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Cadre général  

>ĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ƐĂŶŐƵŝŶĞƐ�ũŽƵĞŶƚ�ƵŶ�ƌƀůĞ�ǀŝƚĂů�ĚĂŶƐ�ůĞ�ŵĂŝŶƚŝĞŶ�ĚĞ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝƚĠ�ǀĂƐĐƵůĂŝƌĞ�

Ğƚ� ů͛Ăƌƌġƚ� ĚĞƐ� ƐĂŝŐŶĞŵĞŶƚƐ͘� �ůůĞƐ� ƐŽŶƚ� ƉƌŽĚƵŝƚĞƐ� ƉĂƌ� ůĞƐ�ŵĠŐĂĐĂƌǇŽĐǇƚĞƐ� ;D<ƐͿ� ĞƵǆ-mêmes 

différenciés à partir des cellules souches hématopoïétiques dans la moelle osseuse. Pour 

produire des plaquettes, les MKs subissent un processus complexe de différenciation et de 

maturation qui se déroule en deux étapes : 1) la mégacaryopoïèse, au cours de laquelle les 

progéniteurs se différencient en MKs matures et 2) la thrombopoïèse, lorsque les MKs 

traversent la barrière endothéliale des sinusoïdes pour libérer les plaquettes dans la 

circulation sanguine. Les travaux de recherche du laboratoire portent sur les dernières étapes 

de la mégacaryopoïèse et cherchent à comprendre les mécanismes impliqués dans le passage 

des MKs au travers des sinusoïdes de la moelle osseuse. Ma thèse Ɛ͛ŝŶƐĐƌŝƚ� ĚĂŶƐ� ĐĞƚƚĞ�

thématique et vise à identifier les acteurs moléculaires impliqués dans la transmigration des 

MKs, notammeŶƚ�ůĞ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŽ-myosine, les intégrines et les métalloprotéases. 

 

Organisation du manuscrit  

La première section de ce manuscrit concerne la revue bibliographique composée de 

quatre chapitres. Le premier chapitre introduit la mégacaryopoïèse et les mécanismes de 

production plaquettaire. Nous présentons un schéma illustrant les principaux mécanismes de 

ďŝŽŐĠŶğƐĞ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ƐĂŶŐƵŝŶĞƐ͘��͛ĞƐƚ�ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ĚĂŶƐ�ĐĞƚƚĞ�ƉĂƌƚŝĞ�ƋƵĞ�ŶŽƵƐ�ĚĠƚĂŝůůĞƌŽŶƐ�

plus particulièrement le passage transendothélial des MKs. Le deuxième chapitre est dédié au 

microenvironnement de la moelle osseuse qui entourant les MKs. Le troisième chapitre est 

consacré aux intégrines, leurs fonctions cellulaires associées à la transmigration et leur 

participation, encore débattue, dans la thrombopoïèse. Dans le dernier chapitre, nous 

ĂďŽƌĚĞƌŽŶƐ�ůĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͕�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ�ƉĂƌƚŝĐƵůŝğƌĞ�Ě͛ĂĚŚĠƐŝŽŶ�Ğƚ�ĚĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ de la matrice 

extracellulaire, que nous pensons impliqués dans le passage transendothélial. Les différentes 

références bibliographiques citées dans cette introduction sont répertoriées à la fin de ce 

document. 
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La deuxième section du manuscrit porte sur mes résultats obtenus au courant de la 

thèse et présente les trois axes de recherche relatifs à : 

- 1) la compréhension de la nature des extensions émises par les MKs, en particulier leur 

organisation du cytosquelette (manuscrit accepté dans JTH en 2020) 

- 2) ů͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶ du ƌƀůĞ� ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ĚĂŶƐ� ůĞ� ƉĂƐƐĂŐĞ� ĚĞƐ�D<Ɛ� ĂƵ� ƚƌĂǀĞƌƐ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ 

(manuscrit en cours de rédaction) 

- 3) la contribution des métalloprotéases matricielles au passage de la lame basale (étude en 

cours).  

 

Dans la troisième section, nous clôturerons cette thèse par une conclusion générale. 

Nous proposerons des perspectives de travail, certaines présentant en lien avec la 

transfusion sanguine et les pathologies plaquettaires.  

 

Finalement, en annexe, figureront les trois autres publications actuellement parues 

Đ͛ĞƐƚ-à-dire la revue dans Platelets, le manuscrit méthodologique dans JoVE dont la vidéo sera 

prochainement disponible Ğƚ�ů͛ĂƌƚŝĐůĞ�dans eLIFE.  

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Revue Bibliographique 





1 

 

 

La mégacaryopoïèse et la formation des 

plaquettes sanguines         1 
 

 

Sommaire 

1.1. Les plaquettes sanguines ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘ 2 

   1.1.1.  >ĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ƐĂŶŐƵŝŶĞƐ�͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 2 

   1.1.2.  >͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ�ƉƌŝŵĂŝƌĞ�͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 3 

   1.1.3. La claiƌĂŶĐĞ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 4 

   1.1.4. >ĞƐ�ĂŶŽŵĂůŝĞƐ�ĚĞ�ůĂ�ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ�ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ͙͙͙͙͙͙͙͘�͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 5 

1.2  >Ğ�ŵĠŐĂĐĂƌǇŽĐǇƚĞ͕�ůĞ�ƉƌĠĐƵƌƐĞƵƌ�ĚŝƌĞĐƚ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 6 

   1.2.1.  Les mégĂĐĂƌǇŽĐǇƚĞƐ�ƐĞ�ĚŝĨĨĠƌĞŶĐŝĞŶƚ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ŵŽĞůůĞ�ŽƐƐĞƵƐĞ�͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 6 

   1.2.2. >Ă�ŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶ�ĚƵ�ŵĠŐĂĐĂƌǇŽĐǇƚĞ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘ 8 

   1.2.3. >͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘ 10 

   1.2.4. Le franchissement de la barrière sinusoïdale͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘ 11 

 1.3.  >͛ĠƚĂƉĞ�ĨŝŶĂůĞ : la production plaquettes ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘ 15 

1.3.1. La thrombopoïèse : les études in vitro et in vivo ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘ 15 

   1.3.2. Le bourgeonnement membranaire des mégacaryocytes........................................͙͘͘͘͘͘͘ 18 

1.3.3. Le rôle du poumon dans la biogénèse des plaquetteƐ�͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 19 

 

 

L'hémostase primaire est un processus physiologique essentiel qui concourt à l'arrêt des 

saignements et dans lequel les plaquettes sanguines jouent le rôle principal. Un nombre 

insuffisant de plaquettes, ou la présence de plaquettes non fonctionnelles, peut ainsi être 

associé à un risque hémorragique important. La connaissance des mécanismes de 

différenciation des MKs (mégacaryopoïèse), précurseurs des plaquettes, et des mécanismes 

de formation des plaquettes (thrombopoïèse) est donc d'un grand intérêt médical. Une 

meilleure compréhension de ces mécanismes permettrait de mieux caractériser l'origine de 

ĐĞƌƚĂŝŶĞƐ� ŵĂůĂĚŝĞƐ� ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞƐ� Ğƚ� Ě͛ŝĚĞŶƚŝĨŝĞƌ� ĚĞƐ� ƚƌĂŝƚĞŵĞŶƚƐ� ĂƉƉƌŽƉƌŝĠƐ͘� �ĞĐŝ� ĂŝĚĞƌĂŝƚ�

également à optimiser la production de plaquettes in vitro en vue, par exemple, de prévenir 

des états réfractaires en transfusion (inefficacité transfusionnelle due à la présence chez le 

ƌĞĐĞǀĞƵƌ�Ě͛ĂůůŽ-ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�ĐŽŶĚƵŝƐĂŶƚ�ă�ů͛ĠůŝŵŝŶĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ƚƌĂŶƐĨƵƐĠĞƐ)1,2. 

 

 



Figure 1 : La plaquette sanguine sous toutes ses formes.
(A et B) Aspect discoïde des plaquettes circulantes visualisées par MEB et illustrant, à leur surface, les
ouvertures correspondant à ů͛ŝŶǀĂŐŝŶĂƚŝŽŶ du système canaliculaire ouvert (OCS). (C) Une plaquette activée
émettant des filopodes visualisées en MEB. (D) Image représentative Ě͛ƵŶĞ plaquette observée par MET
indiquant les granules ɲ et ɷ, la bande marginale de microtubules (MT) et ů͛K�^. (E) Détail des enroulements
de microtubules formant la bande marginale en MET. (F) Reconstitution 3D Ě͛ƵŶĞ plaquette au repos à partir
Ě͛ƵŶĞ acquisition au microscope FIB-SEM. (G) Technique du « whole-mount » Ě͛ƵŶĞ plaquette humaine en
MET permettant une quantification des granules ɷ. �͛ĂƉƌğƐ ů͛hDZͺ^1255.
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1.1. Les plaquettes sanguines 

1.1.1. Les plaquettes sanguines  

>ĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ƐĂŶŐƵŝŶĞƐ�ƐŽŶƚ�ĚĞƐ�ĨƌĂŐŵĞŶƚƐ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ�ĂŶƵĐůĠĠƐ�ĚĞ�ĨŽƌŵĞ�ĚŝƐĐŽŢĚĞ�Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ�

3 µm de diamètre cŚĞǌ�ů͛,ŽŵŵĞ͘��Ŷ�ŵŽǇĞŶŶĞ͕�ϭϱϬ�ă�ϰ00 milliards de plaquettes par litre de 

ƐĂŶŐ� ĐŝƌĐƵůĞŶƚ� ĐŚĞǌ� ů͛ŚŽŵŵĞ� ;ϭ 000 milliards chez la souris). Leur durée de vie étant de 

ƋƵĞůƋƵĞƐ�ũŽƵƌƐ�;ϴ�ũŽƵƌƐ�ĐŚĞǌ�ů͛,ŽŵŵĞ͕�ϰ�ũŽƵƌƐ�ĐŚĞǌ�ůĂ�ƐŽƵƌŝƐͿ͕�ĐĞŶƚ�ŵŝůůŝĂƌĚƐ�ĚĞ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ƐŽŶƚ�

produites quotidiennement afin de maintenir une numération sanguine constante. Par leurs 

ƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐ� Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ� Ğƚ� Ě͛ĂŐƌĠŐĂƚŝŽŶ͕� ĞůůĞƐ� ƐŽŶƚ� ĐĂƉĂďůĞƐ� Ě͛ĂƐƐƵƌĞƌ� ů͛Ăƌƌġƚ� ƌĂƉŝĚĞ� Ě͛ƵŶ�

saignement ĂƵ�ŶŝǀĞĂƵ�Ě͛ƵŶ�ƐŝƚĞ�ĚĞ�ůĠƐŝŽŶ�ǀĂƐĐƵůĂŝƌĞ�Ğƚ�ĚĞ�ŵĂŝŶƚĞŶŝƌ� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝƚĠ�ǀĂƐĐƵůĂŝƌĞ3. 

�ĞƉĞŶĚĂŶƚ� ůĞƵƌ� ĨŽŶĐƚŝŽŶ� ŶĞ� ƐĞ� ůŝŵŝƚĞ� ƉĂƐ� ă� ů͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ� ƉƌŝŵĂŝƌĞ͕� ĞůůĞƐ� ŝŶƚĞƌǀŝĞŶŶĞŶƚ�

ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ĚĂŶƐ� ů͛ĂŶŐŝŽŐĞŶğƐĞ͕� ů͛ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͕� ůĂ� ƌĠĂĐƚŝŽŶ� ŝŵŵƵŶŝƚĂŝƌĞ� ŝŶŶĠĞ͕� ůĞ� ƉƌŽĐĞƐƐƵƐ�

métastatique, et les maladies infectieuses virales4. Récemment, il a été montré que les 

plaquettes étaient impliquées dans le syndrome de détresse respiratoire de certains patients 

atteints de la covid-19 présentant une thrombose pulmonaire5ʹ7͘� �ŶĨŝŶ� ů͛ĂƌƌŝǀĠĞ� ĚĞ� ůĂ�

vaccination et notamment du vaccin ChAdOx1 nCov-19 a mis en lumière de rares cas de 

ƚŚƌŽŵďŽƐĞƐ� ĚŽŶƚ� ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ� ƉŽƵƌƌĂŝƚ� ġƚƌĞ� ůĂ� ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ� Ě͛ĂƵƚŽ-anticorps anti-PF4 (platelet 

factor 4) et la formation de réaction auto-immune de type HIT8 (heparin-induced 

thrombocytopenia). 

