C. D. Paul, Mistriotis, and Konstantopoulos 2017).  

L'invasion des cellules cancéreuses peut également se dérouler de manière indépendante du MMP. 

Dans le cas de cellules de cancer du sein, il a été vu que les cellules déforment les fibres de collagène via des 
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protéines kinase associées à Rho (ROCK), une voie indépendante des protéinases. La suppression de ROCK 

dans ces cellules  a modifié la localisation de la chaine légère de myosine et réduit l’invasion(Wyckoff et al. 

2006) (C. D. Paul, Mistriotis, and Konstantopoulos 2017). La capacité des cellules cancéreuses à envahir, via 

un mode amiboïde indépendant des MMP par rapport à un mode mésenchymateux dépendant du MMP, peut 

être attribuée non seulement aux propriétés intrinsèques des cellules, mais aussi à l'architecture 3D du 

microenvironnement local comme décrit précédemment (C. D. Paul, Mistriotis, and Konstantopoulos 2017). 

La migration en situation de confinement a montré divers mécanismes dépendants de l’adhérence au 

substrat. En présence d’adhérence aux matrices, la migration sera dite à « pseudopodes ». Dans le cas d’une 

migration à faibles adhérence, la migration sera dite « amiboïde ».  

 

 

Figure 34 : De nombreux signaux extrinsèques et intrinsèques influent sur les modes migratoires (C. D. Paul, 

Mistriotis, and Konstantopoulos 2017). 

 

Il a été récemment rapporté que le confinement des cellules A375 (cellules de mélanome humaines) 

induit une augmentation des niveaux de calcium intracellulaire via le canal cationique Piezo1 activé par 

étirement PIEZO1 (Hung et al. 2016). Cette augmentation du taux de calcium intracellulaire induite par le 
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confinement régule négativement l'activité de la PKA via une voie dépendante de la phosphodiesterase 1 

(PDE1). Dans cette étude de Hung, Konstantopoulos et al, il est nécessaire d’inhiber à la fois Piezo1 et la 

myosine II pour permettre une abolition des changements de régulation de la PKA induite par le confinement. 

L’inhibition seule de Piezo1 ou de la myosine II ne suffit pas, suggérant que les modules de signalisation 

Piezo1/PDE1/PKA et myosine II représentent deux mécanismes indépendants dans la détection du 

confinement. Ainsi, les signaux activés par Piezo1 et la myosine II en réponse au confinement sont intégrés 

dans un circuit de signalisation qui optimise la locomotion cellulaire (Hung et al. 2016). De plus, Piezo1 serait 

impliqué dans les capacités d’extravasation durant les processus métastatiques. 

 

Figure  35 : Piezo1 et confinement. L’augmentation de calcium en situation de confinement a lieu via 

l’ouverture des canaux Piezo1. L’activité de la PKA est diminuée dans les espaces confinés par rapport au non 

confinés et cette diminution est dépendante de l’augmentation du calcium due à l’ouverture de Piezo1. De 

plus, cette augmentation du calcium permet l’augmentation de l’activité de la myosine II (Hung et al. 2016). 

 

De plus, il a été vu que la présence de protéines de MEC est nécessaire à la sensibilisation de Piezo1 aux 

déformations mécaniques des membranes (Gaub and Muller 2017). Enfin, ce mécanorécepteur serait activé 

par les forces de traction exercées au niveau des adhérences focales (Nourse and Pathak 2017). 

  



93 

 

7- Transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) : 
 

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est un processus qui permet à une cellule épithéliale 

polarisée, qui interagit normalement avec la membrane basale, de subir de multiples changements 

biochimiques qui lui permettent d'acquérir un phénotype de cellule mésenchymateuse, qui inclut une capacité 

migratoire accrue, un caractère invasif, une résistance élevée à l'apoptose et une production considérablement 

augmentée de protéines de la MEC (Kalluri and Weinberg 2009). 

 

La réalisation de l’EMT est marquée par la dégradation de la membrane basale sous-jacente et la 

formation d'une cellule mésenchymateuse qui peut migrer loin de la couche épithéliale dans laquelle elle a pris 

naissance. Un certain nombre de processus moléculaires distincts sont engagés afin d'initier une EMT. Il va y 

avoir l'activation des facteurs de transcription, l'expression de protéines de surface cellulaire spécifiques, la 

réorganisation et de l'expression de protéines du cytosquelette et la production d'enzymes de dégradation de la 

MEC (Kalluri and Weinberg 2009). 

 L’EMT est un processus réversible d’où le nom de « transition » et peut réaliser un processus inverse 

appelé transition mésenchymo-épithéliale (MET) impliquant la conversion de cellules mésenchymateuse en 

cellules de type épithéliale.   

L’EMT est un mécanisme reconnu pour distribuer les cellules dans les embryons, former des cellules 

mésenchymateuses dans les tissus lésés et initier le comportement invasif et métastatique dans les cancers 

(Kalluri and Weinberg 2009). 

 

 7.1- L’EMT dans le développement :         

 

       Au cours d'étapes spécifiques de l'embryogenèse et du développement des organes, les cellules de certains 

épithéliums semblent être plastiques et donc capables de passer de l'état épithélial à l'état mésenchymateux via 

les processus EMT et MET. L’EMT n'étant pas irréversible, plusieurs séries d'EMT et MET sont nécessaires 

pour la différenciation finale spécialisée et l'acquisition de la structure tridimensionnelle complexe des 

organes internes. Ces cycles séquentiels sont appelés EMT primaire, secondaire et tertiaire. Ainsi, lorsque le 

développement épithélial est achevé, les cellules épithéliales possèdent généralement des fonctions 

spécifiques au tissu qu’elles constituent, tandis que les cellules mésenchymateuses de ces tissus jouent plutôt 

un rôle de soutien (Thiery et al. 2009). 
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Figure 36 : EMT successifs durant le développement embryonnaire (Thiery et al. 2009). 

 

                 L'EMT primaire se produit tôt au cours du développement embryonnaire, avant même 

l'implantation. Le premier EMT après implantation est celui subi par les progéniteurs mésendodermiques lors 

de la gastrulation, alors que la délamination des cellules de la crête neurale du tube neural dorsal arrive plus 

tard.                   

                 Les cellules mésodermiques précoces sont subdivisées en couches de cellules mésodermiques 

axiales, paraxiales, intermédiaires et latérales qui se condenseront en structures épithéliales transitoires : la 

notochorde, les somites, la somatopleure et la splanchnopleure respectivement. Ces structures transitoires 

subiront une EMT secondaire, conduisant à la genèse de cellules mésenchymateuses qui se différencieront en 

type cellulaire spécifique.  

                 Les tissus endodermiques, y compris le bourgeon pancréatique et le diverticule hépatique, 

présentent également des changements morphologiques rappelant un EMT secondaire permettant la 

dissociation des cellules endocrines des hépatoblastes. 
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Un exemple d’EMT tertiaire apparaît lors de la formation de ces « bourrelets » mésenchymateux cardiaques 

au niveau du canal atrio-ventriculaire ou de la voie d’écoulement. Les « bourrelets » mésenchymateux sont les 

précurseurs des valves cardiaques (Thiery et al. 2009). 

 

7.2- L’EMT au cours du développement tumoral : 

 

L’EMT a été impliquée dans la migration des cellules tumorales et confère des propriétés 

métastatiques aux cellules cancéreuses en améliorant leur mobilité, leur capacité d’invasion et leurs 

résistances à l’apoptose. De plus, les cellules tumorales dérivées de l'EMT acquièrent des propriétés de 

cellules souches et présentent une résistance thérapeutique marquée.  

L’évolution parcourue par une tumeur primaire pour devenir métastatique est complexe et implique 

des processus en plusieurs étapes comprenant, l'invasion locale de cellules cancéreuses dans les tissus voisins 

au site primaire et une dissémination dans la circulation (intravasation). Les cellules tumorales circulantes 

(CTC) vont ensuite se déplacer à travers la circulation sanguine ou lymphatique, s'extravaser dans les organes 

distants et rester habituellement inactives après la colonisation. Cependant, dans certains cas, la dormance est 

rompue, entraînant une progression vers la macrométastase. Chaque étape de la cascade métastatique est 

associée à une signalisation réciproque entre les cellules tumorales et le microenvironnement (Mittal 2018). 

 

Dans des conditions physiologiques normales, les cellules épithéliales sont séparées de la MEC par 

des membranes basales. Cette barrière empêche l'interaction entre les cellules épithéliales et leur 

microenvironnement. La déstabilisation de la membrane basale permet le contact entre les différentes 

protéines de signalisation de la MEC et les cellules épithéliales. La signalisation cellulaire qui en résulte peut 

améliorer la progression de l'EMT en activant différentes voies de signalisation (Mittal 2018). 

Ainsi, plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la régulation de l'EMT ; incluant le 

« transforming growth factor » (TGF) ou facteur de croissance transformant, les « bone morphogenic protein » 

ou protéine morphogène osseuse (BMP), les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF), les récepteurs du 

facteur de croissance épidermique (EGFR), les facteurs de croissance des hépatocytes (HGF), les Wnt/β-

caténines et voies Notch (Akmarina, Said, and Williams 2011). Les cellules cancéreuses en cours de l’EMT 

présentent à la fois des changements morphologiques et des altérations moléculaires, comme en témoigne la 

diminution de l'expression des marqueurs épithéliaux, comprenant la E-cadhérine, le ZO-1 et l'occludine, et 

l'expression accrue des marqueurs mésenchymateux comprenant la N-cadhérine, la vimentine, la protéine 1 

spécifique des fibroblastes et la fibronectine. Par conséquent l’un des marqueurs de l’EMT est le changement 

de l’expression des cadhérines, passant de l’expression de la E-cadhérine avant EMT, à la N-cadhérine durant 

l’EMT avant de revenir à la E-cadhérine durant la MET (Mittal 2018).  

De plus, les programmes de base de l’EMT impliquent l’activation des facteurs de transcription de 

l’EMT, tel que les Snail, Zeb1 et 2 ou Twist, des miARNs et des régulateurs épigénétiques accompagnent la 

plasticité cellulaire, et Zeb1 est l’un des grands inhibiteurs de l’expression de la E-Cadhérine (Portillo 2014). 
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En plus de favoriser la transformation des tumeurs primaires à un stade précoce en tumeurs invasives, l'EMT a 

été impliquée dans la production de cellules cancéreuses présentant des caractéristiques semblables à celles 

des cellules souches, notamment une augmentation de l'auto-renouvellement, des capacités d'initiation de 

tumeurs et de la résistance à l'apoptose et à la chimiothérapie (Mani et al. 2009) (Shibue and Weinberg 2018) 

(Mittal 2018). 

 

 

Figure 37 : EMT et métastases. Les cellules cancéreuses subissant une EMT dans la tumeur primaire sont 

associées à des changements moléculaires conduisant à la perte des adhésions cellulaires qui favorise la 

migration et l'invasion locales, à l'entrée dans les vaisseaux sanguins (intravasation), à la survie des cellules 

individuelles et à la dissémination suite à la sortie des vaisseaux (extravasation) dans le parenchyme des 

organes distants. Une fois la colonisation d'un organe effectuée, les cellules cancéreuses ayant réalisé une 

EMT peuvent se différencier de nouveau en un phénotype épithélial par un processus de la MET via leurs 

interactions avec le microenvironnement tumoral, leur permettant alors de progresser vers la macrométastase 

(Mittal 2018). 

 

Néanmoins, la seule présence de cellules cancéreuses ayant subi une EMT dans la tumeur primaire ou 

la circulation périphérique ne peut pas être utilisée pour conclure que l'EMT est réellement nécessaire pour la 

métastase. Le devenir des cellules cancéreuses épithéliales de la tumeur primaire au site métastatique dans le 

contexte de la plasticité EMT doit être déterminé. Par conséquent le traçage génétique des lignées et des 
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approches de microscopie vidéo intravitale dynamique ont commencé à révéler la nature temporelle et spatiale 

de l'EMT en fonction de la progression métastatique (Mittal 2018).  

 

 

Figure 38 : Les voies de signalisation communes activent les régulateurs EMT. Ils sont également régulés par 

des miARNs et des régulateurs épigénétiques permettant ensuite d’induire des changements phénotypiques 

(Mittal 2018). 

 

Ainsi il a été vu que dans les cas de tumeurs mammaires, les cellules mobiles capables de métastase à 

distance sont celles ayant une signalisation TGF β-Smad2/3 promotrice d’EMT active. Celles ne disposant pas 

de cette voie activée réaliseraient des migrations collectives passives vers les ganglions lymphatiques 

(Giampieri et al. 2010) (Mittal 2018). 

Dans un modèle murin de cancer du pancréas mené par Kras/p53, des cellules tumorales marquées 

envahissant et pénétrant dans le flux sanguin ont présenté un phénotype mésenchymateux et se sont 

implantées sur le foie à un stade très précoce du développement tumoral primaire, avant même que la 

malignité ne puisse être détectée par une analyse histologique. Ces cellules tumorales post-EMT ont obtenu 

l'expression de marqueurs mésenchymateux typiques, dont la fibronectine, Zeb1 et Fsp1 et ont perdu 

l'expression de l'E-cadhérine (Rhim et al. 2013). 
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De plus, le bloquage de l’ EMT par la surexpression miR-200, ciblant les régulateurs principaux de 

l’EMT Zeb1 et Zeb2 et répresseurs transcriptionnels clés de l'E-cadhérine, ont permis un bloquage de l’EMT 

(Wellner et al. 2008) (Mittal 2018). 

Néanmoins, l’inhibition d’un seul facteur de transcription de l’EMT, comme Zeb1/2, Snail ou Twist, 

peut être compensée par les autres facteurs de transcription de l’EMT (W. Li and Kang 2017). De plus, la 

délétion génétique de seulement Zeb1 dans un modèle de cancer du pancréas, a entraîné une réduction 

d'environ 60 % des métastases, ce qui suggère un rôle de l'EMT piloté par Zeb1 dans les métastases, mais le 

doute subsiste sur la nécessité de l'EMT dans les 40 % de métastases restants (Krebs et al. 2017) (Mittal 

2018).  

 

7.3- Impact des propriétés mécaniques sur l’EMT : 

 

Outre les facteurs biochimiques d'un environnement fibrotique tumoral, le microenvironnement 

tumoral est associé à une rigidité tissulaire 20 à 50 fois plus importante que dans les tissus sains. Dans les 

modèles de tumeurs mammaires de souris, la progression tumorale est également caractérisée par un 

raidissement progressif des tissus (Jose I. Lopeza, Inkyung Kang†, a, Weon-Kyoo Youb, Donald M. 

McDonaldb 2013). 

  De façon générale, les signaux mécaniques peuvent affecter les signalisations impliquées dans l’EMT 

physiologique associée au développement ou à la maladie. Les signaux mécaniques du micro environnement 

sont détectés et transmis à travers la membrane plasmique par des récepteurs d'adhérence de surface 

transmembranaire tels que les intégrines au sein des adhérences focales et les cadhérines jonctions adhérentes. 

Ces changements extracellulaires, bien que distincts, sont impliqués dans la traduction de signaux mécaniques 

en signaux intracellulaires qui, en fin de compte, entraînent la transcription des gènes impliqués dans 

l'initiation ou le renforcement de l'EMT et donc dans l’augmentation de la migration et de l’invasion 

(Przybyla, Muncie, and Weaver 2016). 

La régulation mécanique de l'EMT implique des réarrangements cytosquelettiques, une relocalisation 

des protéines des adhérences focales et une réorganisation au niveau des tissus. En plus de déclencher 

directement les voies de signalisation, les signaux mécaniques peuvent également affecter la capacité des 

cellules épithéliales à répondre aux signaux induisant l'EMT, modifiant ainsi fonctionnellement des voies de 

signalisation. 

L'augmentation de la rigidité de la matrice a été vue comme régulant la signalisation TGF-β1, un 

puissant inducteur d'EMT dans les cellules tumorales (Leight et al. 2012b). Twist1 quant à lui, s'est avéré 

essentiel dans le cas de l’EMT et de l’invasion tumorale induite par une forte rigidité matricielle (S. C. Wei et 

al. 2015). Le signal de Twist 1 issu de la mécano-transduction, en coopération avec TGF-β1, peuvent en 

induire l'EMT et l'invasion tumorale. En réponse à la rigidité croissante de la MEC, Twist1 est libérée de son 

ancrage cytoplasmique à G3BP2 pour se transloquer dans le noyau, entraînant ainsi le programme 

transcriptionnel de l'EMT et l'invasion tumorale. De ce fait, une expression réduite du G3BP2 en combinaison 
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avec une rigidité accrue de la matrice prédit une faible survie chez les patientes atteintes d'un cancer du sein. 

De plus la périphérie de la tumeur est plus rigide que le centre, ce qui correspond à l'observation selon laquelle 

les cellules du front invasif des tumeurs sont sujettes à subir une EMT avant la dissémination (W. Zhang et al. 

2017). 

Cela soulève la possibilité que le mouvement des cellules tumorales individuelles soit contrôlé 

localement par les propriétés mécaniques de la niche qui l'entoure. Cette hypothèse correspond bien avec 

l'observation selon laquelle la durotaxie (migration cellulaire directionnelle vers un substrat plus rigide) est 

assurée  par un signal différentiel des adhérences focales à l'échelle de la cellule unique. Les adhérences 

focales sont capables de détecter de minuscules changements dans la rigidité de la matrice, ce qui dirige la 

polarisation de l'adhésion focale et le mouvement des cellules. Ceci fournit un mécanisme potentiel par lequel 

les cellules tumorales peuvent migrer préférentiellement vers la périphérie de la tumeur, facilitant ainsi la 

dissémination (Sergey V. Plotnikov1, Ana M. Pasapera1, Benedikt Sabass2 2013). 

 

D'autres signaux mécaniques, incluant la géométrie des tissus et les forces intracellulaires, ont 

également permis la modulation de l'EMT. YAP/TAZ, le co-activateur de transcription clé dans la voie Hippo, 

est régulé par divers indices mécaniques, comprenant la rigidité de la matrice et la forme des cellules. Bien 

qu'il ne soit pas un des régulateurs principaux de l'EMT, YAP est tout de même impliqué dans son induction 

(Dupont et al. 2011). Ces résultats suggèrent que de multiples voies de signalisation de mécano-transduction 

distinctes pourraient empiéter sur le programme de l’EMT pour favoriser l'invasion des cellules tumorales (W. 

Zhang et al. 2017). 

Pendant l'événement EMT de formation de la crête neurale, le passage de la E à la N-cadhérine 

conduit à une redistribution des forces intracellulaires des jonctions cellule-cellule vers les adhérences cellule-

matrice, favorisant ainsi le désassemblage des jonctions adhérentes (“Cadherin Switch during EMT in Neural 

Crest Cells Leads to Contact Inhibition of Locomotion via Repolarization of Force,” n.d.). En accord avec 

cette notion, la tension tissulaire peut entraîner la progression tumorale par la déstabilisation des jonctions 

adhérentes et la translocation nucléaire de β-caténine liée à la diminution de la E-Cadhérine (Samuel et al. 

2011) (W. Zhang et al. 2017). Ceci soulève la possibilité que les cellules tumorales qui ont subi une EMT 

perdent leur adhérence cellule-cellule via un processus de mécano-transduction. Ainsi, les cellules tumorales 

disséminées peuvent répondre différemment aux signaux mécaniques (W. Zhang et al. 2017). 
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7.4 – L’EMT dans les Gliomes – « Glial to Mesenchymal 

Transition » : GMT 

 

Les facteurs d'induction de l'EMT dans les gliomes varient typiquement de ceux observés dans les 

cancers épithéliaux parce qu'il y a peu de membrane basale dans le cerveau, si ce n’est autour des vaisseaux 

sanguins. De plus, le facteur de contact cellulaire le plus important, la E-cadhérine, est rarement exprimé dans 

les gliomes. Les gliomes adoptent un phénotype qui pourrait être considéré comme mésenchymateux à 

plusieurs égards, et c'est pourquoi les termes "transition glio-mésenchymateuse » (GMT) ou processus 

« EMT-like » ont été proposés. La compréhension des différences entre l'EMT classique et la GMT 

commence à être approfondie depuis peu. 

Considérant que la E-cadhérine est rare dans les gliomes, la transition E-Cadhérine à N-cadhérine n'est 

pas essentielle pour la GMT ( probablement du au fait que la E-cadhérine est peu exprimé dans le cerveau sain 

(Schwechheimer, Zhou, and Birchmeier 1998)). Il est supposé que le rôle de la N-cadhérine serait lié à sa 

distribution dans la membrane cellulaire, qui altèrerait la capacité de motilité de la cellule tumorale,  ou à son 

niveau d’expression. Si l’on regarde les signatures épithéliales et mésenchymateuses basées sur l'EMT induite 

par le TGFβ, la plupart des gliomes possèdent un phénotype plus mésenchymateux. De plus, les lignées 

cellulaires de gliome les plus courantes présentent également une signature mésenchymateuse prédominante 

également. Cependant, les cellules de GBM passent probablement dans différents spectres de caractéristiques 

épithéliales et mésenchymateuses au cours de la tumorigenèse et de la progression tumorale (Ferrer, Moura 

Neto, and Mentlein 2018). 

Les cellules de gliome envahissantes, une fois qu’elles se sont infiltrées, ont montré de faibles niveaux 

d'expression de gènes de l'EMT et une augmentation de l’expression des protéines attribuées aux cellules 

souches de gliomes, suggérant que leurs caractéristiques mésenchymateuses peuvent être atténuées une fois 

l’infiltration réalisée. Par conséquent les phénotypes cellules souches tumorales et les caractéristiques 

épithéliales/mesenchymateuses sont régulées simultanément (Ferrer, Moura Neto, and Mentlein 2018). 

En effet Nevo et al. ont montré que les cellules de GBM envahissantes expriment un niveau élevé d’Olig2 par 

rapport aux marqueurs de l’EMT et que la diminution d’OLIG2 conduit à une diminution des marqueurs de 

l’EMT Twist et Slug (Nevo et al. 2014)(Iser et al. 2017). Enfin,  il a été démontré que le knockdown de ZEB1 

dans les cellules GBM inhibe les régulateurs des cellules souches SOX2, CD133 et OLIG2  renforçant la 

relation étroite entre l'EMT et le caractère souche (Siebzehnrubl et al. 2013a) (Iser et al. 2017).  

 

· Twist : Twist est une protéine transcriptionnellement active pendant la 

différenciation cellulaire et la détermination de la lignée. Lors de l’EMT, 

Twist permet la suppression de la E-cadhérine et la régulation à la hausse la 

N-cadhérine et de la production fibronectine. 
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Dans le cas des GBM, il est régulé à la hausse dans les gliomes malins et 

favorise l'invasion des cellules gliomes via l’activation de Slug, 

indépendamment du changement E-cadhérine / N-Cadhérine (Iwadate 2016). 

La sous-expression de Twist1 inhibe l'EMT en réduisant l'expression de N-

cadhérine, de vimentine, de β-caténine et de Sox2 (marqueur de NSC). De 

même, l’inhibition de Sox2 a diminué l'expression de Twist1, ce qui suggère 

que Twist1 et Sox2 sont nécessaires pour maintenir le caractère souche des 

cellules souches de gliome et induisent l'EMT (Velpula et al. 2011a) (Iser et 

al. 2017). Enfin, l'up-regulation de Twist1 est assimilé à une expression 

accrue des gènes liés à l'EMT comme FN1, POSTN, MMP2, Slug et HGF 

(Mikheeva et al. 2010). 

 

· Slug : Slug est un membre de la famille des activateurs transcriptionnels 

jouant un rôle important dans la suppression du phénotype épithélial dans de 

nombreux cancer et est étroitement associé à l'augmentation de la migration et 

de l'invasion des gliomes malins (Iwadate 2016). L'expression des Snail est 

contrôlée par des voies de signalisation multiples, telles que Wnt, TGFβ, HIF-

1α ou encore PI3K/Akt (Iser et al. 2017). 

 

· ZEB : Son expression est induite en réponse à TGFβ et Wnt et aux facteurs 

de croissance qui activent le signal RAS-MAPK. ZEB1 a une fonction 

importante dans la progression de la GBM, agissant comme facteur pro 

tumoral, est inversement corrélé à la survie des patients atteints de GBM et 

promeut l’expression de marqueurs de l’EMT spécifiques comme N-

cadhérine, Vimentine ou Snail (Iser et al. 2017). Wang et al  ont observé que 

les patients atteints de GBM présentant des niveaux élevés de ZEB2 ont 

démontré une récidive significativement plus précoce que les patients 

présentant de faibles niveaux de ZEB2 (Wang et al. 2014). Le facteur de 

croissance du tissu conjonctif (aussi connu sous le nom CCN2 ou CTGF) rend 

également les cellules de gliome très invasives par l'activation de NF-κB, qui 

déclenche ensuite l'expression de ZEB1 (Edwards et al. 2011)(Iwadate 2016). 

 

· Wnt/β-caténine : Dans de multiples types de cancer, la β-caténine est 

séquestrée dans le cytoplasme par la E-cadhérine, puis la β-caténine est 

transloquée dans le noyau suite à la régulation à la baisse de la E-cadhérine 

étant directement corrélée avec l'acquisition du phénotype EMT. Bien que la 

majorité des GBM n'expriment pas l'E-cadhérine, la localisation nucléaire de 
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β-caténine est principalement observée sur les bords invasifs des tumeurs (I. 

Paul et al. 2013). De plus, les GBM qui expriment des niveaux élevés de 

Wnt/β-caténine sont corrélés avec des temps de survie des patients plus courts 

(Sandberg et al. 2013). Les cellules GBM, dans lesquelles la voie WNT/β-

caténine est activée, déclenchent l'expression d'un ensemble d'activateurs 

EMT, dont Twist1, ZEB1, Snail et Slug (Gong and Huang 2012). De plus, les 

niveaux d'expression élevés du récepteur de la caténine WNT/β, Frizzled-4, 

favorisent l'expression de Snail et l'acquisition d'un phénotype 

mésenchymateux en GBM (X. Jin et al. 2011) (Iwadate 2016). 

 

· Notch : Notch est un récepteur de surface cellulaire dont la signalisation est 

un inducteur primaire de l'EMT dans de nombreux cancers épithéliaux, y 

compris le cancer du poumon, du sein et du pancréas.(Iwadate 2016). Fan et 

al. (Xing Fana, b, Leila Khakic, Thant S. Zhua, Mary E. Soulesa, Caroline E. 

Talsmaa, Naheed Gulc, Cheryl Kohc, Jiangyang Zhangd, Yue-Ming Lih, 

Jarek Maciaczyki and Francesco DiMecog, j, Sara Piccirillok, Angelo L. 

Vescovik, and Charles G. Eberhartc, e 2010) ont rapporté que l'inhibition de 

cette voie de signalisation par les inhibiteurs de la γ sécrétase réduit le nombre 

de cellules souches CD133 positives dans les GBM. En effet, Notch est un 

régulateur majeur de la voie Wnt/β-caténine mais aussi des cellules souches 

de gliome dans leurs microenvironnements. Notch est également corrélé avec 

l'activation de la voie d'activation de la PI3K/Akt (Iwadate 2016). 

 

7.4.1- EMT et microenvironnement des GBM : 

 

Les altérations génétiques et épigénétiques subies par les cellules cancéreuses les rendent sensibles 

aux signaux inducteurs d'EMT. Comme dit précédemment, les cellules cancéreuses mésenchymateuse mobiles 

sont typiquement observées sur le front d’invasion, suggérant que les signaux de différenciation pro EMT 

proviennent généralement du microenvironnement tumoral (Charles et al. 2012). Les signaux 

environnementaux sont capables de générer des phénotypes tumoraux très agressifs. (Iwadate 2016) 

Un microenvironnement hypoxique est  un puissant inducteur d'EMT dans divers types de cancer épithélial 

(Charles et al. 2012). Dans les gliomes, les processus inflammatoires ou un microenvironnement hypoxique au 

sein de la tumeur ou des tissus voisins sains peuvent entraîner le recrutement de  macrophages ou de 

microglies dansl’environnement tumoral (Ye et al. 2012). Ces cellules libèrent un certain nombre de facteurs 

de croissance, dont du TGF-β, de L’EGF, du PDGF et du FGF2, qui déclenchent l’expression des facteurs de 

transcription nécessaires à l'initiation de l'EMT, ainsi que de nombreuses protéines qui augmentent l'invasivité 

dans le cerveau sain environnant (Iwadate 2016). 
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Les matrix metalloprotéinases (permettant la dégradation de la MEC) MMP-2 et MMP-9 sont régulées 

par SNAI-1 et SNAI-2 (SLUG) qui favorise l’EMT et augmente l'activité invasive et migratoire des cellules 

tumorales. Ainsi, les cellules cancéreuses en EMT favorisent l'initiation de métastases. La stromélysine, ou 

MMP-3, quant à elle favorise l'EMT par l'induction d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) qui à leur tour 

vont entraîner une surexpression de SNAI (Pala et al. 2013). 

 

8 – Glycosylation : 
 

8.1- Généralités : 

 

Les glycans constituent le groupe de molécules le plus complexe et le plus abondant des organismes 

vivants. Ils peuvent s’attacher aux protéines, pour former des glycoprotéines et des protéoglycanes, ou aux 

lipides, pour former des glycosphingolipides. La majorité des protéines ou des lipides couplés à un glycan 

sont exprimés à la surface des cellules où ils vont former un réseau épais appelé glycocalyx. Ils peuvent 

également être sécrétés dans le milieu extracellulaire afin d'être incorporés dans les MEC. Par conséquent les 

protéines ou lipides glyco-conjugés sont des acteurs majeurs de la motilité et des interactions cellulaires. Ils 

participent également  à de nombreux processus biologiques clés comme l'adhésion cellulaire, la migration, la 

croissance, la différenciation, la transduction du signal, l'activation des récepteurs ou encore la modulation de 

la réponse immunitaire (Vasconcelos-dos-santos et al. 2015). 

Une dérégulation de la machinerie de glycosylation cellulaire est souvent associée à des processus 

physio-pathologiques comme par exemple le cancer, (Kizuka and Taniguchi 2016). Les glycans jouent en 

effet plusieurs rôles dans différentes étapes de la progression tumorale régulant la prolifération, l'invasion, les 

métastases et l'angiogenèse (Vasconcelos-dos-santos et al. 2015). 

Le glycome désigne l’ensemble des structures glycanes (composition et organisation structurale des 

sucres) d'un type cellulaire donné. Ce glycome dépend de l’expression d’enzymes de type glycosyltransférase 

et glycosidase mais aussi de la compartimentalisation des substrats.   

Les substrats utilisés dérivent à la fois du glucose extracellulaire et de la dégradation intracellulaire des 

protéines et lipides glyco-conjugés. Les cellules tumorales ont modifié leur métabolisme énergétique au profit 

de la glycolyse aérobique (effet Warburg 1956) afin  d’obtenir un flux glycolytique important donc un apport 

en carbone considérable.  

Le glucose (Glc) extracellulaire présent à une concentration de 5 mM est transporté dans les cellules où il est 

rapidement phosphorylé en glucose 6-phosphate(G-6P) par l’hexokinase qui présente un Km de 100 nM 

(Vasconcelos-dos-santos et al. 2015). Ce G-6P peut alimenter le métabolisme des pentoses phosphates pour la 

synthèse des nucléotides ou poursuivre dans la voie glycolytique.  L’isomérisation du G-6P conduit au 

Fructose-6P (F-6P) qui peut à son tour poursuivre dans la voie glycolytique ou alimenter la voie de 

biosynthèse des hexosamines. Cette voie aboutit à  la synthèse d’UDP N-acteyl glucosamine (GlcNAc) qui va 
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servir de substrat majeur pour plusieurs types de glycosylation comprenant les O-glycans, les N-glycans, les 

glycosaminoglycans et les glycolipides (Vasconcelos-dos-santos et al. 2015).  