Morphologie des plaquettes. Au repos, la plaquette se présente comme un petit disque (Figure 

1) dont la forme est maintenue par des enroulements de microtubules, appelé bande 

marginale et présent sous la membrane plasmique. Leur membrane plasmique présente de 

ŶŽŵďƌĞƵǆ� ƉŽƌĞƐ� ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂŶƚ� ă� ĚĞƐ� ŝŶǀĂŐŝŶĂƚŝŽŶƐ� ŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞƐ͘� �͛ĞƐƚ� ůĞ� ƐǇƐƚğŵĞ�

canaliculaire ouvert (OCS, open canalicular system) qui constitue une réserve membranaire 

utilisée lors du changement de forme des plaquettes au cours de leur activation. Les 

plaquettes contiennent également des granules spécifiques, notamment ;ϭͿ� ůĞƐ�ŐƌĂŶƵůĞƐ�ɲ�

contenant des molécules impliquées dans ů͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ�ƚĞůůĞƐ�ƋƵĞ�ůĞ�ĨĂĐƚĞƵƌ�tŝůůĞďƌĂŶĚ�;&tͿ͕�

le fibrinogène, des facteurs de croissance, des facteurs pro- et anti-angiogéniques, des 

ŵĠĚŝĂƚĞƵƌƐ�ĚĞ�ů͛ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ�Ğƚ�ĚĞƐ�ĞŶǌǇŵĞƐ�ƉĂƌŵŝ�lesquelles les métalloprotéases9,10 et (2) 

ůĞƐ� ŐƌĂŶƵůĞƐ� ɷ� ŽƵ� ĚĞŶƐĞƐ͕� ĂƉƉĞůĠƐ� ĂŝŶƐŝ� ĐĂƌ� ŝůƐ� ƐŽŶƚ� ĚĞŶƐĞƐ� ĂƵǆ� ĠůĞĐƚƌŽŶƐ� en microscopie 

ĠůĞĐƚƌŽŶŝƋƵĞ�;D�Ϳ͕�Ğƚ�ĐŽŶƚĞŶĂŶƚ�ĚƵ�ĐĂůĐŝƵŵ͕�ĚĞƐ�ŶƵĐůĠŽƚŝĚĞƐ�ĐŽŵŵĞ�ů͛ĂĚĠŶŽƐŝŶĞ�ĚŝƉŚŽƐƉŚĂƚĞ�

;��WͿ�Ğƚ�ů͛ĂĚĠŶŽƐŝŶĞ triphosphate (ATP), des pyrophosphates et de la sérotonine11.  En raison 



Figure 2 : Les plaquettes dans ů͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ primaire.
La plaquette permet ů͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ primaire, Đ͛ĞƐƚ-à-dire le maintien de ů͛ŝŶƚĠŐƌŝƚĠ des vaisseaux et
ů͛Ăƌƌġƚ des saignements en cas de lésion du vaisseau. Pour cela les plaquettes adhèrent à la matrice
sous endothéliale, Ɛ͛ĂĐƚŝǀĞŶƚ et changent de forme afin Ě͛ĂŐƌĠŐĞƌ et de former un clou plaquettaire.
ADP, adénosine diphosphate; ATP, adénosine triphosphate; Fgn, fibrinogène; FN, fibronectine; FW,
facteur Willebrand; GP, glycoprotéine; LM, laminines; PAR, protease-activated receptor ; TP,
récepteur au thromboxane et aux prostaglandines; TxA2, thromboxane A2.
�͛ĂƉƌğƐ Muhammad Usman Ahmed, UMR_S1255.
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de leurs petites tailles, la ME est un outil de choix pouƌ� ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐĞƌ� ů͛ƵůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞ des 

plaquettes (Figure 1). Au laboratoire, nous bénéficions de plusieurs approches de ME 

ĐŽŵƉůĠŵĞŶƚĂŝƌĞƐ� ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ� Ě͛ŝĚĞŶƚŝĨŝĞƌ� ĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞƐ� ĂŶŽŵĂůŝĞƐ� ƉƌĠƐĞŶƚĞƐ� dans des 

plaquettes de patients12,13 ou de souris génétiquement modifiées14ʹ17. /ů�Ɛ͛ĂŐŝƚ�ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ�ĚĞ�

la microscopie électronique à transmission (MET) sur coupes pour ů͛ĠƚƵĚĞ�ĚĞ ů͛ƵůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞ�

ou sur plaquettes humaines entières, « Whole mount », pour lĂ�ƋƵĂŶƚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ŐƌĂŶƵůĞƐ�ɷ ; 

la microscopie électronique à balayage (MEB) pour déterminer de degré Ě͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�

plaquettaire (exemple : Score de Kunicki) et le Focused-Ion Beam Scanning electron microsope 

(FIB-SEM) pour la distribution 3D des organites plaquettaires (Figure 1). 

 

ϭ͘ϭ͘Ϯ͘�>͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ�ƉƌŝŵĂŝƌĞ͘ 

>ĞƐ�ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ�ĚĞ� ů͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ�primaire. >͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ͕�ƋƵŝ� ĐŽŶƐƚŝƚƵĞ� ůĂ� ĨŽŶĐƚŝŽŶ�

majeure des plaquettes, fait intervenir plusieurs éléments : le vaisseau, les plaquettes et des 

facteurs plasmatiques tels que le fibrinogène, les protéines de la coagulation et le FW.  Suite 

à une lésion vasculaire, des protéines adhésives de la matrice sous endothéliale sont exposées 

à la circulation sanguine, notamment le collagène et FW. Une vasoconstriction réflexe du 

vaisseau permet de limiter la perte de sang dans les petits vaisseaux. Dans des conditions de 

flux élevé, le FW présent dans la matrice sous-endothéliale ou provenant du plasma se déploie 

en conformation active et lie le collagène. Le FW ainsi fixé au site de lésion va recruter les 

ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ĐŝƌĐƵůĂŶƚĞƐ�ƉĂƌ�ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ�ĂǀĞĐ�ƐŽŶ�ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ�ŵƵůƚŝŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ�ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ�͗�ůĞ�

complexe glycoprotéique GPIb-IX-V18,19. Les plaquettes sont alors ralenties, puis adhérent de 

ŵĂŶŝğƌĞ� ƐƚĂďůĞ� ă� ůĂ� ŵĂƚƌŝĐĞ� ƐŽƵƐ� ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞ͕� Ɛ͛ĂĐƚŝǀĞŶƚ� Ğƚ� ĐŚĂŶŐent de forme en se 

contractant et en émettant des filopodes. Les plaquettes activées sécrètent le contenu de 

ůĞƵƌƐ�ŐƌĂŶƵůĞƐ�ɲ�Ğƚ�G͕�ƌĞĐƌƵƚĂŶƚ�Ě͛ĂƵƚƌĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ͘��ŶĨŝŶ�ůĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ĂŐƌğŐĞŶƚ entre-elles 

ƉĂƌ� ůĂ� ůŝĂŝƐŽŶ� ĚƵ� ĨŝďƌŝŶŽŐğŶĞ� ă� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ� ɲ//ďɴ͕� ƌĠƐƵůƚĂŶƚ� ĞŶ� ůĂ� ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ� Ě͛ƵŶ� ĐůŽƵ�

plaquettaire. Le clou plaquettaire est stabilisé par un réseau de fibrine insoluble qui résulte 

de la polymérisation du fibrinogène soluble catalysée par la thrombine, elle-même générée 

ƉĂƌ� ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ� ĚĞ� la coagulation. >Ğ� ƌĠƐƵůƚĂƚ� ĚĞ� ĐĞƚƚĞ� ƐĠƌŝĞ� Ě͛ĠƚĂƉĞƐ� ĞƐƚ� ůĂ�

ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚƵ�ͨ�ĐůŽƵ�ŚĠŵŽƐƚĂƚŝƋƵĞ�ͩ�ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ�ů͛Ăƌƌġƚ�ĚĞƐ�ƐĂŝŐŶĞŵĞŶƚƐ�(Figure 2).  
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Le complexe GPIb-IX-V. Ce complexe est spécifiquement exprimé à la surface des plaquettes 

(~25.000 copies par plaquette)20. Il est composé de quatre glycoprotéines transmembranaires, 

'W/ďɲ�;ϭϯϱ�Ŭ�ĂͿ͕�ůĂ�'W/ďɴ�;ĞŶĐŽƌĞ�ĂƉƉĞůĠĞ���ϰϮc, 26 kDa), la GPIX (20 kDa) et la GPV (82 kDa), 

appartenant à la famille des protéines riches en leucine19͘�>͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ�ĚĞ�ĐĞ�ĐŽŵƉůĞǆĞ�ĚĂŶƐ�

ů͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ� ĞƐƚ� ĂƚƚĞƐƚĠĞ� ƉĂƌ� ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ� Ě͛ƵŶĞ� ŵĂůĂĚŝĞ� ŚĠŵŽƌƌĂŐŝƋƵĞ͕� ůĞ� ƐǇŶĚƌŽŵĞ� ĚĞ�

Bernard-^ŽƵůŝĞƌ� ƋƵŝ� ĞƐƚ� ůĂ� ĐŽŶƐĠƋƵĞŶĐĞ� Ě͛ƵŶĞ� ĂďƐĞŶĐĞ� Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŽƵ� Ě͛une anomalie 

ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůůĞ� ĚĞ� ů͛ƵŶĞ� ĚĞƐ� ƐŽƵƐ-unités GPIb ou GPIX. Cette anomalie se traduit par une 

ŵĂĐƌŽƚŚƌŽŵďŽƉĠŶŝĞ͕�Đ͛ĞƐƚ-à-dire une diminution du nombre de plaquettes qui sont de plus 

grandes tailles21. Le syndrome de Bernard-Soulier est une maladie extrêmement rare à 

transmission autosomique récessive. La thrombopathie due aux mutations du complexe GPIb-

/y�ĞŶƚƌĂŝŶĞ�ƵŶ�ĚĠĨĂƵƚ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐe plaquettaire par défaut de liaison au FW. Ces patients ont 

un temps de saignement allongé et des hémorragies sévères sont possibles.  

>Ğ�ĐŽŵƉůĞǆĞ�ɲ//ďɴϯ͘�Ce récepteur qui joue un rôle essentiel dans ů͛ĂŐƌĠŐĂƚŝŽŶ�ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ�ĞƐƚ�

un récepteur multimoléculaire composé ĚĞ�ɲ//ď�;ĞŶĐŽƌĞ�ĂƉƉĞůĠ���ϰϭ͕�136 Ŭ�ĂͿ�Ğƚ�ɴϯ�;CD61, 

100 kDa), appartenant à la famille des intégrines. Ce complexe est exprimé en grande quantité 

à la surface plaquettaire (~80.000 copies par plaquette). Un déficit sévère ou un 

dysfŽŶĐƚŝŽŶŶĞŵĞŶƚ�ĚĞ�ĐĞ�ĐŽŵƉůĞǆĞ�ĞƐƚ�ă�ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ�ĚĞ�ůĂ�ƚŚƌŽŵďĂƐƚŚĠŶŝĞ�ĚĞ�'ůĂŶǌŵĂŶŶ͕�ƵŶĞ�

maladie hémorragique héréditaire récessive22,23. Le défaut fonctionnel des plaquettes par 

ĚĠĨĂƵƚ�Ě͛ĂŐƌĠŐĂƚŝŽŶ�ĂƵ�ĨŝďƌŝŶŽŐğŶĞ en résultant peut conduire à des hémorragies sévères. Ces 

patients seront détaillés dans le chapitre 3 relatif aux intégrines.  

 

   1.1.3. La clairance des plaquettes   

Les plaquettes ne circulant que 7 à 10 jours, il existe une régulation entre leur production dans 

la moelle osseuse et leur élimination en périphérie afin de maintenir un compte plaquettaire 

constant. Cet équilibre est finement régulé par la thrombopoïétine (TPO), une cytokine clé de 

la mégacaryopoïèse (Cf 1.2.1). �ĞƐ� ĠƚƵĚĞƐ� ĚĞ� ƌĞĐŝƌĐƵůĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ� ĐŚĞǌ� ů͛ŚŽŵŵĞ�

utilisant des marquages ă�ů͛/ŶĚŝƵŵ111 ou au Chrome51 ont permis de mettre en évidence une 

ƐĠƋƵĞƐƚƌĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ƉƌğƐ�Ě͛ƵŶ�ƚŝĞƌƐ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ƌĂƚĞ�Ğƚ�ĚĂŶƐ�ůĞ� foie24,25. Nous savons 

ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ�ƋƵĞ� ůĂ�ĐůĂŝƌĂŶĐĞ� ĨĂŝƚ� ŝŶƚĞƌǀĞŶŝƌ�deux mécanismes distincts, Ě͛ƵŶĞ�ƉĂƌƚ�ƵŶĞ�ǀŽŝĞ�

apoptotique26 Ğƚ�Ě͛ĂƵƚƌĞ�ƉĂƌƚ�ĚĞƐ�ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶƐ�ƉŚĠŶŽƚǇƉŝƋƵĞƐ�ƐĞ�ƉƌŽĚƵisant au cours de leur 

senescence27. Le ŐƌŽƵƉĞ�ĚĞ��͘�<ŝůĞ�Ă�ƉƌŽƉŽƐĠ�ĞŶ�ϮϬϬϳ� ůĞ�ŵŽĚğůĞ�ͨ�Ě͛ŚŽƌůŽŐĞ�ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ�ͩ�

pour expliquer la régulation de la durée de vie des plaquettes dans la circulation26. Ce modèle 



Figure 3 : Le rôle de l'apoptose dans la biologie des mégacaryocytes et des plaquettes.
Les mégacaryocytes possèdent des voies d'apoptose intrinsèque médiée par BAK/BAX et extrinsèque
inductible par FasL. Ces deux voies doivent être limitées pendant la croissance et le développement des
mégacaryocytes afin de permettre la production de plaquettes. L'apoptose des mégacaryocytes peut être
déclenchée en réponse à des stress physiopathologiques tels que la chimiothérapie ou l'infection. Une fois que
les plaquettes sont libérées dans la circulation, leur durée de vie est régulée par la voie de l'apoptose
intrinsèque. Bcl-xL est le médiateur essentiel de la survie des plaquettes. �͛ĂƉƌğƐ McArthur et al., 2018

Figure 4 : Boucle de régulation de la thrombopoïétine, production et sénescence des plaquettes. 
Les cellules hépatiques produisent la thrombopoïétine (TPO) qui est libérée dans le sang. La TPO
circulante est captée par les cellules souches hématopoïétiques et mégacaryocytes en stimulant la
mégacaryopoïèse. Les plaquettes ainsi produites capturent également la TPO, participant à la
régulation de sa concentration plasmatique. Enfin, la plaquette âgée incorpore peu de TPO et perd
ses résidus sialylés, elle est reconnu par le récepteur Ashwell-Morell des hépatocytes lors de son
passage dans le foie. Son élimination stimule ainsi la transcription du gène de la TPO et stimule la
mégacaryopoïèse. Adapté Ě͛ĂƉƌğƐ Grozovsky et al., 2015.

Regulation of the [TPO]p 
through c-MPL

Desialylation:
Aging platelets

Platelet
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ƌĞƉŽƐĞ�ƐƵƌ�ů͛ĠƋƵŝůŝďƌĞ�ĞŶƚƌĞ�ůĞƐ protéines pro-apoptotiques BAX/BAK et anti-apoptotiques de 

la famille B-cell lymphoma 2 (BCL-2 (, BCL-XL, MCL-1, ...)28 (Figure 3). Les modifications 

phénotypiques concernent essentiellement la perte en acides sialiques lors du vieillissement 

des plaquettes. En 2015, K. Hoffmeister et ses collaborateurs décrivent les mécanismes 

ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞƐ�ŵĞŶĂŶƚ�ă� ů͛ĠůŝŵŝŶĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞs29. Ainsi, lors du passage hépatique, les 

ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ� ĚĠƐŝĂůǇůĠĞƐ� ĞǆƉŽƐĂŶƚ� ĚĞƐ� ƌĠƐŝĚƵƐ� ɴ-galactose seraient alors reconnues par les 

récepteurs Ashwell-Morell (AMR) exprimés à la surface des hépatocytes ainsi que cellules de 

Kupffer, les macrophages hépatiques, et seraient éliminées par phagocytose par ces 

dernières30,31. La reconnaissance par les récepteurs AMR des hépatocytes déclencherait 

également une signalisation par la voie JAK2/STAT3 permettant l'expression de l'ARN message 

de la TPO, et ĨŽƌŵĂŶƚ�ĂŝŶƐŝ�ƵŶĞ�ďŽƵĐůĞ�Ě͛ĂƵƚŽ-régulation de la production plaquettaire (Figure 

4). 

 

1.1.4. Les anomalies de la production plaquettaire 

Certaines pathologies humaines sont associées à des défauts de nombre de plaquettes 

(thrombopénies) de différents degrés : thrombopénie légère (150-100 000 plaquettes/µL), 

modérée (100-40 000 plaquettes/µL) ou sévère (<40 000 plaquettes/µL). Cette diminution de 

ůĂ� ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ� ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ� ƉĞƵƚ� Ɛ͛ĞǆƉůŝƋƵĞƌ� ƉĂƌ� ĚĞƵǆ� ƉŚĠŶŽŵğŶĞƐ : une thrombopénie 

Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ�ĐĞŶƚƌĂůĞ�Đ͛ĞƐƚ-à-dire un défaut de production des plaquettes ou une thrombopénie 

ƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞ�Đ͛ĞƐƚ-à-dire une éliminatioŶ�ĂĐĐƌƵĞ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ĐŝƌĐƵůĂŶƚĞƐ͘�>Ă�ďŽƵĐůĞ�Ě͛ĂƵƚŽ-

régulation de la production plaquettaire permet de discriminer ces deux phénomènes par 

simple dosage de la TPO circulante (Figure 4). Si le niveau de TPO circulante est plus élevé que 

la normale, cela iŶĚŝƋƵĞ�ƵŶĞ�ƚŚƌŽŵďŽƉĠŶŝĞ�ĐĞŶƚƌĂůĞ�ƉƵŝƐƋƵ͛ŝů�Ŷ͛Ǉ�Ă�ƉĂƐ�ĂƐƐĞǌ�ĚĞ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�

produites pour capter la TPO circulante. Si le niveau de TPO est normal, cela indique une 

élimination des plaquettes après la liaison de la TPO donc une thrombopénie périphérique (Cf. 

paragraphe ci-dessous 1.2.1)32,33.  

Les anomalies de la production plaquettaire peuvent être soit acquises, résultant d'un état 

pathologique ou d'un traitement médical, soit d'origine héréditaire, on parle alors de 

thrombopénie constitutionnelle34. Ces formes génétiques peuvent être transmises de 

ŵĂŶŝğƌĞ� ŚĠƌĠĚŝƚĂŝƌĞ� ƉĂƌ� ůĞƐ� ƉĂƌĞŶƚƐ� ŽƵ� ĂůŽƌƐ� ĚĠĐŽƵůĞƌ� Ě͛ƵŶĞ�ŵƵƚĂƚŝŽŶ� de novo. Certaines 

ĨŽƌŵĞƐ� ƐŽŶƚ� ĠŐĂůĞŵĞŶƚ� ĂƐƐŽĐŝĠĞƐ� ă� Ě͛ĂƵƚƌĞƐ� ĂŶŽŵĂůŝĞƐ� ĐŽŶŐĠŶŝƚĂůĞƐ� ŽƵ� à des déficits 

immunitaires, on parle alors de formes syndromiques35. Une vingtaine de gènes ont été 
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décrits actuellement comme responsables de ces thrombopénies36ʹ38. >ĞƐ�ǀĂƌŝĂŶƚƐ�ă�ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ�

des thrombopénies constitutionnelles agissent à des phases distinctes de la mégacaryopoïèse 

et présentent diverses manifestations cliniques et anomalies plaquettaires. Une des difficultés 

ŵĂũĞƵƌĞƐ�ĚĞ�ĐĞƐ�ƉĂƚŚŽůŽŐŝĞƐ�ĞƐƚ�Ě͛ŽƌŝĞŶƚĞƌ�ĐĞƐ�ƉĂƚŝĞŶƚƐ�ǀĞƌƐ�ůĞƐ�ĠƚƵĚĞƐ�ŐĠŶĠƚŝƋƵĞƐ�ƉĞƌŵĞƚtant 

de poser un diagnostic précis͘�hŶĞ�ĠƚƵĚĞ�ŝŶƚĞƌŶĂƚŝŽŶĂůĞ�ŝŶĚŝƋƵĞ�ƋƵ͛ĞŶǀŝƌŽŶ�ϭϰ 000 patients 

ƉĂƌ�ĂŶ�ďĠŶĠĨŝĐŝĞŶƚ�Ě͛ƵŶĞ�ĞǆƉůŽƌĂƚŝŽŶ�ŐĠŶĠƚŝƋƵĞ͕�Ğƚ�ů͛ĂŶŽŵĂůŝĞ�ŐĠŶŝƋƵĞ�ă�ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ�ĚĞ�ůĂ�ŵĂůĂĚŝĞ�

est retrouvée dans 50 % des cas35,39.  

 

1.2  Le mégacaryocyte, le précurseur direct des plaquettes 

Les plaquettes sanguines proviennent de grandes cellules, ũƵƐƋƵ͛ă� ϱϬ� ђŵ� ĚĞ� ĚŝĂŵğƚƌĞ͕�

appelées mégacaryocytes (du latin : méga : grand, caryo : noyau, cyte : cellule), qui ont été 

décrites pour la première fois en 1890 par Howell40. Si le rôle du MK dans la formation des 

plaquettes proposé par Wright en 1906 a été rapidement admis, les questions du mécanisme 

et du lieu de leur production sont encore actuellement débattues41. Les MKs sont des cellules 

rares, représentant moins de 0,01% des cellules nucléées de la moelle osseuse. Ces cellules 

acquièrent des caractéristiques spécifiques au cours de leur différenciation et de leur 

maturation, désignées sous le terme « mégacaryopoïèse ». �ŚĞǌ� ů͛ŚŽŵŵĞ� ĂĚƵůƚĞ͕� la 

mégacaryopoïèse est principalement localisée au niveau de la moelle osseuse rouge des os 

plats (côtes, sternum, os du pelǀŝƐͿ�ĂůŽƌƐ�ƋƵĞ�ĐŚĞǌ� ůĂ�ƐŽƵƌŝƐ�ĂĚƵůƚĞ� ů͛ŚĠŵĂƚŽƉŽŢğƐĞ�ƐĞ�ƐŝƚƵĞ�

principalement dans les os longs comme le fémur. 

 

   1.2.1. Les MKs se différencient dans la moelle osseuse 

De la cellule souche hématopoïétique vers le MK mature. ��ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ�ĚĞ�ůĂ�ŵégacaryopoïèse, il 

y a la cellule souche hématopoïétique (CSHͿ�ƋƵŝ�ƉŽƐƐğĚĞ�ůĂ�ƉƌŽƉƌŝĠƚĠ�Ě͛ĂƵƚŽƌĞŶŽƵǀĞůůĞŵĞŶƚ�

(aptitude à se reproduire sans se différencier), de multipotence (capacité à donner naissance 

à toutes les cellules différenciées du sang) et la capacité de migrer.  Les CSH en quiescence se 

localisent préférentiellement à la niche ostéoblastique. Dès leur engagement vers la 

différenciation, elles ŵŝŐƌĞŶƚ� ǀĞƌƐ� ůĂ� ŶŝĐŚĞ� ǀĂƐĐƵůĂŝƌĞ͕� ƚĞƌƌŝƚŽŝƌĞ� ĚĞ� ů͛ŚĠŵĂƚŽƉŽŢğƐĞ42. Ces 

cellules possèĚĞŶƚ�ĚĞƐ�ŵĂƌƋƵĞƵƌƐ�ĚĞ�ƐƵƌĨĂĐĞ�ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ�ƋƵĞ�ů͛ŽŶ�ƉĞƵƚ�ĐŝďůĞƌ�ĂĨŝŶ�ĚĞ�ůĞƐ�ŝƐŽůĞƌ͕�

de les cultiver et les différencier pour des expériences in vitro͘��ŚĞǌ� ů͛ŚŽŵŵĞ͕� ůĞ�ƉƌŝŶĐŝƉĂů�

ŵĂƌƋƵĞƵƌ�ĚĞƐ��^,�ĞƐƚ�ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĂŶƚŝŐğŶĞ���ϯϰ qui, en combinaison avec les marqueurs 



Figure 5 : >͛ĞŶŐĂŐĞŵĞŶƚ�de la lignée mégacaryocytaire ĚĂŶƐ�ů͛ŚĠŵĂƚŽƉŽŢğƐĞ͘�
Lors de sa différenciation en mégacaryocyte, la cellule souche hématopoïétique (CSH) passe par des
stades successifs de multipotence constituant les embranchements des différentes lignées
myéloïdes. Certaines cytokines régulant cette différenciation sont indiquées en rouge et les
principaux facteurs transcriptionnels impliqués sont indiqués en bleu. MPP : MultiPotent Progenitor;
CMP : Common Myeloid Progenitor ; MEP : Megakaryocyte-Erythrocyte Progenitor ; EPO :
Erythropoïétine ; TPO : Thrombopoïétine ; SCF : Stem Cell Factor ; IL-3/6/11 : Interleukine 3/6/11 .
�͛ĂƉƌğƐ Léon et al., 2015.



7 

 

Lin- CD90+ CD38-, ƉĞƌŵĞƚ� Ě͛ŝƐŽůĞƌ� ĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚ� ůĞƐ� �^,� ŚƵŵĂŝŶĞƐ43. ^ŽƵƐ� ů͛ŝŶĨůƵĞŶĐĞ� ĚĞ�

différents facteurs environnementaux, la CSH se différencie progressivement en progéniteurs 

de plus en plus orientéƐ�ǀĞƌƐ�ƵŶĞ�ůŝŐŶĠĞ�ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞ͘�>͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ƚĞƐƚƐ�ĚĞ�ĐůŽŶĂůŝƚĠ�ont permis 

ă� E͘� �Ğďŝůŝ� Ğƚ� ĐŽůůĂďŽƌĂƚĞƵƌƐ� ĚĞ� ĚĠŵŽŶƚƌĞƌ� ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ� ĚΖƵŶ� ƉƌŽŐĠŶŝƚĞƵƌ�

érythroïde/mégacaryocytaire bipotent humain (MEP), co-exprimant les marqueurs des deux 

lignées et répondant aux facteurs de transcription spécifiques des deux lignées44. 