 

8.1.1- L’O-glycosylation :  

 

 L’O-glycosylation correspond a l’appariement d’un α-N-acetylgalactosamine (αGalNAc) sur 

l’oxygène du groupement -OH des sérines (Ser) ou thréonines (Thr) d’une protéine cible. Cette réaction 

catalysée par la ppGalNac transférase à lieu dans le lumen du cis-Golgi pour produire l’antigène Tn. 

Différents sucres sont ensuite catalytiquement liés à ce Tn-antigène pour générer les motifs O-glycosylés 

comme les T, ST, Stn -antigènes. Les O-Glycans sont abondants à la surface cellulaire et sur les protéines de 

la MEC, en particulier sous forme de mucines qui sont des protéines fortement O-glycosylées dans lesquelles 

la quantité de glucides peut représenter 50% en poids de la molécule (Vasconcelos-dos-santos et al. 2015). 

 

8.1.2- La N-Glycosylation :  

 

La N-glycosylation, consiste en l’ajout d’un glycan sur  l’azote (N) des acides-aminés asparagines 

(Asn) compris dans la séquence consensus Asn-X-Ser/Thr, où X est n'importe quel acide aminé excepté la 

proline.  

Ces glycans N-liés comprennent un motif pentasaccharidique conservé de séquence Manα1-6(Manα1-

3)Manβ1-4GlcNacβ1-4GlcNacβ1-Asn. Ce noyau pentasaccharide est ajouté à la chaine polypeptidique durant 

la biosynthèse des protéines dans le réticulum endoplasmique (RE). Différentes modifications s’opèreront 

dans l’appareil de Golgi. Les changements dans la structure oligosaccharidique des N-glycans ont souvent été 

observés dans les cancers. En effet, la plupart des récepteurs aux facteurs de croissance à la surface des 

cellules comprenant l’EGFR (Corporation 2000) et le récepteur au TGF β (Purchios et al. 1988) ou encore les 

intégrines (Loss, Fibronectin, and Actmty 1994) sont N-glycosylés (Vasconcelos-dos-santos et al. 2015). 

Aux  N-glycans se lient les galectines 1 et 3 (Patnaik et al. 2018) à la surface cellulaire, formant des 

treillis qui permettent aux récepteurs de rester plus longtemps aux membranes (Vasconcelos-dos-santos et al. 

2015). Il a d’ailleurs été démontré que l'oncogenèse permet d’augmenter l’expression des N-glycans avec une 

plus grande affinité pour les galectines et d'augmenter encore le temps aux membranes des récepteurs 

(Saldova et al. 2014) (Vasconcelos-dos-santos et al. 2015). L'inhibition de la voie de biosynthèse des N-

glycans est d’ailleurs une cible intéressante pour inhiber la progression du cancer (Vasconcelos-dos-santos et 

al. 2015). 

 

· Dans le RE : 
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La voie de biosynthèse des N-glycans commence sur la face cytoplasmique de la membrane du RE 

avec l'assemblage de sept résidus oligosaccharide liés au dolichol-phosphate. Le dolichol lié aux résidus 

GlcNac, mannose (Man) et glucose (Glc) sera ensuite transféré sur l’Asn d’un peptide naissant. Vont ensuite 

avoir lieu plusieurs cycle de processus d’ajouts et d’éliminations de Glc permettant le bon repliement des 

protéines. Une fois les protéines correctement repliées, les résidus Glc et Man seront éliminés(Vasconcelos-

dos-santos et al. 2015). 

L’inhibition du repliement des protéines dans la lumière du RE conduit à un stress de celui-ci. Si le 

problème de repliement est trop sévère, il induira l’apoptose et la dégradation des cellules endommagées. 

De ce fait, de nombreuses tentatives ont été faites pour aggraver pharmacologiquement le stress de RE dans 

les cellules cancéreuses afin d'améliorer l'apoptose et d'atteindre la mort des cellules tumorales (Vasconcelos-

dos-santos et al. 2015). 

 

· Dans l’appareil de Golgi : 

 

La glycoprotéine est alors transférée dans le Golgi où elle va être démannosylée par l’α-mannosidase I 

formant la structure Man5 GlcNAc2, qui est un substrat pour N-acetylglucosamine tranférase I (Mgat1). 

L'ajout du premier résidu GlcNAc catalysé par Mgat1 génère le GlcNAcMan5GlcNAc2, qui est le substrat 

pour la Mgat3 ou l’α-mannosidase II en fonction des branchements de glycans nécessaires à réaliser. L’α-

mannosidase II élimine deux résidus Man pour former le cœur GlcNAcMan3 GlcNAc2 précurseur de N-

glycans complexes (Schachter 1986) (Vasconcelos-dos-santos et al. 2015). Au fur et à mesure que la 

glycoprotéine progresse dans le Golgi, le noyau GlcNAcMan3GlcNAc2 peut être modifié par une série de 

Mgat (Mgat-2, 4, et 5) qui ajoute des GlcNAc sur des positions distinctes du noyau trimannosyle générant 

différentes branches de N-glycans complexes. 

Inversement, l'action du Mgat3 sur le produit de la Mgat1 oriente l’ajout de glycans vers les structures 

« hybrides » de type « high mannose » (Harpaz and Schachter 1980) (Vasconcelos-dos-santos et al. 2015). 

 



106 

 

 

 

Figure 39 : Biosynthèse et développement des oligosaccharides N-liés débutant dans le RE et continuant dans 

l’appareil de Golgi, montrant les inhibiteurs et les cibles de l'inhibition des processus. Gal : Galactose, Fuc : 

Fucose, Sia : Acide Sialique, Man : Mannose, Glc, Glucose, GlcNAc : N-acétylglucosamine, GnT : N-

acétylglucosaminyltransferase, GlcT : Glucose Transferase 

LSPi : Inhibiteurs de la voie des lipides liés aux saccharides, tunicamycine, Cast : castanopermine , DNJ : 1-

désoxynojirimycine, DMJ : 1-désoxymannojirimycine, swansonine, Indol : indolizidine (Vasconcelos-dos-

santos et al. 2015). 
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8.2 – Mgat5  : 

 

L'enzyme Mgat5 (N-acetylglucosaminyltransferase 5 aussi connue sous le nom de GnT-V) catalyse 

l’ajout de β1,6-GlcNAc qui se trouve sur le Mannose lié en α-1,6. Elle permet ainsi la formation de structures 

ramifiées multibranchées avec une signature N-glycans spécifique. Les glycans β1,6-GlcNAc sont régulés à la 

hausse dans de nombreux types de cancers (Taniguchi and Kizuka 2015a).  

Composée d’une séquence unique de 740 acides aminés, l'enzyme comprend une courte région 

cytoplasmique, un domaine transmembranaire unique près de son extrémité N-terminale, une vaste «stem 

region" et un domaine catalytique en  C-terminal (Taniguchi and Kizuka 2015a).  

La Mgat5 est adressée aux N-glycans bi- et tri antennés ne présentant pas d'acide sialique et de 

galactose. La présence de galactose inhibe la capacité de la GnT-V à transférer un motif β1,6-GlcNAc . De 

plus, le produit de la Mgat3, générant des glycans intercalaires ne sert pas de substrat pour la Mgat5 in vitro 

(Brockhausen, Narasimhan, and Schachter 1988) (Taniguchi and Kizuka 2015a). Le niveau d’expression de la 

Mgat5 est régulée par la voie Ras/Raf/Ets et une augmentation de trois à cinq fois plus importante a été 

observée lorsque cette voie est activée par oncogenèse (Taniguchi and Kizuka 2015a). 

 

8.2.1- Mgat5 et cancer : 

 

L'expression de Mgat5 est augmentée pendant la transformation oncogènique et dans l’EMT (Hassani 

et al. 2017) et son inhibition favoriserait la radiosensibilité (C. Huang et al. 2015). Par conséquent, les cellules 

cancéreuses présentent généralement une augmentation des branchements β1,6-GlcNAc (Hassani et al. 2017). 

La Mgat3 quant à elle, s'est avérée jouer un rôle important dans la suppression des métastases (Pinho et al. 

2011) via l'introduction de GlcNAc supplémentaire sur le coeur trimannosyle empêchant ainsi l’addition du 

β1-6GlcNAc permettant la formation de ramifications permises par la GnT-V (Vasconcelos-dos-santos et al. 

2015).  

L'expression de Mgat5 est corrélée à une augmentation de la migration cellulaire (Lau and Dennis 

2008) et à une augmentation de la sensibilité aux facteurs de croissance (Partridge 2004). Ce dernier effet est 

très probablement dû à l'augmentation de la liaison des galectines aux extensions multilactosaminiques 

(LacNac) qui peuvent se faire sur les glycans multibranchés. En effet la répétition de la séquence galactose-N-

acetylglucosamine favorise le binding des galectines. Ainsi le treillis galectine plus dense renforcera la 

rétention et ainsi l’effet signalétique des récepteurs de croissance à la surface cellulaire (Lau and Dennis 

2008). 

 

De plus, Pinho et al. ont démontré que lors du développement du phénotype malin, l'expression de la 

E-cadhérine s'accompagne d'une augmentation de ses structures N-glycans ramifiées β1-6, mettant en 

évidence l'importance des structures des N-glycans de la E-cadhérine dans le développement des tumeurs 

gastriques. Ils ont observé que les modifications des chaînes N-glycans par la Mgat3 confèrent une stabilité à 
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la protéine au niveau de la membrane cellulaire, contribuant à la formation de jonctions adhérentes stables. 

Dans le cas de la Mgat5, les modifications qu’elle catalyse favorisent la déstabilisation des E-cadhérines, la 

formation de jonctions adhérentes instables et l'inhibition des interactions cellules-cellules, favorisant 

l'invasivité tumorale (Pinho et al. 2011) (Vasconcelos-dos-santos et al. 2015). 

La Mgat5 affecte également les récepteurs de surface tels que les récepteurs des cytokines, les récepteurs 

d'adhésion, des inhibiteurs de MMP ou encore des transporteurs (Taniguchi and Kizuka 2015a). La régulation 

du temps de résidence de ces protéines à la surface cellulaire, est fonction des ramifications du N-glycan 

pendant la période durant laquelle le récepteur est en surface. Le cycle des récepteurs implique une voie 

endocytaire via laquelle ceux présents à la surface sont ensuite internalisés dans un compartiment de type 

endosomal. De là, ils peuvent soit revenir à la surface de la cellule, soit être adressés à un compartiment 

lysosomal pour dégradation. 

La Mgat5 régulerait par exemple les cycles des récepteurs à l’EGF et au TGF-β grâce aux liaisons 

qu’elle rend possibles entre les galectines et la répétition des motifs LacNac. Dans un cadre plus large, 

l’affinité des galectines pour des glycoprotéines particulières dépend également du nombre de N-glycans 

exprimés sur cette glycoprotéine (Brockhausen, Narasimhan, and Schachter 1988) (Taniguchi and Kizuka 

2015a). 

 

Les souris KO Mgat5 semblent normales à la naissance, mais présentent plusieurs phénotypes adultes 

aberrants, dont une hypersensibilité des cellules T, une sensibilité auto-immune, une résistance au gain de 

poids dans un régime alimentaire riche en graisses, une respiration oxydative accrue, une fécondité réduite et 

des déficiences comportementales (P. Cheung and Dennis 2007). Des souris adultes sans Mgat5 ont également 

montré une suppression de la progression tumorale dans des modèles d'oncogenèse mammaire induite 

(Granovsky et al. 2000) et un modèle de tumeur Pten+/- (P. Cheung and Dennis 2007). Dans le modèle de 

cancer du sein MCF-10A, la surexpression de la Mgat5 a entraîné une augmentation de la population de 

cellules souches cancéreuses (Guo et al. 2010). En outre, les souris qui surexpriment Mgat5 montrent une 

expression élevée de celle-ci dans la peau, une augmentation de la migration des kératinocytes et une EMT 

associée à l’augmentation de la régulation des voies de signalisation de l'EGF (Terao et al. 2011) (Taniguchi 

and Kizuka 2015a). 

 

8.2.2- Implication de la Mgat5 dans l’EMT : 

 

La sialylation joue un rôle fondamental dans la prolifération cellulaire, la différenciation et l'apoptose. 

Le caractère multibranché β1,6 catalysé par la Mgat5 est essentiel à l’EMT et voit ses extensions 

polylactosaminiques contrôlées par la β-Galactoside α 2,6 sialyltransférase 1 (ST6GAL1) pour renforcer cette 

EMT. 

La ST6GAL1 catalyse l’ajout terminal d’un acide sialique α2,6 sur les extensions LacNac. Son niveau 

d’expression contrôle donc l’étendu des extensions et ainsi l’avidité des galectines aux protéines glycosylées 
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β1,6. La ST6GAL1 est spécifiquement augmentée pendant l'EMT induite par le TGF-β.  L’inhibition de la 

ST6GAL1 inhibe clairement l'EMT accompagnée d'une augmentation de la E-cadhérine et sa surexpression 

promeut l’EMT (Takahashi et al. 2016a)(J. Lu et al. 2014).  

Enfin, il a été démontré que les effets de la Mgat3 sur la migration cellulaire sont dépendants de l’état 

de sialylation des intégrines (Takahashi et al. 2016a)(J. Lu et al. 2016).  

Durant l’EMT induit par le TGFβ, il est décrit que l'expression de Mgat5 est augmentée , tandis que 

celle de Mgat3 est largement diminuée  (Q. Xu et al. 2012). La surexpression de Mgat3 supprime l’induction 

de l’EMT par le TGF-β et inhibe les métastases de nombreux types de cancer. De ce  fait, la Mgat3 est 

généralement considéré comme un suppresseur de métastases (Takahashi et al. 2016a). 

Cependant, certains résultats rapportent une augmentation de l’expression de la Mgat3 dans les 

hépatomes humains et dans le cancer de l'ovaire (Anugraham et al. 2014) (Takahashi et al. 2016a). Une lignée 

de cellules cancéreuses ovariennes, a montré une abondance de motif de glycans ayant un GlcNAc au milieu 

du motif trimannosyle alors que cette lignée a été signalée comme présentant des propriétés hautement 

métastatiques (Sethi et al. 2014) (Takahashi et al. 2016a). Ces résultats soulèvent la question du rôle 

mécanistique de la Mgat3 dans la régulation des comportements métastatiques(Takahashi et al. 2016a). 

Par conséquent il est également représenté qu’un processus de glycosylation dans le golgi où la Mgat3 

et la Mgat5 n’agiraient pas nécessairement en compétition mais pourrait agir de manière séquentielle. L’EMT 

dans ce contexte-là, serait contrôlée par l’état de syalylation des motif glycosylés (Vasconcelos-dos-santos et 

al. 2015) (Dennis, Nabi, and Demetriou 2009).  

. 

 

Figure 40 : Changement de N-glycosylation dans le cas d’EMT induite par le TGF-β. La GnT-III est 

diminuée, tandis que GnT-V et ST6GAL 1 ont été régulés à la hausse, jouant donc un rôle important dans 

l'EMT (Takahashi et al. 2016a). 
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8.2.3 -  Galectine 3 : 

 

Les galectines constituent une famille de lectines définies par leur capacité à reconnaître les β-

galactosides.  

             La galectine 3 est une protéine polyvalente de 29 à 35 kDa qui participe à plusieurs processus 

biologiques : l'adhésion cellulaire, la chimio-attraction, la prolifération et la différenciation cellulaire, le cycle 

cellulaire, l’apoptose et la progression tumorale. La galectine 3 intracellulaire est principalement une protéine 

soluble sous forme de monomère. Elle se localise principalement dans le cytosol, mais peut aussi atteindre le 

noyau et les mitochondries et aller dans l’espace extracellulaire. Une fois en extracellulaire, la galectine 3 peut 

interagir avec d'innombrables partenaires de liaisons principalement de la MEC ou à la surface cellulaire et 

joue un rôle clé dans la modulation extracellulaire de la progression tumorale. Le mécanisme de la sécrétion 

de galectine 3 n'est pas clair, mais il est suggéré qu’elle soit sécrétée par l'intermédiaire d'exosomes  (Fortuna-

Costa et al. 2014). 

 

 

Figure 41 : Structure de la galectine 3. (A) Monomère de galectine-3 et (B) oligomérisation de galectine-3 à 

travers son domaine N-terminal en présence de ses partenaires de liaison (Fortuna-Costa et al. 2014). 

 

Malgré son expression dans de nombreuses cellules saines et son implication dans plusieurs processus 

biologiques vitaux , la galectine 3 suscite un intérêt thérapeutique particulier en raison de son rôle important 

dans la régulation d'un large éventail d'activités des cellules cancéreuses (Dumic, Dabelic, and Flögel 2006). 

En effet, la galectine 3 est souvent exprimée de façon excessive dans diverses tumeurs malignes et dans de 

nombreux cas, cette expression modifiée est en corrélation avec le stade de progression de la tumeur, 

suggérant leur importance dans l'issue de la maladie (Fortuna-Costa et al. 2014). La liaison de la galectine 3 

aux glycans branchés β-1,6- sert de médiateur de liaison à de nombreuses glycoprotéines et de nombreux  

glycolipides dans la membrane cellulaire, y compris les intégrines, CD-98, CD-45, CD-71 ou encore les 

récepteurs tyrosine kinase transmembranaires glycosylés de l’EGF, du TGF-β, du VEGF et d’autres (liste dans 

le tableau ci-dessous) (Fortuna-Costa et al. 2014). Les changements liés à la Mgat5 dans la glycosylation des 

protéines et leur densité à la surface des cellules entraînent des altérations dans le regroupement de ces 
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protéines membranaires via la formation d’un treillis, entrainant des avantages fonctionnels pour les cellules 

tumorales (Fortuna-Costa et al. 2014). 

 

 

Figure 42 : Tableau des différents partenaires auxquels se lient la galectine 3 grâce à la reconnaissance du 

motif β1,6-GlcNAc ajouté par la GnT-V (Fortuna-Costa et al. 2014). 

 

                 Les treillis sont des complexes multivalents de galectines et de glycoprotéines à la surface des 

cellules et sont importants pour l'organisation des assemblages des glycoprotéines de surface. Les réseaux 

galectines-glycoprotéines affectent le contrôle des processus biologiques, y compris le renouvellement des 

récepteurs glycosylés et l'endocytose. Ainsi, la formation du réseaux galectine-glycans peut prolonger 

l'exposition des glycoprotéines à la surface cellulaire, affectant la réponse aux ligands des récepteurs 

concernés (Lajoie et al. 2009).  

                 Lorsqu’un monomère de galectine 3 rentre en interaction avec des glycoprotéines ou des 

glycolipides, d'autres monomères de galectine 3 vont se lier au complexe par leur domaine N-terminal, 

établissant ainsi des structures pentamériques. Ce complexe d'interaction réticule les glycoprotéines ou 

glycolipides contenant des glucides, favorisant la formation treillis constitué d'amas organisés de galectine et 

de glycans et vont moduler les fonctions cellulaires (Garner and Baum 2010) (Fortuna-Costa et al. 2014). La 
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galectine 3 aide donc à organiser les microdomaines fonctionnels sur la surface cellulaire en assurant une 

bonne transmission des signaux extracellulaires dans la cellule (Lajoie et al. 2009) (Fortuna-Costa et al. 2014).  

 

8.2.4 - Implication de la Mgat5 et de la galectine 3 dans la régulation des 

adhérences : 

 

De plus en plus de preuves montrent que la N-glycosylation des intégrines joue un rôle important dans 

leurs formations hétérodimériques et leurs fonctions biologiques. Les intégrines α5β1, qui sont des intégrines 

mésenchymateuses, régulent une multitude de réponses cellulaires et sont l'un des principaux porteurs de N-

glycans. Elles possèdent 26 sites de glycosylation N-liés, 14 sur la sous unité α5 et 12 sur la sous-unité β1. 

Ces sites vont jouer des rôles cruciaux dans les fonctions des intégrines, pouvant contribuer au phénotype 

tumoral. La N-glycosylation sur le domaine de l’hélice β de l'intégrine α5 est essentielle pour 

l'hétérodimérisation de l'intégrine et donc son fonctionnement dans les adhérences focales (Isaji et al. 2006) 

(Takahashi et al. 2016a). De plus, une analyse structurelle de l'intégrine α5β1 révèle que la poche de liaison au 

RGD, un domaine central pour la liaison à la fibronectine, est entourée de plusieurs N-glycans, laissant une 

surface exposée qui peut promouvoir l'interaction de cette intégrine avec la fibronectine (Nagae et al. 2012), 

confirmant le fait que la N-glycosylation des intégrines est importante pour leurs interactions avec le 

microenvironnement. L'expression de l'intégrine α5 également régulerait négativement  la signalisation de 

l’EGFR et la prolifération cellulaire, ainsi que la localisation dans les radeaux lipidiques et l'internalisation 

(Hang et al. 2015)(Takahashi et al. 2016a).  

 

La galectine 3 elle aussi contribue à la migration et donc au processus métastatique via la régulation 

des adhérences et donc de la jonction à la MEC.  D’un point de vu mécanistique, elle semble impliquée dans 

les processus d'invasion et de métastase impliquant des changements au niveau de plusieurs types de protéines 

d'adhésion cellule-cellule et cellule-MEC, ainsi que dans les voies de signalisation qui contrôlent la 

dynamique du cytosquelette (Friedl and Alexander 2011) (Fortuna-Costa et al. 2014). 
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Figure 43 : La galectine 3 module les comportements cellulaires : (A) les monomères de galectines sont 

sécrétés. Une fois dans l’espace extracellulaire, ils interagissent avec les molécules glycosylées, comme les 

récepteurs, des protéines d’adhérence cellules-cellules, des intégrines et des molécules de la MEC.  Les 

monomères de galectines 3 se lient les unes aux autres pour former des pentamères via leur domaine N-

terminal. (B)  Réticulation des glycanes contenant des glucides, favorisant la formation d’un treillis et 

modulant le comportement des cellules tumorales comme (C) les adhérences (D) pour les migrations. (E) Les 

treillis de glycans et de galectine 3 augmente le temps d’exposition des récepteurs à la surface cellulaire et 

donc affecte la réponse des cellules aux facteurs de croissances et aux cytokines (Fortuna-Costa et al. 2014). 

 

L'expression de la galectine 3 a été montré comme augmentant la migration et/ou  l'invasion dans de 

nombreux types de tumeurs, tels que le cancer du sein, le mélanome, le cancer du poumon, le sarcome, les 

cancers gastriques, la leucémie et les glioblastomes in vitro. Comme dit précédemment, il a été démontré 

qu’elle interagit avec les glycoprotéines de la MEC telles que la fibronectine, le collagène IV, l'élastine ou 

encore la laminine. Par conséquent, le regroupement d'intégrines dépendantes de la galectine 3 favorise leur 

activation ainsi que celle induite par un ligand (Lagana et al. 2006) (Fortuna-Costa et al. 2014). De plus, la 

phosphorylation de la caveoline-1 (Cav1) dépendante de la kinase Src augmente le renouvellement des 

adhérences focales, l'activation de RhoA et la migration des cellules tumorales d'une manière dépendante de la 

galectine 3. La galectine 3 et la Cav1 phosphorylée (pCav1) agissent en synergie dans ce contexte, car la 

surexpression d'un mutant Cav1 non phosphorylable ou la perturbation du réseau galectine 3 inhibent la 

motilité cellulaire (Goetz et al. 2008). Boscher et Nabi en 2013, ont montré que la galectine-3 et la 

signalisation des intégrines dépendante des pCav1 permettent la stimulation de l’EGF  et  la réorganisation de 

l'actine, la migration cellulaire et le remodelage de la fibronectine. Les auteurs ont proposé que le réseau de 

galectine 3 dépendant de Mgat5 permet la transduction du signal EGF qui déclencherait l'activation de 
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l'intégrine. Par la suite, les intégrines actives induiraient la phosphorylation Src-dépendante de Cav1 et la 

signalisation RhoA/ROCK (C. Boscher and Nabi 2013)(Fortuna-Costa et al. 2014). 

De plus, l’inhibition de l’expression de la galectine 3 dans une lignée cellulaire de sarcome de souris a 

montré une augmentation des adhérences stabilisées dû à la diminution de FAK. Ceci a induit une diminution 

de la vitesse de migration en présence de laminine et ce malgré la présence de niveau similaire d’intégrines. 

L’expression de novo de la galectine 3 sur cette lignée a ensuite restauré le renouvellement ou le « turn-over » 

des adhérences et donc ré-augmenté la migration sur la laminine. De plus ils ont montré que cette activité 

migratoire était également dépendante de la voie PI3k et Akt (Melo et al. 2011). 

 

 

Figure 44 : Caveoline 1 et galectine 3 dans la progression tumorale : (1) Dans les cellules sans réseau de 

galectine, les échaffaudage de cav1 recrutent les récepteurs et en inhibe la signalisation. (2) la perte de Cav1 

permet la signalisation des récepteurs, favorisant la prolifération tumorale. (3) L’expression des N-glycans 

ramifiés dépendant de la Mgat5, de la Galectine3 et le recrutement des récepteurs au treillis galectine limite la 

diminution des récepteurs à la membrane due à l’endocytose et donc promeut une signalisation potentielle. (4) 

La séquestration des récepteurs pas le treillis galectine l’emporte sur l’activité de la Cav1. La galectine 3 et 

pY14Cav1 travaille ensemble pour promouvoir le renouvellement des adhérences focales et favoriser 

l’activation de FAK et par conséquent la migration des cellules tumorales. La cavéoline 1 agit donc à la fois 

comme promoteur et suppresseur de tumeur (Lajoie et al. 2009). 
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Il est bien établi que la perte des adhérences intercellulaires est corrélée est lié à l'invasion tumorale et 

aux métastases, car elle permet aux cellules tumorales de s'échapper du site tumoral primaire. Et au cours de la 

migration, les jonctions intercellulaires sont activement remodelées. Il a été démontré que la galectine 3 

extracellulaire peut se lier à la N-cadhérine dans des cellules cancéreuses mammaires murine et que cette 

association est médiée par les N-glycans générés par la Mgat5. Plus intéressant encore, la liaison de la 

galectine 3 à la N-cadhérine contribue à la déstabilisation des jonctions cellules-cellules en augmentant le 

renouvellement de la N-cadhérine et d'autres glyco-conjugués, ce qui pourrait favoriser le processus de 

migration cellulaire (Cécile Boscher et al. 2012) (Fortuna-Costa et al. 2014). 

Par conséquent, les galectines 3 et donc la Mgat5 sont très impliquées dans l’EMT, les fonctions et la 

dynamique des adhérences focales. 

 

9 - Matrice in vitro : 
 

Les modèles de culture cellulaire sont principalement basés sur des modèles de culture 2D classique, 

tel que des boites de Petri, des lames de verre ou des plaques multi-puits coatés avec un seul type de protéines 

de la MEC tel que le collagène, la laminine ou encore la fibronectine dans le but de récapituler 

l’environnement de la MEC. Malheureusement, ces systèmes ont échoué à mimer les interactions cellules-

cellules, cellules-ECM ou la signalisation vivo. La conformation ou la topologie des ligands n'est pas respecté, 

entraînant une altération des comportements cellulaires tels que les adhérences, la structure du cytosquelette, 

la prolifération, la transduction du signal, la différenciation, la migration, la polarisation et la morphogenèse 

(Holt, Chamberlain, and Grainger 2011) (Bhatia and Ingber 2014). Par conséquent bien que ces modèles aient 

permis de faire la démonstration de nombreux processus et qu’ils soient simples d’utilisation et économiques, 

ils ne permettent pas de récapituler in vitro certaines conditions clés retrouvées  in vivo  (Shologu et al. 2016). 

Pour répondre à ces problématiques de nouveaux systèmes de culture 3D se sont développés, notamment dans 

le but de mimer le micro-environnement tumoral. De nombreuses méthodes sont utilisées telle que des 

monocouches bidimensionnelles de lignées cellulaires cultivées jusqu'aux modèles complexes 

tridimensionnels, ou encore des systèmes de sphéroïdes ou d’organoïdes, des tissus décellularisés, des gels, 

des fibres ou encore des éponges (Shologu et al. 2016). 

Comme décrit précédemment dans la section 6 sur la migration, les cellules établissent des 

interactions complexes avec le microenvironnement. Ces interactions sont caractérisées par des combinaisons 

uniques de propriétés biophysiques et biochimiques, capables d’influencer nombre de comportements 

cellulaires incluant la migration, le maintien à l’état de repos, les capacités d’auto-renouvellement, de 

différenciation, de dédifférenciation ou de transdifférenciation. Par conséquent de nombreux efforts sont 

concentrés sur la réalisation de matrice 3D pouvant récapituler au mieux in vitro les paramètres observables in 

vivo. 
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9.1- Dimensionnalité : 

La géométrie des matériaux utilisés en culture pour les matrices 3D jouent un rôle déterminant dans 

les comportements cellulaires. Par conséquent ils ont été classés en fonction de leur dimensionnalité : 

 

· Matériaux dits à 0 Dimension (0D) :  

Un matériau est dit 0D lorsque toutes ses dimensions sont à l'échelle 

nanométrique. Le large ratio surface/masse des 0D conduit à des propriétés 

physiques et chimiques uniques. Divers 0D, tels que des nanoparticules d'argent, 

des quantum dots de semi-conducteurs, des nanoparticules d'hydroxyapatite et des 

nanoparticules de titane ont été fabriqués. Différentes techniques ont été 

développées pour les synthétiser avec des formes, tailles et structures bien 

contrôlées (C. Zhang et al. 2018).  

 

 

Figure 45 : Image en MEB et MET de matériaux  0D (a) Nanoparticules d’or, 

(b) Nanoparticules de Selenium (C. Zhang et al. 2018). 

 

· Matériaux dits à 1 dimension (1D) :  

Les matériaux 1D sont définis présentant un grand ratio longueur/diamètre et 

peuvent être subdivisé en deux groupes en fonction de leur taille :  

1) Les matériaux ayant deux dimensions à l'échelle nanométrique et la troisième 

dimension à l'échelle micrométrique.  

2) Les matériaux ayant deux dimensions à l'échelle micrométrique et la troisième 

dimension à l'échelle millimétrique. 

Le premier groupe comprend les nanofibres (NF) et les nanotubes tandis que 

le second groupe comprend habituellement les microfibres. 
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Les 1D présentent un degré élevé d'anisotropie qui  leurs  confère des 

propriétés physiques spécifiques (mécaniques, optiques, etc…). Les matériaux a 

1D peuvent être élaborés par de nombreuse techniques chimiques ou physiques 

telles que l'électrospinning, l’électrodéposition, la nano lithographie et bien 

d’autres. Ces matériaux fibreux 1D ont été largement étudiés dans la recherche 

biomédicale en raison de leurs avantages pour imiter le microenvironnement 

cellulaire (C. Zhang et al. 2018). 

 

 

Figure 46 : Image en MEB et MET de matériaux  1D (c) Nanotube de carbone 

multi parois (multiwall carbon nanotube (MWCNT)) , (d) Nanotubes d’oxyde de 

titane (C. Zhang et al. 2018). 

 

· Matériaux dits à 2 Dimension (2D) : 

 Les matériaux 2D possèdent un ratio diamètre/épaisseur élevé. En général, il 

existe deux types de 2D : 

1) Les matériaux nano-structurés 2D avec une dimension dans la gamme 

nanométrique, par exemple le graphène (GR) et l'oxyde de graphène (GO) 

2) Les matériaux micro ou macro-structurés 2D avec trois dimensions en dehors 

de la gamme nanométrique, par exemple des revêtements en couches minces.  

Les méthodes de fabrication des biomatériaux 2D nano-structurés, 

comprennent l’évaporation thermique, l’exfoliation micromécanique. Pour les 

films et revêtements micrométriques, il existe des méthodes de fabrication sous 

dépôt physique ou chimique en phase vapeur (la pulvérisation  plasma) ou encore 

en phase solvant (spin-coating, dip-coating par exemple) (C. Zhang et al. 2018). 
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Figure 47 : Image en MEB et MET de matériaux  2D (e) Membrane de GO 

réticulée, (f) couche de GR (C. Zhang et al. 2018). 