>͛ĞŶŐĂŐĞŵĞŶƚ�ĚĞƐ��^,�Ğƚ�ů͛ĞǆƉĂŶƐŝŽŶ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ�ŵĞŶĂŶƚ�ă�ĐĞƐ�ƉƌŽŐĠŶŝƚĞƵƌƐ�ďŝƉŽƚĞŶƚƐ�D�W�ƐĞ�

déroulent principalement ƐŽƵƐ�ů͛ĞĨĨĞƚ�ĚĞ�ů͛ĠƌǇƚŚƌŽƉŽŢĠƚŝŶĞ�;�WKͿ͕�ůĞƐ�ŝŶƚĞƌůĞƵŬŝŶĞƐ�/>-3 et IL-6 

ainsi que le stem cell factor (SCF). La différenciation des MEPs en progéniteurs 

mégacaryocytaires est ŝŶĚƵŝƚĞ�ƉĂƌ� ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ŐğŶĞƐ�ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ�ă�ĐĞƚƚĞ� ůŝŐŶĠĞ�ƚĞůƐ�ƋƵĞ�

RUNX1, FLI1 et NFE237 (Figure 5).  

Régulation de la mégacaryopoièse. La TPO, produite essentiellement dans le foie, constitue le 

ƉƌŝŶĐŝƉĂů� ĨĂĐƚĞƵƌ� ĚĞ� ĐƌŽŝƐƐĂŶĐĞ� ĨĂǀŽƌŝƐĂŶƚ� ůĂ� ƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶ� Ğƚ� ů͛ĞŶŐĂŐĞŵĞŶƚ� ĚĞƐ� �^,� ǀĞƌƐ� ůĂ�

lignée mégacaryocytaire45,46. Cette cytokine est un régulateur important qui se lie au 

récepteur MPL. Les souris invalidées pour le gène de la tpo (Thpo-/-) présentent une 

thrombopénie modérée secondaire à une diminution des MKs dans la moelle47. Dans la 

circulation, elle est captée par les plaquettes circulantes et les MKs matures qui expriment 

tous les deux le récepteur de la TPO c-Mpl (cellular-Myeloproliferative leukemia). Comme 

évoqué ci-dessus, la production de TPO est directement régulée par la masse plaquettaire : 

un nombre accru de plaquettes lie la TPO et décroit la quantité de TPO disponible pour 

stimuler la mégacaryopoièse; inversement une thrombopénie périphérique entraine une 

régulation positive par la TPO32,46 (Figure 4).  

Les temps précoces de différenciation sont contrôlés par des facteurs pléomorphes tels que 

ů͛ŝŶƚĞƌůĞƵŬŝŶĞ� ϯ� ;/>-3) et le stem cell factor (SCF). Les étapes tardives de maturation sont 

influencées par des facteurs tels que le leukemia inhibitory factor (LIFͿ͕� ů͛/L-ϲ�Ğƚ� ů͛/>-11. La 

mégacaryopoïèse est également régulée au niveau transcriptionnel. Plusieurs facteurs de 

transcription ont été décrits. Parmi les plus importants, on peut citer GATA-1 qui, en 

association avec son cofacteur FOG-1, est essentielle pour la différenciation érythroïde-

mégacaryocytaire48. Le proto-oncogène Friend Leukemia Integration 1 (FLI1) et GATA1 

activent des gènes spécifiquement responsables de la régulation de la mégacaryopoièse 

tardives49. Le facteur de transcription RUNX1 favorise la prolifération des progéniteurs et 



Figure 7 : Les différents stades de maturation du mégacaryocyte.
Les mégacaryocytes sont classés en quatre stades de maturation : Stade I, un mégacaryocyte
immature de 10 à 15 ʅm de diamètre avec un noyau bilobé occupant une large proportion du
cytoplasme. Stade II, un mégacaryocyte de 15 à 30 ʅm de diamètre contenant un noyau multilobé,
des granules ɲ et denses et le DMS en cours de développement. Stade III, un mégacaryocyte mature
30 à 50 ʅm de diamètre contenant un noyau multilobé, des granules plaquettaires, un réseau
important de membrane de démarcation (DMS) délimitant des territoires cytoplasmiques et une
zone périphérique dénuée Ě͛ŽƌŐĂŶŝƚĞƐ. Pyrénocyte, un mégacaryocyte sénescent correspondant à un
noyau nu entouré Ě͛ƵŶ fin liseré cytoplasmique. Modifié, Ě͛ĂƉƌğƐ Eckly et al., 2012.

Pyrenocyte

5 µm5 µm 5 µm5 µm200 nm200 nm 200 nm

Figure 6 : De la mégacaryopoïèse à la libération des plaquettes sanguines.
Sous ů͛ĞĨĨĞƚ de cytokines (TPO) et du microenvironnement cellulaire et matriciel, la cellule souche
hématopoïétique (CSH) amorce sa différenciation en mégacaryocyte. Elle subit un processus
Ě͛endomitose lui conférant un noyau polylobé, augmente en taille, développe ses granules et un
réseau de membranes invaginées appelées DMS. Le mégacaryocyte mature émet, dans le sinusoïde,
des fragments cytoplasmiques qui se remodèlent en plaquettes sanguines. �͛ĂƉƌğƐ Nathalie Brouard,
UMR_S1255.

CSH

PlaquettesMégacaryocyte

Microenvironnement cellulaire, 
cytokines, matrice extracellulaire Sinusoïde

Endomitose

DMS
TPO
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module les étapes tardives de la maturation de la mégacaryopoïèse. Le facteur nucléaire 

érythroïde 2 (NFE2) est impliqué dans la maturation tardive des MKs50,51 (Figure 5).  

 

1.2.2. La maturation du MK.  La maturation du MK est marquée par deux mécanismes 

biologiques quasiment uniques parmi les différents modèles de différenciation chez les 

mammifères : (1) la polyploïdisation du MK par un processus appelé endomitose et (2) le 

ĚĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚ�ĞǆƚƌĂŽƌĚŝŶĂŝƌĞ�Ě͛ƵŶ� ƌĠƐĞĂƵ�ĚĞ�ŵĞŵďƌĂŶĞƐ� ŝŶƚĞƌŶĞƐ�ĂƉpelé membranes de 

démarcation (DMS, demarcation membrane system). >͛ĞŶƐĞŵďůĞ� ĚĞƐ� ƉƌŽĐĞƐƐƵƐ� ĚĞ�

maturation nucléaire et cytoplasmique dure environ 8 jours au terme desquels les plaquettes 

sont libérées dans la circulation sanguine52ʹ54. A tĞƌŵĞ͕�ŽŶ�ĞƐƚŝŵĞ�ƋƵ͛ƵŶ�MK donne naissance 

à plusieurs milliers de plaquettes sanguines (Figure 6). 

Les stades de maturation du MK. Il est possible de classer les MKs en 4 stades successifs, leur 

conférant une ultrastructure caractéristique pour chaque stade : mégacaryoblaste (stade I), 

promégacaryocyte (stade II), mégacaryocyte (stade III) et pyrénocyte correspondant au MK 

sénescent55 (Figure 7). Les MKs de stade I mesurent entre 10 et 15 µm, ont un rapport nucléo-

cytoplasmique élevé et ne possèdent pas de granules. En stade II, ils mesurent entre 15 et 25 

µm et leurs noyaux sont multilobés. Ces cellules sont riches en mitochondries, en réticulum 

endoplasmique rugueux et comportent un appareil de Golgi très développé, permettant la 

synthèse massive de protéines plaquettaires et la biosynthèse des lipides nécessaires à la 

formation des membranes56͘��͛ĞƐƚ�ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ĂƵ�ĐŽƵƌs de ce stade que les MKs commencent 

à exprimer les récepteurs membranaires spécifiques à la lignée plaquettaire (tels que ɲ//ďɴϯ͕�

GPIb-IX-s� Ğƚ� 'Ws/Ϳ� Ğƚ� ƋƵ͛ĂƉƉĂƌĂŝƐƐĞŶƚ� les granules sécrétoires spécifiques à la lignée 

ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ͕� ůĞƐ� ŐƌĂŶƵůĞƐ� ɲ� et denses57,58. Les corps multivésiculaires (MVB), précurseurs 

directs des deux types de granules, sont largement représentés dans ces MKs59,60.  Lors du 

stade III, le MK est mature et mesure entre 25 et 50 µm. Il est caractérisé par 3 zones : 1) une 

zone nucléaire comportant le noyau polylobé, 2) une zone intermédiaire cytoplasmique riche 

en organelles et en DMS, et 3) une zone périphérique ĚĠƉŽƵƌǀƵĞ�Ě͛ŽƌŐĂŶĞůůĞƐ�Ğƚ� ƌŝĐŚĞ�ĞŶ�

ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŽ-myosine. Le MK sénescent, ou pyrénocyte, contient le noyau polylobé 

avec un fin liseƌĠ�ĚĞ�ĐǇƚŽƉůĂƐŵĞ�ƌĠƐƵůƚĂŶƚ�ĚĞ�ů͛ĠŵŝƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ƚŽƵƚĞ�ůĂ�masse cytoplasmique au 

travers des sinusoïdes.   

 



Figure 8 : >͛endomitose dans la maturation du mégacaryocyte.
Le mégacaryocyte réplique son ADN (phase S) avant Ě͛ĞŶƚƌĞƌ en prophase puis en métaphase
classique. Au cours de ů͛ĂŶĂƉŚĂƐĞ͕ la cytokinèse est avortée et Ŷ͛ĂďŽƵƚŝƚ pas à la séparation classique
de la cellule en deux cellules filles. La cellule refusionne et devient polyploïde gardant ainsi une seule
membrane nucléaire. �͛ĂƉƌğƐ Chang et al., 2007.

Figure 9 : Les étapes précoces de développement du DMS.
(A) Pré-DMS visualisé en microscopie électronique à transmission dans un mégacaryocyte immature
(flèche et tête de flèche), n: noyau. (B) Pré-DMS visualisé en vert (GPIbɴ) par microscopie confocale
dans un mégacaryocyte immature dont les lobes nucléaires apparaissent en bleu (DAPI). (C)
Structure tridimensionnelle Ě͛ƵŶ mégacaryocyte bilobé. Le pré-DMS visualisé en orange est localisé
entre les lobes nucléaires et est en continuité avec la membrane plasmique. Adapté Ě͛ĂƉƌğƐ Eckly et
al., 2014.

A B C

10 µm5 µm
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Le noyau polylobé. >͛ĞŶĚŽŵŝƚŽƐĞ est un processus original qui va aboutir à la formation du 

noyau polyloďĠ� Ğƚ� ƉŽůǇƉůŽŢĚĞ� ;ũƵƐƋƵ͛ă� ϭϮϴEͿ͕� si caractéristique du MK61. Au cours de 

ů͛ĞŶĚŽŵŝƚŽƐĞ, les MKs vont amorcer une mitose et dupliquer leur matériel génétique sans 

aboutir à leur division nucléaire et cellulaire. La cytokinèse est avortée et la membrane 

nucléaire se reforme aboutissant à une cellule bilobée 4N. Plusieurs endomitoses successives 

conduisent le MK ă�ĂƚƚĞŝŶĚƌĞ�ƵŶĞ�ƉŽůǇƉůŽŢĚŝƐĂƚŝŽŶ�ĂůůĂŶƚ�ũƵƐƋƵ͛ă�ϭϮϴE͘�/ů�ĞŶ�ƌĠƐƵůƚĞ�ƵŶĞ cellule 

géante contenant un noyau unique plurilobé56,62ʹ65 (Figure 8). La cytokinèse avortée est due 

ă�ƵŶ�ĚĠĨĂƵƚ�ĚĞ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĂŶŶĞĂƵ�ĐŽŶƚƌĂĐƚŝůĞ�Ě͛ĂĐƚŽŵǇŽƐŝŶĞ�ƌĠŐƵůĠ�ƉĂƌ�ZŚŽ��Ğƚ�ŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞ�

au clivage des deux cellules filles66. Au niveau moléculaire, la transition entre la mitose et 

ů͛ĞŶĚŽŵŝƚŽƐĞ�ĨĂŝƚ�ŝŶƚĞƌǀĞŶŝƌ�ƵŶĞ�ƌĠƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ŵǇŽƐŝŶĞ�//��ƉĂƌ�ůĞ�ĨĂĐƚĞƵƌ�ĚĞ�

transcription RUNX1 et une anomalie dans la signalisation de la voie Rho/Rock. Ainsi, 

ů͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ�ĚĞ�ZŚŽ��ĞŶƚƌĂŝŶĞ�ƵŶĞ�ĚŝŵŝŶƵƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ĂƵ�ŶŝǀĞĂƵ�

ĚĞ�ů͛ĂŶŶĞĂƵ�ĐŽŶƚƌĂĐƚŝůĞ�ƋƵŝ͕�ĐŽƵƉůĠĞ�ă�ƵŶĞ�ĚŝŵŝŶƵƚŝŽŶ�Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ŵǇŽƐŝŶĞ�//�͕�ƐĞƌĂŝƚ�

responsable de la cytokinèse incomplète61,67. 