 

· Matériaux dits à 3 Dimension (3D) : 

 Les matériaux 3D sont définis comme un assemblage tridimensionnel de 

nanomatériaux 1D ou 2D. Cette nanostructuration leur confère des propriétés 

différentes d’un matériau dit massif. Suite au développement de la culture 

cellulaire 3D et sur la base de la compréhension du microenvironnement 

cellulaire, des matériaux biomimétiques reproduisant les caractéristiques de la 

MEC sont disponibles et ont été utilisés pour réguler efficacement les 

comportements cellulaires. 

 Les échafaudages (scaffolds) de polymères et les hydrogels sont des matériaux 

3D et pourraient offrir des structures similaires à la MEC, avec des propriétés 

biochimiques et biophysiques s’en approchant (C. Zhang et al. 2018). 

 

 

Figure 48 : Image en MEB de matériaux  3D (g) Échafaudage auto-assemblé de 

nanofibres de polyacrylamide, (h) mousse macroporeuse (C. Zhang et al. 2018). 
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9.2- Différent types de matrices : 

 

Bien que les systèmes 2D classiques de culture (comme la lame de verre ou la boite de pétri) soient 

simples, économiques et adaptés au criblage à haut débit, ils présentent de nombreuses limitations quant à la 

pertinence sur le plan biologique de l’efficacité ou non efficacité des drogues testées et présentent une 

inadéquation quant aux propriétés chimiques et physiques retrouvés in vivo telle que la composition de la 

MEC, la topographie ou encore la rigidité du substrat.   Par conséquent de nombreux efforts sont concentrés 

autour de la mise au point de nouveaux systèmes 3D pour la culture cellulaire permettant de mimer la 

composition et l’architecture de la MEC et favorisant une distribution hétérogène des drogues. Mais dans la 

majorité des cas, les systèmes de cultures 3D présentent de grandes difficultés quant aux analyses complexes 

(extraction de protéines ou analyse de type –omique). Enfin, il est important que ces matrices possèdent des 

propriétés physico-chimiques bien contrôlées, qui soient adaptées aux types cellulaires étudiés (Shologu et al. 

2016). 

 

9.2.1- Tissus décellularisés  

 

Les tissus décellularisés sont utilisés comme moyen de créer un microenvironnement tumoral en 

imitant le plus fidèlement possible l’organisation tissulaire et la composition de la MEC d’origine. Elles sont 

utilisées pour étudier la migration, la prolifération ou encore la réponse médicamenteuse (Shologu et al. 

2016). 

Par exemple, les tissus pulmonaires décellularisés en tant que modèle in vitro du cancer du poumon 

humain (testé avec des lignées de cancer du poumon humain H1299, H460 et A549) ont montré un 

développement de nodules incorporés et organisés autour du système alvéolaire, avec des configurations de 

croissance similaire à celles observées dans les cancers du poumon trouvés chez l’humain (Linte et al. 2015) 

et semblent sécréter plus de MMP que dans les cultures 2D (Mishra et al. 2012) (Shologu et al. 2016).  

Malgré les avantages des tissus décellularisés, la difficulté d'obtenir des greffons de tissus intacts a 

déclenché des recherches sur d'autres modèles, comme les couches cellulaires décellularisées. Néanmoins, 

l’utilisation de ce type de matrice manque de standardisation et de reproductibilité due aux difficultés 

d’élimination des restes cellulaires après décellularisation, sans endommager ou perturber l’organisation de la 

MEC, des ligands de surface ou de l’architecture et de l’organisation des microstructures. De plus, ce type 

d’approche nécessite des temps de culture prolongés pour développer le système 3D, souvent associé à des 

dérives de cellules (Shologu et al. 2016).  

 

9.2.2 - Hydrogels :  

 

Les hydrogels sont des réseaux diffus à base d'eau constitués de chaînes de polymères hydrophiles. 

Les modèles d'hydrogels peuvent être fabriqués avec des matériaux naturels ou synthétiques. Leur flexibilitéet 
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leur densité peuvent être facilement contrôlées par réticulation pour imiter les propriétés bio-physiques 

(comme la rigidité) des MEC tumorales  (Shologu et al. 2016).  

Les hydrogels à base de matériaux naturels peuvent être réalisés à partir de protéines de la MEC 

comme le collagène ou de glycosaminoglycans comme l’AH. Ils sont actuellement très utilisés en laboratoire 

car facile à réaliser. 

  Comme décrit précédemment, la rigidité impacte fortement l’invasion tumorale (Shologu et al. 2016). 

Pour permettre ce type d’observation, il est possible de réaliser des variations de la concentration des protéines 

dans les polymères naturels ce qui modifie les propriétés mécaniques de l'hydrogel, mais ce qui va également 

modifier considérablement la densité des adhérences et par conséquent le comportement des cellules, 

indépendamment de la rigidité modifiée. Ceci ne permettra donc pas de différencier l’impact des propriétés 

physiques de celui des propriétés chimiques sur les comportements cellulaires (Shologu et al. 2016).  

Des hydrogels complètement synthétiques quant à eux peuvent être produits de façon reproductible en grande 

quantité avec des propriétés plus modulables que les hydrogels naturels et peuvent être utilisés pour mettre au 

point des systèmes complexes in vitro permettant de moduler simultanément la rigidité et le confinement 

(Shologu et al. 2016). 

Des hydrogels à base de PEG (poly éthylène glycol) de rigidité variable et enrobés de peptides 

bioactifs présentant des motifs RGD (Arg-Gly-Asp) ont été utilisés comme modèles pour différents types de 

cellules cancéreuses. Il a été vu que ces séquences peptidiques influencent positivement l'adhérence, la 

dégradation et le remodelage des matrices via les MMP, alors que leur rigidité influence la morphologie 

cellulaire, la prolifération et la survie. Néanmoins, la forte teneur en eau et le taux de dégradation rapide des 

hydrogels faiblement réticulés et ainsi que la faible teneur en eau, le faible taux de dégradation, la cytotoxicité 

élevée et la faible diffusion des hydrogels hautement réticulés ont orienté les recherches sur des modèles 

alternatifs basés sur des scaffolds (Shologu et al. 2016). 

 

9.2.3 - Fibres : 

 

Les fibres électrospinnées ont été utilisées pour une large gamme d’applications dans les domaines de 

l’environnement, l’énergie et la biologie. L'interconnectivité des fibres permet d'obtenir un réseau poreux 

considéré comme idéal dans diverses études sur le cancer. En effet, elles imitent l'architecture et la 

morphologie du microenvironnement tumoral, présentent une topographie pouvant aider à la progression 

tumorale et peuvent permettre la réalisation de stimuli biochimiques pour mieux reproduire le 

microenvironnement tumoral (Shologu et al. 2016). 

Des fibres de silicate ont été testées sur divers types de cellules cancéreuses comme les lignées  

DU145 du cancer de la prostate, ou encore celles du sein MCF-7 et MDA-MD-453, du poumon A549, des 

ovaires OVCAR-3, du colon HT-29 et DLD-1, du col de l’utérus HeLa, du foie HepG2 et Huh-7, et du 

pancréas SUIT-2 et MIA PaCa-2 (Shologu et al. 2016). La résistance à la mitomycine a été considérablement 

augmentée dans les cultures 3D de fibres de silicate pour les cellules HT-29, HepG2, SUIT-2 et les MDA-
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MB-453. La résistance à la camptothecine à également été augmentée pour les cellules HT- 29, HepG2 et 

MDA-MB-453 et la résistance au sorafenib pour les Huh-7 (Yamaguchi et al. 2013). La résistance à la 

doxorubicine était globalement augmentée en 3D  (Shologu et al. 2016). 

Des fibres à base de collagène électrospinnées ont été utilisées avec des cellules C4-2B (cancer de la 

prostate) pour récapituler la progression tumorale.  Dans ces conditions de culture les C4-2B se sont révélées 

résistantes au docetaxel et à la camptothécine (Hartman et al. 2010).  

Les fibres de soie électrospinnées chargées en cellules HN12 (carcinome épidermoïde métastatique) 

induisaient pour cette lignée une prolifération cellulaire, une infiltration et une chimiorésistance comparables 

à celles observées lors de xénogreffes sur de souris (Bulysheva et al. 2013). 

Parmi les différents polymères disponibles, le poly-ε-caprolactone (PCL) a été largement utilisée dans 

le développement de modèles tumoraux in vitro, étant donné son faible taux de dégradation et sa haute 

cytocompatibilité. Ces fibres de PCL ont été utilisées pour récapituler ex vivo le microenvironnement du 

cancer de l’os (sarcome d’Ewin). Dans ce modèle les cellules TC-71 ont montré plus de résistance à la 

doxorubicine que les cellules cultivées seules en monocouche traditionnelle (Fong et al. 2013). 

Les études sur l’orientation et l'alignement des fibres ont démontré quant à elles que les cellules de tumeur 

mammaire de souris H605, NMuMG épithéliale mammaire et les cellules humaines  de cancer du sein MCF-7 

cultivées sur des fibres alignées présentaient une morphologie allongée, de type fuseau et une augmentation de 

l’expression des gènes CK14, Sma, Snail et TGF-β1 suggérant une configuration EMT des cellules (Saha et 

al. 2012). 

Quand les lignées cellulaires sont déposées sur des fibres alignées versus enchevêtrées, les différences 

de motilité cellulaire sur des fibres de PCL apparaissent,  indiquant le potentiel de ce modèle pour évaluer le 

comportement métastatique et le caractère invasif de la tumeur du fait des différences de comportement 

migratoire représentés (Nelson et al. 2014).  

Néanmoins, bien que ce modèle ait permis de faire la démonstration de nombreux comportements 

cellulaires et mis en évidence des différences de résistance à de nombreux anti-cancéreux entre la 2D et la 3D, 

il présente des limitations. L'électrospinning offre un contrôle de la macroporosité et de la forme des pores, 

mais la microporosité physiologique demeure un défi technologique. De plus, les échafaudages de fibres 

électrospinnées offre une mauvaise infiltration cellulaire, une croissance restreinte et ne semblent pas adaptés 

pour la migration. Elles montrent une distribution non uniforme des cellules, une probabilité augmentée d'être 

cytotoxiques, une résistance mécanique inadéquate et une production lente (Shologu et al. 2016). De plus, 

pour celles présentant une macroporosité, elles ne permettent pas de retrouver les propriétés de confinement 

observées in vivo.  
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9.2.4 - Eponges : 

 

De la même manière que les différentes catégories de matrices présentées précédemment, les éponges 

sont des matrices 3D qui, lorsqu’elles ont été étudiées en culture avec des cellules cancéreuses, ont permis 

l’observation d’une augmentation des caractéristiques tumorales.  

Par exemple, des éponges de chitosan ont été utilisées pour la culture des cellules de cancer du sein 

(MCF-7), qui ont alors sécrété des quantités plus élevées de lactate par rapport aux cellules cultivées en 2D 

(Dhiman, Ray, and Panda 2005) (Shologu et al. 2016). Les lignées de cellules pulmonaires A549, H460 et des 

cellules souches du cancer du poumon H1650 sur le système de culture AlgiMatrix1 présentaient une 

augmentation des résistances aux médicaments comme la camptothécine, le docetaxel, la doxorubicine, le 5-

fluorouracile, la gemcitabine ou encore le cisplatine par rapport aux cultures en monocouches 2D 

conventionnelles (Godugu et al. 2013) (Shologu et al. 2016).  

Lorsque des échafaudages chitosan-AH ont été utilisés comme système modèle pour augmenter le 

développement de sphéroïdes de cellules cancéreuses A549 et H1299 (cancer du poumon), des niveaux accrus 

de caractéristiques de cellules souches, des marqueurs de l’EMT, des interactions promouvant l’invasion et 

une résistance au cisplatine et au méthotrexate par rapport aux cellules en culture 2D (Y. J. Huang and Hsu 

2014) (Shologu et al. 2016).  

Des modèles d’éponges chitosan-alginate ou de collagène ont également été testés. (Florczyk et al. 2012) (L.-

J. Liu et al. 2014).  Les éponges de chitosan-alginate soutiendraient la croissance tumorale des cellules de 

cancer de la prostate, favoriseraient la formation de sphères et maintiendraient une croissance prolongée en 

culture (Florczyk et al. 2012).  

Les éponges de collagène quant à elles, amélioreraient  la prolifération des cellules cancéreuses du poumon 

(ACC-83), l’EMT, l’expression des MMP et des marqueurs de cellules souches cancéreuses comme SOX-2 et 

OCT-4 et présenteraient une plus grande résistance aux anticancéreux que lors de cultures de cellules en 

monocouche 2D classique (L.-J. Liu et al. 2014) (Shologu et al. 2016). 

Cependant, ces matrices en éponges offrent peu de contrôle sur la rigidité, la porosité et le taux de dégradation 

(Shologu et al. 2016). De plus ces modèles ne semblent pas bien adaptés pour des études de migration.  

 

9.3 - Modèles de migration : 

 

Dans le but de réaliser des études migratoires sur des cultures primaires de cellules souches de 

glioblastome, nous avons réalisé de nouvelles matrices 3D de nanofibres de polyacrylonitrile (PAN) 

électrospinnées. Pour observer l’impact de la modulation des propriétés mécaniques sur la migration ainsi que 

l’effet de la présence de protéines de la MEC sur la modulation de leurs comportements migratoires, nous 

avons respectivement renforcé les nanofibres avec des nanotubes de carbone (MWCNT) et les avons 

fonctionnalisées avec de la laminine (LN).  
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Le choix s’est arrêté sur les fibres électrospinnées du fait de la possibilité qu’offre ce système 

d’étudier la migration. Le PAN quant à lui est un matériau qui jusqu’ici n’avait été que peu utilisé dans le 

cadre de la biologie cellulaire et des matrices 3D de copolymères dérivés du PAN fonctionnalisé (Morelli et 

al. 2012) ou des fibres de carbone préparées par carbonisation de fibres de PAN (Mirzaei et al. 2016), mais 

dès nos premières utilisations, il mit en évidence des capacités prometteuses en termes de microporosité, de 

biocompatibilité et d’analyse complexe, répondant ainsi aux limitations que présentaient les systèmes fibres 

précédents. De plus, sous la forme de copolymère acrylonitrile/vinyle acétate et avec un revêtement de poly-

L-lysine, il est décrit comme permettant l’induction de réseaux neuronaux fonctionnels et complexes (Morelli 

et al. 2012).  

 

9.3.1 - Electrospinning : 

 

L’électrospinning ou l’électrofilage est reconnu comme la technique la plus adaptée pour la 

fabrication en continu de nanofibres dont le diamètre peut varier de quelques micromètres à plusieurs dizaines 

de nanomètres (Bhardwaj and Kundu 2010). Les nanofibres issues de l’électrospinning sont décrites comme 

présentant une taille de maillage ajustable, une flexibilité quant à leurs fonctions de surface et une bonne 

perméabilité (Fakirov 2016). Comme décrit précédemment, les nanofibres issues de ce processus semblent 

être un candidat idéal pour des applications en biologie (l’ingénierie tissulaire, l’administration de 

médicaments, la mise au point de pansements ou encore pour le contrôle de libération de molécules) (Fakirov 

2016). 

 

a) Principe : 

 

Dans un processus classique d'électrospinning, trois composantes sont essentielles : une seringue 

remplie d'une solution de polymère, un système à haute tension permettant de fournir la force électrique 

requise pour l’étirement du jet de polymère ainsi qu’un collecteur, plan ou rotatif, permettant de recevoir les 

tissus de fibres (Fakirov 2016). 

 Tout d’abord, la solution de polymère est introduite dans un tube capillaire via une seringue. Un 

potentiel électrique élevé (de 10 à 50 kV par exemple) est appliqué entre la gouttelette de solution de 

polymère à l'extrémité de l’aiguille et un collecteur. En augmentant l'intensité du champ électrique, la goutte 

de solution de polymère devient hautement polarisée, entrainant sa déformation jusqu’à une forme conique 

limite, appelée "cône de Taylor". Au-delà de cette limite, un jet de solution est spontanément éjecté de la 

goutte dans une direction correspondant aux lignes de champ électrique, en direction du collecteur métallique 

(Fakirov 2016). 

Avant d'atteindre le collecteur, le jet subit une série d'instabilités et de flexions reliée à l’évaporation 

complète du solvant. Le polymère est finalement recueilli sur le collecteur sous forme de structures fibreuses 

étirées (Hu et al. 2014) (Fakirov 2016).  Le procédé typique d'électrospinning permet de créer des fibres 
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longues et continues. La modulation des conditions opératoires permet d’obtenir d’autres types de fibres avec 

des structures spécifiques comme des structures core/shell, poreuse, creuse etc .(Fakirov 2016).  

 

 

Figure 49 : Configuration de base pour l’électrospinning (Bhardwaj and Kundu 2010) 

 

b) Alignement des fibres :  

 

Les fibres électrospinnées sont généralement collectées sur un collecteur plan immobile sous forme de 

tissus dans lequel les fibres ont une orientation relative aléatoire dans le plan de collecte. Cependant, il est 

possible de réaliser des structures alignées et ordonnées en utilisant un collecteur mobile. Ces tissus de fibres 

alignées sont utilisés pour des applications en biologie, qui comme décrit précédemment favorisent la 

croissance cellulaire le long d'une direction préférentielle. Le collecteur mobile le plus couramment utilisée 

est un tambour (Fakirov 2016). 

Le degré d'alignement et le diamètre des fibres peuvent être adaptés et ajustés en fonction de la vitesse 

de rotation du tambour (Sundaray et al. 2004). Selon les systèmes utilisés, la vitesse seuil pour l'alignement 

peut varier. En augmentant la vitesse du collecteur, la rupture des fibres peut se produire en raison des forces 

de traction exercées. Alors qu'à une vitesse plus lente, un mauvais alignement peutavoir lieu (Fakirov 2016).  
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Figure 50 : Configuration pour l’électrospinning avec un collecteur rotatif pour fournir des fibres alignées. 

 

c) Effets des différents paramètres sur l’électrospinning : 

Le processus d'électrospinning est régi par de nombreux paramètres, classés globalement en 

paramètres de solution, de procédés ou en paramètres ambiants. Les paramètres de la solution comprennent la 

viscosité, la conductivité, le poids moléculaire et la tension superficielle de la solution. Les paramètres du 

procédé comprennent le champ électrique appliqué, la distance entre la pointe et le collecteur, et le débit. Les 

paramètres ambiants englobent l’humidité et la température. Chacun de ces paramètres affecte 

significativement la morphologie des fibres obtenues par électrospinning et via la manipulation adéquate de 

chacun d’entre eux, il est possible d’obtenir des nanofibres de morphologie et de diamètre désiré (Bhardwaj 

and Kundu 2010). 

· Paramètres de solution : 

 

La concentration : Pour la formation des fibres, une concentration optimale de solution est requise. A 

faible concentration un mélange de perles et de fibres est obtenu, alors qu’à haute concentration il est possible 

d’obtenir plus de fibres avec des diamètres plus grands dus à une plus grande viscosité (Bhardwaj and Kundu 

2010).  

Poids moléculaire : Le poids moléculaire à un effet significatif sur les propriétés rhéologiques et 

électriques telles que la viscosité, la tension de surface, la conductivité ou encore la constante diélectrique 

(Bhardwaj and Kundu 2010). L’électrospinning avec des solutions de haut poids moléculaires a tendance à 

former des fibres de large diamètre plutôt que des perles alors que les faibles poids moléculaires ont tendance 

à former des perles. 

La viscosité : La viscosité de la solution joue un rôle important dans la détermination de la taille des 

fibres et de leur morphologie. Il a été constaté qu'avec une très faible viscosité, il n'y a pas de formation 
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continue de fibres et qu'avec une viscosité très élevée, il est difficile d'éjecter les jets de la solution de 

polymère, nécessitant donc une viscosité optimale pour l’électrospinning (Bhardwaj and Kundu 2010). 

 

· Paramètres de procédés : 

 

Tension appliquée : L’application d’un voltage sur la solution à électrospinner est cruciale pendant le 

processus.  Comme dit précédemment, ce n’est qu’après le dépassement de la tension de déformation limite 

(cône de Taylor) seuil que la formation des fibres a lieu. Une tension plus élevée provoque un plus grand 

étirement de la solution entrainant une réduction du diamètre des fibres et une évaporation rapide du solvant. 

A tension très élevée, il y a une plus grande probabilité de voir la formation de perles (Bhardwaj and Kundu 

2010). 

Débit : Un débit plus faible d’alimentation en polymère est souhaitable, car le solvant aura 

suffisamment de temps pour s'évaporer. Des débits élevés entraînent des fibres perlées en raison du faible 

temps de séchage  avant d'atteindre le collecteur (Bhardwaj and Kundu 2010). 

Collecteur : Lors de la mise en œuvre du procédé, le collecteur sert de substrat conducteur où les 

nanofibres sont collectées. Différentes géométries de collecteurs peuvent être employées en fonction de 

l’application envisagée. (Bhardwaj and Kundu 2010). 

La distance au collecteur : une distance minimale est nécessaire pour donner aux fibres 

suffisamment de temps pour sécher avant d'atteindre le collecteur, sinon à distance trop proche ou trop 

lointaine, il peut y avoir formation de perles (Bhardwaj and Kundu 2010). 

 

· Paramètres ambiants : 

 

Il y a un impact de la température sur l’electrospinning, notamment dû au lien étroit entre la viscosité 

et la température. A des températures plus élevées, les fibres seraient plus fines car la viscosité diminue. De 

plus l’humidité tout comme la température aurait un impact sur l’évaporation des solvants durant 

l’électrospinning (Bhardwaj and Kundu 2010). 

 

9.3.2- Polyacrylonitrile (PAN) : 

 

Le PAN est un polymère thermoplastique de formule (C3H3N)n. Il est soluble dans des solvants 

polaires comme le DMSO, le DMF (dimethylformamide), le DMAc (diméthylacétamide), le diméthylsulfone, 

le tétraméthylsulfide et les solutions aqueuses de certains sels minéraux (Nataraj, Yang, and Aminabhavi 

2012).   
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Figure 51 : Unité répétée de PAN. 

 

Historiquement,  le  PAN  a  été  longuement  étudié  en  chimie  des  matériaux  pour  sa  capacité  à  

être  stabilisée  puis  carbonisée  afin  de  fabriquer  des  objets  en  carbone  de  forme  complexe.  Des  fibres  

de  carbone  dites  ex-PAN  ont  ainsi  dès  les  années  50s  contribué  au  succès  des  missions  spatiales (X. 

Huang 2009)(Vakili, Yue, and Fei 2008). LA transformation du polyacrylonitrile en carbone comprend 

plusieurs étapes.  

Le polymère est tout d’abord stabilisé par un traitement thermique et chimique sous air entre 200 et 

300 C°. Durant cette stabilisation, la structure des fibres va changer et devenir infusible, réticulée. Les 

réactions majeures qui vont alors se dérouler pendant cette étape sont la cyclisation, la déshydrogénation, 

l’aromatisation et l’oxydation du polymère (Houtz 1950). 

 

Figure 52 : Structure du PAN après stabilisation (Houtz 1950). 

 

Ensuite l’étape de carbonisation se déroule dans la gamme de température entre 1000°C et 1500°C 

sous atmosphère inerte. Durant cette étape, le matériau va subir des réactions de déshydrogénation, puis de dé 

nitrogénation entre 600 et 1300°C.  Au-delà de 1300°C, le squelette carboné va se réorganiser et cristalliser. 

Ce processus va permettre d’obtenir un matériau à base de carbone possédant au final 50 à 57% de la masse 

de PAN original (Nataraj, Yang, and Aminabhavi 2012). Il  faut  noter  également  que  les  propriétés 
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mécaniques  du  matériau  augmentent  progressivement  lors  de  la  stabilisation  puis  de  la  carbonisation 

(Nataraj, Yang, and Aminabhavi 2012) (Arshad, Naraghi, and Chasiotis 2011).  

 

Figure 53 : Transformation subi par le PAN stabilisé lors de carbonisation. De 400 à 600 °C l’étape de 

déshydrogénation va avoir lieu et de 600 à 1300°C c’est l’étape de dénitrogénation (Zhu et al. 2002). 

 

Dans  le  cas  de  notre  étude,  il  est  important  que  le  matériau  soit  stabilisé  afin  de  supporter  

les  étapes  de  stérilisation  par  autoclavage  sans  se  déformer  et  qu’il  présente  des  fonctions  de  surface 

susceptible  de  favoriser  des  interactions  avec  des  composants  de  la  MEC  et  les  cellules.  Nous  avons 

donc  arrêté  le  processus  de  stabilisation  à  une  température  modérée  et  avant carbonisation. 
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Objectifs 
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La migration est un obstacle majeur aux thérapies classiques contre le glioblastomes qui visent la prolifération 

et, conduisent inéluctablement vers une issue fatale. Malgré des traitements qui combinent chirurgie, 

radiothérapie et chimiothérapie, l'espérance de vie est seulement de quinze à dix-huit mois. Durant leur 

migration, les cellules de glioblastomes rencontrent de nombreux signaux provenant du microenvironnement, 

promouvant ou inhibant la migration et leurs mécanismes d’action restent encore assez peu connus.  

Au vu de la complexité de ces processus migratoires, il est donc essentiel de disposer de modèles 3D in vitro 

étant capables de récapituler les propriétés physico-chimiques de l’environnement observées in vivo en en 

contrôlant finement et individuellement les paramètres. Ceci va permettre une meilleure compréhension des 

processus fondamentaux de la migration et de ses différentes configurations issues d’un environnement 

contrôlé mimant les propriétés physico-chimiques de la MEC et des structures biologiques. Une matrice 3D 

adéquate peut également permettre d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques, ainsi que d’évaluer des 

molécules anti-migratoires dans un environnement 3D pertinent. 

Par conséquent, le premier objectif de ces travaux a donc été la mise au point d’une nouvelle matrice 3D 

biocompatible ayant pour but de mimer in vitro certaines propriétés physiques ou chimiques observables in 

vivo et sur laquelle il soit possible de réaliser des analyses complexes. La modification indépendante de 

chacun de leurs paramètres a permis l’étude des différents comportements migratoires provoqués par ces 

modifications et l’identification des mécanismes impliqués.  

 

Dans cette optique, avant mon arrivée en thèse, l’équipe du Pr Norbert Bakalara et l’équipe du Pr David 

Cornu, avaient initié la mise au point de nouvelles matrices 3D fibrillaires mimant la configuration des voies 

de migrations préférentielles des cellules de glioblastomes (comme le corps calleux) (Cuddapah et al. 2014b) 

ainsi que la configuration fibrillaire de la MEC. Ces matrices étaient fabriquées via un processus 

d’électrospinning de polyacrylonitrile (PAN) qui subit ensuite une stabilisation thermique non classique 

aboutissant à une chimie de surface inédite et à de la biocompatibilité. 

Comme décrit dans l’introduction, les systèmes 3D de fibres sont décrits dans la littérature comme présentant 

plusieurs problèmes tels qu’une faible infiltration cellulaire, autorisant peu de migration en 3D, une 

distribution non-uniforme des cellules, une cytotoxicité due au post traitement chimique et aussi une 

résistance mécanique trop élevée (Shologu et al. 2016). L’un des challenges était donc l’optimisation de ce 

type de système 3D permettant de dépasser ces limitations. 

 

Comme les cellules souches de glioblastome (GSC ou GIC pour Glioma Stem cells ou Glioma Initiating 

Cells)  sont responsables de la récidive à distance, ce sont elles qui ont été sélectionnées pour réaliser nos 

différentes études migratoires. Par conséquent, tous les travaux ont été réalisés à partir de cultures primaires 

de cellules souches de glioblastome issues de patients et cultivées en neurosphères. Elles ont été isolées à 

l’Hôpital Gui de Chauliac au CHU de Montpellier par le Pr Hugues Duffau et le Dr Luc Bauchet et au CHU 

Rangueil de Toulouse par le Pr Emmanuelle Uro-Coste. Dans les différentes études, nous avons tiré avantage 

de pouvoir cultiver ces GSC sous forme de « neurosphères » dans un milieu sans sérum. Ces neurosphères ont 
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ensuite été déposées sur les tissus de nanofibres avant de les laisser migrer durant 5 jours, de sorte à pouvoir 

en observer les comportements migratoires à partir d’un point défini et dans un processus directionnel. 

 

La première étude a consisté en la caractérisation de la migration sur ce système en présence et en absence de 

laminine sur des fibres alignées et enchevêtrées de façon à observer l’impact des propriétés chimiques du 

microenvironnement et de la guidance de contact (ou haptokinesie) sur la migration des GSC (Haeger et al. 

2015). Ceci a eu pour but de caractériser les interactions cellules-MEC durant la migration, leurs expressions 

protéiques et de réaliser ensuite un comparatif avec les comportements observés in vivo. 

Lors du dépôt des neurosphères sur les fibres, le réseau tridimensionnel s’est présenté comme un système 

poreux idéal pour la migration, présentant une excellente infiltration cellulaire. Les GSC vivent, adhèrent et 

migrent sur ce support démontré comme  très prometteur pour la culture cellulaire.  

Enfin, il a été possible de réaliser une étude transcriptomique comparative entre les conditions NS, 2D et 3D, 

en présence et en absence de laminine, permettant d’analyser les différences d’expression de gènes issus de 

ces modèles de culture. 

 

La deuxième étude quant à elle, a consisté en la modulation des propriétés mécaniques des fibres, via l’ajout 

de nanotubes de carbone dans le polymère avant électrospinning, permettant d’étudier l’impact de la rigidité 

sur la migration sur l’EMT et sur les adhérences focales. Suite à l’induction d’une véritable invasivité des 

GSC à une rigidité que l’on a nommée « optimale » (Bangasser et al. 2017b),  nous avons muté, via la 

technique CRISPR Cas9, le gène de la MGAT5 (GnT-V) impliqué dans l’EMT et les adhérences focales, de 

façon à mettre en évidence l’implication de la glycosylation dans la mécano-transduction, ce qui n’a jusque-là, 

jamais été observé. 

  

Pour finir, la mise au point de ce système 3D biocompatible de nanofibres, permettant la fonctionnalisation et 

la modulation de la rigidité des fibres a conduit à un dépôt de brevet. 
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Résultats 
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Partie I :  
Développement d’une matrice 

tridimensionnelle de nanofibres et études du 

rôle de la laminine et de la topoinduction sur 

la migration des cellules souches de 

glioblastome. 
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Introduction 
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Dès mon arrivée en thèse, je me suis intégrée dans les travaux de validation de ce modèle 3D de 

nanofibres de PAN, afin de permettre la caractérisation des différences migratoires des GSC entre un modèle 

de culture 2D et un modèle de culture 3D de nanofibres (NF) de PAN en présence et en absence de laminine 

(LN). Ainsi, nous avons cherché à évaluer les capacités biomimétiques de nos matrices 3D synthétiques de 

nanofibres. Pour ce faire, nous avons observé dans ces différentes conditions, deux différentes cultures 

primaires de GSC ne présentant pas les mêmes comportements lorsqu’elles avaient été xénogreffées sur des 

souris « nude ».  

Les GSC utilisées sont dénommées Gli4 et GliT. Les Gli4 sont des cellules extrêmement infiltrantes, 

envahissant tout le cerveau, alors que les GliT possèdent une croissance en masse, présentant peu d’infiltration 

et exerçant de grandes forces de compression sur le tissu cérébral sain.  

 

A 

 

B 

 

Figure 54 : Cerveaux de souris xénogréffées avec les différentes cultures primaires. Vert : 

Immunomarquage HuNu (Human Nuclei) A) Gli4 xénogréffées dans un cerveau de souris nude après 

10 semaines. Les pourcentages représentent la surface d’invasion de chacun des hémisphères. B)   

GliT xénogréffées dans un cerveau de souris nude après 10 semaines. Elles sont peu infiltrantes et 

poussent en masse, écrasant le cerveau, ici sur l’axe dorso-ventral (Hassani et al. 2017). 
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Lors du dépôt de neurosphères (NS) de Gli4 sur les fibres, l’une des premières observations a été la 

capacité de ces cellules à réaliser de la migration collective dans le réseau de fibres en absence de protéines de 

la MEC. Puis, lorsque nous avons fonctionnalisé le réseau avec de la laminine, qui est une protéine de la MEC 

présente sur la membrane basale des vaisseaux sanguins (Bonnans, Chou, and Werb 2014) représentant une 

des voies de migration préférentielle des GSC (Cuddapah et al. 2014a) , nous avons pu observer alors une 

migration de type individuel.  

A l’inverse, lors du dépôt de NS de GliT que nous avons laissé migrer 5jours, le passage en migration 

individuelle en présence de LN fut bien moins important, avec une migration collective toujours marquée dans 

ces conditions.  

Au-delà des différences de comportement invasif, ces deux lignées présentes également des profils 

transcriptomiques bien distincts. 

Par conséquent, par ces travaux nous avons pu montrer dans un premier temps que, pour deux cultures 

primaires de GSC bien différentes dans un environnement tridimensionnel approprié, il était possible 

d’observer des réponses au microenvironnement bien distinctes, plus proche de ce qu’il est possible 

d’observer in vivo. Ces différentes observations ont ensuite été caractérisées via l’observation de l’expression 

de protéines des adhérences focales et une étude transcriptomique dans toutes les différentes conditions 

migratoires. Nous avons donc pu voir que le passage en migration individuelle et l’augmentation de 

l’invasivité due à la laminine étaient reliés à l’expression des intégrines β1 et de la galectine 3. 

Enfin nous avons pu mettre en évidence que ces matrices 3D sont fonctionnelles pour la culture 

cellulaire, présentent une bonne permissivité permettant l’infiltration des cellules et sont adaptées à la 

réalisation d’analyses complexes. 
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Abstract  

The extracellular matrix of the environment regulates Glioblastoma Initiating Cell (GIC) migration, 

but the underlying mechanisms remain largely unknown. In order to recapitulate the composition and the 

topographic properties of the cerebral extracellular matrix we have set up a new aligned polyacrylonitrile-

derived nanofibre scaffold and functionalized it with laminin. GICs invade the nanofibre network in depth and 

migrate predominantly directionally along aligned nanofibres. The addition of laminin increases the spatial 

anisotropy of migration and also modulates the migration behaviour from single cell to collective mode. 

Equally similar to what has been observed for single cell mesenchymal migration of GBM in vivo is the 

upregulation of galectin-3 and integrin β1 in GIC migrating on laminin-coated nanofibres indicating a stronger 

attachment to the support. The concomitant downregulation of calpain-2 that we observed both in vivo 

(Corpus callosum) and in vitro (our NF scaffold) also contributes to the invasive character of GICs. 

 

Introduction 

In the last few years accumulating evidence pointed to the involvement of the Extra Cellular Matrix 

(ECM) in identifying hallmarks of cancer. The biophysical and biochemical cues stemming from the ECM 

affect tumour growth, proliferation, apoptosis, angiogenesis, invasion and metastasis 1. Recent data 

unequivocally demonstrated that malignant cellular modifications are intricately linked to the surrounding 

microenvironment, making traditional bidimensional cell culture models deficient. For instance, 2D models do 

not reproduce the in vivo conditions of surface nanotopography, stiffness, or polarity 2,3. This could explain 

the discrepancies observed between in vitro studies and pre-clinical trials during drug development. Moreover, 

stress fibres and focal adhesions are significantly reduced in 3D, whereas cellular deformation, a limiting 

process in 3D migration, is not essential in 2D 4. Therefore, different tridimensional culture models have been 

established to overcome these limitations such as hydrogels, sponges, decellularized tissues or cell layers and 

fibres. For example, Beliveau and co-workers demonstrated that polycaprolactone-aligned nanofibres increase 

the migratory potential of glioblastoma multiforme tumour cells compared to randomly organized nanofibres 

by upregulating key migratory genes and downregulating key proliferative genes 5. In another elegant study, 

the migration mode, distance, velocity and morphology of glioblastoma stem cells (GSCs) were modulated as 

a function of the biochemical composition of the microenvironment including hyaluronan, collagen and 

matrigel™ as well as its mechanical properties and topography 6-8. In these studies, the authors showed that 

GSCs migrate by expansive growth on matrigel™ matrices and as multicellular extensions on rigid surfaces. 

Collagen matrices favour mesenchymal single-cell migration and hyaluronan-coated microfibres favoured 

collective migration 6. Nevertheless, some experimental obstacles remain in these systems as for instance the 

unspecified composition of the matrix (matrigel™), poor mechanical properties, requirement to include cells 

before gelation, difficulty of creating a controllable macroporosity to obtain cell confinement and the 

impossibility of creating a spatially anisotropic microenvironment with a constant chemical composition 
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(hydrogels), a poor cellular infiltration or restricted ingrowth and cytotoxicity (fibres) 3. Besides that, the 

possibility to carry out omics analysis and large scale extraction of protein and ARN would be highly 

desirable.   

Glioblastoma multiforme (GBM) is a highly invasive primary brain tumour. Glioblastoma Initiating 

Cells (GICs) that penetrate the subarachnoid space or intravasate into the cerebral microvasculature are 

chemo- and radio-resistant and hinder complete surgical resection 9. A critical process for GIC invasion is the 

ECM remodelling. Glioma cells build their own ECM by secreting components of the ECM such as 

glycoproteins. Consequently, some fibrillary proteins such as laminin, fibronectin and collagen are much more 

abundant around the glioma tumour 10. To interact with this rebuilt ECM they express ECM-binding proteins 

such as CD44, RHAMM, integrins and axon guidance molecules. Next, GICs take advantage of the 

combination of multiple molecular and physical mechanisms along pre-existing tracks of least resistance such 

as the white matter which guides and facilitates their invasive behaviour 11. GICs use a mesenchymal single 

cell migration mode to migrate away from the main tumour bulk 12, which is characteristic of disseminating 

glioma 13. In addition, they may form in vivo multicellular networks or clusters implicated in their invasive 

capacity and radioresistance 14-16.  

To recapitulate these different migration modes and to mimic the topography of the white matter tracts 

the biochemical composition of the brain ECM, we developed new nanofibre (NF) scaffolds of aligned (aNF) 

and non-aligned (naNF) of stabilized polyacrylonitrile (PAN) and partially modified with laminin (aNF+LN, 

naNF+LN,) 17,18. PAN has been extensively studied for the manufacture of carbon materials, especially fibres 

for aerospace applications or electrospun nanofibers for energy applications 19. Taking advantage of the 

diversity of its functional groups after stabilization/oxidation and of its tunable mechanical properties, we 

propose a new application of PAN, which can challenge biopolymers in the biomedical fields. This system is 

suitable for the analysis of cytosolic calcium transients and immunofluorescence, the extraction and 

purification of protein and nucleic acids as well as omics analysis. We explored how the topography and 

biochemical components of the NF influence glioma haptotaxis and haptokinesis. We point out the 

implication of galectin-3 and integrin β1 to determine the migration mode (single cell vs collective) adopted 

by GICs in the presence or absence of laminin and the role of NF orientation in the determination of the 

direction of migration. We investigated the interaction with the ECM proteins and compared the remodelling 

of focal adhesions of migrating GICs depending on the dimensionality and the coating of the system. We 

finally correlated our results with in vivo xenografts of human GIC into the brain of nude mice.  

Results 

1. Nanofibre network production and physical characterization  

The corpus callosum (CC) is the favourite route to the contralateral hemisphere of glioblastoma cells 20. Fig. 

1A and B highlight the three-dimensional anatomic organization of the heterotypic fibres in the trunk of the 

CC. To better understand, characterize and target migrating glioblastoma cells on the CC, we designed a 3D 
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migration system constituted of synthetic biocompatible nanofibres. The nanofibre network could be made 

aligned or randomly organized (Fig. 1C and D). The aligned nanofibre network corresponds more to a 

preferential orientation than to strictly parallel fibres (Fig. 1C).  

PAN nanofibers were produced by electrospinning from DMF solution. The thermal treatment was conducted 

in air at atmospheric pressure in a chamber furnace. During this step, stabilization and oxidation occurred 

yielding an infusible mat which turned from white to brown. Fourier transformed Infrared spectroscopy (Fig 

1E) was used to discriminate the functional groups of the stabilized PAN among the possible structures 

proposed in the literature 21,22 . Commercial PAN contains traces of (free) water (3622 and 1626 cm-1) and 

bands at 2940 cm-1 (CH2, CH stretching), 2242 cm-1 (nitrile groups), 1453 cm-1 2), 1356 cm-1 (CH 

bending), 1249 cm-1 2) and 1072 cm-1 (C-C stretching), in agreement with literature. It should be noted 

that no bands attributable to the solvent were detected therefore eliminating any possibility of solvent-induced 

side reactions. After stabilization and oxidation, the spectrum shows a strong reduction of the nitrile band at 

2242 cm-1, broad weak bands from 3100 to 3600 cm-1 attributed to OH and NH stretching, a very strong band 

at 1589 cm-1 (C=C stretching and NH bending), a strong band at 1372 cm-1 (NH and CH bending) and a weak 

band at 807 cm-1 (C=C-H rocking in the aromatic plane). 

When subjected to UV light, NFs appear fluorescent. They emit in red, green and at a much lower extent in 

blue and infrared (data not shown). The NFs were decorated with laminin (LN). Spots of laminin deposit can 

be seen discontinuously distributed along the NF+LN (Fig. 1F, white arrows). The diameter of the nanofibres 

of 0.65 ± 0.082 µM (Fig. 1G) is similar to the diameter of the axons in the CC (0.64 ± 0.42 µm) 23. The 

porosity of the 3D nanofiber scaffold predominantly ranges between 0.5µm² and 7µm² (Fig. 1H).  This creates 

a confinement situation which is required to trigger linear glioma migration 24. 

2. The NFs constitute a suitable tridimensional environment for GIC adhesion and migration.  

Gli4 cells express several typical markers of neural precursors (CD133, CD15, Nestin, Olig2, and 

Sox2) and are multipotent 25. They generate tumours in vivo, thus defining them as GICs 26. When seeded on 

2D in differentiation medium, NS adhere to the support and cells migrate away from the NS 25 (Fig. 2A).  

Analysis of the cell repartition of the GIC, Gli4, within the fibre scaffold shows that cells migrate deeply into 

it (Fig. 2B). In this environment, Gli4 cells form cellular extensions in various directions to attach to several 

fibres in a tridimensional manner (Fig. 2C and D, yellow arrows).  Focal adhesion sites, visualized by anti-

vinculin antibody staining, localize at the leading edges of the lamelipodia in 2D (Fig. 2E), whereas filopodia 

appear to encircle the fibres in 3D (Fig. 2D and F). These data show that NFs constitute a tridimensional 

microenvironment permissive of glioblastoma cell adhesion and migration.  
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3. Gli4 GIC migrate individually or collectively in the presence or absence of laminin on PAN 

nanofibers 

GIC migration was evaluated depending on laminin functionalization of the nanofibres. Using 

fluorescence microscopy, 3D image reconstitution and electron microscopy, we demonstrate that in the 

absence of laminin, Gli4 cells migrate collectively by forming aggregates composed of tens of tightly 

associated cells (Fig. 3A, C and E). On the contrary, Gli4 do not aggregate on NF+LN and migrate as single 

cells (Fig. 3B, D and E). Cells are rounded at the centre of the cell mass (Fig. 3A, yellow star), while at the 

border they are bipolar and have a filopodial protrusion (Fig. 3A, yellow arrowheads). Because cadherin 

expression and actin cytoskeleton remodelling were reported to control collective migration 27, we analysed 

the organization of the actin cytoskeleton and the N-cadherin-mediated adherent junctions. On NFs, actin 

cytoskeleton-specific phalloidin staining shows that most of the cells are rounded. The actin cytoskeleton 

seems to form a continuum within aggregates (Fig. 3C). Collectively migrating GICs express N-Cadherin at 

the plasma membrane (Fig. 3E). Thus N-Cadherin-mediated adherent junctions are maintained during 

collective Gli4 migration. On the contrary, Gli4 GICs behave as single cells on NF+LN, they are bipolar and 

asymmetric, they express N-cadherin and each cell carries a filopodium at the front edge (Fig. 3D and F, red 

arrowheads). 

 

4.  Gli4 GICs haptokinesis and hapkinesis result from the orientation and coating of the NF scaffold. 

To investigate the impact of the ECM topography on GIC migration, we compared the direction of 

migration of Gli4 cells on aNF and naNF functionalized or not with laminin. First of all, our results show that 

on aNF, Gli4 cells migrate predominantly according to the orientation of the nanofibres (Fig. 4A). For 

distances between 0 and 200 µm from the border of the NS, laminin coating does not increase the number of 

migrating cells at all (Fig. 4B). We suppose that the increase in cell number adjacent to the NS should be 

attributed to expansive growth rather than to migration as previously reported 14. For this reason we quantified 

the total number of migrating cells starting from a distance of 200 µm from the border of the NS (Fig. 4C). 

We observed a significant higher number of migrating cells in the direction parallel to the NF than in the 

perpendicular direction, particularly when laminin is present (Fig. 4C).  

 

5. Cellular adhesion to the ECM and focal adhesion dynamics of Gli4 cells differ between 

conventional 2D planar surfaces and 3D aligned nanofibres 

A proliferation test indicated the lower proliferation rate of Gli4 cultured on 3D aligned nanofibers 

with respect to 2D (Fig 5A). Transcriptome analysis revealed that 98 genes involved in cell cycle progression 

as well as members of the kinesin family were expressed by at least a factor of 1.5X less in cells grown on 3D 

than on 2D, suggesting a shift to the invading, less proliferative mesenchymal phenotype of GIC cells in a 3D 
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context (Fig. 5B). Accordingly, the expression of mesenchymal and premetastatic stem cell markers such as 

ATXN1, ALCAM, CD9, CHI3L1; ITGA7 and CD44 were upregulated or remained elevated. We may 

conclude from this analysis that GICs cultured in the 3D microenvironment retain their mesenchymal 

phenotype and manifest a higher propensity for migration. Important proteins implicated in migration are the 

multifunctional modulators of cell focal adhesion (FA) such as galectins and integrins 28. FAs play a central 

role in migration by controlling the dynamic cycles of attachment and detachment to the ECM 29. FAs are 

considered as prototypical integrin-mediated cell-ECM contact sites that link cellular actin cytoskeleton to the 

ECM scaffold 30. Therefore, our next aim was to compare the expression of integrin β1, α6 and galectin-3 in 

the different culture conditions. On aNF, the protein levels of galectin-3 and integrin β1 were respectively 6 

and 2.6 fold higher in cells grown on laminin-coated fibres than on non-coated fibres (Fig. 6A and Fig. S3). 

On 2D, only galactin-3 expression is somewhat reduced by laminin coating (Fig. 6A and Fig. S1). In contrast, 

the protein level of integrin α6 was 2.5 times lower on laminin-coated fibres whereas its level in 2D increases 

with LN (Fig. 6A and Fig. S1). Fig. 6B shows that integrin β1 is localized at the plasma membrane of Gli4 

migrating on aNF+LN (white arrowheads), while it is distributed in the cytoplasm and around the nucleus in 

Gli4 growing on 2D+LN. Note that on NF+LN, integrin β1 membrane staining is localized in the attachment 

points with the nanofibres (Fig. 6B, white arrowheads).  

FA dynamics differ between 2D and 3D environments 31. It has been previously demonstrated that FA 

dynamics involving vinculin are regulated by the Calpain-mediated proteolysis of Talin and FAK 32. Because 

GIC migrate in a tridimensional microenvironment on the aNF (Fig. 2B) and express higher levels of adherent 

molecules on this matrix, we decided to determine the expression of calpain-2, vinculin, FAK and 

phosphorylation of FAK and Talin and cleaved Talin in Gli4 cells on the aNF+/- LN and 2D +/- LN supports 

(Fig. 6A and Fig. S1). Calpain-2 expression is 2 fold higher in Gli4 cells plated on 2D+LN than in the other 

conditions. Immunofluorescence confirmed that calpain-2 is upregulated in 2D+LN compared to aNF+LN 

(Fig. 6B). The expression levels of vinculin are equal in aNF+/- LN and 2D+/- LN (Fig. 6A). Compared to 

2D+LN, FAK expression increases on aNF+LN, whereas its phosphorylation ratio decreases. Talin expression 

and cleavage are increased in 2D+LN compared to all other conditions. We therefore conclude that focal 

adhesion dynamics are affected by the dimensionality and functionalization of the microenvironement 

 

6. GliT migrate collectively irrespective of laminin coating and exhibit a different pattern of 

expression of cell adhesion and signalling proteins compared to Gli4 cells. 

We examined a second primary glioblastoma cell line with a different signature, GliT. Transcriptome 

analysis comparing Gli4 and GliT in NS culture yielded 784 genes differentially expressed by at least a factor 

2. P53, EGF, PDGF, and NGF signalling pathways were upregulated in Gli4 with respect to GliT, while the 

axon guidance and TGF-β pathways as well as focal adhesion and cell adhesion genes were downregulated 

(Table S2). Thus we expected a different migration behaviour. Indeed, GliT cells aggregate on NF+LN and 



147 

 

still use collective migration (Fig. 6C). Quantification of the number of collective migration events per 

neurosphere on NF+/-LN for Gli4 and GliT indicates that the shift from collective to single cell migration by 

the addition of LN is not as strong in GliT as in Gli4 (Fig. 6D). Apparently this collective behaviour is 

important for GliT cells as we found that their survival was compromised if they were seeded on NF as 

dissociated cells at low density (data not shown).  

GliT also differs from Gli4 in the expression of proteins involved in the interaction with the ECM 

(Fig. 6E and Table S3). For instance, galectin-3 protein levels decreased by 1.7 fold in GliT when plated on 

aNF+LN in comparison to 2D+LN (Fig. 6F and Fig. S1), whereas we found a 6-fold increase in the same 

conditions with Gli4. Integrin α6 expression in GliT increases on aNF+/-LN relative to 2D +/- LN (Fig. 6E 

and Fig. S1), whereas we observed a downregulation for Gli4 on NF+LN. Integrin β1 protein levels were not 

different between aNF+/- LN and 2D+/- LN for GliT cells (Fig. 6E and Fig. S1), whereas for Gli4 a higher 

integrin β1 protein expression was found on laminin-coated NF than on uncoated NF. Immunofluorescence 

analysis of calpain-2 expression (Fig. 6F) shows equal expression of this enzyme in both 2D and in 3D in 

GliT, contrary to Gli4. Also, GliT underexpress CAMK2D and overexpress CAMK2N1 with respect to Gli4 

(Table S3). CAMK2N1 is an inhibitor of the Ca2+/calmoduline–dependent protein kinase (CaMKII), which 

controls a range of cellular processes including cell adhesion and migration 33. Altogether, our results show 

that Gli4 and GliT cells exhibit a different response of integrins -β1 -a6 and galectin-3 to ECM modifications. 

  

7. Integrin β1 and galectin-3 are upregulated in Gli4 cells in the corpus callosum whereas calpain-2 

is downregulated in invasive Gli4 cells in vivo 

Human nestin- and human nuclei (HuNu)-specific immunostaining were used to identify the human 

glioblastoma cells in the mouse brain (Fig. 7A, B and C). When transplanted in the brains of nude mice, Gli4 

GICs are highly invasive 25,26 (Fig. 7A). They invade the cortex, proceed through the fibrous white matter 

tracts of the CC and reach the contra-lateral hemisphere (Fig. 7A). Note that Gli4 cells migrate in isolation 

both through the CC and the cortex. GliT cells in contrast, are almost not invasive and form a bulky tumour 26 

(Fig. 7A, area delineated by the dashed line). The expression of integrin β1 (Fig. 7B) and galectin-3 (Fig. 7C) 

in invasive Gli4 cells is higher when they migrate along the aligned myelinated fibres of the CC (Fig. 7C, 

yellow arrow) than in the cerebral cortex (white arrow) or the striatum. Calpain-2 is not expressed by invasive 

Gli4 cells in the CC nor in the cortex (Fig. 7D). Interestingly, GliT inside the tumour bulk express calpain-2 

(Fig. 7D), while GliT migrating away from the tumour mass do not express calpain-2 (Fig. 7D). These data 

indicate that integrin β1 and galectin-3 expression depends on the cerebral microenvironment and determines 

invasiveness. Calpain-2 expression seems to be inversely correlated to the invasive potential of GIC in vivo.  
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Discussion 

During the stabilization step, PAN is known to undergo different reactions: cyclization of pendant 

nitrile groups, rearrangement (tautomerization) yielding enamine groups which were subsequently oxidized to 

form pyridone groups. Depending on the experimental conditions, the ratio between unreacted nitrile groups, 

enamine and pyridone may vary, which have led to different stabilized PAN structures proposed in the 

literature 21,34-36. In our conditions, FTIR analysis allows us to determine that the proportion of pyridone is 

very low in our compound given the absence of the carbonyl absorption band. The predominant functional 

groups are therefore –OH, -NH, and -CH, with few residual –CN. The intense band at 1589 cm-1 (C=C 

stretching) and the presence of a sharp one at 807 cm-1 (C=C-H rocking in aromatic plane) show that 

dehydrogenation and aromatization reactions occurred, in agreement with the color and the fluorescence of the 

nanofibers. The functional groups of the stabilized PAN nanofibers has to be correlated with its ability to 

promote hydrogen bond formation with the cell surface, thus creating a biocompatible environment favoring 

cell attachment. 

We have reproduced in a single 3D nanofibres model in vivo key parameters governing cell motility 

such as dimensionality, directionality, stiffness and functionalizations. We have overcome a limiting problem 

encountered in the use of electrospun nanofibres consisting of the poor cellular infiltration or in-growth 3. This 

is due to the small dimensions of the microenvironment which hamper the cells to insinuate their nucleus and 

cell body in the spaces separating adjacent nanofibres. Several techniques have been developed previously to 

tackle this problem such as the production of nanoyarn nanofibre scaffolds. Proliferation, morphology and 

infiltration of mouse fibroblast were improved on aligned nanoyarn fibres in comparison to randomly oriented 

fibres 34. In the case of our PAN NF, alignment is not a requirement to create interstitial spaces permissive to 

cellular infiltration. This is likely due to the chemical nature, filament spacing and diameter of the material. 

Diameters range between 0.4 µm and 1 µm with an average diameter of 0.65 µm, quite similar to axon 

diameters in the human CC 23. These features allow the GICs to fully embed in a tridimensional 

microenvironment thereby abolishing the apico-basal polarity imposed in 2D. Other physical and spatial 

aspects of the ECM such as stiffness, directionality, and epitope arrangement 2 are important parameters for in 

vivo motility that might be modulated in the 3D NF. To study the ECM topography in GIC migration, we 

produced aligned and non-aligned NF. Our results show that that the orientation of the NF governs the 

direction of migration of Gli4 cells. Once again, our results are in accordance with in vivo observations where 

glioblastoma cells are guided by axon alignment in the CC. The addition of laminin on aNF or naNF improves 

migration of Gli4 cells (Fig. 4B) as was reported previously for the induction of migration by laminin of 

glioblastoma cells in vitro 37 or in the perivascular space in vivo 38.  

Gli4 GICs migrate as single cells in the presence of laminin but collectively in its absence (Fig. 3). 

The continuous actin cytoskeleton and N-Cadherin-mediated cell-cell adherent junctions are responsible for 

the coordination between the cells during collective Gli4 migration on uncoated NF (Fig. 3D). These cell-cell 

junctions at the leading edge as well as in lateral regions and inside the moving cell group are characteristic of 
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collective migration 27. These leading edge cells guide the invasion and intravasation of multicellular strands 
14 (Fig. 3A). Collective migration is a hallmark of epithelial cancer 39 in contrast to the individual, 

mesenchymal type of migration 40,41.  It has also been demonstrated that when ErbB2-Positive Breast Cancer 

Cells detach from the ECM and adopt collective migration, their survival is promoted 42. The same is true for 

the survival of circulating lung tumour cells after their separation from the initial tumour 43. We propose on 

the basis of our observations in the absence of laminin (Fig. 3) that collective migration illustrates a process 

used by invading glioblastoma stem cells to overcome anoikis.  

Glioblastoma cells adapt outstandingly to various environments during their migration inside the 

brain. In our 3D system, integrin β1 and galectin-3 overexpression coincides with a shift from collective to 

single cell migration, provided NF are coated with laminin (Fig. 3 and Fig. 6). Unexpectedly, no difference in 

galectin 3 and integrin β1 mRNA content was discerned between 2D and 3D NF conditions even though a 

clear difference in protein levels was observed, indicating that the regulation of expression of these proteins 

occurs after transcription. This notion is substantiated by the report that expression of galectin-3 is post-

transcriptionally regulated by miR-128 44, integrin β1 by miR-124 45. Galectin 3 and integrin β1 

overexpression in glioblastoma cells migrating along the white matter is typical of mesenchymal single cell 

migration 7,41. Galectin-3 acts as a multifunctional modulator of cell-cell and cell-ECM adhesion 28, promoting 

adhesion to laminin 46. The interaction of laminin with Mgat5-modified N-glycans at the cell surface of 

mammary carcinoma cells stimulate a5β1-integrin activation and translocation to fibrillar adhesions 47. 

Similarly, galectin-3 and integrin β1  overexpression by cells cultured on NF and by cells migrating in vivo 

along the CC (Fig. 6 and 3) might indicate resistance to anoikis and a more metastatic phenotype 48. In 

addition the reduced proliferation rate of Gli4 in NF (Fig. 4E) is in accordance with a more invasive 

phenotype. We also propose that galectin-3 and integrin β1 data reveal more clustering of integrin β1 and N-

cadherin at the cell surface, shown to be linked to cell migration 47, radioresistance 49 and immunoresistance 50. 

While integrin β1, FAK and galectin 3 are overexpressed in 3D+LN in comparison to 2D+LN, neither an 

increase in calpain2 expression nor an increase in pFAK/FAK and talin/total talin ratios are observed. These 

data indicate a stronger adhesion of Gli4 cells to the nanofibres in 3D+LN independent of an increase of focal 

adhesion turn-over. In contrast, 2D +LN promotes focal adhesion turn-over without an increase of integrin β1, 

FAK and galectin 3 expression. In conclusion, the different responses (adhesion, turn-over and signalling) of 

Gli4 GIC FA to laminin are dependent on the physical properties of the support.  

Galectin-3, integrin β1 and integrin a6 expressions differ between GliT and Gli4 depending on the 

dimensionality and laminin coating (Fig. 6). This results for Gli4 in a switch from collective to single cell 

migration on laminin-coated NF, while GliT maintains collective migration even on laminin-coated NF. These 

data corroborate the observation that GliT migrate collectively in the CC while Gli4 adopt a single cell mode 

(Fig. 7). We also found that calpain-2 is expressed by GliT cells staying inside the bulky tumour, while Gli4 

cells migrating in the CC do not express calpain-2 (Fig. 7). With our 3D model the expression of calpain-2 

decreased for Gli4 grown on NF+LN in comparison to 2D+LN but not for GliT grown in the same conditions. 
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Consistent with their maintenance of collective migration, GliT do not vary galectin 3 and integrin β1 

expression in 2D and 3D conditions.  Moreover, Talin cleavage is not different in GliT grown in 2D or 3DNF 

+/-LN (Fig. S1). Calcium influxes are a unique characteristic increasing the invasiveness of glioblastoma 

cells. Calpain 2 is a key downstream effector of calcium ions, facilitating glioblastoma cell invasion 51. As 

preliminary data, we observed the occurrence of local calcium transients in filopodia of GliT cells collectively 

migrating on laminin-coated aNF (Video 1). These transients are known to stabilise filopodia but do not lead 

to a highly invasive phenotype. Also, according to our transcriptomic data, Gli4 and GliT in NS culture 

express various amounts of the ECM-related genes coding for laminin (LAMA2, LAMA1), collagen (COL1A1, 

COL11A1, COL4A6, COL20A1, COL22A1), ECM receptor integrins (ITGA10, ITGA6, ITGB5) and cell 

adhesion molecules (L1CAM, CAMK2N1, MCAM, NRCAM, CAMK2D) (Table S1) with only the LAMA2, 

COL11A1, ITGA10 and CAMK2D genes being upregulated in Gli4 with respect to GliT (Table S3).  

We propose that ECM attachment and sensing as well as the signal transduction pathways on which 

these depend could be integrated in a different fashion in Gli4 than in GliT, resulting in different migration 

modes, possibly due to different affinities to ECM proteins. GliT cells migrate collectively even in presence of 

laminin (Fig. 6D). Remarkably, all these different signal interactions sum up to complete different migrating 

behaviours of glioma cells in vivo i.e. (Fig. 7).  

 In conclusion, we have developed a new electrospun NF scaffold suitable for glioblastoma adhesion 

and migration in a 3D microenvironment akin mesenchymal migration, allowing discrimination between the 

migration potential of different glioblastoma stem cells. The PAN NF matrix represents a valuable tool to 

study the role of the ECM in GIC migration and can serve as a relevant platform for (anti-migratory) drug 

screening in vitro.  

 

Materials and Methods 

Cell culture 

GBM cell culture was realized according to the NS protocol elaborated by Guichet et al 25 and 

Dromard et al. 52. Gli4 and GliT are primary patient-derived glioblastoma cell cultures. They were cultured in 

two different conditions 25. In DMEM/F12 medium supplemented with glucose, glutamine, insulin, N2, 

Epidermal Growth Factor and Fibroblast Growth Factor, (proliferation medium) GBM cells form 

neurospheres (NS). In DMEM/F12 medium supplemented with the same components as for the proliferation 

medium except from growth factors and heparin replaced by foetal bovine serum (0.5%) (differentiation 

medium) GBM cells migrate. For this latter condition, GBM cells were cultured in adherence on 2D planar 

surfaces (2D) or 3D nanofibres (NF). Prior to cell seeding, 2D or NF were either functionalized or not with 

poly-D-lysine 25. MTT test was used to evaluate cell viability as described 53. To obtain NS of the same size, 

we used Corning® 96 well round bottom ultra-low attachment microplates coated with a covalently bond 
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hydrogel (Corning 7007) (Fig. S4). Dissociated GBM NSs cultured in proliferation condition were seeded at 

5 000 cells per well. The cells sediment and NS were harvested 24 hours later.  

Nanofibre production and characterization  

Aligned and non-aligned nanofibres were produced by electrospinning using a solution of 10wt% 

polyacrylonitrile (PAN, Aldrich, average Mw 150,000) dissolved in N,N-Dimethylformamide (DMF, Aldrich 

>99%, molecular biology grade). For the fabrication of the NF scaffold, a needle was used to project the 

polymer, which was collected on an electrode located 15 cm from the needle. A voltage of 20 kV was applied. 

To produce aNF, the collecting electrode was a rotating drum (2000 rpm), whereas a non-mobile metal disk 

was used to produce naNF. After electrospinning, the NF scaffold was thermally stabilized in a chamber 

furnace (250°C, 2h dwell, 2°C.min-1 heating rate). ATR-FTIR spectra were recorded on a Perkin-Elmer 

Spectrum 100. 

Nanofibre cryo-sectioning : For cryosectioning, the nanofibres were included in OCT before freezing. 

Section thickness was 14 µm. 