Les membranes de démarcation (DMS). Le DMS est une autre caractéristique singulière de la 

lignée mégacaryocytaire. Au cours de la maturation, le DMS se développe de manière 

extraordinaire entre le stade de MK immature de stade I et celui de stade III délimitant des 

territoires cytoplasmiques, puisque la quantité de membrane augmente de 26 fois ĞŶ�ů͛ĞƐƉĂĐĞ�

de 72h54,68. On parle de système des membranes de démarcation car il découpe le cytoplasme 

en petits territoires ƋƵŝ͕� ă� ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ͕� ĠƚĂŝĞŶƚ� ĂƉƉĞůĠƐ� ƚĞƌƌŝƚŽŝƌĞƐ� ͨ plaquettaires »69,70. Ce 

concept implique toutefois que les "plaquettes préformées" cytoplasmiques soient entourées 

de microtubules enroulés, ce qui n'a jamais été visualisé. En 1982, Radley et Haller 

démontreront que ces membranes approvisionnent les membranes plasmiques des futures 

plaquettes et constituent ainsi un réservoir pour la formation des plaquettes. Ce réseau de 

membranes est en continuité avec la membrane plasmique du MK53,71 et ce sont les protéines 

contenant un domaine F-BAR, PACSIN2 et CIP4, qui régulent les invaginations tubulaires72. La 

filamine A (FLNA) interagit avec PACSIN2, pour assurer sa localisation correcte aux sites de 

tubulation membranaire73. Au laboratoire, la combinaison de plusieurs approches de 

microscopie nous a permis de caractériser les premières étapes de formation du réseau de 

membranes de démarcation (pré-DMS) des MKs74 (Figure 9). Cette étude a révélé que le pré-

DMS est initialement formé par une invagination de la membrane plasmique puis alimenté 



Figure 10 : Comparaison in situ vs in vitro de la morphologie des MKs observés par MET (A) et MEB
(B).
(A) Le MK mature in situ possède une zone Ě͛ĂĐƚŝŶĞ périphérique qui maintient le DMS et les

granules. A ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ͕ le MK de culture in vitro ne possède pas de zone périphérique et des granules
sont visibles ũƵƐƋƵ͛ă la membrane plasmique. Les MKs de culture in vitro ont un DMS sous-
développé. �͛ĂƉƌğƐ ů͛hDZͺ^1255, Eckly A. (B) Différence Ě͛ĂƐƉĞĐƚ entre les proplaquettes in vitro et
in situ. Ainsi, les MKs observés en SEM in situ émettent quelques protrusions comparés au MKs de
culture in vitro qui émettent de nombreuses proplaquettes organisées en colliers de perles. �͛ĂƉƌğƐ
Scandola et al., 2020.
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ƉĂƌ�ů͛ĂƉƉŽƌƚ�de membranes supplémentaires pour permettre son expansion via les vésicules 

golgiennes et le contact du réticulum endoplasmique74.  

Un développement anormal du DMS et de son organisation en territoires cytoplasmiques 

entraine une diminution du nombre de plaquettes ou du nombre de proplaquettes formées 

par le MK͘� �͛ĞƐƚ� ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ� ůĞ� ĐĂƐ� ƉŽƵƌ� ĚĞƐ� ŵƵƚĂƚŝŽŶƐ� ĚĞ� gènes humains conduisant à 

certaines pathologies (syndrome de Bernard-Soulier, maladies liées à MYH9) ou des délétions 

de gènes murins (Gp1ba, Gp1bb, Gp9, FlnA, small Rho GTPase)75. Le DMS conditionne ainsi 

directement la quantité de membranes disponibles pour la formation de plaquettes.  

La zone périphérique du MK mature. A la jonction du compartiment cytoplasmique et de la 

ŵĞŵďƌĂŶĞ�ƉůĂƐŵŝƋƵĞ�ƐĞ�ƚƌŽƵǀĞ�ƵŶĞ�ǌŽŶĞ�ƉĂƌƚŝĐƵůŝğƌĞ�ĐŽŶƚĞŶĂŶƚ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝŶĞ�ĨŝůĂŵĞŶƚĞƵƐĞ�Ğƚ�

entourant tout le MK͕�Đ͛ĞƐƚ�la zone périphérique͘��ƚŽŶŶĂŵŵĞŶƚ͕�ŝů�Ŷ͛ĞǆŝƐƚĞ�ĂĐƚƵĞůůĞŵĞŶƚ�ƋƵĞ�

très peu de données concernant cette zone périphérique. Ceci est probablement dû au fait 

que cette zone est totalement absente dans les MKs cultivés in vitro, la source de MKs la plus 

couramment utilisée dans la littérature (Figure 10A). De par sa localisation et sa richesse en 

actine, la zone périphérique pourrait jouer le rôle de barrière permettant de maintenir le DMS 

en place ũƵƐƋƵ͛ă�ĐĞ�ƋƵĞ�ůĞ�D<�ƐŽŝƚ�ƐƵĨĨŝƐĂŵŵĞŶƚ�ŵĂƚƵƌĞ�ƉŽƵƌ�ůŝďĠƌĞƌ�ůĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ76ʹ78͘��͛ĞƐƚ�

ĂƵƐƐŝ� ƉĂƌ� ů͛ŝŶƚĞƌŵĠĚŝĂŝƌĞ� ĚĞ� ĐĞƚƚĞ� ǌŽŶĞ� ƋƵĞ� ůĞƐ� D<Ɛ� ĞŶƚƌĞŶƚ� ĞŶ� ĐŽŶƚĂĐƚ� ĂǀĞĐ� ůĞƐ�

microvaisseaux, ce qui laisse à penser ƋƵ͛ĞůůĞ�ƉŽƵƌƌĂŝƚ�ũŽƵĞƌ�ƵŶ�ƌƀůĞ�ƐƚƌĂƚĠŐŝƋƵĞ�ă�ůĞƵƌ�ƉĂƐƐĂŐĞ͘�

Il reste beaucoup à découvrir conĐĞƌŶĂŶƚ�ůĂ�ǌŽŶĞ�ƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞ͕�Ğƚ�ĐĞĐŝ�ƐĞƌĂ�ĂďŽƌĚĠ�ĚĂŶƐ�ů͛ĂǆĞ�

1 de mes résultats. 

 

ϭ͘Ϯ͘ϯ͘�>͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ͘ �Ƶ�ĐŽƵƌƐ�ĚĞ�ů͛ĠƚƵĚĞ�des moelles osseuses de souris déficientes en 

ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϭ et ɴϯ�(Cf. Axe 2 des résultats), nous avons constaté que les MKs de ces souris 

ƉƌĠƐĞŶƚĂŝĞŶƚ� ĚĞ� ů͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ͕� Đ͛ĞƐƚ� ƉŽƵƌƋƵŽŝ� ŶŽƵƐ� ŝŶƚƌŽĚƵŝƐŽŶƐ� ŝĐŝ� ĐĞƚƚĞ� ŶŽƚŝŽŶ͘�

L'empéripolèse est un processus biologique peu commun au cours duquel une cellule pénètre 

ůĞ� ĐǇƚŽƉůĂƐŵĞ� Ě͛ƵŶĞ� ĐĞůůƵůĞ� ŚƀƚĞ� ƐĂŶƐ� ƐƵďŝƌ� ĚĞ� ĚŽŵŵĂŐĞƐ͕� ĂǀĂŶƚ� Ě͛ĞŶ ressortir intact. 

>͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ�Ě͛ĂƐƉŝƌĂƚƐ�ĨƌĂŝƐ�ĚĞ�ŵŽĞůůĞ�ŽƐƐĞƵƐĞ�Ă�ƉĞƌŵŝƐ�ĚĞ�ŵĞƚƚƌĞ�ĞŶ�ĠǀŝĚĞŶĐĞ� la présence 

de lymphocytes se déplaçant dans le cytoplasme des MKs. �͛ĞƐƚ� ĚĂŶƐ� ĐĞƚƚĞ� ĠƚƵĚĞ� ƋƵĞ� ůĞ�

chercheur J.G. Humble introduit le terme empéripolèse à partir du grec, em ă�ů͛ŝŶƚĠƌŝĞƵƌ͕�peri 

autour et polemai se promener79. En effet, à la différence de la phagocytose, la cellule en 

empéripolèse reste viable, intacte et circule au travers du cytoplasme de la cellule hôte. A 



Figure 11: >͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ est la présence de neutrophiles dans les membranes internes du
cytoplasme de certains mégacaryocytes.
On peut observer la présence de neutrophiles (pointillés rouges) dans le compartiment externe des
membranes du DMS de certains mégacaryocytes. �͛ĂƉƌğƐ ů͛hDZͺ^1255, Eckly A.
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ŶŽƚĞƌ�ƋƵĞ�ĐĞƌƚĂŝŶĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĐĂŶĐĠƌĞƵƐĞƐ�ƉĞƵǀĞŶƚ�ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ĨĂŝƌĞ�ĚĞ�ů͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ�ĂǀĞĐ�ĚĞƐ�

lymphocytes natural killer80.  

L͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ�ĞƐƚ�ƵŶ�ĠǀğŶĞŵĞŶƚ�ƌĂƌĞ�dans les MKs en conditions physiologiques (~ 4% MKs 

totaux), les cellules invasives étant le plus souvent des neutrophiles (Figure 11). Néanmoins, 

ƵŶĞ� ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ů͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ� ƉĞƵƚ� ġƚƌĞ� ƌĠǀĠůĂƚƌŝĐĞ� ĚĞ� ĐĞƌƚĂŝŶĞƐ� ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ�

ƉĂƚŚŽůŽŐŝƋƵĞƐ�ŽƵ�ĚĞ�ƐƚƌĞƐƐ͘��͛ĞƐƚ�ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ�ůĞ�ĐĂƐ�ĚĂŶƐ�ĚĞƐ�ƐǇŶĚƌŽŵĞƐ�ŵǇĠůŽƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝĨƐ͕�

de myélofibrose idiopathique ou Ě͛ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ͕� Žƶ� ůĂ� ƉƌŽƉŽƌƚŝŽŶ� ĚĞ� MKs contenant de 

ŶŽŵďƌĞƵƐĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ŚĠŵĂƚŽƉŽŢĠƚŝƋƵĞƐ�;ũƵƐƋƵ͛ă�ϱ-6 cellules) peut atteindre 34%81. A ce jour, 

ůĞƐ�ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ� ŝŵƉůŝƋƵĠƐ�ĚĂŶƐ� ů͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ�ŶĞ� ƐŽnt pas encore clairement établis mais 

différentes pistes ont été évoquées dans la littérature. L͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ�ƉĞƵƚ�ġƚƌĞ�ĨĂǀŽƌŝƐĠĞ�ƉĂƌ�

une interaction des neutrophiles avec de la P-sélectine exprimée sur le DMS82 ou faire 

intervenir des molécules Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ telles que les cadhérines80. Plus récemment, ů͛ĠƋƵŝƉĞ 

de Nigrovic a ŵŽŶƚƌĠ�ƋƵĞ�ů͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ�ĠƚĂŝƚ�ƵŶ�ƉƌŽĐĞƐƐƵƐ�ŵĠĚŝĠ�ƉĂƌ�ůĞ�ĐŽƵƉůĞ�/��D-1 du 

MK Ğƚ� ůĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ɴϮ du neutrophile83. Cette étude révèle également un transfert des 

membranes plasmiques des neutrophiles dans le DMS. Les auteurs proposent ainsi que 

ů͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ�ƐŽƵƚŝĞŶŶĞ�ůĂ�ĨŽrmation des plaquettes sanguines en modulant la production 

de la membrane des futures plaquettes. Néanmoins, connaissant la faible proportion de MKs 

ƉƌĠƐĞŶƚĂŶƚ�ĚĞ�ů͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ�ĞŶ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶ�ƉŚǇƐŝŽůŽŐŝƋƵĞ�;ϰйͿ͕�ŽŶ�ƉĞƵƚ�ƐĞ�ĚĞŵĂŶĚĞƌ� la part 

effective de ce processus dans la thrombopoïèse. 

 

 1.2.4. Le franchissement de la barrière sinusoïdale 

La production des plaquettes exige que le compartiment cytoplasmique du MK mature 

traverse la barrière des sinusoïdes. Cette dernière étape de la mégacaryopoïèse peut 

scŚĠŵĂƚŝƋƵĞŵĞŶƚ�ġƚƌĞ�ĚŝǀŝƐĠĞ�ĞŶ�ƋƵĂƚƌĞ�ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ�Ě͛ĠǀğŶĞŵĞŶƚƐ ͗�ů͛ĂƉƉŽƐŝƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ĂƵ�

niveau des sinusoïdes, le contact et passage de la lame basale, le franchissement de la barrière 

ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞ�Ğƚ�ů͛ĠŶƵĐůĠĂƚŝŽŶ͘ 

>͛ĂƉƉŽƐŝƚŝŽŶ� ĚĞs MKs aux sinusoïdes. Les travaux initiaux du groupe de S. Rafii ont fait 

apparaître le SDF-1 (stromal cell-derived factor ou CXCL12, ligand du récepteur CXCR4) et le 

FGF-4 (fibroblast growth factor) comme étant les deux principales cytokines impliquées 

respectivement dans la migration et la maturation des progéniteurs42,84ʹ87. Le SDF-1 se fixe sur 

le récepteur CXCR4 exprimé sur les progéniteurs et ceci permet leur migration vers les 

sinusoïdes par un processus qui requiert͕�Ě͛ƵŶĞ�ƉĂƌƚ� ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�VCAM-1 (CD106) à la 



Figure 12 : Le SDF-1 et le positionnement des MKs au niveau des sinusoïdes.
(A) Modèle tel que décrit par Avecilla et al. en 2004. Le SDF-1 participerait à la migration des
mégacaryocytes de la niche endostéale vers les sinusoïdes, favorisant ainsi la thrombopoïèse. (B)
Modèle révisé par Stegner et al., en 2017 suite à la démonstration que les mégacaryocytes sont
sessiles et se trouvent à proximité immédiate des sinusoïdes. Adapté Ě͛ĂƉƌğƐ Stegner et al., 2017

Migration Absence de migration

SDF-1
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surface des cellules endothéliales Ğƚ͕�Ě͛ĂƵƚƌĞ�ƉĂƌƚ͕�ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�Dϰɴϭ�;ŽƵ�s>�-

4) sur les MKs42,88ʹ90. Les souris déficientes pour CXCR4 et SDF-1 présentent une altération 

majeure de la myélopoïèse91,92. La signalisation induite par la liaison de SDF-1 à son récepteur 

�y�Zϰ�ĐŽŶĚƵŝƚ�ă�ƵŶĞ�ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ�ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ�ĚƵ�ƐŝŐŶĂů�ĐĂůĐŝƋƵĞ͕�ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ǀŽŝĞƐ�Ěe 

ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ŬŝŶĂƐĞƐ�;�Z<ϭͬϮ�Ğƚ�^ƌĐ�ƚǇƌŽƐŝŶĞͿ͕�ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ŵĠƚĂůůŽƉƌŽƚĠĂƐĞ�DDW-9 

et la polarisation des récepteurs CXCR4 à la surface des MKs85,87,93ʹ95. En outre, D. Stegner et 

coll. ont récemment réalisé des reconstructions 3D de la moelle indiquant que 80 % des MKs 

résident directement au niveau des sinusoïdes96. Cette cartographie met également en 

lumière la forte densité du réseau sinusoïdal de la moelle, avec une distance séparant deux 

ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ�Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ�ϰϬ�ђŵ͘�^ĂĐŚĂŶƚ�ƋƵĞ le diamètre moyen des MKs de 25 ђŵ͕�ŝů�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�

étonnant de voir que la majorité des MKs soient associés à un sinusoïde (Figure 12). Ces 

résultats valident ceux de O. Lichtman qui déjà en 1978 montrait une localisation 

parasinusoidale des MKs97. Cette étude confirme également que les MKs matures ne migrent 

pas. In vivo, les MKs "bougent" à une vitesse de 0,4 µm/min, à la différence des neutrophiles 

qui migrent à une vitesse de 20 à 25 µm/min dans le tissu interstitiel.  

Le contact et le passage de la lame basale. Les événements conduisant au passage de la lame 

basale sont encore très mal compris et impliquent probablĞŵĞŶƚ�ƵŶ�ĞŶƐĞŵďůĞ�Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ�

ĞŶƚƌĞ�ůĞƐ�ƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�exprimés sur les MKs, notamment les intégrines ĚĞ�ƚǇƉĞ�ɴϭ�

Ğƚ�ɴϯ�ĂŝŶƐŝ�ƋƵĞ�ůĞƵƌƐ�ůŝŐĂŶĚƐ�ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂŶƚƐ�ůŽĐĂůŝƐĠƐ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ�ĚĞƐ�ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ. Parmi 

les intégrines, on peut citer DϮɴϭ�ƋƵŝ� ůŝĞ� ůĞƐ� ĐŽůůĂŐğŶĞƐ�ĚŽŶƚ� ůĞ� ĐŽůůĂŐğŶĞ� /s͕�Dϱɴϭ�ĐŽŵŵĞ�

ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ�ĚĞ�ůĂ�ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ͕�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�Dϲɴϭ�ƉŽƵƌ�ůĞƐ�ůĂŵŝŶŝŶĞƐ͕�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�Dǀɴϯ�ĐĂƉĂďůĞ�ĚĞ�

lier à la fois la fibronectine et la vitronectine et D//ďɴϯ�ƋƵŝ�ůŝĞ�ůĞ�ĨŝďƌŝŶŽŐğŶĞ. >͛ĠƚƵĚĞ�ĚĞƐ�ƐŽƵƌŝs 

« knock-out » (KO) pour les sous-ƵŶŝƚĠƐ�ɴϭ�ŽƵ ɴϯ�de la lignée mégacaryocytaire Ŷ͛Ă�ƉĂƐ�ƌĠǀĠůĠ�

de défaut majeur au niveau des MKs ou de la production des plaquettes98,99. La souris 

déficiente en intégrine D2 dans la lignée mégacaryocytaire présente seulement une faible 

diminution du volume plaquettaire moyen100. Par ailleurs, les expériences in vitro donnent 

ƉĂƌĨŽŝƐ�ĚĞƐ�ƌĠƐƵůƚĂƚƐ�ĐŽŶƚƌĂĚŝĐƚŽŝƌĞƐ�Ğƚ�ŶĞ�ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚ�ƉĂƐ�Ě͛ĠƚĂďůŝƌ�ƉƌĠĐŝƐĠŵĞŶƚ�ůĞ�ƌƀůĞ�ĚĞƐ�

intégrines dans les interactions MKs/protéines extracellulaire. Ceci sera largement discuté 

dans le chapitre 3 relatif aux intégrines. De façon similaire, on ne sait pas si une activité de 

dégradation est associée à cette étape, point qui sera détaillé dans le chapitre 4.   
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Le franchissement de la barrière endothéliale. Cette étape est également supposée faire 

ŝŶƚĞƌǀĞŶŝƌ� ĚĞƐ� ŵŽůĠĐƵůĞƐ� Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞƐ� ŵĠŐĂĐĂƌǇŽĐǇƚĂŝƌĞƐ� Ğƚ� ůĞƵƌƐ� ĐŽŶƚƌĞ-récepteurs 

ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂƵǆ� ;ƐĠůĞĐƚŝŶĞƐ͕� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� Ğƚ� ŵŽůĠĐƵůĞƐ� Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ� ĐĞůůƵůĂŝƌĞƐͿ͘� KƵƚƌĞ�

ů͛ŝŶƚĞƌǀĞŶƚŝŽŶ�ĚƵ�couple ɲϰɴϭ/VCAM-1 discuté plus haut42, PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell 

Adhesion Molecule-1) pourrait également contribuer ă�ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�ĂƵǆ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ͘�

Cette molécule Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ est exprimée à la fois sur les cellules endothéliales et les MKs et 

ƉĞƌŵĞƚƚƌĂŝƚ͕� ƉĂƌ� ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ�ŚŽŵŽƚǇƉŝƋƵĞ͕� ů͛ĂŶĐƌĂŐĞ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ĂƵǆ� ĐĞůůƵůĞƐ� ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ͘� In 

vitro, le traitement par un anticorps neutralisant anti-PECAM inhibe ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�des MKs aux 

cellules endothéliale et leur migration en présence de SDF-ϭ͘��ŚĞǌ�ůĂ�ƐŽƵƌŝƐ͕�ů͛ŝŶǀĂůŝĚĂƚŝŽŶ�ĚƵ�

gène codant pour PECAM-ϭ�Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĞ�Ě͛ƵŶĞ�ĚŝŵŝŶƵƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ŵĠĚƵůůĂŝƌĞƐ�ĂƐƐŽĐŝĠƐ�ĂƵǆ�

sinusoïdes93,101,102. De façon intéressante, il a également été proposé récemment que 

ů͛ĞŶĚŽŐůŝŶĞ�;��ϭϬϱͿ�ƉƌĠƐĞŶƚĞ�ƐƵƌ�ůĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ͕�ƉŽƵǀĂŝƚ�ŝŶƚĞƌĂŐŝƌ�ĂǀĞĐ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�

DIIbß3 plaquettaire, ce qui interroge sur la possible contribution de ces deux partenaires lors 

des dernières étapes de la mégacaryopoièse (communication orale E. Rossi, Club Français des 

Plaquettes et des Mégacaryocytes, Marseille, 2016).  

            En 2012, le groupe du S. Massberg a découvert que la sphingosine 1-phosphate (S1P) 

était essentielle dans le guidage des MKs ĂƵ� ƚƌĂǀĞƌƐ� ĚĞ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ͘� >Ă� ^ϭW� ĞƐƚ� ƵŶ�

phospholipide provenant de la phosphorylation de la sphingosine qui circule en quantité 

importante dans le sang (sa concentration peut atteindre 1 µM). Elle se lie sur son récepteur 

S1P1 présent à la surface des MKs. Chez la souris, la délétion du récepteur S1P1 

ŵĠŐĂĐĂƌǇŽĐǇƚĂŝƌĞ�ƉƌŽǀŽƋƵĞ�ƵŶĞ�ƚŚƌŽŵďŽƉĠŶŝĞ�ĚƵĞ�ă�ů͛ĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶ�ĂŶŽƌŵĂůĞ�de plaquettes 

dans le compartiment médullaire extravasculaire103. /ů� ĞƐƚ� ŝŶƚĠƌĞƐƐĂŶƚ� ĚĞ� ŶŽƚĞƌ� ƋƵ͛ƵŶĞ�

anomalie similaire a été identifiée dans la moelle osseuse de souris déficientes pour WASp, 

impliquant toutefois des mécanismes moléculaires totalement différents. Alors que la 

morphologie des MKs dans les souris S1P1-/- est normale, les MKs WASp- sont anormaux avec 

ƵŶ�ĚĠĨĂƵƚ�ĚĂŶƐ�ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĚƵ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ104 Ğƚ�ĐĞůĂ�ĨĞƌĂ�ů͛ŽďũĞƚ�Ě͛ƵŶĞ�ƐĞĐƚŝŽŶ�ƉĂƌƚŝĐƵůŝğƌĞ 

(Cf. chapitre 4.3.1). YƵŽŝƋƵ͛ŝů�ĞŶ�ƐŽŝƚ͕�ů͛ĠƚƵĚĞ�ĚĞ�^͘�DĂƐƐďĞƌŐ�Ă�ĠƚĠ�ĐŽŶƚĞƐƚĠĞ�ƌĠĐĞŵŵĞŶƚ�ƉĂƌ�

E. Camerer et collaborateurs démontranƚ�ů͛ĂďƐĞŶĐĞ�ĚĞ�ĚĠĨĂƵƚƐ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ŵĠŐĂĐĂƌǇŽƉŽŢğƐĞ�Ğƚ�ĚĞ�

la production plaquettaire en utilisant divers outils pharmacologiques et modèles de souris 

déficientes pour les récepteurs S1P1 et S1P2 ou pour les enzymes de phosphorylation de la 

sphingosine105. 



Figure 13 : >͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ des lamines nucléaires lors de la maturation des MKs.
(A) Expérience Ě͛ŝŵŵƵŶŽĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ montrant la présence de lamine A sur la membrane nucléaire
Ě͛ƵŶ MK mature comportant un noyau polylobé (>8n). (B) Au cours de la maturation des MKs,
ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ des lamines A et B augmente avec la ploïdie. MKP:MK progenitors ; EryP: erythroid
progenitors ; LateEry: late erythroblasts ; RBC, red blood cells ; G: granulocytes ; M: monocytes; BM:
bone marrow ; PB: peripheral blood. �͛ĂƉƌğƐ Shin et al., 2013

A B
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>͛ĠŶƵĐůĠĂƚŝŽŶ�Ğƚ�ůĞ�ĐŽƌƉƐ�ƌĠƐŝĚƵĞů͘�A la fin du franchissement de la barrière sinusoïdale, le corps 

résiduel du MK constitué Ě͛un noyau entouré Ě͛ƵŶĞ�ĨŝŶĞ�ĞŶǀĞůŽƉƉĞ�ĚĞ�ĐǇƚŽƉůĂƐŵĞ�Ğƚ�Ě͛ƵŶĞ�

membrane plasmique reste dans la moelle où il sera phagocyté par les macrophages106. En 

raison de la difficulté de capturer cette étape particulière de la mégacaryopoièse, les 

mécanismes moléculaires impliqués dans la séparation du noyau et de la masse 

cytoplasmique du MK ne sont pas connus͘�>͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ�ĞŶ�D��ŵŽŶƚƌĞ�ƵŶ�ŶŽǇĂƵ�ĐŽŶƚĞŶĂŶƚ�

de la chromatine condensée. Ces changements morphologiques sont à rapprocher de ceux 

ƋƵĞ� ů͛ŽŶ� ŽďƐĞƌǀĞ� ĂƵ� ĐŽƵƌƐ� ĚĞ� ů͛ĂƉŽƉƚŽƐĞ͘� � >ĞƐ� ĠƚƵĚĞƐ� ĚƵ� ŐƌŽƵƉĞ� ĚĞ�t͘� sĂinchencker ont 

montré que les MKs sénescents exposent à leurs surfaces de la phosphatidylsérine qui 

constitue un signal induisant leur phagocytose par les macrophages.  Par ailleurs, on sait que 

ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ĐĂƐƉĂƐĞƐ͕�ĞŶ�ƉĂƌƚŝĐƵůŝĞƌ�ĚĞƐ�ĐĂƐƉĂƐĞƐ�ϯ�Ğƚ�ϵ, est importante dans la formation 

ĚĞƐ� ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ͘� >͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ůĂ� ĐĂƐƉĂƐĞ� ϯ� ĞƐƚ� ƉĂƌƚŝĐƵůŝğƌĞ� ĐĂƌ� ĞůůĞ� ĂƉƉĂƌĂŠƚ�

compartimentalisée dans le cytoplasme du MK107ʹ109. 