GBM orthotopical xenotransplantation 

Gli4 and GliT GBM cells were dissociated enzymatically using 0.25% trypsin and then resuspended 

in PBS at 5 x 104 cells per μL. Three µL (1.5 x 105 cells) were injected into the striatum (1 mm rostral, 2 mm 

lateral and 2.5 mm depth from bregma) of 6 weeks old female NMRI-nude mice (Janvier labs) under 

isoflurane anaesthesia. At the end of the surgery, the remaining cells were checked for cell viability. After 3 

months, the animals were sacrificed using pentobarbital terminal anaesthesia and fixed by intracardiac PFA 

perfusion. Brains were removed and post-fixed in 4% PFA and then immersed successively in 7%, 15% and 

30% sucrose. Afterwards, the brains were included in an optimal cutting temperature (OCT) compound, snap-

frozen and cryosectioned in 14 µm thick slices.  

Immunofluorescence and 3D image reconstitution 

Gli4 and GliT cultures were fixed by 4% PFA. Cells and brain sections were blocked and 

permeabilized using PBS - triton 0.5% - horse serum 5%. Primary antibodies were incubated overnight at 4°C. 

The antibodies used in immunofluorescence were:  N-Cadherin (abcam ab12221), Calpain-2 (abcam 

ab155666), Vinculin (Sigma Aldrich V9264), actin cytoskeleton was stained with Alexa Fluor 488 phalloidin  

(Molecular Probes A12379), cell nuclei with Hoechst 33342 (H3570 Life technologies) and Human Nuclei 

(Millipore MAB1281).  Fluorochrome-coupled secondary antibodies were incubated 2 hours at room 

temperature (dilution 1/500). Image acquisition was realized using Zeiss Axioimager Z1/ Zen (with an 

apotome). Z-stack acquisition was realized using confocal microscopy (LSM 700). Imaris 8.1.2 software was 

used for image 3D reconstitution. The Quantifications were done using ZEN 2012 software. 
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Calcium imaging 

After 6days of migration, GliT were incubated before acquisition with 2 mM Fluo-4 AM (Invitrogen) 

and Pluronic (F-127) (Life technologies) in differentiation conditions. Time lapse calcium imaging in Z-Stack 

was performed using multiphoton microscopy during 45min at 37°C, 1 acquisition every 2sec at 1% laser 

intensity. Imaris x64 8.1.2 software has been used for image 3D reconstitution. 

Scanning Electron Microscopy 

Gli4 cells cultured on NF were fixed with 2.5% glutaraldehyde in PHEM buffer during 1 hour at room 

temperature then overnight at 4°C. Cells were then dehydrated with successively 70%, 96% and 100% of 

alcohol and incubated in HMDS for drying.  

Western blot 

Twenty µg of protein lysate were separated by SDS-PAGE. PVDF membranes were blocked by 0.1% 

TBS-Tween - 5% milk. Primary antibodies were incubated overnight at 4°C. The antibodies used in western 

blot were: Galectin-3 (abcam ab2785), Integrin β1 (Millipore AB1952), Integrin α6 (abcam ab75737), FAK 

(abcam ab40794), phospho-FAK Y397 (abcam ab81298) Talin1/2 (abcam ab11188), Calpain-2 (abcam 

ab155666), Piezo 1 (Proteintech 15939-1-AP) and GAPDH (Millipore MAB374) as a loading control. 

Horseradish peroxidase-coupled secondary antibodies (Cell Signalling) were incubated 2 hours at room 

temperature. The Chemidoc XRS+ imager was used for chemi-luminescence detection. Pixel quantifications 

were done with Image Lab software. Normalization by sum using total protein staining was used. 

Statistical analysis 

The presented experiments were carried out at least in biological triplicates (except for the in vivo and 

the quantification of the number of migrating cells on aNF and naAF which were done twice). All the values 

are expressed as mean +/- SEM. Statistical tests were performed using the graphpad prism software. 

Transcriptome analysis 

mRNA from glioblastoma lines was hybridised on Affymetrix Human Genome U133 plus 2.0 

expression arrays by the Montpellier Institute for Regenerative Medicine and Biotherapy 

(https://www.mgx.cnrs.fr/) and Table S5.  Each of the experimental conditions was carried out in duplicate 

and hybridized on two separate GeneChips.  By creating a frequency histogram of all expression levels 

obtained with the Gli4 and GliT lines, two populations of probes were found: those who bound and those who 

did not bind mRNA from these cell lines. A particular gene was supposed to be expressed if the expression 

value exceeded 56.  The ratio of gene expression of pairs of experimental conditions was calculated by first 

averaging the expression levels on the two chips per condition followed by taking the ratio of the two 

averages. Ratios between 0.5 and 2 were considered to be insignificant. Heatmaps were analysed with Serf 
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software http://www.bram. org/serf/Clusters.php. Overrepresentation analysis was carried out on-line with the 

Max Planck Institute's functional annotation page: http://cpdb.molgen.mpg.de/. 
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Figures : 

Figure 1: 
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Figure 1. The physical characterization of nanofibres and their functionalization with laminin. 

Polyacrylonitrile nanofibres were produced by electrospinning. The NF tissue mimics the organization and the 

alignment of the myelinated fibres of the CC. (A) Upper posterior view of the dorsal aspect of the trunk of the 

corpus callosum prepared with a variant of the Klinger’s Technique for macroscopic fiber dissection 

(specimen in the box). (B) Antero-superior view. Appearance of the corpus callosum in the course of 

delamination in the lateral-lateral direction (same specimen as in Figure A).  (C-D) Scanning Electron 

Microscopy images showing the alignment of the aligned nanofibers (C) and non-aligned nanofibres (D). (E) 

FTIR spectra of PAN and stabilized PAN emphasizing the chemical structure modification during the thermal 

treatment (Wavenumber in cm-1) (F) Image reconstitution corresponding to z-stack images of laminin 

immunostaining on aNF. Laminin deposits (green) are discontinuously distributed on the nanofibres (white 

arrows). The NFs are autofluorescent and appear in red (false colour red) (scale bar = 20µm). (G) Distribution 

of the nanofibre diameters. The histogram was fitted with a single Gaussian function shown in red. (H) 

Distribution of the scaffold porosity.  
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Figure 2: 

Figure 2. The NF create a tridimensional microenvironment convenient for GIC proliferation, adhesion 

and migration. At the time of the seeding, the NS contained 10,000 cells. Images were captured six days after 

NS seeding on aNF+LN. (A) Image showing the adherence and the penetration of a NS in the aNF network 

(scale bar = 500µm). (B) A lateral view of the repartition of migrating Gli4 cells (away from the NS) deep 

inside the aNF network (scale bar = 20µm). (C) Image acquisition (scale bar = 10µm) and (D) the 

corresponding z-stack 3D reconstitution showing the adhesion of Gli4 cells on aNF (scale bar = 20µm). The 

actin cytoskeleton was stained with phalloidin (green) and the nucleus with Hoechst 33342 (blue). Gli4 

protrusions encircling the fibres are indicated by yellow arrows. (E) Vinculin staining of Gli4 focal adhesions 
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in 2D+LN (scale bar= 10 µm). (F) Z-stack 3D reconstitution showing Vinculin (green) in Gli4 adhesion on 

aNF+LN.  Nucleus was stained with Hoechst (blue) (scale bar= 15 µm). 

Figure 3: 

 

Figure 3. Gli4 cells migrate individually or collectively in the presence or absence of laminin 

respectively. The migration mode of Gli4 cells was analysed in the presence (B-D-E) or absence (A-C-E) of 

laminin on aNF. At the time of seeding, the NS contained 5000 cells. The images were captured six days after 

NS seeding. The aNFs are autofluorescent and appear in red (C-D-E-F) the nucleus in blue (hoechst 33342 

blue). (A-B) The migrating Gli4 cells were visualized using scanning electron microscopy. (C-D) The actin 

cytoskeleton was stained with green phalloidin (scale bar = 20µm). (E and F) Cell-cell junctions were stained 
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using anti N-cadherin specific antibody (green) (scale bar = 20µm). The yellow arrowheads indicate the 

filopodia extensions of the peripheral cells, whereas the yellow star indicates the rounded cells at the centre of 

a collectively migrating group of cells in the absence of laminin on the NF, the red arrowheads show the 

individually migrating cells in the presence of laminin.  

 

Figure 4 :

 

Figure 4. aNF 3D microenvironment reduces the growth ratio and fibre orientation determines 

the direction of migration of GIC. The NS contained 5000 cells at the beginning of each experiment at day 

zero. The images were taken after six days of culture in differentiation conditions. (A) Nuclei were stained 

with Hoechst 33342 (blue) (scale bar = 200µm). The direction of the nanofibres is indicated by the red arrows. 

(B) Quantification of the number of Gli4 cells migrating in the direction of the aNF in presence or absence of 

laminin. (C) Quantification of the total number of migrating Gli4 cells in the parallel or perpendicular 

direction of aNF and in the presence or absence of laminin. The number of cells was counted in the area 

between 200 µm and 2000 µm from the border of the NS. This area was chosen in order to exclude the 

increase in cell number related to expansive growth near the NS. **p<0.01 (Student test). All Data are 

representative of two independent experiments. The length of the migration area was demarcated between the 
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NS border and a distance of 2 mm in the direction of migration. (D)(E) Cells plated on uncoated nanofiber are 

stained with Hoechst (blue) and nestin (green). Nanofibers appeared in red. 

 

Figure 5: 

 

Figure 5. Transcriptomic analysis of Gli4 cells cultured in 2D or 3D. (A) Proliferation rate was 

estimated using an MTT test 4 days after seeding of 5000 dissociated Gli4 cells. Test T Student Unpaired. 
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 (B) Heat map of the 98 genes associated with cell cycle and differentially expressed between Gli4 

cells cultivated in either 2D or 3D +/-LN.  

 

Figure 6: 

 

Figure 6. Gli4 and GliT behave differently on aNF+/-LN. aNF and 2D were either functionalized or 

not with laminin. After Gli4 and GliT NS seeding (5000 cells), cells were maintained in culture for six days in 

differentiation conditions. (A) Gli4 expression of galectin-3, integrin β1, integrin α6, FAK, p-FAK (Y397), 

vinculin, calpain-2. (B) GlI4 immunostaining for integrin β1 (green) and calpain-2 (green) (scale bar = 20µm). 
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White arrow heads indicate the Integrin β1 co-localization with the fibres at the sites of attachment. (C) 

Although plated in presence of laminin, GliT cells migrate collectively (Piezo 1 staining in green is used as a 

membrane marker; scale bar = 100 µm). (D) Quantification of collective migration between Gli4 and GliT on 

aNF +/-LN. (E) Ratio of the number of collective migration events in the absence or presence of laminin on 

aNF for Gli4 and GliT. (F) GliT expression of galectin-3, integrin β1, integrin α 6, calpain-2. GAPDH was 

used as a loading control for protein normalization. Data are representative of three independent experiments, 

****p<0.0001, **p<0.01 (Student-test). (G) Immunostaining for calpain-2 (green) of GliT cells (scale bar = 

20µm). Nuclei were stained with Hoechst 33342 (blue). The aNF are faintly autofluorescent in red and green. 
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Figure 7: 

 

Figure 7. Integrin β1 and galectin-3 are upregulated in Gli4 cells migrating in the corpus 

callosum while calpain-2 is downregulated in invasive Gli4 and GliT cells. (A) Immunostaining for human 

nuclei (green) show the distribution of Gli4 and GliT cells in the mouse brain (scale bar = 300 µm). Gli4 cells 

are invasive, whereas GliT cells form a bulky tumour in vivo (white dotted area). (B) Immunostaining for 

integrin β1) and nestin of Gli4 cells. The images represent different areas of the brain (CC, cortex) (scale bar 

= 20µm). (C) Immunostaining for galectin-3 (green) and human nuclei (red) of Gli4 cells migrating in the 
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cortex (white arrow) and in the CC (yellow arrow). (D) Immunostaining for calpain-2 (green) and human 

nuclei (red) of Gli4 and GliT cells. Scale bar = 20µm. Nuclei were stained with Hoechst 33342 (blue).  

 

Supplementary figure S1: 

Supplementary Figure S1. The control of the cell number and the volume of Gli4 neurospheres. Gli4 NS 

containing the same number of cells and volume were obtained using Corning® ultra-low attachment 

microplates coated with a covalently bonded hydrogel. (A) Images of the NS formed by 100-50 000 cells, 

captured 24 hours after seeding. Each well contains only one NS. (B) NS volume (mm3) as a function of cell 

number after 24 hours of seeding (n=12 NS). 
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Supplementary Table S2 

Supplementary figure S2. Transcriptomic analysis protocol 
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Supplementary figure S3 : 

 

 

(a) Gli4 
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Supplementary figure S3. Western Blot quantification (a) Gli4, (b) GliT. Each western blot 

experiment was performed three times and normalised with respect to GAPDH expression. Bands were 

quantified using the Bio-rad chemidoc and the image lab software. Data are presented as mean +/- SEM.  

 

Supplementary Table S4 

 

(b) GliT 
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Supplementary Table S4. Transcriptomic analysis of Gli4 and GliT cells. List of selected pathways 

differentially expressed in Gli4 and GliT cultured as NS in proliferation medium 

 

Supplementary Table S5 

 

 

Supplementary Table S5. Transcriptomic analysis of Gli4 and GliT cells. List of ECM and cell 

adhesion genes differentially expressed in Gli4 and GliT cultured as NS in proliferation medium. 

 

Supplementary Video S7. Calcium Imaging. After 6days of migration, GliT were incubated  before 

acquisition with Fluo-4 AM (2mM/mL) (Invitrogen) and Pluronic (F-127) (Life technologies)  in 

differentiation condition. Time lapse calcium imaging in Z-Stack was performed in differentiation condition 

using multiphoton microscopy during 45min at 37°C, 1 acquisition every 2sec at 1% laser intensity. Imaris 

x64 8.1.2 software has been used for image 3D reconstitution. 
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Partie II :  
 

Modulation de la rigidité d’une matrice 

tridimensionnelle de nanofibres impactant les 

comportements migratoires des GSC et étude 

de l’implication de la GnT-V dans la 

mécanotransduction et l’EMT. 
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Lors de leur migration au travers des tissus cérébraux sains, les GSC rencontrent de nombreuses 

propriétés modifiées de leur micro-environnement telles que des modifications biochimiques ou 

topographiques de leur substrat comme nous l’avons traité précédemment. De plus elles se voient influencées 

par d’autres propriétés mécaniques rencontrées, telles que la rigidité du microenvironnement. Il est bien 

documenté que la rigidité impacte fortement la migration, l’agressivité et l’invasivité dans divers types de 

cancers et ce phénomène est également observable dans le cas des cellules souches de glioblastomes (Umesh 

et al. 2014b) (Ulrich, De Juan Pardo, and Kumar 2009a).  En effet, il est classiquement décrit que plus la 

surface est rigide, plus les cellules sont invasives et il est couramment observé in vivo une augmentation de la 

rigidité en intra et péri-tumoral (Gkretsi and Stylianopoulos 2018). 

Dans ce contexte, nous avons développé de nouvelles matrices de nanofibres de PAN dont  nous 

avons pu moduler seulement les propriétés mécaniques via l’ajout de nanotubes de carbones multi-parois 

(MWCNT). Cet ajout a permis l’obtention d’une gamme de rigidité comprenant les valeurs moyennes de 

3,2kPa 166kpa, 542 kPa et 1260 kPa. Nous avons ensuite observé les comportements migratoires sur ces 

différentes matrices et les expressions protéiques en résultant. Nous avons pu par ce moyen observer 

l’influence de ces rigidités sur l’EMT et les adhérences focales. 

Les adhérences focales sont connues pour être largement impliquées dans la mécano-transduction via 

leur capacité, une fois clustérisées, d’envoyer l’information mécanique venant de l’extérieur au cytosquelette. 

L’augmentation de la rigidité quant à elle, est connue pour augmenter le nombre, la taille et la dynamique des 

adhérences focales et avoir une influence forte sur l’augmentation de l’EMT.  

La MGAT5 de son côté est une protéine largement impliquée dans l’EMT et les adhérences focales et 

sa surexpression  ont été corrélées à la malignité, la migration et l’invasivité. Le motif β1,6 GlcNAc a été vu 

comme très impliqué dans l’hétéro-dimérisation des intégrines (au niveau du couple α5β1 notamment, 

impliqué dans l’augmentation de l’agressivité) et la galectine 3 reconnaissant ce motif, a été vue comme 

permettant la formation d’un treillis induisant la clustérisation des intégrines, favorisant leur activation et ainsi 

la formation des adhérences focales.  

Néanmoins le lien MGAT5 / mécanotransduction, permettant de mettre en lumière un potentiel lien 

entre la glycosylation et la perception de l’environnement mécanique n’a jusque-là jamais été rapporté.    

Enfin, les études précédentes de l’équipe avaient mis en évidence qu’avec l’ajout d’un inhibiteur 

sélectif de la MGAT5, appelé phostine, il y avait un effet anti-migratoire dès l’utilisation au nM (avec 

apparition en plus d’effet anti-prolifératif dès l’utilisation au µM) (Hassani et al. 2017). L’utilisation de cet 

inhibiteur avait également permis la mise en évidence de la diminution de la galectine 3 en même temps que 

l’inhibition de la MGAT5 par la phostine et l’apparition d’un phénomène d’inhibition de contact que nous 

retrouverons également dans mes travaux.  
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MGAT5 promotes highly invasive phenotype of GSCs induced by optimal stiffness. 
 

Emilie Marhuenda, Martà Martin-Fernandez, Alexandra Ott, Hervé de Laborde de Montpezat, Christine 

Fabre, Jan De Weille, Jacques Vignon, Jean-Philippe Hugnot, Hugues Duffau, Luc Bauchet, David 

Cornu, Norbert Bakalara 

Abstract :  

Glioblastoma stem cells (GSCs) are sensitive to the stiffness of their environment. They use mechanical 

properties of the microenvironment to optimize invasion and thus penetrate far into the brain parenchyma 

whereby they escape resection and localized radiation therapy. Since the invasive properties of GSCs are to a 

large extent determined by the rigidity of the 3-dimensional topography of their microenvironment, we 

developed an artificial in-vitro 3D fibrillary tissue mimicking the in-vivo conditions. We designed 3D 

electrospun fibers with different stiffnesses to study the influence of mechanical properties of the support on 

GSC migration. We determined that migration of GSCs was highest at an intermediate stiffness characterized 

by a Young's modulus of 166 kPa as compared to tissue with moduli of 3.2 kPa, 542kPa and 1260 kPa. 

Migration rate was correlated with cell shape (spindle vs spread-out), expression of proteins implied in the 

Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT) as well as regulation of focal adhesion proteins.  

Mannoside acetyl glucosaminyltransferase 5 (MGAT5) overexpression is a feature of malignant tumors. The 

enzyme is implied in the clustering of membrane proteins forming focal adhesions and in cell migration and 

EMT. We demonstrate that knock-out of the MGAT5 gene causes a drastic reduction of migration on tissue 

with the intermediate stiffness of 166 kPa associated with a decrease in focal adhesion maturation and EMT, 

but not on other tissues. We'll argue that MGAT5-mediated glycosylation is at the heart of 

mechanotransduction by glioblastoma cells. 

 

Introduction 

Current standard of care against glioblastoma (GBM) including surgery, chemotherapy and radiotherapy have 

limited efficacy on the overall patient survival expectancy. Invasive tumor cells, called glioblastoma stem 

cells (GSC), disseminate within the normal brain parenchyma (1), escaping surgical resection, resisting 

localized radiation and chemo-therapies, and are responsible for the fatal outcome. Initially observed by 

Scherer (1938) (2), clinical observations demonstrate that glioma cells preferentially migrate in fibrous areas 

(1)(3). 

Increased tissue stiffness is a distinctive feature of many diseases, including cancer. During its growth, glioma 

increases brain compression and glioma tissue becomes stiffer than healthy brain (4). Stiffness increase can be 

induced by growth itself or by surrounding tissue (5). Therefore, during cell migration, glioma cells have to 
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distort their nucleus (6) and to importantly change their shape and volume (7)(8) to migrate through healthy 

brain parenchyma or parenchyma under compression.  

GSCs have been reported to be sensitive to the mechanical properties of the surrounding 

tissue/microenvironment (pressure, confinement, fiber diameter and tissue rigidity) and to use the 

microenvironment stiffness to enhance invasion (9)(10). They can thus perceive their physical 

microenvironment and translate it by mechanical membrane deformation into mechanotransduction pathways 

implicated in tumor progression (11). Therefore, mechanical properties of the extracellular matrix (ECM) are 

important during tumor progression (12) and ECM rigidity is known to increase migration velocity in GSCs 

(13).  

Desmoplasia is caused by the increase of ECM proteins secreted by cancer cells during tumor progression. 

This fibrotic process in vivo promotes the orientation of ECM fibers proteins and increases stiffness of 

microenvironment. It is associated with an increase of growth factor production (14). Organized ECM 

orientation characterizes the tumor environment and poor prognostic (15)(16). In addition, it has been 

observed in in vitro studies that fibroblasts obtained from tumors generate a linear and parallel alignment of 

ECM fibers (17). The natural ECM fibrillar architecture is critical for 3D mechanosignaling events such as 

focal adhesion (FA) formation (18) and fiber alignment has therefore been reported to greatly influence 

migration (17)(19)(16). 

The epithelial to mesenchymal transition (EMT) allows cancer cells to undergo multiple changes to assume a 

mesenchymal cell phenotype, including an increase of migratory abilities, resistance to apoptosis, 

radioresistance and production of ECM components. This process is mediated by the activation of 

transcription factors like Zinc-finger E-box binding 1 (Zeb1), the expression of specific cell-surface proteins, 

including N-cadherin (20), and the production of ECM-degrading enzymes. In addition, reorganization and 

expression of cytoskeletal proteins and reduced cellular adhesion contribute to EMT (21)(22). 

Generally speaking, cells perceive mechanical properties of the extracellular microenvironment through focal 

adhesions proteins like integrins and cadherins (22). Consequently, matrix elasticity of tissue 

microenvironment sustains great changes during tumor progression, such as in focal adhesion dynamics (23) 

and thus contributes to EMT (24). The latter is possibly due to a stiffness-induced shift of transforming 

growth factor β1 (TGF β1) from an apoptosis inducer to an EMT promoter (25). Calpain 2, intracellular 

calcium-dependent cysteine protease, is greatly involved in these focal adhesion dynamics. It targets specific 

adhesion proteins to inhibit or modulate their function by promoting the proteolytic activity of talin after a 

local increase of cytosolic calcium (26)(27). Moreover, it has been shown that Calpain increases activation of 

TGF β1 (28). 

Mannoside acetyl glucosaminyltransferase 5 (MGAT5) is an enzyme that catalyzes the addition of β1,6 

GlcNAc- branched N-glycans on proteins (29). Glycosylated patterns on membrane proteins are then 

recognized by galectin 3 and form a lattice between focal adhesion proteins allowing their coherence and 
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maturation (30). This process is associated with actin microfilament remodeling and cell-substrate adhesion 

(31). MGAT5 overexpression is associated with malignant tumors and early gliomagenesis (32). It is involved 

in the clustering of membrane proteins through lattice formation, in focal adhesions (30), cell migration, 

invasion, epithelial–mesenchymal transition (EMT) resulting in advantages for tumor cells (33). 

In this context, we developed an artificial 3D fibrillary tissue which causes in vitro migration behavior that 

recapitulates the migration observed in vivo (ref papier Ali). We designed a 3D electrospun poly acrylonitrile 

(PAN) nanofibers (NF) scaffold with aligned fibers to study the influence of the morphological and 

mechanical properties of the substrate on GSC migration. By adding multiwall carbon nanotube (MWCNT) in 

the polymer, we modulated the rigidity, ranging from 3.2 to 1260kPa. In contrast to our previous approach, we 

decided not to functionalize the 3D network with laminin to observe the impact of the mechanical properties 

alone, separated from the support’s chemical properties. The objective is to prevent influencing the migratory 

behavior which depends on the ECM protein (34). 

Glioblastoma stem cell neurospheres (NSs) were plated on the artificial 3D tissue. This support allowed us to 

determine the correlation between physical parameters, migration behavior, EMT and expression of focal 

adhesion proteins.  

In view of the common impacts of MGAT5 and stiffness on EMT and the regulation of cell-ECM adhesion 

proteins, we generated MGAT5 KO CRISPR Cas9 GSCs. We then cultured them on our 3D artificial 

fibrillary tissue of various stiffnesses to observe the expression profiles of EMT and focal adhesion proteins 

compared to wild type (WT) GSCs and we observed MGAT5's implication on mechanotransduction. 

Materials and Methods: 

 

Nanofibers 3D matrix: PAN nanofibers were produced by electrospinning using a solution of 10% PAN 

dissolved in DMF. For the fabrication of the NF scaffold, a needle was used to project the polymer which was 

collected on a rotating mandrel located at a distance of 15 cm from the source. A voltage of 20 kV was 

applied. To produce aligned NF, the polymer was collected on a circular collector rotating at 2000 rpm. To 

achieve changes in mechanical properties, multiwall carbon nanotubes (Nanocyl, 95% purity) were added in a 

10% PAN solution and solubilized by adding Triton x100 at a ratio of 2,5%wt for 0,05%wt MWCNTs. Then, 

NF were stabilized and mineralized by heat treatment and finally sterilized before use.  

Atomic Force Microscopy (AFM): The AFM experimental system used for force-spectroscopy 

measurements was an Asylum MFP-3D head coupled to a Molecular Force Probe 3D controller (Asylum 

Research, Santa Barbara, CA, USA). Triangular silicon nitride cantilevers (MLCT, Veeco) with a nominal 

spring constant of 10 pN/nm and half-opening angle of 35° were used. The probe has a nominal length of 310 

μm, width of 20 nm, and resonance frequency of 7 kHz. Prior to each experiment, the cantilever spring 

constant was determined in liquid using the thermal noise method available within the MFP-3D software. 

Samples were glued to a Petri dish by means of carbon conductive double-faced adhesive tape, in order to 
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minimize electrostatic interactions between the AFM tip and the sample, and covered with 2ml of deionized 

water. After testing a range of loading forces on the sample surface, the measurements were performed in 

liquid and at room temperature with a maximum loading force of !300 pN corresponding to a maximal 

indentation depth of 120 nm. Higher loading force values (up to 1 nN) led to a stiffness overestimation due to 

a possible influence of the substrate.  

The elastic deformation was obtained from the force curves as a function of the loading force applied by the 

tip. Young’s modulus (E) was calculated for each force from the approaching part of the force curves as the 

recorded force curves exhibited hysteresis that shows the viscoelastic behavior of the sample (35), following a 

modified Hertz model (36), based on the work of Sneddon (37) and further developed for different AFM tip 

shapes (38)(39),  as described elsewhere (40). A constant approach velocity of 6 μm/s was chosen, meaning a 

piezo-extension rate of 3 Hz to minimize hydrodynamic and viscoelastic artifacts (41). The Poisson’s ratio of 

the cells was assumed to be 0.5, as suggested for incompressible materials (42). 

Cell culture and transfection: GBM cells isolation and primary cell culture were realized using the 

classical non-adherent NS protocol established by Guichet et al (43) based on the work of Dromard et al (44) . 

GBM cells were cultured in two different conditions in DMEM/F12 medium supplemented with glucose, 

glutamine, insulin, N2 and ciprofloxacin. In the “proliferation” non-adherent condition, the culture flasks were 

pre-coated with poly-2-hydroxyethyl methacrylate (poly-HEME, Sigma) and the medium was also 

supplemented with EGF (Epidermal Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), gentamycin, heparin, 

fungizone, fungin and B27. In this condition, GBM cells form neurospheres (NS) reminiscent of NSC (Neural 

Stem Cells) in vitro, express neural progenitors and stem cells markers (nestin, olig2, sox2 etc.), self-renew 

and propagate tumors to immunocompromised animals. After confluence, the NS were dissociated 

mechanically using HBSS (without Ca2+ and Mg2+) and reseeded. In the “differentiation” condition, also 

called “migration media”, the DMEM/F12 medium was supplemented with fetal bovine serum (0.5%), 

fungizone and B27. For this latter condition, GBM cells were cultured in adherence on 2D planar surfaces 

(PS) or 3D nanofibers of various stiffnesses. The NS remained in culture during 5 days at 37°C / 5%CO2.   

To obtain NS with the same size, we used Corning® 96 well round bottom ultra-low attachment 

microplates coated with a covalently bond hydrogel (Corning 7007). Dissociated GBM NS cultured in 

proliferation condition, were seeded at 7500 cells per well and remained in culture during 6 days until 

formation of single neurosphere due to sedimentation 

GSCs transfection was done through electroporation with Amaxa Mouse Neural Stem Cell 

Nucleofector with proper program. The transfection was achieved by adding 1µg of CRISPR Cas 9 plasmid 

(Santa Cruz) for one million cells. Transfected plasmid contained GFP which allowed us to sort only green 

cells (by Fluorescence-activated cell sorting technic) and to deposit one cell by well in Corning® 96 wells 

round bottom ultra-low attachment microplates. After proliferation until the formation of a single neurosphere, 

GSCs were amplified and characterized by sequencing and western blot analysis. 
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MTT test: Thirty thousand cells dissociated were seeded on NF of various stiffnesses or on PS. After 

5 migration days, 0.5µg/µl of MTT (Sigma) was added in the media during 3 hours at 37°C/5%CO2. DMSO 

(sigma) was then added and the media was transferred in 96 wells plates to be analyzed by a Clariostar 

microplate reader. 

Cellular growth analysis: Ten thousand cells were seeded in 96 wells plates pre-coated with poly-2-

hydroxyethyl methacrylate (poly-HEME, Sigma), and counted daily with Z2 counter (Beckman Coulter). 

Before counting, GSC were dissociated with Trypsin 2.5%/EDTA (10mM) and incubated 10min at 

37°C/5%CO2 before particle counting. 

Immunostaining: After 5 days of culture, Gli4 on NF or PS were fixed by a solution of 4% of PFA . 

Cells were blocked and permeabilized using a solution of PBS - triton 0.5% - horse serum 5%. Primary 

antibodies were incubated overnight at 4°C. The antibodies used in immunofluorescence were:  N-Cadherin 

(D4R1H) (Cell Signaling 13116S), Vinculin (Sigma Aldrich V9264), ZO-1 (D7D12) (Cell Signaling 8193S), 

TCF8/ZEB1 (D80D3) (Cell Signaling 3396S), Calpain-2 (abcam ab155666) and Integrin β1 (Millipore 

AB1952).  Fluorochrome-coupled secondary antibodies (1/500) were incubated 2 hours at room temperature. 

The actin cytoskeleton was stained with phalloidin and cell nuclei with Hoechst 33342. NF and coverslips 

with GSCs NS were mounted in fluoromount medium. 

Microscopy:Image capturing and Z-stack acquisition were performed using Confocal 2 Zeiss LSM 5 

Live DUO and Widefield 1 – Zeiss Axioimager Z1/ Zen (with an apotome) microscopes. Imaris x64 8.1.2 

software has been used for 3D image reconstitution. Quantifications were done using ZEN software. SEM 

images were performed using Hitachi S4800, Zeiss EVO HD15. 

Western Blot: Proteins were extracted by submerging the NF in RIPA buffer (+ phosphatase/protease 

inhibitors). Protein lysate were separated by SDS-PAGE. PVDF membranes were blocked by TBS-Tween 

0.1% - milk 5%. Primary antibodies were incubated overnight at 4°C. The antibodies used in western blot are: 

N-Cadherin (D4R1H) (Cell Signaling 13116S), Vimentin (D21H3) (Cell Signaling 5741S), βCatenin 

(D10A8) (Cell Signaling 8480S), ZO-1 (D7D12) (Cell Signaling 8193S), TCF8/ZEB1 (D80D3) (Cell 

Signaling 3396S), Calpain-2 (abcam ab155666) Galectin-3 (abcam ab2785), Integrin β1 (Millipore AB1952), 

Talin1/2 (abcam ab11188) and GAPDH as a loading control (Millipore MAB374). Horseradish peroxidase-

coupled secondary antibodies were incubated 2 hours at room temperature. The Chemidoc XRS+ imager was 

used for chemi-luminescence detection. The pixel quantifications were done using Image Lab software. 