Pourquoi le noyau des MKs ne franchit-il pas la barrière sinusoïdale ? Pour répondre à cette 

question, ŝů� ĞƐƚ� ŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞ�Ě͛ŝŶƚƌŽĚƵŝƌĞ� les lamines qui forment les structures majeures de 

ů͛ĞŶǀĞůŽƉƉĞ�ŶƵĐůĠĂŝƌĞ110. La lamina est un réseau maillé de filaments intermédiaires composé 

des lamines de type A et B.  Les lamines de type A, incluant la laminĞ���ŝƐƐƵĞ�Ě͛ƵŶ�ĠƉŝƐƐĂŐĞ�

alternatif, sont responsables de la rigidité du noyau alors que les lamines de type B jouent un 

rôle dans son intégrité111. D. Discher et collaborateur nous apprennent que le rapport 

ƐƚƈĐŚŝŽŵĠƚƌŝƋƵĞ� ĚĞ� ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ĚĞ� ůĂŵŝŶĞ� �ͬ�� ƉĂƌ� ƌĂƉƉŽƌƚ� ă� ůĂ� ůĂŵŝŶĞ� �͕� ĂŶĂůǇƐĠ� ƉĂƌ�

spectrométrie de masse, est plus grand pour des cellules possédant un noyau rigide112. Par 

exemple, ce sont les cellules CD34+ qui possèdent le plus faible rapport (~ 0.25) et les 

érythroblastes le plus élevé (> 10). Les MKs, quant à eux, ont un rapport intermédiaire (~ 1) 

ĂƐƐŽĐŝĠ� ă�ƵŶĞ� ĨŽƌƚĞ� ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ�ĚĞ� ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ;Ε�ϭϬ� ĨŽŝƐͿ� ĚĞƐ� ůĂŵŝŶĞƐ� ĂƵ� ĐŽƵƌƐ�ĚĞ� ůĞƵƌ�

ŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶ͘� >ĞƐ� ĂƵƚĞƵƌƐ� ƉƌŽƉŽƐĞŶƚ�ƋƵĞ� Đ͛ĞƐƚ� la taille élevée et la forme complexe de leur 

noyau polyploïde, plutôt que la rigidité elle-même, qui limite leur passage au travers les 

sinusoïdes113 (Figure 13). Il est intéressant de souligner ici que les enfants atteints du 

syndrome de progéria Hutchinson-Gilford (maladie rarissisme due à une mutation du gène 

codant pour la lamine A) présentent un vieillissement prématuré associé à une numération 

plaquettaire élevée (452.000 à 714.000/µl)114. A noter également les travaux de Friedl qui 

indiquent que le déplacement des cellules à travers une matrice extracellulaire 3D est fonction 



Figure 14 : Historique de la biologie des mégacaryocytes et des plaquettes.
�͛ĂƉƌğƐ�Scandola et al., 2020. 
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de 2 paramètres : la porosité de la matrice et la déformabilité du noyau, la déformabilité du 

noyau étant atteinte à 10 % de la section nucléaire115.  

 

En résumé de cette section 1.2.4, on peut souligner le caractère singulier et unique du 

processus de transmigration des MKs. Contrairement aux autres cellules hématopoïétiques, 

les MKs matures résident à proximité immédiate des sinusoïdes et ne migrent pas dans le tissu 

hématopoïétique, leur passage transendothélial nécessite une déformation cellulaire 

ĞǆƚĞŶƐŝǀĞ�ĂĨŝŶ�ĚĞ�ĨĂŝƌĞ�ƉĂƐƐĞƌ�ů͛ĠŶŽƌŵĞ�ŵĂƐƐĞ�ĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞ�ă�ƚƌĂǀĞƌƐ�ůĞƐ�ŽƵǀĞƌƚƵƌĞƐ�ĠƚƌŽŝƚĞƐ�

de la barrière sinusoïdale et, ce processus s'accompagne de la séparation du noyau polylobé 

de la masse cytoplasmique de la MK, un événement totalement incompris à l'heure actuelle. 

 

1.3.  >͛ĠƚĂƉĞ�ĨŝŶĂůĞ : La production des plaquettes  

  1.3.1. La thrombopoïèse : les études in vitro et in vivo  

>͛ŚŝƐƚŽŝƌĞ des proplaquettes. Dès 1956, Thiéry et Bessis ont observé, à partir d'explants frais 

de moelle osseuse de rats, que les MKs étendaient ex vivo de longues extensions filiformes, 

leur conférant une morphologie de pieuvre116 (Figure 14). Des études de microscopie 

électronique à balayage confirmeront ensuite in situ que les MKs émettent des pseudopodes 

de tailles variables dans la lumière des sinusoïdes médullaires. Ces images sont à ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ�ĚĞ�

ů͛ĂƉƉĞůůĂƚŝŽŶ� ͨ proplaquettes »117,118. En 1994, la découverte de la TPO a facilité la 

compréhension des mécanismes de formation des plaquettes en rendant possible les études 

in vitro59,119,120. Ces études ont ainsi permis de décrypter le rôle essentiel des microtubules 

dans ce processus qui, en glissant les uns sur les autres (« sliding »), ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚ�ů͛ĠůŽŶŐĂƚŝŽŶ�

des proplaquettes59,77,121,122 Ğƚ�ůĞ�ƚƌĂĨŝĐ�Ě͛ŽƌŐĂŶŝƚĞƐ�ǀĞƌƐ�ůĞƐ�ĞǆƚĞŶƐŝŽŶƐ�ƉƌŽƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞƐ123. En 

ϭϵϵϵ͕� ů͛ĠƋƵŝƉĞ� ĚĞ� ,ĂƌƚǁŝŐ� et al., Ă�ŵŽŶƚƌĠ� ƋƵĞ� ůĞƐ�ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ� Ɛ͛ĞŶƌŽƵůĞŶƚ� ĂƵ� ďŽƵƚ� ĚĞƐ�

proplaquettes, postulant que les plaquettes sont produites à partir de ces boutons 

plaquettaires121. Ceci a conduit à ce que le "modèle des proplaquettes" ƚĞů�ƋƵ͛ŝĚĞŶƚŝĨŝĠ�in vitro 

devienne le modèle prédominant pour exprimer la libération des plaquettes par le MK. 

Pourtant, une limite à la description de ce modèle est le caractère artificiel des systèmes de 

culture qui pourrait biaiser les résultats. On sait par exemple que la maturation des MKs est 

beaucoup moins efficace dans les conditions de culture, avec une ploïdie plus faible, un DMS 

sous-ĚĠǀĞůŽƉƉĠ�Ğƚ� ů͛ĂďƐĞŶĐĞ�ĚĞ� ůĂ�ǌŽŶĞ�ƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞ�;Figure 10A). Ceci pourrait également 



Tableau 1 : Les protéines régulatrices du cytosquelette Ě͛ĂĐƚŝŶĞ et la
mégacaryopoïèse.
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expliquer la différence Ě͛ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ� entre les proplaquettes produites dans la moelle 

osseuse ou en culture (Figure 10B).  

Grâce au développement de la technique de microscopie intravitale bi-photonique sur le 

crâne de souriceaux, Junt et al., ont pu filmer le passage en temps réel de fragments 

cytoplasmiques mégacaryocytaires dans la circulation sanguine124. Les auteurs observent ainsi 

que ce sont des ĞǆƚĞŶƐŝŽŶƐ�ĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞƐ�ǀŽůƵŵŝŶĞƵƐĞƐ�;Ε�ϴϬϬ�ĨŽŝƐ�ůĞ�ǀŽůƵŵĞ�ŵŽǇĞŶ�Ě͛ƵŶĞ�

plaquette) qui entrent dans la circulation, et ĨŽƌŵĞƌŽŶƚ�ĞŶƐƵŝƚĞ�ĚĞƐ�ƉƌŽƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ĞŶ�Ɛ͛ĠƚŝƌĂŶƚ�

dans la circulation vasculaire. Le passage transendothélial de MKs entiers dans la circulation 

est rarement observé lors de ces ĂĐƋƵŝƐŝƚŝŽŶƐ�Ě͛ŝŵĂŐĞƐ en intravital. Ces résultats sont en 

accord avec ceux de A. Poole qui, en utilisant une approche corrélative associant la 

microscopie intravitale et la MET, a démontré la présence de grosses extensions 

mégacaryocytaires ƚƌĂǀĞƌƐĂŶƚ�ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ125. La force du flux sanguin et le remodelage du 

cytosquelette contrôlent ensuite la libération des plaquettes par fragmentation des 

proplaquettes.  

Le rôle du cytosquelette dans la thrombopoièse/plaquettogenèse. La formation des 

proplaquettes nécessite des rĞŵĂŶŝĞŵĞŶƚƐ� ŝŵƉŽƌƚĂŶƚƐ�ĚƵ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ͘� >͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ�ĚĞƐ�

microtubules ƉƌŽĐƵƌĞ�ůĂ�ĨŽƌĐĞ�ƉŽƵƌ�ů͛ĞǆƚĞŶƐŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉƌŽƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ123,126. Ceci a été visualisé 

ĞŶ� ƚĞŵƉƐ� ƌĠĞů� ƉĂƌ� ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ� ă� ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ� ŐƌąĐĞ� ă� ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ� ĚĞ� D<Ɛ� ĞǆƉƌŝŵĂŶƚ� ůĂ�

protéine de fusion EB3-GFP (end-binding pƌŽƚĞŝŶ� ϯ� Ɛ͛ĂƐƐŽĐŝĂŶƚ� ă� ů͛ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ� ;нͿ� ĚĞƐ�

microtubules). Ces études ont également mis en lumière le rôle essentiel de la dynéine, une 

protéine motrice se fixant sur les extrémités (-Ϳ� ĚĞƐ� ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ͘� �� ů͛ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ� ĚĞ� ůĂ�

proplaquette, les microtubules forment une boucle qui délimiterait la future 

plaquette122,123,126͘� WĂƌ� ĂŝůůĞƵƌƐ͕� ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞ� ƐŽƵƌŝƐ� ĚĠĨŝĐŝĞŶƚĞƐ�ĞŶ� ƚƵďƵůŝŶĞ�ɴϭ͕� ů͛ŝƐŽĨŽƌŵĞ�

principale exprimée daŶƐ� ůĞƐ�D<Ɛ͕�ŵŽŶƚƌĞ� ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ�ĚĞƐ�ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ� ĂǀĞĐ ů͛ĂƉƉĂƌŝƚŝŽŶ�

Ě͛ƵŶĞ�ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ� ĐŝƌĐƵůĂŶƚĞƐ� ĂƉƉĂƌĂŝƐƐĂŶƚ� ƐƉŚĠƌŝƋƵĞƐ127. Il est important de 

souligner que ce rôle des microtubules dans la formation des proplaquettes repose 

essentiellement sur des observations in vitro. Dans notre laboratoire, C. Léon et collaborateurs 

ont montré que le rôle des microtubules semble être moins important in vivo où les forces 

hémodynamiques semblent être suffisamment fortes pour contribuer substantiellement à 

l'élongation des proplaquettes128. En conséquence, l'inactivation ou la mutation des tubulines 

entraînent une absence quasi totale des proplaquette in vitro, alors que in vivo on n'observe 

qu'une diminution de 50׽ % des proplaquettes et des plaquettes circulantes in vivo16,128 



Tableau 2 : Les GTPases et la mégacaryopoïèse.
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Dans notre unité de recherche, F. Lanza et collaborateurs ont également ŝĚĞŶƚŝĨŝĠ�Ě͛ĂƵƚƌĞƐ�

ŝƐŽĨŽƌŵĞƐ�ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞƐ�ĚĂŶƐ� ůĂ� ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ� ƚĞůůĞƐ�ƋƵĞ� ůĂ� ƚƵďƵůŝŶĞ�ɲϰ��ĚŽŶƚ� ůĂ�

mutation non-sens V260E conduit à une macrothrombopénie et une sphéricité associée à une 

ƌĠĚƵĐƚŝŽŶ�ĚƵ�ŶŽŵďƌĞ�Ě͛ĞŶƌŽƵůĞŵĞŶƚƐ�ĚĞ�ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ďĂŶĚĞ�ŵĂƌŐŝŶĂůĞ16. Par ailleurs, 

des études récentes proposent que les modifications post-traductionnelles jouent également 

un rôle dans la formation des ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ͘��ĞĐŝ�ĚĠĐŽƵůĞ�ĚĞ�ůΖŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ�ƋƵ͛ƵŶ�ŝŶŚŝďŝƚĞƵƌ�ĚĞ�

ů͛ŚŝƐƚŽŶĞ� ĚĠƐĂĐĠƚǇůĂƐĞ�ϲ� ;ĂďƌĠŐĠĞ�,���ϲ), le Panobinostat, induit une thrombopénie chez 

l'homme et conduit à une mégacaryopoïèse anormale avec une altération de la formation des 

proplaquettes in vitro129,130. Depuis il a été démontré que ces effets, dont on pensait 

initialement qu'ils résultaient de l'hyperacétylation des microtubules, étaient plutôt 

provoqués par l'hyperacétylation de la cortactine, une autre cible des HDAC6131. Il est 

également intéressant de noter que l'axe HDAC6-cortactine n'est requis pour la biogénèse des 

plaquettes que chez l'homme, mais pas chez la souris. 