Sequencing: Genomic DNA amplification of MGAT5 gene have been done by PCR. Amplified DNA 

were purified using ExoSAP (Shrimp Alcaline Phosphatase). The sequence reaction was done using BigDye 

and then purified once again before formamide addition.  

Statistical analysis: Forces were analyzed using the Asylum Research software. All data are reported 

as mean ± standard error of the mean. One-way ANOVA test was used for comparison between samples, or 

t.test for two samples comparison. Statistical analysis of the data was performed on Prism GraphPad. 
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Results: 

Characterization of 3D NF matrix with MWCNTs 

To follow the effects of fibers fabrication on their nanomechanical properties, we performed AFM 

spectroscopy.  

The average Young’s moduli of control, 0.0015% WT MWCNT + 0.007% WT triton, 0.00625% 

WT MWCNT+ 0.3125% WT triton and 0.05% WT MWCNT+ 2.5% WT triton fibers are the following: 3.2 ± 

1.9 kPa, 166 ± 29 kPa, 542 ± 90 kPa and 1260 ± 430 kPa, respectively. Our results, gathered in Fig.1 A, show 

a dramatic increase in the Young modulus as a function of MWCNT and triton content. Samples will be 

renamed henceforth as S3.2, S166, S542 and S1260. The elasticity of the four samples is significantly 

different (p<0.01, one-way ANOVA test).  

Force curves, as the one presented in Supplementary 1 (A5, B5, C5, D5), were measured on four samples, 

control, 0.0015% WT MWCNT + 0.007% WT triton, 0.00625% WT MWCNT+ 0.3125% WT triton and 

0.05% WT MWCNT+ 2.5% WT triton, to investigate fiber elasticity that is related mainly to intrinsic 

properties (percentage of MWCNT and triton).  

The electrospinning technic allowed us to create a 3D matrix of nanofibers enabling a confinement situation 

(Fig. 1). Indeed, the porosity distribution was found between 0.5µm² and 7µm (45). The addition of 

MWCNTs did not change the porosity distribution (Fig. 1D). Besides, this didn’t alter the fibers’ rugosity or 

diameter (Figure 1B and C) indicating that MWCNTs were located inside the PAN nanofibers (Fig. 1E) 

without changing physical parameters like the nanofibers’ diameter, rugosity or surface chemistry 

(Supplementary Fig. 2) or matrix confinement properties. This allows a sharp modulation of the mechanical 

properties thanks to a small amount of MWCNTs (Fig. 1A). 

As NF have autofluorescence, we performed a lambda scan at the excitation wavelengths of 405, 458, 488, 

514, 561 and 633nm. Fibers emitted for every excitation wavelength, but with a higher intensity at 405nm 

(Supplementary Fig. 3). The intensity of the NF autofluorescence did not interfere with the immunostaining 

observations and quantifications as its intensity was much weaker than those observed in immunostaining. 

This autofluorescence actually turned out to be a convenience as it allowed us to visualize the topoinduction 

and the NF-GSC interaction during the migration.  

 

Optimal fibers’ elasticity increases the migration of GSCs on 3D NF matrix and triggers GSCs’ 

migration in proliferation condition 

To perform the migration assay, we plated neurospheres (NS) of identical size on the NF and let them migrate 

in the differentiation media. To measure migration areas, we subtracted the area of the NS containing non-
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migrating cells from the total area (Figure 3C). 3.2 ± 1.9 kPa, 166 ± 29 kPa, 542 ± 90 kPa and 1260 ± 430 kPa 

samples will be renamed henceforth as S3.2, S166, S542 and S1260 respectively. 

After 5 days of GSC migration, we observed a ~4-fold increase in the migration area on the S166 NF 

compared with the GSCs on the S3.2 fibers. Migration areas then decreased on stiffer substrates, on S542 and 

S1260 NF (Figure 2 A,E).  As a result, we found an optimal stiffness (46) for GSCs’ migration, at 166kPa in 

our NF, that allows a significant increase in migration. 

Moreover, on the S166 NF (Fig. 2A), we observed that the NS remaining on the NF was smaller than in the 

other conditions. This can be explained by a larger proportion of GSCs having left the NS.  

To further investigate the influence of the mechanical properties on GSC migration, we deposited GSC-NS in 

proliferation medium (with growth factors and without serum) on NF with different stiffness (Fig. 2B and F). 

GSCs hardly migrated in proliferation medium, with exception of NFs grown on S166, where actually some 

migration was observed. This demonstrates that the optimal stiffness condition is sufficient to trigger 

migration, even in the unfavorable proliferation medium. 

We have verified whether the migratory differences were not caused by fiber cytotoxicity or a favorable 

situation to proliferate (Figure 2C,F). Through MTT assays, we didn’t see cytotoxicity or proliferation 

differences on NFs of different stiffnesses confirming that the optimal stiffness promotes migration and does 

not enhance proliferation which might thereby have pushed GSCs out of the NS to find their place in the 

network.  

All this results corroborate that GSCs are in a higher invasive state on S166 fibers.  

 

GSCs in the 3D NF matrix change their shape through the variations of elasticity but not their 

focal adhesion morphology 

Cell length as well as cell morphology are associated with invasiveness and directionality of migration 

(8)(7)(47). Therefore, we deposited dissociated GSCs in the different conditions of stiffness in order to 

observe and quantify their morphology. We measured GSCs’ length (Fig. 3B) and width (Fig. 3C) to observe 

their difference in deformability (Fig. 3D).  

Firstly, in all conditions GSCs are highly bipolar in comparison with GSCs in 2D conditions (Fig. 3A) (48). 

On 2D, S3.2 and S166 GSC length was very similar, but became shorter on S542 and S1260 (Fig. 3B). The 

width of all GSCs on NF was much smaller than on 2D with S166 being the smallest (Fig. 3C). 

In conclusion, GSCs on S166 seemed to be more deformable, allowing for a better migration inside the fiber 

felt.  The increase of cancer stem cell deformability is known to be associated with higher invasiveness 

(1)(49). The modulation of GSC morphology is consistent with the observed increased invasiveness on 

S166(Figure 3).  
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Vinculin immunostaining showed a diffuse FA morphology in 3D and did not seem to be modified through 

rigidity (Figure 3A). Nevertheless, the FA organization appeared different from 2D where FAs seem to be 

organized in clusters. Phalloidin staining in 2D showed GSCs stress fibers, which didn‘t appear in 3D 

(50)(51).  

Increased cell deformability, cytoskeletal reorganization and FA dynamic changes in cancer cells are 

associated with EMT and enhancement of invasive potential (52)(53). Therefore we decided to investigate the 

expression of proteins associated with EMT or cytoskeletal dynamics.  

 

Optimal elasticity increases the expression of EMT proteins in GSCs and modifies focal adhesion 

dynamics 

Talin is upregulated in cancer cell invasion and is a key FA regulator (54). It forms the link between integrin 

and actin cytoskeleton in mature FA (55)(27) and may act as a tension sensor (56). On S166 NF we could see 

an increase in the total amount of talin and of its cleaved form (Figure 4A, Supplementary Fig.5). Talin 

cleavage is linked to rigidity sensing (27). This result is consistent with the calpain 2 increase visible at the 

optimal rigidity (Figure 4A, Supplementary Fig. 5). Indeed, calpain2 is activated by calcium, cleaves talin and 

thus regulates FA dynamics during a local increase of calcium level (26). This suggests a translational 

regulation in both calpain2 and talin on S166 fibers, since the cleaved talin to intact talin ratio remained 

unchanged (supplementary Fig. 5). These two proteins were up-regulated if the cells were cultured on S166 

which reflects an increase in FA contributing to migration.  

Interestingly, Integrin β1 expression doesn’t increase in our conditions. Then, it would be relevant to observe 

activated Integrin β1 level in the S166 condition (57). Indeed, talin expression increase indicate higher level of 

FA maturation in this situation (55). It is also possible that in this case, the link between GSCs and NF is not 

mediated by Integrin β1, but by another integrin’s subunit. This should be investigated. 

Zeb1 is preferentially expressed in highly invasive GBM cells and is correlated with poor prognosis as well as 

a weak response to Temozolomide (TMZ) (58). Furthermore, Zeb1 activates EMT, maintains cell stemness 

and promotes mobile and migratory phenotypes in cancer stem cells (46). Zeb1 has is responsible for a 

cytoskeleton rearrangement through the overexpression of N-Cadherin (24). Though N-cadherin, as a 

representative EMT marker, has a limited prognostic value in glioblastoma, its overexpression is correlated 

with unfavorable clinical results (59). 

At the optimal elasticity on the S166 NF, the expression of EMT proteins N-cadherin and Zeb1 are increased 

compared to the control condition S3.2 (Fig. 4C and Supplementary Fig. 5) and are correlated with the 

enhanced migratory ability and deformability of GSCs (Figure 2 and 3). 

Sox2 expression and activation has been frequently observed in poorly differentiated tumors, has an important 

role in GSCs’ stemness maintenance and is correlated with EMT (46) and  poor prognosis in glioblastoma. 



185 

 

Moreover, its downregulation is correlated with a decrease of invasiveness and migration. GSCs with high 

Sox2 expression are more resistant to TMZ, while its inhibition sensitizes glioma cells to this agent 

(60)(61)(62). 

At the optimal elasticity of the 3D nanofiber model, a great increase in the expression of Sox2 was observed 

(Fig. 4C and supplementary Fig. 5). This again confirms the highly invasive phenotype expression on S166. 

When Fabisiewicz et al. (2017) compared cluster-migrating tumor cells with individual-migrating cells, the 

former show increased resistance to cell death, higher tumor-initiating capacity and worse prognosis in 

different types of cancers (63)(64). This is consistent with our results. In cells grown on S166, overexpression 

of the tight junction protein ZO-1 was observed (Fig. 4C, Supplementary 5). ZO-1 is often reduced in EMT, 

because EMT usually leads to single-cell migration (65)(66). Nevertheless, in our case the presence of ZO-1 

in the EMT-like configuration of GSC is more in line with the situation described by Friedl et al. (2012) of 

“Collective Mesenchymal Migration” which requires cell-cell junctions (67). The simultaneous upregulation 

of ZO-1 and N-cadherin has been shown previously to contribute to the invasive character of melanoma cells 

(68). Ultimately, with the overexpression of ZO-1 being only present at the optimal elasticity, it may underlie 

that the migration mechanism (EMT-like mesenchymal collective migration) on the S166 NF differs in other 

rigidities in terms of cell-cell and cell-matrix interactions (Figure 4B and C, Figure 2 A and E). This is 

consistent with the previously described implication of ZO-1 in mechanotransduction process (69). 

Vimentin expression is relatively low in cells grown on our fibers with respect to the 2D condition (Figure 4C 

and supplementary 5).  

MGAT5 is involved in EMT and catalyzes the addition of β1,6 GlcNAc- branched N-glycans on proteins (33) 

(70). The extracellular part of transmembrane proteins carrying branched N-glycans are recognized by 

galectin 3 on neighboring cells and form so-called galectin lattices. Glycosylation of integrins by MGAT5 and 

their recognition by galectin 3 lead to integrin activation followed by FA maturation (30) (71).  Consequently, 

MGAT5 and galectin 3 play a role in both EMT and FA. Since we observed an important upregulation of 

galectin 3 in cells grown on the S166 fibers we suspected that MGAT5 would be essential in 

mechanoreception and cell migration in this condition. 

 

CRISPR Cas9 KO of MGAT5 decreases migration velocity at the optimal elasticity 

Following the observation of the overexpression in EMT proteins and upregulation of galectin 3 and proteins 

implicated in FA dynamic on the S166 NF, we generated several knocked-out MGAT5 clones derived from a 

primary GSC cell culture using the CRISPR Cas9 technique (Fig. 5A). Mutants were produced with a mix of 

3 RNA guides targeting exons 2 and 5 of the MGAT5 gene. We carried out experiments with four different 

clones of MGAT5 KO GSCs transfected and cultured separately. Preliminary observations of the cells 

revealed the presence of strong contact inhibition in MGAT5 KOs (Fig. 5B and C) through an increased 
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number of aggregates in MGAT5 KOs compared to GSC WT after 24h. We observed a daily decrease in the 

number of aggregates in every condition, but in the absence of MGAT5 the decline was slower indicating 

difficulties of the latter to aggregate. MGAT5 KOs proliferated as quickly as GSCs WT (Supplementary Fig. 

5A) and GSCs without MGAT5 are smaller than WT GSCs. Indeed, same size neurospheres MGAT5 KO are 

smaller than GSCs WT (Supplementary 5B) but exhibit no changes in proliferation velocity. 

After 5 days of migration in the differentiation media, same size NS of GSC MGAT5 KO on NF of different 

stiffnesses had a greatly reduced migration area on the S166 NF at optimal stiffness compared to GSC WT 

(Figure 5D and F). Nevertheless, this decrease didn’t appear in other stiffnesses and the migration area was 

actually increased on the S3,2 NF in absence of MGAT5 (P=0,009). However, the migration area of GSC 

MGAT5 KO at 3,2 kPa is far from the GSC WT migration area increase on S166 NF. This might be caused by 

the contact inhibition visible by the NS fragmentation in GSCs MGAT5 KO compared to GSCs WT (Figure 5 

B and C). This result confirmed MGAT5’s implication in the increased migration area at 166kPa. 

To investigate further, we wanted to see if MGAT5’s KO inhibited migration triggered on the S166 NF by the 

proliferation condition (Figure 5 E and F). Because of the GSC MGAT5 KO high contact inhibition in 

proliferation due to the galectin3 role in cell/cell junction stabilization (72), we observed an increased 

migration area of MGAT5 ko GSCs in the proliferation condition at S3,2 and S1260. Nevertheless, it is 

difficult to determine if this migration increase or if MGAT5 ko GSCs sprawling into the 3D NF matrix. 

These “migrations” remained much lower than those observed in GSCs WT in the differentiation condition. 

 

MGAT5 KO changes EMT protein expression, focal adhesion dynamic and reduces cell length 

We then investigated the expression of EMT and focal adhesion dynamic proteins in MGAT5 KO GSCs. We 

observed a decrease in N-cadherin expression in MGAT KO GSCs on the S166 NF compared to GSCs WT, 

that was on the contrary increased on the S542 and S1260 NFs compared to WT condition. In addition, there 

was no differences in N-Cadherin expression between GSC KO MGAT5 and GSC WT in 2D on the S3,2 NF 

(Figure 6D et Supplementary 6). 

There was no modification in Zeb1 expression levels between WT GSC and MGAT5 KO GSC. However, 

differences in expression levels of Zeb1 were no longer visible in MGAT5 KO GSC between different 

stiffness conditions and 2D. In conclusion, MGAT5 inhibition diminishes rigidity-regulated Zeb1 expression 

modulation and decreasesMGAT5 inhibition consequently acts on Zeb1 expression’s modulation that results 

from rigidity and decreases N-cadherin expression at the optimal migration rigidity (Figure 6D et 

Supplementary 6). 

Therefore, MGAT5 could play a key role in the mechanical environment perception of GSCs and result in the 

modulation of EMT proteins expression.  
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Concerning focal adhesion proteins, we noted that calpain 2 expression decreased on th S166 NF in the 

absence of  MGAT5 compared to WT GSCs. Unlike WT GSCs, calpain 2 expression then increased back at 

1260kPa. Talin was no longer overexpressed on the S166 NF in MGAT5 KO GSC in comparison with control 

GSCs. The decrease of calpain 2 expression via MGAT5 inhibition is consistent with the lack of talin 

increase. MGAT5 KO may lead to FA maturation and turn-over decrease, correlated with the decrease of 

MGAT5 KO GSC’s migration compared to WT GSC’s (Figure 6D et Supplementary 6).. Concurrently with 

the absence of FA and EMT proteins increase in GSC KO MGAT5 at the optimal stiffness compared to other 

stiffnesses, ZO-1 was also not increasing in comparison with WT GSCs. This is consistent with the decrease 

of mechanical properties response without MGAT5 (Figure 6D et Supplementary 6).There was no vimentin 

expression changes between WT GSCs and MGAT5 KO GSCs. Nevertheless, no differences were noted for  

KO GSC between 2D and 3D in different stiffness conditions.  

Galectin 3 in GSCs without MGAT5 showed similar expression level in all stiffness conditions consistently 

with the absence of MGAT5, in comparison with WT GSCs. 

Surprisingly Sox2 exhibits no decrease in its protein expression level on the S166 NF in comparison with WT 

GSCs, but increase on the S542 NF.  

It was interesting to note that concerning EMT and FA proteins expressions, there were no differences in 2D 

between WT GSCs and MGAT5 KO GSCs. 

When we measured the MGAT5 KO GSC length compared to the WT GSC, it appeared that GSCs are shorter 

on  S3.2, S166 and S542 NFs without MGAT5. Moreover, GSCs length differences between different 

stiffness conditions disappearing without MGAT5. In addition, there was a decrease in GSCs width 

(P=0,0016) from S3.2 to S166 NFs that did not appear in the MGAT5 KO (P=0,15). Therefore, MGAT5 KO 

GSCs might be less deformable than WT GSCs on the S166 NF, thus less able to invade the NF network at 

the optimal stiffness (Figure 6 A, B). This is illustrated by the increase of GSCs Width/Length Ratio (Figure 

6C). Finally, the MGAT5 KO GSCs are finer than WT GSCs (Figure 6B), but this is maybe due to the 

supposed smaller size of GSCs without MGAT5 (Supplementary 5A, B). 

 

Discussion: 

Tumors cells exhibit important surface glycosylation changes (73)(74). MGAT5 overexpression is associated 

with malignant tumors and has an important role in the glycosylation of cell/ECM and cell/cell interaction 

proteins and in EMT. MGAT5 mediates the addition of β1,6GlcNAc branched to N-glycans on proteins 

(75)(76) and form a lattice between membrane proteins through the binding of galectin 3. This process has 

been associated with actin microfilament remodeling and FA adhesion maturation leading to cell/substrate 

adhesion changes (31)(30).Moreover, integrins glycosylation are essential for their heterodimerization and 

FA’s function and contributes to the tumor phenotype (77)(57). Galectin 3 additionnaly would permits the 
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recruitment of active Integrin at the focal adhesion site and enabling the activation of Focal adhesion kinase 

(FAK) (30) (77)(57)..  

Matrix elasticity of tissue microenvironment sustains great changes during tumor progression and changes 

focal adhesions dynamics (78).  It is also implicated in EMT induction and promotes the shift of TGF β1 from 

apoptosis inducer to EMT promoter (79)(24).   

Nevertheless, the link between MGAT5 and the matrix mechanical properties has not been highlighted yet.  

In our model, GSCs at 166kPa are in a  mechanical condition that we consider as "optimal" for their migration 

and that is correlated with an increase in GSCs migration area. But when the stiffness increases again further 

to reach 542kPa and 1260kPa, GSCs migration area decreases.  This « optimal » stiffness for migration in NF 

is associated with an EMT-like phenotype in mesenchymal collective migration noticed through Zeb1 and N-

Cadherin overexpression’s and focal adhesions maturation due to both calpain 2 and talin up-regulations. 

Stemness marker Sox2 increase on S166 NF and is associated with a highly invasive phenotype of GSCs 

(80)(62). 

ZO1 expression increase at the “optimal stiffness” could indicate higher needs for cell-cell junction in this 

migratory condition and may be due to greater strength through collective migration on the S166 NF which 

may favor the transmission of mechanical information within collective migration.  

Finally, it is usually described that vimentin increase occurs in the epithelial-mesenchymal transition. Despite 

EMT phenotype of GSC on the S166 NF, vimentin is not increased in this condition. However, recent studies 

show that partial EMT with a hybrid phenotype is essential for cancer cells invasion (81)(82). This can 

support the highly migratory phenotype in the "EMT-like" configuration observed on the S166 NF. 

Furthermore, vimentin has been observed to stiffen cells (83) and in the S166 condition, we have seen that 

GSCs are more deformable. This can support the lack of vimentin increase on the S166 NF. 

To what mentioned previously, this optimal migration condition, which is sufficient to trigger migration in 

proliferation conditions (cf Figure 2B, F), seems to combine many parameters associated with GSCs highly 

aggressive phenotype and related to increased chemotherapies resistance. 

Extracellular galectin 3 recognizes β1,6GlcNAc branched to N-glycans on FA proteins and allows junctions 

between membrane proteins, promotes their clustering, maturation, activation, integrin β1 internalization, and 

is involved in cell/cell and cell/matrix adhesion through the formation of a lattice between FA proteins 

(30)(31)(71). These adhesions, particularly through integrins, transmit mechanical information to the 

cytoskeleton via a deformation applied to the membrane(84). This coordinated information about mechanical 

properties on stiff surfaces leads to enhanced FA maturation and an increase in an « EMT-like » process.  

Therefore, N-glycosylated lattice formation between FA proteins recognized by galectin 3 is essential for 

coordinated transmission of mechanical information to the cytoskeleton. MGAT5 KO should lead to a 

decrease in this mechanical transmission and thus a decrease of an “EMT-like” process. 
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Consequently, as a link between FA proteins and EMT process, the S166 condition promotes increase of 

galectin3, suggesting is implication in mechanoreception through FA and EMT. 

Indeed, in MGAT5 KO GSCs, compared to WT GSCs, we observed at 166kPa a decrease in migration areas, 

in GSCs length, in N-cadherin as well as in the expression of proteins involved in FA turn-over and 

maturation. We suppose there are difficulties in the maturation of adhesions in MGAT5 ko GSCs as evidenced 

by the decrease in calpain2 and talin expression on the S166 NF.  

Without MGAT5, Galectin3 expression profile didn’t change between NF with different stiffness. This show 

great impact of stiffness on galectin 3 mediated by MGAT5.  

Nevertheless, stiffness did not seem to change directly MGAT5 expression (Data not shown). Therefore, it 

could be relevant to have a look at ST6GAL1 (α 2,6 sialyltransferase 1) expression, an enzyme that creates 

terminal α2,6 sialic acid linkages on polylactosaminic extensions catalyzed by MGAT5 (85). Moreover, 

ST6GAL1 was previously observed upregulated during EMT process (86). 

ZO1 decrease at S166 in MGAT5 KO GSCs compared to WT. These confirmed the impact of mechanical 

properties and EMT on cell/cell contact and higher need for GSCs at optimal stiffness to be cohesive. Because 

galectin 3 is greatly implicated in cell/cell contact (72), ZO1 decrease can be link both by galectin3 

downregulation at S166 in the absence of MGAT5 and decrease of mechanical properties sensing by GSCs.     

We did not observe decrease in Zeb1 expression in MGAT5 KO GSCs in comparison with the GSC WT, but 

we could observe a loss of the differences in expression between the various rigidities. Therefore, the absence 

of MGAT5 does not have a direct influence on Zeb1, but rather influences the perception of the mechanical 

environment information that influences Zeb1 regulation. This shows that MGAT5 significantly contributes to 

the lattice formation allowing perception of the mechanical environment through FA maturation and 

promoting EMT in the optimal rigidity condition.  

Finally on the S1260 NF in MGAT5 KO GSC, there was an increase in Calpain2 expression. An increase of 

N-cadherin also appeared on S542 and S1260 NFs.  In the case of a sensitivity loss of the mechanical 

properties, we could suggest it requires a much higher stiffness for membrane deformation without MGAT5 

than in WT to induce EMT-like or FA turn-over.  

The lack of changes in Sox2 expression indicates the impact of stiffness on Sox2 expression is not modulated 

by MGAT5 influences on FA maturation (87).  

We can therefore hypothesize that one of the mechanisms involving MGAT5 in EMT processes is mediated 

by mechanotransduction. Without β1,6GlcNAc branched to N-glycans, Galectin3 oligomers are less able to 

form bridges between FA glycoprotein and thus form dysfunctional lattice, FA cannot mature and thus cannot 

transmit mechanical deformation information to the cytoskeleton.  In conclusion, the absence of MGAT5 

leads to a decrease in migration speed, EMT-like processes and FA turn-over through the inhibition of 

mechanotransduction.   
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Figures : 

 

Figure 1: Characterization of the NF with different concentrations of MWCNTs and Triton (A) 

Evolution of the Young’s modulus as a function of MWCNT revealing a dramatic hardening of the samples as 

a function of carbon nanotubes content. Bars represent the obtained average of the Gaussian peaks fitted on 

the elasticity value distributions of individual force maps. In brackets the number of the analyzed force maps 

is indicated. Error bars are standard deviation of the mean. The elasticity of the four samples is signicantly 

different (p < 0.01, one-way ANOVA test). (B) SEM images of fibers surface. (C) Fibers diameter (D) 

Percentage of porosity distribution measured by confocal microscopy and 3D reconstitution  (E) Schematic 

representation of the theoretical MWCNTs position inside the NF. 
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Figure 2: Migration area of GSCs increase at 166kPa on 3D NF matrix and triggers GSCs’ 

migration in proliferation condition. (A) Same size WT GSCs NS in differentiation media (for migration) 

after 5 days of migration on 3D NF of different stiffnesses ranging from 3.2 to 1260kPa. (Scale: 200µm) F-

Actin stain with Phalloïdin (Green), Nucleus stain with Hoechst (Blue) (B) Same size GSCs WT NS in 

proliferation media after 5days of migration on 3D NF of different stiffnesses ranging from 3.2 to 1260kPa. 

(Scale: 200µm) F-Actin stain with Phalloïdin (Green), Nucleus stain with Hoechst (Blue) (C) MTT assay 

showing no  proliferative effect of NF at different stiffnesses compared to 2D (Red) . MTT was achieved by 

adding 30000 cells on nanofibers of different stiffnesses and absorbance was analyzed at 5days of migration. 

(D)Migration Area measurement techniques, by subtracting neurosphere area (µm²) (red) from the migration 

area (µm²) (yellow) (E) Migration area mean in migration media at different stiffnesses showing an increase 

of migration at 166kPa (n=3 with a minimum of 6 GSCs NS by condition) (F) Migration area mean in 
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proliferation media at different stiffnesses showing an increase of migration at 166kPa (n=3 with a minimum 

of 4 GSCs NS by condition). 

 



193 

 

Figure 3: GSCs in the 3D NF matrix change their shape through the variations of elasticity but not 

their focal adhesion morphology (A) WT GSCs morphology in 2D and 3D with stiffness increases. 

Immunostaining : Vinculin (Green), F-Actin stain with Phalloïdin (red) , NF autofluorescence (Red), Nucleus 

stain with Hoechst (Blue). Scale: 20µm. (B) WT GSCs cell length (µm) and (C) WT GSCs cell Width (µm) 

quantify on dissociated cells stained with Hoechst and Phalloïdin (D) Ratio Width on length reporting cell 

distortion to migrate into the fiber felt.  

 

 

Figure 4: Optimal elasticity increases the expression of EMT proteins in GSCs and modifies 

focal adhesion dynamic. Western Blot membranes showing (A) Focal Adhesions Proteins expression Talin, 

Integrin β1 and Calpain2. (B) Quantification of collective migration at different rigidities. (C) Expression of 

EMT proteins  ZEB1, N-Cadherin, Vimentin ZO-1 and β Catenin and Stemness marker Sox2  
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Figure 5 : CRISPR Cas9 KO of MGAT5 decreases GSC’s migration velocity at 166kPa. (A) 

MGAT5 protein expression in GSCs transfected with CRISPR Cas9 for MGAT5 compared to WT GSCs. (B) 
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Contact inhibition in MGAT5 KO GSCs compared to WT GSCs (C) MGAT5 KO GSC have more numerous 

and smaller NS (right) Aggregates quantified daily in 96 wells seeded with 10000 cells. (n=3) (D) Picture of 

GSC KO MGAT5 migration behavior in migration media of WT GSCs at every stiffnesses. F-Actin stain with 

Phalloïdin (Green), Nucleus stain with Hoechst (Blue) (E) Picture of MGAT5 KO GSCs migration behavior 

in proliferation media of WT GSCs at every stiffnesses. F-Actin stain with Phalloïdin (Green), Nucleus stain 

with Hoechst  (F) Quantification of Migration Area (µm²) in the differentiation and proliferation condition 

comparing WT GSCs  and MGAT5 KO GSCs. 

 

Figure 6: MGAT5 KO GSCs changes EMT protein expression, focal adhesion dynamic and 

reduces cell length. (A) Cell length (µm) and (B) Cell Width (µm)  of WT GSCs compared to MGAT5 KO 

GSCs and WT GSCs quantify on dissociated cells stained with Hoechst and Phalloïdin (C) Ratio Width on 

length of WT GSCs compared to MGAT5 KO GSCs reporting cell distortion capabilities to migrate into the 

fiber felt. (D) Western Blot membranes showing Focal Adhesions Proteins expression on MGAT5 KO GSCs 
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Talin, Calpain2, EMT proteins expression ZEB1, N-Cadherin, vimentin, Stemness marker Sox2 and 

Galectin3. 

 

Supplementary Figure 1: AFM force-volume maps. (A) Control NF, (B) 0,0015%wt MWCNTs 

NF, (C) 0,00625%wt MWCNTs NF, (D) 0,05%wt MWCNTs NF. (A1, B1, C1, D1) Cartography of the height 

of the contact point recorded during the force-volume measurement. (A2, B2, C2, D2) Corresponding 

adhesion maps are shown in panels B. Generally, the stiffest fibers present the highest adhesion to the tip that 

can go up to 3nN, a rather large adhesion force in comparison to the forces applied to the fibers by the tip 

during measurements (300pN closely related to cells’ forces (Bangasser et al. 2017b)). (A3, B3, C3, D3) 

Corresponding Young’s Modulus maps, revealing a dramatic hardening of the samples as a function of carbon 

nanotubes content. Corresponding Young’s modulus histograms are presented in panels 5, showing the 

heterogeneity of fibers’ stiffness. In particular, panels A5 and B5 depict a Gaussian distribution of the mean 

while panels C5 and D5 display a narrow, spiked Gaussian peak with little spread and followed by a long tail, 

containing higher elasticity values. (A4, B4, C4, D4) 3D reconstructions of height of the contact point map 
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recorded during the force-volume measurement roughly exposing their morphology and shape. Contact 

point’s height are shown in panels 1. (A5, B5, C5, D5) Associated Young’s modulus histograms. Histograms 

were best fitted with one Gaussian. Mean values (E) are also indicated. (Scale bars 2.5 µm). For all samples, 

force-volume images, constructed from force curves collected at each point in a two-dimensional scan, were 

acquired in relative triggering mode.  

 

Supplementary 2: Surface Chemistry (A) XPS analysis of surface chemistry of control NF without 

MWCNTs. (B) SEM analysis of 1260kPa NF composition.  
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Supplemmentary 3: Lambda scan of the NF with different concentrations of MWCNTs and 

Triton x100, with emission wavelength intensities at the following excitation wavelengths (A) 405 nm (B) 



199 

 

458nm (C) 488 nm (D) 514nm (E) 561nm (F) 633nm. (G) Picture of NF with fluorescence microcopy 

showing the NF fluorescence. 

 

Supplementary 4: MGAT5 KO GSC  NS size and growth compared to WT GSCs (A) MGAT5 

KO GSC  growth compared to WT GSCs. Ten thousand GSCs were seeded in 96 wells dissociated and 

counted daily. (B) GSC ko MGAT5 NS size compared to WT GSCs. 7500 GSCs were seeded in 96 wells 

plate ultra-low attachment and NS’ diameter were measured after 6days of growth. 
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Supplementary 5: Western Blot quantification of WT GSC proteins expression. 
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Supplementary 6: Western Blot quantification of MGAT5 KO GSC proteins expression 

compared to WT GSC.  
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Réseau tridimensionnel biocompatible et son 
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La nature infiltrante des cellules de gliome rend impossible la résection chirurgicale malgré de grands 

progrès en neurochirurgie et leurs capacités de radio et chimiorésistance empêchent leur éradication 

conduisant à des récidives. Il est donc impératif de connaitre les mécanismes détaillés pour développer des 

méthodes d'interventions efficaces. De ce fait, disposer  de nouvelles matrices 3D pour la culture cellulaire 

permettant de récapituler in vitro les différents paramètres physiques et chimiques du microenvironnement 

influençant la migration semble indispensable.  

Les deux précédentes études ont permis la mise au point de matrices 3D de nanofibres 

biocompatibles, présentant une permissivité pour la migration en profondeur des GSC et la réalisation 

d’analyses complexes. Nous avons également pu modifier leur rigidité via l’ajout de nanotubes de carbone et  

la chimie de surface via la laminine. Il est donc possible avec ce réseau de dissocier l’impact des propriétés 

physiques de celui des propriétés chimiques sur les différents comportements migratoires observés. De plus ce 

système 3D de fibres ne semble pas présenter à notre connaissance les limitations décrites dans la littérature 

sur les systèmes 3D. Toutes ces observations nous ont donc conduits à un dépôt de brevet et à une volonté 

d’étendre ce système à d’autres types cellulaires. 

Enfin l’induction de différents comportements migratoires des GSC en fonction des paramètres 

modifiés ont permis d’envisager ce système également pour du criblage haut débit de composés anti 

prolifératifs et/ou antimigratoires. En effet, de nombreuses études montrent la différence d’efficacité de 

composés anticancéreux lors de tests comparatifs entre des systèmes 2D de culture classique (boites de Pétris, 

lames de verre…) et les systèmes de culture 3D. Ces tests vont bien souvent dans le sens de modifications des 

IC50 en 3D par rapport à la 2D (Langhans 2018).  

De plus, le test de composés sur des cellules dans une matrice 3D correspondant au type cellulaire 

semblerait adéquat. Les paramètres physiques de l’environnement pouvant impacter directement les types 

migratoires, la différenciation, la dédifférenciation ou encore la trans-différenciation des cellules qui y sont 

cultivées semblent indiquer qu’il est envisageable d’adapter le modèle au type cellulaire en contrôlant 

finement les paramètres physico-chimiques.  

Dans notre cas, les possibilités d’analyses complexes, d’imagerie et de modulations de la rigidité des 

nanofibres dérivées du PAN permettent d’envisager ces matrices pour réaliser le criblage et l’identification de 

composés anti-migratoires ou anti-prolifératifs, ainsi que de réaliser ces tests dans différentes conditions 

migratoires, comme lors d’un processus EMT. 
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Abregé 

Réseau tridimensionnel biocompatible 

Et son utilisation en tant que support de cellules 

 

L’invention a pour objet un réseau tridimensionnel infusible de fibres de polymère réticulé, adapté en tant que 

support cellulaire, et nomment caractérisé en ce que le diamètre desdites fibres est compris entre 0,1 et 1,5 

µm, la taille des interstices entre lesdites fibres est comprise entre 0,1 et 50 µm2, et la rigidité dudit réseau est 

caractérisée par un module d’élasticité compris entre 0,01 et 10 000 kPa, de préférence entre 0,1 et 10 000 

kPa, de préférence entre 0,1 et 1 000 kPa, plus préférentiellement entre 0,1 et 300 kPa. 

L’invention a également pour objet un procédé de préparation d’un réseau tridimensionnel de fibres de 

polymère réticulé comprenant une étape de synthèse dudit réseau par électrofilage d’une solution de PAN, 

optionnellement additionnée d’un agent rigidifiant, suivie par une étape de traitement thermique sous 

atmosphère oxydante et à une température comprise entre 40 °C et 400 °C, de préférence entre 200 °C et 

300 °C. 

L’invention a enfin pour objet un réseau tridimensionnel infusible de fibres de polymère réticulé en tant que 

support de cellules, utilisable notamment pour l’étude de la survie et de la migration cellulaires. 
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Discussion et perspectives 
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La récidive liée à la migration, est un obstacle majeur aux thérapies efficaces dans le cas des 

glioblastomes mais également dans de nombreux cancers. La compréhension des mécanismes fondamentaux 

de la migration influencée par tous les différents paramètres environnementaux, qu’ils soient physiques ou 

chimiques, est donc essentielle.  

De plus, bien que d’un meilleur pronostic, 70% des gliomes de grade II présentent une récidive et une 

transformation anaplasique dans les 10 ans suivant la première chirurgie, faisant des propriétés invasives des 

cellules de gliomes un problème plus général, étendu à différents grades tumoraux (Manini et al. 2018). 

La très grande complexité de gliomes se traduit tant par la coexistence de nombreux modes 

migratoires différents, collectifs ou individuels, mésenchymateux ou amiboïdes  que par des phénotypes 

intermédiaires. Cette diversité migratoire est dépendante de nombreux paramètres intra ou extra-cellulaires et 

les cellules migrantes de gliomes profitent de structures cérébrales préexistantes pour favoriser la migration et 

sont capables de réarranger drastiquement leur micro-environnement de sorte à le rendre plus favorable.  

Par conséquent pouvoir comprendre et à terme, cibler la migration devient indispensable. C’est dans 

ce contexte que s’inscrivent mes travaux de thèse. D’une part, par la mise au point d’une nouvelle matrice 3D 

fibrillaire biomimétique dont il est possible de moduler les propriétés physico-chimiques indépendamment, et 

d’autre part, par la diminution importante de l’agressivité induite à une rigidité optimale pour la migration, via 

l’inhibition de la MGAT5. De plus, le système se montre prometteur pour les tests de composés 

antiprolifératifs et/ou antimigratoires dans des conditions plus proches de l’in vivo, capables d’induire 

différents comportements migratoires.  

Comme nous l’avons décrit précédemment, les GSC possèdent des voies de migrations préférentielles 

de structures fibrillaires comme, le corps calleux, la membrane basale des vaisseaux sanguins, l’espace 

subarachnoïdien ou le parenchyme sain (Cuddapah et al. 2014a). La membrane basale présente sur les 

vaisseaux sanguins, bien connue pour l’augmentation des comportements migratoires (Kawataki et al. 2007), 

possède une composition qui lui est propre contenant de la laminine contrairement aux autres structures 

(Bonnans, Chou, and Werb 2014).  

En plus de l’aspect fibrillaire, plusieurs configurations d’alignements augmentés sont également 

décrites comme étant capables de promouvoir la migration des GSC. Le processus desmoplastique favorisant 

l’alignement des protéines de la MEC augmentant la migration (P. G. Gritsenko, Ilina, and Friedl 2012b) 

(Xiwei Zheng, Cong Bi, Marissa Brooks 2015a)  et, la migration abondante dans le corps calleux qui est une 

structure hautement alignée et  une des voies préférentielles de migration des GSC (Cuddapah et al. 2014b). 

Le système des nanofibres dérivées de PAN non renforcées que nous avons mis au point présente dans 

nos conditions de préparation un diamètre de fibres moyen de 0.65µm. Ce diamètre est comparable  à celui 

des axones du corps calleux décrit dans la littérature aux alentours de 0.6µm de diamètre (Liewald et al. 2014) 

(Publi.1 Fig 1.E). L’organisation orientée du réseau de fibres fait également penser à l’organisation 

tridimensionnelle de cette structure (Publi 1. Fig   A et B). Le diamètre des pores entre 0.5 et 7 µm² et leur 
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distribution permettent le maintien  en situation de confinement tout en restant permissif pour les GSC (P. 

Monzo et al. 2016) (Publi 1. Fig   A et B).  

Ainsi, la topologie fibreuse de nos matrices 3D récapitule celle des MEC cérébrales en contact avec 

les cellules de glioblastome au cours de leur migration, constituée de fibres myélinisées (Publi 2. Fig. 1), de 

prolongements axoniques et dendritiques ainsi que de trajets le long des vaisseaux sanguins. 

Comme nous l’avons vu précédemment dans notre première étude « A novel 3D nanofibre scaffold 

conserves the in vivo plasticity of glioblastoma stem cell invasion by regulating galectin-3 and integrin β1 

expression », nous avons utilisé deux cultures primaires de cellules souches de glioblastome différentes (Gli4 

et GliT) présentant des profils transcriptomiques bien distincts. 

L’une des premières observations lors du dépôt des GSC sur les fibres, fut la morphologie très 

différente entre les cellules en 2D et celles sur les matrices 3D de NF. En 2D les GSC sont étalées, présentant 

souvent de larges lamellipodes lorsqu’elles sont déposées de manière dissociées. En 3D, les GSC sont bien 

plus fines et présentent une configuration bipolaire ou très polarisée (invadopodes à l’avant et noyau à 

l’arrière) suivant les fibres, avec de longs pseudopodes capables de s’enrouler le long des NF. Leurs noyaux 

semblent également subir une déformation et parait plus « allongé » mais cette observation nécessite 

quantification (Publi. 1 Fig. 2 E et F).  La même observation a été faite entre Gli4 et GliT.  

De plus la morphologie des GSC observée sur les fibres est bien plus proche de celle qui a été observée 

in vivo sur des GSC xénogréffées dans un cerveau de souris (Osswald et al. 2015a). De plus les cellules 

migrent profondément dans l’épaisseur du réseau, mettant en évidence sa permissivité (Publi 1. Fig.2B). 

 

 

Figures 55 : GSC dans un cerveau de souris après 60jours, migrant le long des vaisseaux sanguins et dans le 

parenchyme sain (Osswald et al. 2015b). 

 

Lors du dépôt de neurosphères de Gli4 sur les fibres, après 5 jours de migration, nous avons pu observer 

la capacité de ces cellules à réaliser de la migration collective dans le réseau de fibres en absence de protéines 

de la MEC. Puis, lorsque nous avons fonctionnalisé le réseau avec de la laminine, nous avons pu observer 

alors une migration de type individuelle.  
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A l’inverse, lors du dépôt de NS de GliT que nous avons laissé migrer 5 jours également, le passage en 

migration individuelle en présence de LN fut bien moins important, avec une migration collective toujours 

marquée dans ces conditions (Publi. 1, Fig. 5 C et D).  

Le dépôt de laminine que nous utilisions avait pour but de mimer en partie la composition protéique de 

membrane basale des vaisseaux sanguins. De plus, les cellules de gliomes ont été rapportées comme sécrétant 

elle-même de la laminine (Kawataki et al. 2007). Nous ne savons pas à ce stade si des proteines de la MEC 

sont sécrétées par les Gli dans cet environnement 3D et si ces protéines produites interagissent avec le réseau. 

Nous avons par la suite, plutôt concentré notre attention sur  la signalisation induite par  l’adhésion des 

cellules aux fibres en présence et en absence de laminine. 

Nous avons observé que le sens de migration est gouverné par l’orientation des fibres, qui lorsqu’elles 

sont alignées permettent de mimer la topographie de surface trouvée lors des processus desmoplastiques 

(Northey, Przybyla, and Weaver 2017), le long de la substance blanche du corps calleux ou de la membrane 

basale des vaisseaux sanguins. Ces inductions directionnelles de la migration illustrent donc le processus de 

topo-induction ou d’haptokinésie induit par les fibres.  

La complexité des glioblastomes et leur hétérogénéité, conduisent les cellules à posséder des affinités 

différentes au micro-environnement et aux protéines de la MEC. Cette différence d’affinité peut provenir soit 

de l’hétérogénéité inter tumorale entre les différents patients, soit de l’hétérogénéité intra tumorale due à la 

zone de prélèvement de l’échantillon collecté sur le patient à l’origine, qui nous est inconnue sur nos cultures 

primaires. En effet, nous ne pouvons pas exclure l’hypothèse que la réponse migratoire des GSC diffère en 

fonction de la localisation du prélèvement provenant de la périphérie ou du centre de la tumeur par exemple.   

L’analyse transcriptomique entre ces deux cultures cellulaires a mis en évidence, parmi plus de 935 

gènes régulés de manière différentielle, une différence d’expression des intégrines, des protéines de la MEC et 

des molécules d’adhésions  (Publi. 1 Sup. Table 6). Ainsi pour Gli4, il y a une expression plus importante de 

la transcription du gène LAMA2 de la laminine, COL11A1 du collagène, de l’intégrine ITGA10 et de la 

CAMKIID impliquée dans la migration. Les GliT quant à elles montrent une transcription plus importante du 

gène de la laminine LAMA1, des gènes du collagène COL1A1, COL4A6, COL20A1, COL22A1, des gènes 

des intégrines ITGA6 et ITGA5, et pour les molécules d’adhésions L1CAM, CAMK2N1, MCAM, NRCAM.  

Au vu de la capacité des cellules de gliomes à sécréter leurs propres protéines de MEC et du profil 

transcriptomique, il serait intéressant de quantifier l’expression de collagène réalisée par les GliT lorsqu’elles 

sont en neurosphère en conditions de prolifération et sur les fibres en conditions de différenciation, et de tester 

également si la réalisation d’un revêtement de collagène pourrait permettre aux GliT d’augmenter leur 

migration individuelle. 

Les différences de migration entre ces deux lignées, en plus de leurs différences de profil 

transcriptomique, pourrait laisser supposer une différence d’affinité pour la laminine  entre Gli4 et GliT. De 
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plus, de manière hypothétique, leurs différences pourraient s’expliquer également par la localisation des 

échantillons d’origines au sein du glioblastome des patients dont ils sont issus. 

Le fait que l’absence de protéines de la MEC ou le manque d’affinité pour une protéine  de la MEC 

conduise à un comportement de migration collective est du à un processus appelé anoïkis (Gudipaty and 

Rosenblatt 2017). Il s’agit de la mort des cellules par leur détachement des protéines de la MEC. Ce mode 

migratoire a déjà été décrit dans les glioblastomes par Serres et al. en 2014 (Serres et al. 2014) et par 

Gritsenko et al. en 2017 (P. Gritsenko et al. 2017). Dans notre cas, en absence de protéines de la MEC ou de 

protéines pour lesquelles il y a une affinité, nous observons que les cellules vont migrer  collectivement en 

conservant leurs jonctions cellules-cellules, via la N-Cadhérine notamment (Publi. 1 Fig. 3C), en accord avec 

les observations de Gritsenko et al. en 2017  (P. Gritsenko et al. 2017).  Cette hypothèse est appuyée par les 

expressions protéiques que nous avons observées. 

Dans le cas des Gli4 en condition 3D +LN, nous pouvons observer une augmentation de l’intégrine 

β1, de la galectine 3 ainsi qu’une augmentation de la quantité de FAK par rapport aux autres conditions (Publi 

1, Fig. 6A et Sup.3). L’augmentation de l’intégrine β1 et de la galectine 3 est liée à une résistance à l’apoptose 

et a l’anoïkis (Xin, Dong, and Guo 2015) et les intégrines β1 utilisent plusieurs voies de signalisation incluant 

FAK (Paoli, Giannoni, and Chiarugi 2013). Ces deux protéines sont donc impliquées dans le passage en 

migration individuelle observé précédemment. 

La galectine 3 module les adhérences cellules-cellules et les adhérences cellules-MEC (Nabi, Shankar, 

and Dennis 2015), promeut l’interaction avec la laminine (Barboni, Bawumia, and Hughes 1999), permet 

l’hétérodimérisation des intégrines α5β1, est essentielle à leur adressage à la surface cellulaire (Isaji et al. 

2006) et, favorise l’organisation des intégrines β1 en large cluster (Yang et al. 2017). Par conséquent, c’est ici 

la surexpression concomitante de l’intégrine β1 et de la galectine3 en 3D+LN qui va favoriser le passage 

d’une migration collective à une migration individuelle. L’organisation en large cluster des intégrines β1 

favorisée par l’augmentation de la galectine3 est nécessaire à la migration le long des fibres et est visible 

grâce au marquage intégrines β1 (Publi 1, Fig. 6B et Sup.3). 

De plus, l’augmentation de l’intégrine β1, décrite comme permettant l’interaction avec la laminine une 

fois hétérodimérisée (Belkin and Stepp 2000), illustre l’augmentation d’interactions cellules-MEC pour les 

Gli4, en même temps que FAK (Tomakidi et al. 2014) en condition 3D+LN  et montre l’augmentation des 

adhérences focales fonctionnelles permettant le lien avec la MEC. Ce résultat est cohérent avec la diminution 

des contacts cellules-cellules au profit d’une migration individuelle augmentant donc l’adhérence cellules-

MEC. 

L’augmentation du ratio pFAK/FAK avec la phosphorylation de FAK sur la tyrosine 397 (Y397) est 

corrélée à une augmentation de la dynamique de désassemblage des adhérences focales (Tomakidi et al. 2014) 

(Swaminathan, Fischer, and Waterman 2016). En 3D +LN, le fait qu’il n’augmente pas signifie la présence 

d’adhérences focales plus stables et plus importante en 3D – et +LN qu’en 2D+LN. L’absence d’augmentation 
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du ratio Taline Clivée/Taline Totale en 3D et de la Calpaïne 2 en 3D +LN va également dans ce sens, car le 

clivage de Taline par la Calpaïne 2 est augmenté lors du processus de désassemblage des adhérences focales 

(Publi 1, Fig. 6A et Sup.3)(Franco et al. 2004b).  

Enfin, l’intégrine β1 en présence de laminine peut être hétérodimérisée avec les intégrines α1, α2, α6, 

α7 (Belkin and Stepp 2000), α3, α4 ou encore l’intégrine α5, et il a été montré une expression d’intégrines  α2, 

α3, α4 et α5 sur la vascularisation tumorale (Kawataki et al. 2007). Il serait donc intéressant de voir avec 

quelles intégrines la sous-unité β1 est hétérodimérisée, avec une priorité sur la sous-unité α5, connue pour 

reconnaitre l’isoforme 511 de la laminine que nous utilisons ici (Kawataki et al. 2007). De plus, 

l’hétérodimérisation du couple d’intégrines α5 β1 est dépendante de la MGAT5 et donc de la galectine 3 

(Yang et al. 2017). 

En 2D+LN,  la réponse des GSC Gli4 à la laminine n’est pas une augmentation de la taille ou de la 

force des adhérences, car il n’y a pas d’augmentation de la galectine 3 ni de l’intégrine β1, mais une 

augmentation de leur turn-over car il y a une augmentation de la calpaïne 2 , du ratio Taline Clivée/Taline 

Totale (Franco et al. 2004b) et du ratio pFAK/FAk. Ceci illustre l’augmentation de la dynamique de 

désassemblage et l’instabilité des adhérences focales en 2D (Publi 1, Fig. 6A et Sup.3) (Tomakidi et al. 2014). 

Ici on peut donc voir une réponse différentielle des Gli4 à la laminine en fonction des propriétés 

physiques du support et des contraintes migratoires auxquelles elles doivent répondre. On suppose que les 

larges clusters d’intégrines β1 ainsi que la diminution du désassemblage des adhérences focales permettent 

aux Gli4 un lien plus fort à la matrice pour que  la cellule puisse exercer une force de traction nécessaire pour 

sa pénétration dans les pores étroits des NF lors de la migration individuelle (Fraley et al. 2010). Il serait 

intéressant de regarder la dynamique du cytosquelette et la contractilité corticale via la myosine II contractile, 

souvent décrite comme impliquée dans la migration 3D et les situations de confinements (Paluch, Aspalter, 

and Sixt 2016a). Il serait également relevant de réaliser de la vidéo microscopie en 3D (comme nous avons pu 

le faire pour l’imagerie calcique) pour observer la dynamique de l’actine le long des fibres, via par exemple, 

une actine-GFP.En 2D au contraire la réponse migratoire va être vers une migration  favorisant l’assemblage 

et le désassemblage des adhérences focales sans augmentation de la liaison cellule-matrice. 

Par cette première publication nous avons pu mettre en évidence la validité du système 3D de NF de 

PAN et sa biocompatibilité. Nous avons également pu voir que les GSC vivent, adhèrent et migrent sur le 

réseau qui présente une bonne permissivité pour l’infiltration cellulaire. Les expressions protéiques (intégrines 

β1, galectine 3, calpaïne 2) et les comportements migratoires ont également été validés lorsque nous les avons 

comparés à ceux observés lors de  xénogreffes sur cerveau de souris. Le mimétisme des NF ont également 

permis d’observer des comportements migratoires similaires à ceux observés dans le corps calleux (Publi 1, 

Fig. 7D) ou le long de la membrane basale des vaisseaux sanguins (P. G. Gritsenko, Ilina, and Friedl 2012b).   

De plus ce système a permis de mettre en évidence des réponses différentielles aux protéines de la 

MEC en fonction de la dimensionnalité et des affinités des GSC à des protéines de la MEC spécifiques. 
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Néanmoins, il serait très intéressant dans ce contexte de réaliser un revêtement au collagène, que l’on 

suppose sécrété par les GliT, ou à l’acide hyaluronique que l’on retrouve abondamment dans le corps calleux 

et d’observer les comportements migratoires induits.  

Ce furent toutes ces observations qui nous ont conduits dans un premier temps à envisager un dépôt de 

brevet, avec la volonté de tester le système de NF de PAN sur d’autres lignées cellulaires. 

Dans un deuxième temps nous nous sommes intéressés à l’impact de la rigidité sur la migration des 

GSC. Dans la deuxième publication « MGAT5 promotes highly invasive phenotype of GSCs induced by 

optimal stiffness » nous avons renforcé les nanofibres avec des nanotubes de carbone à très faible 

concentration de sorte à créer une échelle de rigidité moyenne allant de 3.2kPa (NF de PAN sans MWCNT) à 

166 kPa , 542kPa et 1260kPa.  

Il est difficile de rapprocher ces rigidités à celles trouvées in vivo. Tout d’abord parce que les 

propriétés mécaniques du cerveau et celles rapportées dans les cas de gliomes sont mesurées via 

l’élastographie par résonance magnétique (McIlvain et al. 2018), permettant d’obtenir une vision d’ensemble 

des propriétés mécaniques cérébrales dépendantes des zones. Les différentes zones sont souvent mesurées aux 

alentours de 3-4kPa dans un contexte non GBM (Murphy et al. 2013)(McIlvain et al. 2018). Il s’agit donc 

d’une vision macroscopique ne rendant pas compte des propriétés mécaniques qu’il est possible de rencontrer 

à l’échelle d’une cellule. De plus, en fonction des différentes composantes de la MEC rencontrées,  elles ne 

possèdent pas les mêmes propriétés mécaniques. Par exemple, les fibrilles de collagène ont été mesurées à 

1200 MPa, ce qui est une valeur très haute. L’élastine quant à elle , est mesurée à 1MPa (Handorf et al. 2015). 

La membrane basale des vaisseaux sanguins est comprise entre 0.7 et 10 MPa, mais lorsque toute la paroi du 

vaisseau est mesurée, le module trouvé a été de 100 à 400kPa, dépendant de l’épaisseur (Sarveswaran et al. 

2016). On peut donc aisément imaginer que la grande diversité des propriétés mécaniques, inhérentes au tissu 

et à son état, puisse conduire à de micro-rigidifications locales par exemple conduisant à une diversité de 

propriétés physiques perçues par la cellule, non mesurables in vivo par élastographie par résonance 

magnétique. 

Chauvet et al. en 2015 ont publié que des patients atteints de gliomes de bas-grade et lde 

glioblastomes présentent des rigidités  intracérébrales de 23.7±4.9kPa et 11.4±3.6kPa alors que le tissu sain 

cérébral a de son côté été estimé à 7.3±2.1kPa (Chauvet et al. 2015). Pogoda et al. en 2014 avaient quant à eux 

décrit le fait que les tissus de gliomes présentaient une rigidification plus importante que les tissus sains 

lorsqu’ils étaient comprimés, mais que sans compression ils ne présentaient pas de rigidités plus importantes 

que le tissus sain (Pogoda et al. 2014b). Enfin Box et al. en 2015 ont décrit que la rigidité en périphérie des 

tumeurs sur des souris xénogréffées était plus haute que dans la masse tumorale (Box et al. 2016).  

Au vu de toutes ces informations entre les propriétés mécaniques micro  et macroscopiques et la 

capacité des cellules de gliomes à sécréter leur propres protéines de la MEC, il est très difficile de statuer sur 
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des propriétés mécaniques particulières, représentatives des GBM ou définissant une structure spécifique 

rencontrée par les GSC. 

Nous avons donc testé une gamme de rigidités (Publi 2 Fig. 1 A, Supp 1 A, B, C et D).  La modulation 

des propriétés mécaniques a été réalisée sans modifier la rugosité des fibres (Publi 2 Fig. 1 B), ni leur diamètre 

(Publi 2 Fig. 1 C), ni leur chimie de surface (Publi 2 Supp. 3 A et B) ou encore leur espacement (Publi 2 Fig. 1 

D). Les nanotubes de carbone sont incorporés à l’intérieur des nanofibres électrospum (Publi 2 Fig. 1 E). Les 

NF présentent une auto-fluorescence à toutes les longueurs d’onde de 405 à 681 nm qui n’est pas modifiée en 

fonction des différentes concentrations de nanotubes de carbone (Publi 2 Supp.3) 

La mesure de rigidité a été réalisée grâce à la microscopie à force atomique (AFM) par le Dr. Martà 

Martin-Fernandez du Laboratoire Charles Coulomb (UMR5221 CNRS Université de Montpellier), grâce à 

l’application de forces de 300pN sur les nanofibres en solution sachant que les forces exercées par une cellule 

sont estimées de  0.1 à 1000pN (Bangasser et al. 2017b). Les essais sont donc encore une fois réalisés dans 

des conditions tentant de rester au plus proche des propriétés mécaniques rencontrées in vitro  par les cellules. 

 

Figure 56 : Courbe de force d’adhésion mesurée avec l’AFM. D’abord on approche la pointe polarisée 

de l’AFM d’une fibre de l’échantillon. Ensuite la pointe entre en contact avec la fibre, puis une force de 

300pN est appliquée. Une fois les 300pN atteint la pointe est reculée. Néanmoins une fois que le matériau est 

censé être revenu à sa position initiale, la fibre continue d’adhérer à la pointe, et donc y reste collée pendant 

l’éloignement de celle-ci jusqu’à ce que la force de cohésion du réseau de fibres ne devienne plus importante 

que la force d’interaction fibre-pointe. C’est la force d’adhésion. La déformation élastique est obtenue à partir 

des courbes de forces en fonction de la charge appliquée à la pointe. Le module de Young (E) a été calculé 

pour chaque force à partir de la partie approchante des courbes de forces. 
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Sur cette deuxième étude nous avons étudié uniquement les Gli4. Pour la suite les différentes 

conditions de rigidités 3.2, 166, 542 et 1260kPa seront renommées : S3,2, S166 , S542 et S1260. 

Tout au long de cette étude, nous avons décidé de travailler en absence de protéines de MEC pour 

n’observer que l’impact des propriétés physiques sur la migration. En effet comme nous avons pu le voir 

précédemment, la dimensionnalité ou encore la rigidité (dans le cas du verre) favorise une réponse 

différentielle aux protéines de MEC et modifie la dynamique des adhérences focales. L’avantage de cette 

matrice 3D de NF nous permettant de dissocier l’impact des propriétés mécaniques de celui des propriétés 

chimiques en conservant l’affinité des cellules pour le support, nous permettra donc  de réaliser des 

observations avec une modulation seule de la rigidité. 

 Lorsque nous avons déposé les NS de  Gli4 (que j’appellerai GSC pour la suite) sur toutes les 

conditions de rigidité, après 5 jours de migration, nous avons pu voir l’existence d’une rigidité optimale de 

migration à 166kPa pouvant augmenter jusqu’à 4 fois la vitesse de migration. Une rigidité optimale pour la 

migration des GSC avait déjà été décrite par Bangasser et al. en 2017 aux alentours de 100kPa (Bangasser et 

al. 2017b). Nos résultats sont donc cohérents avec cet ordre de grandeur (Publi 2 Fig. 2 A et E). L’observation 

de cette augmentation de migration a été faite en condition de migration, c’est-à-dire en condition de 

différenciation.   

Par la suite, nous avons voulu observer si cette rigidité optimale pouvait être suffisante pour être un 

facteur d’induction de la migration, même dans une situation non favorable qui est ici celle de prolifération. 

Dans cette condition de culture nous sommes en absence de sérum et en présence de facteur de croissance. Ce 

milieu de prolifération est d’ordinaire utilisé pour cultiver les neurosphères en condition de non-adhérence. 

Nous avons alors pu voir que lorsque les NS ont été déposées sur les fibres et ont migré pendant 5 jours en 

condition de prolifération, la rigidité optimale S166 a été suffisante pour induire la migration.  

Ceci signifie que cette rigidité peut-être un signal déclencheur de migration, mettant en évidence que 

les facteurs de croissance ou les protéines de la MEC ne sont pas les seuls responsables de l’induction de la 

migration (Publi 2 Fig. 2 B et F). 

Nous avons tout de même vérifié que l’augmentation de la migration ne soit pas due à un effet pro-

prolifératif des différentes fibres, qui aurait alors pu favoriser la croissance en expansion  décrite pas Friedl et 

ses collaborateurs (2012) (Friedl et al. 2012) par exemple, ou forcer la sortie des cellules de la neurosphère par 

compression et ainsi augmenter la migration. A 5 jours, nous n’observons pas de différence de prolifération 

entre les différentes rigidités (Publi 2 Fig. 2 C).  

Ces premiers résultats permettent de se questionner sur le déclenchement de la migration in vivo lors 

de la croissance tumorale, indépendamment de l’aspect chimique ou chimiotactique du microenvironnement. 

Du fait de la sécrétion de protéines de la MEC par les cellules tumorales changeant la rigidité du 

microenvironnement et de l’augmentation du confinement due à la croissance tumorale, la question se pose 
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donc sur ce qu’il se passe in vivo lors de la rencontre des GSC avec des propriétés mécaniques favorables au 

déclenchement de la migration.   

 Comme décrit dans la première publication, en 3D les cellules sont beaucoup plus fines et bipolaires 

qu’en 2D ; elles suivent les fibres et cela dans toutes les conditions de rigidités (Publi. 2Fig. 3 A). Néanmoins 

les différences de rigidités ont conduit à des modifications de la morphologie des cellules. A S3.2 et S166, les 

cellules sont plus longues qu’à S542 et S1260, ce que l’on pourrait attribuer à un phénotype moins invasif à 

plus haute rigidité en 3D (Lyons et al. 2016).  De plus dans les conditions S3.2, S542 et S1260, les cellules 

sont un peu plus larges qu’à S166 (Publi. 2 Fig. 3 B et C). La taille du noyau étant le facteur limitant à 

l’infiltration (C. D. Paul, Mistriotis, and Konstantopoulos 2017), des cellules plus fines, c’est-à-dire avec un 

noyau et un corps cellulaire plus déformables sont attribuées à un phénotype plus invasif (Watkins and 

Sontheimer 2012) en accord avec l’augmentation de la migration dans la condition S166. Il a de plus été décrit 

par Tee et al. en 2011 que la rigidité du substrat impacte la rigidité et la surface des cellules lorsqu’elles sont 

dans des espaces ouverts. Néanmoins dans des situations de confinement ou quand les cellules sont limitées à 

de petites surfaces d’adhésion, la forme des cellules domine la rigidité du substrat et la rigidité du substrat 

n’influence plus la rigidité de la cellule (Tee et al. 2011). Nos résultats sont cohérents avec ces observations.  

La modification de la morphologie des cellules dans ces matrices 3D à différentes rigidités est visible 

sur la Figure 3D de la Publi. 2 lors de l’augmentation du ratio de la largeur/longueur.   

L’augmentation du comportement invasif des cellules tumorales est bien souvent reliée à l’EMT. De 

plus la rigidité est connue pour augmenter l’EMT également (W. Zhang et al. 2017). Par conséquent, nous 

avons voulu observer l’expression des différents marqueurs qui y sont assimilés dans les GSC sur toutes les 

conditions de rigidités (Publi. 2, Fig. 4C et Supp.5). En conséquence, dans la condition S166, nous avons pu 

voir l’augmentation de la N-cadhérine, dont  l’expression augmente dans la GMT (Ferrer, Moura Neto, and 

Mentlein 2018), ainsi que de ZEB1 qui est un gène régulateur de l’EMT, relié à un mauvais pronostic dans les 

GBM (Siebzehnrubl et al. 2013a). Il y a également l’augmentation de SOX2 sur les NF S166 (Publi. 2, Fig. 

4C et Supp.5), décrit comme étant corrélé à un mauvais pronostic, à la radio et à la chimiorésistance dans les 

processus de GMT (Garros-Regulez et al. 2016a). SOX2 serait régulé par un autre régulateur de l’EMT qui est 

Twist1  (Velpula et al. 2011a). 

Bien que la vimentine soit impliquée dans l’EMT, elle ne semble pas ici présenter d’augmentation sur 

les NF S166 en comparaison avec les autres rigidités en 3D (Publi. 2, Fig. 4C et Supp.5).  Néanmoins 

l’expression en 2D ne présente de différence qu’avec les conditions S3.2 et S542. Jolly et al. en 2015 ont 

décrit que le phénotype d’EMT partiel est essentiel pour la migration des cellules cancéreuses (Jolly 2015). 

Nous sommes peut-être ici dans cette configuration.  

La MGAT5 est connue pour favoriser l’EMT et être augmentée durant celle-ci (Hassani et al. 2017), 

néanmoins les mécanismes par lesquels sont permis cette implication restent peu compris. Ici, l’augmentation 

de la galectine 3 sur les NF S166 nous montre l’implication de la MGAT5 dans le processus d’EMT induit par 
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cette rigidité optimale pour la migration (Publi. 2, Fig. 4C et Supp.5). En effet la galectine 3 reconnait les 

motifs β1,6-GlcNAc transférés par la MGAT5 sur les glycoprotéines (Fortuna-Costa et al. 2014). Par 

conséquent, l’implication de la MGAT5 induit l’augmentation de la galectine 3.  

L’EMT est souvent décrite par un passage en migration individuelle. Toutefois, il s’agit d’un 

processus pouvant présenter de nombreuses modulations, dont les caractéristiques peuvent également être 

dépendantes du type cellulaire dans lequel elle a lieu. Il est possible d’avoir des phénotypes intermédiaires, 

comme par exemple un comportement de migration « collective mésenchymateuse » décrite par Friedl et al. 

(Friedl et al. 2012). Ce mode migratoire correspond ici à nos observations car dans la condition S166, qui 

induit une nette augmentation de la migration et un phénotype EMT-like, il n’y a pas de diminution de la 

migration collective (Publi. 2, Fig. 4B) et une augmentation de ZO1 impliquée fortement dans les jonctions 

cellules-cellules est observée (Publi. 2, Fig. 4C et Supp.5).  

La protéine ZO1 a également été décrite comme diminuant lors de l’EMT, mais ceci est du au fait du 

passage en migration dite « individuelle » nécessitant moins de jonctions cellules-cellules et plus de jonctions 

cellules-matrices. De plus, il a déjà été démontré que dans des cellules de mélanome l’augmentation 

concomitante de ZO1 et de la N-cadhérine était associée avec un phénotype invasif (Smalley et al. 2005). De 

plus, les cellules tumorales circulantes, décrites dans de nombreux cancers, lorsqu’elles migrent en étant 

regroupées (ou en « cluster ») ont une résistance à l’apoptose plus élevée, une capacité d’initiation des 

tumeurs plus importante et conduisent à un plus mauvais pronostic que les migrations individuelles. Enfin la 

migration collective permettrait une chimiorésistance plus importante  (Fabisiewicz and Grzybowska 2017).  

L’augmentation de ZO1 uniquement à S166 peut être due à une augmentation des besoins de 

transmission d’informations mécaniques et de cohésion à cette rigidité et dans cette condition migratoire. Un 

besoin de renforcement des jonctions cellules-cellules répondrait peut-être à  la migration « mésenchymateuse 

collective », permettant de réaliser des forces de traction plus grandes entre les cellules, permettant une 

migration collective plus rapide. 

Dans les conditions de rigidité optimale pour la migration S166, nous nous trouvons donc dans une 

situation regroupant de nombreux paramètres associés à une agressivité importante et à une chimiorésistance. 

En effet cette condition regroupe l’augmentation de l’EMT, du phénotype souche et de la migration collective 

même si elle n’est habituellement pas décrite dans le même contexte que l’EMT.  

Au niveau des adhérences focales maintenant, dont la cohérence implique la galectine 3 également, 

nous pouvons voir une augmentation de la quantité de taline totale ainsi qu’une augmentation de la calpaïne 2 

à S166 (Publi. 2, Fig. 4C et Supp.5). Il y a donc une augmentation de la quantité globale de taline clivée, mais 

pas du ratio taline clivée/taline totale, qui n’est alors pas due à une augmentation de l’activité de la calpaïne2 

mais plutôt à une augmentation de la quantité des adhérences focales matures fonctionnelles (Elosegui-Artola 

et al. 2016) et donc de calpaïne2 nécessaire, conduisant probablement à une modification de la dynamique des 

adhérences.  
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L’intégrine β1 quant à elle, ne voit pas son expression augmentée à S166 bien que l’augmentation de 

la taline totale et de la calpaïne2 semble indiquer une augmentation du nombre ou de la taille des adhérences 

focales matures (Publi. 2, Fig. 4C et Supp.5). Ici il faudrait donc que nous testions la forme activée de 

l’intégrine β1 car l’augmentation de la forme activée témoigne de l’augmentation du nombre d’adhérences 

focales fonctionnelles, ainsi que l’intégrine α5. La littérature décrit que  l’activation de l’intégrine β1 via son 

hétérodimérisation avec l’intégrine α5 permet leur recrutement aux membranes grâce à la galectine3 (Qinglei 

Hang et al. 2017). De plus l’hétérodimérisation de ce couple d’intégrines est régulée par la MGAT5, qui va 

glycosyler l’intégrine α5, permettant ensuite son hétérodimérisation avec l’intégrine β1 qui sera alors activée 

(Isaji et al. 2006).  

Enfin, la calpaïne2 a récemment été vue comme impliquée dans la régulation de l’EMT (Y. Liu et al. 

2018)  mettant en évidence le rôle des protéines d’adhérences focales dans la régulation de l’agressivité et de 

l’EMT. 

L’augmentation probable ici du nombre ou de la taille des adhérences focales matures met en 

évidence l’augmentation du comportement migratoire en réponse au signal mécanique à S166.   

L’augmentation ici de l’intégrine β1 n’apparait pas en première analyse, en accord  avec les 

observations du premier article (Publi 1, Fig. 6A et Sup.3) car, nous ne passons pas ici en migration 

individuelle, par conséquent cette augmentation d’agressivité à S166 n’augmente pas les jonctions cellules-

matrices. Néanmoins, nous observons une augmentation de la galectine 3, qui pourrait être liée à 

l’augmentation de l’agressivité de manière plus générale, indépendamment de la migration individuelle ou  

collective. 

La MGAT5 est impliquée dans l’EMT (Hassani et al. 2017), dans l’hétérodimérisation des intégrines 

et,avec la galectine 3, dans la maturation des adhérences focales. Par conséquent, son inhibition semblait 

permettre de faire le lien entre deux phénomènes. De plus le treillis galectine3/MGAT5 est associé à la 

maturation des adhérences focales (Goetz 2009) et à leur renouvellement permettant de promouvoir un 

comportement migratoire (Melo et al. 2011). 
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Figure 57 : Schéma récapitulant l’implication du treillis galectine3/MGAT5 dans la régulation des adhérences 

focales. Le treillis permet donc la maturation des adhérences focales et leur renouvellement (Goetz 2009). 

Comme détaillé dans l’introduction, les adhérences focales  sont des biocapteurs mécaniques 

bidirectionnels qui permettent aux cellules d'intégrer des signaux intracellulaires et extracellulaires. Elles ont 

été de nombreuses fois décrites comme capables d’intégrer l’information mécanique, telle que la rigidité, et de 

transmettre cette information au cytosquelette. 

Par conséquent l’inhibition de la MGAT5 dans notre contexte est prometteuse. Nous avons donc 

décidé de réaliser son inhibition via la technique CRISPR Cas9 sur les cultures primaires de GSC Gli4 (Publi 

2, Fig. 5A et Supp.6). Toutes les expérimentations réalisées par la suite sur les mutants MGAT5 KO ont été 

réalisées avec un n=3 ou n=4, où chaque n est issu d’un clone MGAT5 KO différent, cultivés séparément, 

pour s’assurer que le phénotype observé n’est pas dû aux clones sélectionnés lors du tri des cellules mais bien 

dû à la mutation. Le tri a été réalisé dans le but d’isoler et de caractériser les cellules sur lesquelles la 

transfection a été efficace et portant bien la mutation MGAT5. 

La première observation faite sur les GSC MGAT5 KO fût la même que celle réalisée par l’équipe 

auparavant dans la publication « Phostine PST3.1a Targets MGAT5 and Inhibits Glioblastoma-Initiating Cell 

Invasiveness and Proliferation » par Z. Hassani et al. en 2017 (Hassani et al. 2017). Les GSC montrent une 

inhibition de contact (Publi 2, Fig. 5B et C), c’est-à-dire qu’elles présentent des difficultés à rester cohésives 

et font donc de nombreux agrégats, à l’inverse des GSC WT qui ont tendance à se regrouper pour former de 

très grosses neurosphères en condition de prolifération. 

Les GSC WT et les GSC MGAT5 ko ne semblent pas présenter de différences en  termes de 

prolifération (Publi 2, Supp. 4). C’est aussi cohérent avec les résultats vus précédemment par l’équipe. La 
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Phostine PST3.1a n’avait présenté des effets antiprolifératifs qu’à partir de l’utilisation au micromolaire, alors 

que l’effet anti migratoire en 2D été visible au nanomolaire.  

Lors du dépôt des neurosphères de GSC présentant une inhibition de la MGAT5 sur les fibres de 

différentes rigidités, nous avons pu voir une diminution importante de la migration à la rigidité optimale S166 

en condition de différenciation (Publi 2, Fig. 5D,F). Ces résultats nous ont donc confirmé l’implication de la 

MGAT5 dans l’agressivité présente à S166.  

Suite à l’observation de l’effet anti-migratoire de la mutation MGAT5 KO sur les GSC à S166 en 

différenciation, nous avons voulu voir si l’absence de la MGAT5 était également capable d’inhiber le 

déclenchement de la migration à S166 en condition de prolifération. Malheureusement, nous n’avons pas pu 

conclure à ce sujet, l’inhibition de contact étant trop importante, comme ce qui est visible sur la Publi. 2  Fig. 

5 E. De nombreux agrégats se détachent des neurosphères et l’augmentation de migration des GSC MGAT5 

KO par rapport au GSC WT visible à S3.2 ne permet pas de déterminer s’il s’agit véritablement de migration 

ou d’un étalement des cellules à l’intérieur de la matrice 3D. De même pour la situation S1260. 

A S166 et S542 il ne semble pas y avoir de différences migratoires, mais il est encore une fois difficile 

de déterminer s’il ne s’agit pas d’inhibition de contact (Publi 2, Fig. 5E,F). 

Nous avons également quantifié la morphologie des cellules aux différentes rigidités. La première 

observation fut que les GSC MGAT5 KO sont beaucoup moins longues à S3.2 et S166, et un peu moins 

longues à S542 que les GSC WT. De plus, contrairement au GSC WT, elles ne présentent pas de différences 

de longueurs entre les différentes rigidités, mettant en évidence la diminution de perception de 

l’environnement mécanique des GSC MGAT5 KO (Publi 2, Fig. 6A). 

La largeur des GSC MGAT5 KO quant à elle, est diminuée par rapport au GSC WT (Publi 2, Fig. 

6B). Néanmoins, il n’y a plus de différences de largeurs entre la condition S3.2 et la condition de rigidité 

optimale S166. La largueur des GSC MGAT5 KO  réaugmente à nouveau à S542 et S1260 mais reste toujours 

plus petite que les GSC WT. Cette largeur moins importante que celle des GSC WT peut être due au fait que 

les cellules sans MGAT5 sont plus petites (Publi 2, Supp.4 A et B). En effet malgré l’absence de différences 

en termes de prolifération, les neurosphères composées du même nombre de cellules sont plus petites pour les 

GSC mutantes que pour les WT.   

La différence de longueur des GSC MGAT5 ko et la diminution importante des variations entre les 

différentes rigidités sont surtout visibles lorsque l’on regarde le ratio de la largeur sur la longueur des GSC 

(Publi 2, Fig. 6C). Les différences de ratio observées entre les différentes rigidités chez les GSC MGAT5 ko 

sont bien moins importantes que chez les GSC WT.  

Il semble donc que les GSC mutantes font moins varier leur morphologie en réponse aux différentes 

rigidités que les GSC WT, et semblent moins agressives à S3.2, S166 et S542 au vue de la diminution de leur 

longueur (Lyons et al. 2016). 
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Suite à la diminution de migration observée à S166 chez les GSC MGAT5 KO, nous avons regardé à 

nouveau les protéines impliquées dans l’EMT et les adhérences focales chez les mutants. 

Concernant l’EMT, nous avons pu observer à S166 une diminution de la N-cadhérine à S166 dans les 

GSC MGAT5 KO en comparaison avec les GSC WT, ainsi qu’une diminution de ZO1. Zeb1 ne présente pas 

de différence entre les GSC WT et les GSC MGAT5 KO en termes de niveau d’expression à chaque rigidité, 

néanmoins Zeb1 ne présente plus de différence d’expression entre les différentes rigidités chez les GSC 

MGAT5 ko (Publi 2, Fig. 6D, Supp.6). 

La vimentine quant à elle, ne semble pas présenter de différence d’expression entre les GSC WT et les 

GSC MGAT5 KO, mais ne présente également plus de différence entre la 2D et les conditions S3.2 et S542 

(Publi 2, Fig. 6D, Supp.6). 

Au niveau des adhérences focales, il y a une diminution de la calpaïne2 à S166 chez les mutants 

MGAT5 KO par rapport au WT, qui réaugmente ensuite à S1260. La diminution de la calpaïne 2 à S166 est 

cohérente et concomitante avec une diminution de la quantité de taline totale chez les GSC MGAT5 KO par 

rapport aux WT. La taline ne semble plus présenter également de  différences entre les différentes rigidités. La 

calpaïne 2 quant à elle n’a plus de différences d’expression entre les rigidités S3.2, S166 et S542 chez les 

mutants (Publi 2, Fig. 6D, Supp.6). 

La galectine 3 elle aussi ne montre plus de modulation en fonction des rigidités chez les GSC MGAT5 

KO et voit son expression diminuer à S166 en comparaison avec les GSC WT (Publi 2, Fig. 6D, Supp.6). Ce 

résultat était attendu du fait de l’absence de MGAT5 qui est identifiée comme responsable de son 

augmentation. 

SOX2 par contre ne semble pas présenter de modification entre les GSC WT et les mutants, excepté 

une augmentation de son expression à S542 pour les GSC MGAT5 KO (Publi 2, Fig. 6D, Supp.6). Par 

conséquent, la modulation de son expression en fonction de la rigidité n’est pas dépendante du treillis 

MGAT5/Galectine 3. Son changement d’expression semble dépendant d’un autre mécanisme. SOX2 ayant été 

démontré comme régulé par Twist1 (Velpula et al. 2011a), il serait intéressant d’observer la modulation de 

Twist1 et SOX2 avec et sans MGAT5. 

Au vue de l’expression de toutes ces protéines liées à l’EMT chez les GSC MGAT5 ko en 

comparaison avec les GSC WT, nous pouvons déduire que cela semble cohérent avec la diminution de l’aire 

de migration et donc de l’agressivité observée à S166 chez les GSC MGAT5 ko en comparaison avec les GSC 

WT.  

De façon globale, il y a une diminution de la sensibilité à la rigidité chez les mutants MGAT5 KO. La 

diminution de la quantité de calpaïne 2 et de taline totale à S166 indique une quantité d’adhérences focales 

matures et fonctionnelles diminuée chez les mutants par rapport aux  WT, associées au niveau d’expression 

constant de la galectine 3 entre les différentes rigidités chez le mutant. L’absence de modulation de la 
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galectine 3 ne permet donc pas l’augmentation d’adhérences focales matures chez les mutants MGAT5, que 

l’on a pu observer à S166 chez les GSC WT, et induit donc une diminution de la sensibilité aux propriétés 

mécaniques. 

Du côté de l’EMT, la diminution de la N-cadhérine à S166 montre également une diminution de la 

sensibilité à la rigidité induisant l’EMT des GSC MGAT5 KO. Nous pouvons supposer que l’absence de 

MGAT5 ne joue pas sur l’expression de Zeb1 au vu de son expression, mais joue plutôt sur la réponse de 

celui-ci à la perception de l’environnement physique. 

Les adhérences focales étant connues pour leurs capacités de perception de l’environnement 

mécanique, nous avançons l’hypothèse que l’inhibition de la MGAT5, ne pouvant plus ajouter de motif β1,6-

GlcNAc reconnue par la galectine 3 au niveau des adhérences focales, impacte la réponse de celles-ci à la 

rigidité. Les adhérences focales, ne pouvant alors plus envoyer suffisamment l’information mécanique 

permettant l’augmentation de l’EMT  la vitesse de migration à la rigidité optimale S166 s’en trouve diminuée. 

Par cette deuxième publication nous montrons donc l’implication de la MGAT5 dans la mécano-

réception. Ici, nous proposons que l’influence de la MGAT5 sur l’EMT soit réalisée via la sensibilité des 

adhérences focales à l’environnement mécanique grâce au treillis MGAT5/Galectine 3. Il serait à présent 

relevant de xénogreffer nos lignées de GSC MGAT5 ko pour observer leur comportement in vivo.   

En s’inspirant du schéma de Goetz et al. en 2009 (Goetz 2009), nous proposons donc  le mode 

d’action si dessous. 
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Figure 58 A : Schéma récapitulatif représentant l’implication du treillis MGAT5/galectine 3 dans la 

mécanotransduction et l’EMT. Situation en présence de MGAT5. En présence d’une rigidité optimale, il y a 

une augmentation du treillis MGAT5/Galectine 3 aux adhérences focales, permettant l’augmentation de leur 

maturation, favorisant l’envoi de l’information mécanique au noyau, permettant la transcription de Zeb1 

promouvant l’EMT. 
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Figure 58 B : Schéma récapitulatif représentant l’implication du treillis MGAT5/galectine 3 dans la 

mécanotransduction et l’EMT. Situation en absence de MGAT5. En présence d’une rigidité optimale, il ne 

peut pas y avoir d’augmentation du treillis MGAT5/Galectine 3 aux adhérences focales, qui ne pourront alors 

pas retranscrire l’information mécanique. Il n’y aura alors pas d’augmentation de l’EMT. 

Malgré l’efficacité de l’inhibition de la MGAT5 sur la migration, l’EMT et les adhérences focales, 

lorsque nous avons observé l’expression de la MGAT5 dans les différentes conditions de rigidités chez les 

GSC WT, nous n’avons pas vu de modulations de celle-ci (résultats non montrées ici). Il serait donc 

indispensable d’observer l’expression de la ST6GAL1 dans les différentes rigidités. Le caractère multibranché 

β1,6 catalysé par la MGAT5 voit ses extensions polylactosaminiques contrôlées par cette  enzyme via  l’ajout 

d’un acide sialique α2,6 (Takahashi et al. 2016a). L’avidité de la galectine 3 pour les motifs β1,6 est donc 

contrôlée par la  ST6GAL1. Par conséquent, comme la ST6GAL1 contrôle le treillis galectine 3 et que la 

galectine 3 est augmentée sur les NF S166, nous pouvons supposer un modulation de son expression, qui a 

d’ailleurs été déjà observée durant l’EMT (J. Lu et al. 2014). 

B 



236 

 

De façon tout à fait intéressante, en 2D les GSC WT présentent les mêmes expressions de protéines 

que dans la condition 3D S166 au niveau des adhérences focales, de l’EMT ou encore de la galectine 3, sous 

entendant une perception de la rigidité différente entre 2D et 3D, du fait de la rigidité très élevée du verre ( 

≈70 GPa (Nouri et al. 2017)). Néanmoins, lors de l’inhibition de la MGAT5, la condition 2D ne présente pas 

de modification de l’expression de ces protéines en comparaison avec les GSC WT. Ceci pourrait signifier que 

la modulation de la perception de la rigidité par le treillis MGAT5/galectine 3 est inhérente au 3D et à la 

condition maximale pour la migration S166 (Publi 2, Supp.6). 

Une autre possibilité est que la rigidité favorisant une réponse des GSC doit être beaucoup plus 

importante en absence de MGAT5 pour permettre l’induction de l’EMT et l’augmentation de la migration. En 

effet, l’absence du treillis MGAT5/galectine3 rendant les adhérences focales moins sensibles à la déformation 

car moins matures, nous permet d’envisager que l’induction de l’EMT nécessite une déformation des 

membranes et une tension appliquée au niveau aux adhérences focales plus importante pour parvenir à 

transmettre l’information mécanique au cytosquelette. Ceci expliquerait la réaugmentation de la N-cadhérine 

ou de la calpaïne2 observée à S1260 chez les GSC MGAT5 KO en comparaison avec les GSC WT. En 

absence de MGAT5, les GSC en 3D à S1260 présentent un profil plus proche de la 2D. Nous pourrions 

supposer par conséquent que la MGAT5 autorise une réponse à des rigidités plus basses en 3D et favorise 

donc une réponse dans une gamme de rigidités bien plus physiologiques. Néanmoins pour affirmer cette idée, 

il serait nécessaire de comparer la réponse à la rigidité en 3D avec une gamme de rigidité en 2D. 

Nous avons pu observer en 2D sur les cellules Gli4 que le mécanorécepteur Piezo1, se trouve 

également à proximité des adhérences focales dans cette configuration migratoire, suggérant un rôle 

fonctionnel à cette proximité, peut-être  identique en 3D et dans différentes rigidités (Nourse and Pathak 

2017). Ce mécanorécepteur permet la perception de l’information mécanique comme la rigidité, le 

confinement ou la compression tissulaire. Ce type de canaux ioniques peut être activé mécaniquement de deux 

façon : la transduction de force à travers des ancrages du cytosquelette au mécanorécepteur, ou la transduction 

des forces par la membrane(Nourse and Pathak 2017). La première façon inclut la possibilité qu’un ancrage 

extracellulaire ou intracellulaire tire sur le canal, permettant son ouverture via un changement de conformation 

(Nourse and Pathak 2017). Nous émettons l’hypothèse ici que cet ancrage au niveau extra cellulaire pourrait 

être réalisé grâce au treillis galectine. 

Nos résultats préliminaires, qui ne sont pas présentés ici, montre une co-localisation de Piezo1 avec 

les zones où l’actine et la vinculine sont très présentes. La galectine 3 est elle aussi localisée au niveau des 

adhérences focales en 2D. Par conséquent il serait vraiment très intéressant de regarder la glycosylation de ce 

mécanorécepteur et l’implication qu’elle pourrait avoir dans sa sensibilité.  

L’induction de ces différents modes migratoires sur ces matrices de NF 3D, qu’ils soient individuels, 

collectifs, en configuration EMT-like ou en migration collective mésenchymateuse,  rendent ce modèle 

prometteur pour tester différentes molécules anti-migratrices durant le développement pré-clinique. Il serait en 
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effet possible de tester les molécules sur différentes configurations migratoires. De plus les possibilités 

d’analyses complexes qu’offre ce réseau permettent d’amener plus loin l’étude des éventuels effets des 

molécules anti-migratoires.  

La réalisation de systèmes microfluidiques contenant ce système de fibres permettrait l’étude des 

variations spatio-temporelles d’un gradient chimique (Cho et al. 2011) sur les différents comportements 

cellulaires ou sur la migration des cellules tumorales. 

Enfin, il serait également intéressant de tester la greffe de ce système 3D, pour évaluer sa 

biocompatibilité une fois implanté, afin d’envisager une utilisation pour de la régénération tissulaire, ou 

encore à des fins thérapeutiques. Jain et al. en 2014 ont implanté in vivo  des nanofibres de Poly-ε-

CaproLactone (PCL) dans un cerveau de souris préalablement xénogreffé avec des lignées de cellules souches 

de glioblastomes U87.   Ces nanofibres de PCL ont guidé les cellules de la tumeur initiale jusque dans un 

espace extracortical. Cet espace extracortical était constitué d’un hydrogel de collagène conjugué à un agent 

pro-apoptotique : la cyclopamine (A. Jain et al. 2014). Il serait donc envisageable de réaliser ce type 

d’opération, après avoir testé la biocompatibilité en greffe,  en implantant les NF en  post opératoire à 

l’endroit de l’exérèse de gliomes de bas grade par exemple, en fonctionnalisant les fibres avec un chimio-

attractant couplé à un agent pro-apoptotique, de sorte à éviter la récidive.  
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Conclusion générale  
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Durant ces trois années de thèse, nous avons réussi à mettre au point une nouvelle matrice de NF 

dérivées du PAN biocompatibles et permettant l’infiltration cellulaire. Nous avons pu la  fonctionnaliser avec 

une protéine de la MEC et moduler ses propriétés mécaniques grâce à l’ajout de nanotubes de carbone. Ce 

système 3D présente des capacités prometteuses en terme d’imagerie et nous a permis de réaliser des analyses 

transcriptomiques entre la 2D et la 3D en présence ou en absence de LN. L’issue de cette analyse 

transcriptomique a mis en évidence de nombreux gènes dérégulés en fonction des propriétés physiques dans 

lesquelles est étudiée la migration. 

L’utilisation de deux lignées ayant des comportements très différents in vivo a également permis de 

mettre en évidence des réponses différentes en réaction aux protéines de la MEC utilisée sur les NF, en 

fonction des affinités inhérentes à ces deux cultures primaires de GSC. 

Nous avons pu observer différentes configurations migratoires, individuelles ou collectives, en 

fonction de la présence de protéines de la MEC et des caractéristiques des GSC, associées à différentes 

expressions de protéines membranaires.  L’expression de ces protéines des adhérences focales et leur 

dynamique dépendent de la dimensionnalité du système de culture et de ses propriétés mécaniques. 

La modulation seule des propriétés mécaniques a montré l’existence d’une rigidité optimale à 166kPa 

pour la migration des GSC en 3D, induisant une augmentation importante de l’aire de migration des GSC et 

un comportement migratoire agressif, de type EMT-like. Cette migration augmentée est associée à la 

surexpression de Zeb1, de la N-cadhérine, de SOX2 et de ZO1, ainsi qu’à la surexpression de la galectine 3. 

Ce phénotype agressif est également associé à une modification des adhérences focales pour lesquelles nous 

observons une augmentation de leur configuration  mature. 

L’augmentation de l’aire de migration et l’augmentation de la galectine 3 à 166kPa associée à la fois à 

l’EMT et aux adhérences focales, a pu être diminuée fortement via l’inhibition de la MGAT5. Les GSC 

MGAT5 KO ne pouvant plus réaliser l’augmentation du treillis MGAT5/galectine 3 au niveau des intégrines, 

diminuent leur maturation et donc  diminuent la transmission de l’information mécanique au cytosquelette. La 

rigidité n’induit alors plus le phénotype EMT-like et l’aire de migration s’en trouve donc diminuée. Par cette 

étude, nous avons pu montrer l’implication de la MGAT5 et donc de la glycosylation dans la 

mécanotransduction. 
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Figure 59 : Schéma résumant l’impact de la rigidité sur Sox2 et la régulation des galectines 3, des adhérences 

focales et de l’EMT. 
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Résumé : Les cellules souches de glioblastomes (GSC) sont sensibles aux propriétés mécaniques de leur 
microenvironnement et utilisent la rigidité pour favoriser leur invasion.  
Dans ce contexte, nous avons développé une matrice 3D fibrillaire artificielle permettant de récapituler in 

vitro les comportements migratoires observés in vivo. Cette matrice étant hautement plastique, nous avons pu 
moduler la rigidité, la chimie de surface ou encore l'alignement des fibres.  
Dans un premier temps nous avons modifié leur chimie de surface grâce à l’ajout de protéines de la matrice 
extracellulaire (MEC) puis déposé des neurosphères (NS) de GSC sur ce tissu artificiel. L’ajout de laminine 
nous a permis d’observer le passage d’un comportement migratoire collectif à individuel. 
Dans un deuxième temps nous avons modulé la rigidité des fibres. Après cinq jours de migration des GSC 
dans différentes conditions de rigidités, nous avons constaté une augmentation de la vitesse de migration à la 
rigidité intermédiaire de 166kPa par rapport à la condition plus souple de 3,2 kPa et à la condition plus rigides 
de 1260kPa. Cette capacité migratoire maximale dans nos conditions est associée à des changements de 
morphologie des GSC, à une augmentation de l'expression des protéines associée à la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) et à une modification de la régulation des protéines des adhérences focales. 
La surexpression de la Mannoside acétylglucosaminyl transférase 5 (MGAT5) est associée aux tumeurs 
malignes et est impliquée dans la formation de regroupement de protéines membranaires grâce à la formation 
d’un treillis. Elle favorise également la maturation des adhérences focales, la migration cellulaire, l'invasion et 
l’EMT, entraînant ainsi des avantages fonctionnels pour les cellules tumorales. Au vu des résultats précédents 
sur l'expression des protéines EMT et des modifications de la régulation des protéines des adhérences focales, 
nous avons généré des GSC n’exprimant plus la MGAT5 grâce à la technique CRISPR Cas9 et les avons 
placées en NS sur les matrices 3D présentant différentes rigidités. Nous avons alors observé une diminution de 
la vitesse de migration à 166kPa par rapport aux GSC contrôles, associée à une diminution de l'EMT et de la 
maturation des adhérences focales. Par conséquent, cette étude démontre l'implication de la glycosylation et 
plus particulièrement de la glycosylation médiée par la MGAT5 sur la mécanotransduction des GSC. 
 
Mots Clés : Glioblastome, Matrice 3D, Mécanotransduction, Rigidité, MGAT5, Migration 
 
Abstract : Glioblastoma stem cells (CSC) have been reported to be sensitive to the mechanical properties of 
the surrounding tissue/microenvironment and to use the microenvironment stiffness to enhance invasion.  
In this context, we developed a 3D artificial fibrillary tissue which can allow in vitro recapitulation of the 
migration behavior observed in vivo. This 3D matrix is highly plastic which allows for modulation of 
stiffness, surface chemistry and fibers alignment.  
On the first hand, we functionalized the fibers with extracellular matrix proteins and then we plated GSCs 
neurospheres (NS) on the developed 3D artificial tissue. The addition of laminin modulates the migration 
behaviour from single cell to collective mode. 
On the second hand we have modified stiffness of the fibers. After five days of GSCs NS migration on 3D 
electrospun fibers of different stiffnesses, we have seen an increase in migration velocity for an intermediate 
stiffness of 166kPa in comparison with our softest 3.2 kPa and stiffest stiffnesses (1260 kPa). This maximum 
migration rate is associated with changes in cell shape, increase of EMT proteins expressions and 
modifications of focal adhesion proteins regulation. 
Mannoside acetyl glucosaminyltransferase 5 (MGAT5) overexpression is associated with malignant tumors 
and it is implicated in the clustering of membrane proteins through lattice formation, focal adhesions, cell 
migration, invasion, and epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), resulting in functional advantages for 
tumor cells.  
In light of previous results about of EMT proteins expressions and modifications of focal adhesion proteins 
regulation, we generated MGAT5 CRISPR Cas9 GSCs and placed it on 3D matrix with different stiffnesses. 
We observe a decrease in migration velocity at the intermediate stiffness in comparison with GSCs WT 
associated with a decrease in focal adhesion maturation and EMT. This study demonstrates the implication of 
glycosylation and more particularly MGAT5-mediated glycosylation on GSCs mechanotransduction. 
 
Key Words: Glioblastoma, 3D Matrix, Mechanotransduction, Stiffness, MGAT5, Migration 
 