Le rôle précis du ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ ƌĞƐƚĞ�ĞŶĐŽƌĞ�ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ�moins bien compris. Il est 

néanmoins admis que ů͛ĂĐƚŽ-myosine joue un rôle clé dans les étapes de structuration et la 

polarisation du DMS52,132, ainsi que sur la ramification des proplaquettes133. Les analyses de 

mutations humaines et murines ont rapporté différents acteurs importants dans 

ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�Ğƚ�ůĂ�ĚǇŶĂŵŝƋƵĞ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝŶĞ�ƌĞůŝĠĞ�ă�ůĂ�ƉůĂƋƵĞƚƚŽŐĠŶğƐĞ͘�WĂƌŵŝ�ĐĞƵǆ-là, on peut 

citer la myosine IIA15,76,134ʹ136, la cofiline137, la filamine A138,139, WASp104,140,141, la formine 

mDia1142͕�ů͛D-actinine 1143ʹ145, la tropomoduline 3146 et la Pacsin 272 (Tableau 1). En général, 

ces protéines sont ŝŵƉůŝƋƵĠĞƐ�ƐŽŝƚ�ĚĂŶƐ�ϭͿ�ů͛ĞŶĚŽŵŝƚŽƐĞ͕�ϮͿ�ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ avec la matrice, via les 

ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͕�ϯͿ�ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĚƵ��D^�ou 4) la distribution des organelles. 

De façon complémentaire, parmi les différentes molécules de signalisation capables de 

ŵŽĚƵůĞƌ� ůĂ� ĚǇŶĂŵŝƋƵĞ� ĚƵ� ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ� Ě͛ĂĐƚŝŶĞ� Ğƚ� ĚĞƐ� ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ͕� ůĞƐ� GTPases de la 

famille Rho occupent une place essentielle. De nombreuses études147ʹ153 Ɛ͛ĂĐĐŽƌĚĞŶƚ�ƉŽƵƌ�

ĚĠŵŽŶƚƌĞƌ� ůĞƵƌƐ� ĐŽŶƚƌŝďƵƚŝŽŶƐ� ĚĂŶƐ� ůĂ� ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ� ĚĞƐ� ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ͘� >Ğ� ďƵƚ� Ŷ͛ĞƐƚ� pas Ě͛ĞŶ�

détailler les mécanismes ici mais simplement Ě͛ĞŶ� ƉƌĠƐĞŶƚer un résumé dans un tableau 

retraçant leurs effets principaux sur la mégacaryopoïèse et thrombopoïèse (Tableau 2). 

 

 



Bourgeons

x4000A B

Figure 15 : Le bourgeonnement membranaire des mégacaryocytes et la formation des plaquettes.
(A) Image de microscopie électronique à transmission montrant deux bourgeons dont ů͛ƵŶ est vide et
ů͛ĂƵƚƌĞ contient des organites mais pas de microtubules, x38000. Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Zucker-Franklin,
1988. (B) Image de microscopie électronique à transmission montrant un mégacaryocyte en cours de
fragmentation, x4000. �͛ĂƉƌğƐ Zucker-Franklin, 1984. (C)(D) Les bourgeons décrits par Potts et al.
correspondraient à des plaquettes sanguines de par leur volume similaire, libérant ainsi une
plaquette par bourgeons. (E) Image Ě͛ƵŶĞ coupe de foie ĨƈƚĂů montrant un mégacaryocyte (CD41, en
blanc) libérant un bourgeon au travers de ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ (Flk1-GFP, en vert). Ce bourgeons serait
directement une plaquette de par son contenu granulaire en facteur von Willebrand (en rouge). La
tubuline serait également présente dans le bourgeon (en jaune). Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Potts et al., 2020.
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   1.3.2. Le bourgeonnement membranaire des mégacaryocytes : une 

alternative à la production plaquettaire ? 

Les plaquettes pourraient-elle se former différemment ? Dans une étude publiée par Potts et 

al. ů͛ĂŶŶĠĞ�ĚĞƌŶŝğƌĞ�dans J. Exp. Med, ůĞƐ�ĂƵƚĞƵƌƐ�Ɛ͛ŝŶƚĞƌƌŽŐĞŶƚ�ƐƵƌ�ůĂ�ƌĂƌĞƚĠ�ĚĞƐ�ƉƌŽƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�

observées par microscopie intravitale. Leurs observations stipulent que seulement 2% des 

MKs forment des proplaquettes in vivo͕�ůĞƐ�ĐŽŶĚƵŝƐĂŶƚ�ă�ƐĞ�ĚĞŵĂŶĚĞƌ�Ɛ͛ŝů�Ŷ͛ĞǆŝƐƚĞƌĂŝƚ�ƉĂƐ�ƵŶĞ�

autre alternative, plus « rentable », à la production de plaquettes154. En utilisant des 

approches Ě͛ŝŵĂŐĞƌŝĞƐ� ƐƵƉĞƌ-résolutives, ils rapportent ainsi la présence de bourgeons 

membranaires ă�ůĂ�ƐƵƌĨĂĐĞ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ĚŽŶƚ�ůĂ�ƚĂŝůůĞ͕�ů͛ĂƐƉĞĐƚ�Ğƚ�ůĞ�ĐŽŶƚĞŶƵ�ƉŽƵƌƌĂŝƚ�ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚƌĞ�

ă�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ĐŝƌĐƵůĂŶƚĞƐ͘�/ů�ĞƐƚ�ă�ŶŽƚĞƌ�ƋƵĞ�ĐĞƚƚĞ�ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ŶŽƵǀĞůůĞ͘��Ŷ�ĞĨĨĞƚ͕�

Ě͛ĂŶĐŝĞŶŶĞƐ� ĠƚƵĚĞƐ�de ME rapportées par Zucker-Franklin décrivaient déjà des bourgeons 

similaires155 (Figure 15A-BͿ͕�ŵĂŝƐ�ů͛ŝĚĠĞ�ƋƵ͛ŝůƐ�ƉƵŝƐƐĞŶƚ�ġƚƌĞ�ƵŶĞ�ƐŽƵƌĐĞ�ĚĞ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ĂǀĂŝƚ�ĠƚĠ�

abandonné sur la base des arguments suivants : 1) les futures plaquettes se détachant des 

D<Ɛ�ŶĞ�ƐŽŶƚ�ƉĂƐ�ĚĠůŝŵŝƚĠĞƐ�ƉĂƌ�ƵŶĞ�ďĂŶĚĞ�ŵĂƌŐŝŶĂůĞ�Ě͛ĞŶƌŽƵůĞŵĞŶƚƐ�ĚĞ�ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ156 et 

2) ů͛ĂƐƉĞĐƚ�ĚĞƐ�MKs laissait ă� ƉĞŶƐĞƌ�ƋƵĞ� ůĞƐ� ĐĞůůƵůĞƐ� ĠƚĂŝĞŶƚ� ĞŶ� ĐŽƵƌƐ� Ě͛ĂƉŽƉƚŽƐĞ157. Dans 

ů͛ĠƚƵĚĞ� ĚĞ� WŽƚƚƐ� et al.͕� ĚĞƐ� ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ� Ě͛ŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞ� ĐŝďůĂŶƚ� ůĂ� ĨŽƌŵĞ� ĂĐtive de la 

ĐĂƐƉĂƐĞ�ϯ�ƐƵŐŐğƌĞŶƚ�ƋƵĞ�ůĂ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ďŽƵƌŐĞŽŶƐ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ƵŶ�ƉŚĠŶŽŵğŶĞ�ĂƉŽƉƚŽƚŝƋƵĞ͘�

Par ailleurs, ils mettent à profit des souris Pf4-Cre:Confetti, dont les MKs expriment 

alternativement YFP (Yellow fluorescent protein) ou RFP (Red fluorescent protein) au cours de 

leur maturation, ĂĨŝŶ�Ě͛ĠƚĂďůŝƌ�ƋƵĞ�ůĞƐ�ďŽƵƌŐĞŽŶƐ�ŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞƐ�ƐŽŶƚ�ďŝĞŶ�ĞŶ�ĐŽŶtinuité avec 

les MKs. Grâce à la microscopie intravitale, ils visualisent le détachement des bourgeons 

plaquettaires dans la circulation sanguine (Figure 15C-E).  

Evaluation critique de cette étude. De mon point de vue, cette étude soulève un certain 

nombre de questions concernant notamment la visualisation des évènements (images dont la 

ƌĠƐŽůƵƚŝŽŶ� Ŷ͛ĞƐƚ� ƉĂƐ� toujour suffissante), les mécanismes moléculaires conduisant à la 

formation des bourgeons (non étudiés) Ğƚ� ů͛ĞĨĨŝĐĂĐŝƚĠ� ĚĞ� ĐĞ� ƉƌŽĐĞƐƐƵƐ� (1 bourgeon libère 

seulement une plaquette tandis ƋƵ͛ƵŶĞ�ƉƌŽƉůĂƋƵĞƚƚĞ�ůŝďğƌĞ�ƵŶĞ�centaine de plaquettes). Par 

ailleurs, ce type de bourgeonnement est fréquemment détecté lors d'une mégacaryopoïèse 

de stress ou anormale. Il serait donc possible que les évènements décrits par Potts dépendent 

ĚĞ�ůΖĠƚĂƚ�ĚĞƐ�D<Ɛ͘��ĞĐŝ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ƐĂŶƐ�ƌĂƉƉĞůĞƌ�les travaux de Nishimura et collaborateurs qui 

proposent que les plaquettes puissent être libérées directement par une rupture directe de la 



Figure 16 : Rôle du poumon dans la biogenèse des plaquettes.
(A) La production de plaquettes dans la microcirculation pulmonaire : Suite à la libération de
fragments cytoplasmiques par le mégacaryocyte au travers des sinusoïdes de la moelle osseuse, les
proplaquettes se remodèlent dans la circulation sanguine et notamment dans la microcirculation
pulmonaire où elles se fragmentent en plaquettes. Cette microcirculation permettrait le remodelage
des rares mégacaryocytes entiers ayant traversé la barrière sinusoïdale. (B) Le poumon serait
également un réservoir de mégacaryocytes et de progéniteurs pouvant migrer et compenser des
déficits cellulaires et plaquettaires au sein de la moelle osseuse. �͛ĂƉƌğƐ Lefrançais et al., 2017.

A B



19 

 

membrane plasmique des MKs (les auteurs parlent « Ě͛ĞǆƉůŽƐŝŽŶ�ĚƵ�D< »). Ceci se produit 

ĚĂŶƐ� ƵŶ� ĐŽŶƚĞǆƚĞ� ŝŶĨůĂŵŵĂƚŽŝƌĞ͕� ůŽƌƐƋƵĞ� ůĞƐ� ŶŝǀĞĂƵǆ� ĐŝƌĐƵůĂŶƚƐ� Ě͛ŝŶƚĞƌůĞƵŬŝŶĞ� />-1D sont 

élevés dans la souris158. Cette cytokine est libérée par les cellules non hématopoïétiques, telles 

ƋƵĞ� ůĞƐ� ĐĞůůƵůĞƐ� ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ͕� ůŽƌƐƋƵ͛ĞůůĞƐ� ƐŽŶƚ� ĞŶĚŽŵŵĂŐĠĞƐ͘� Dans ces conditions 

inflammatoires les MKs présentent une activation de la caspase-3 indiquant un état pro-

apoptotique, faisant écho avec les observations de fragmentation mégacaryocytaire des 

années 1980s.  

 

1.3.3. Le rôle du poumon dans la biogénèse des plaquettes 

La microcirculation pulmonaire : un filtre pour les mégacaryocytes. En 1937, Howell et 

�ŽŶĂŚƵĞ�ŽďƐĞƌǀĞŶƚ�ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ�ĚĞ�ĚĞƵǆ�ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐ�ĚĞ�MKs ͗�ů͛ƵŶĞ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ŵŽĞůůĞ�ŽƐƐĞƵƐĞ�Ğƚ�

ů͛ĂƵƚƌĞ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�ƉŽƵŵŽŶƐ͘�/ůƐ�ƉƌŽƉŽƐĞŶƚ�ĂůŽƌƐ�ƋƵĞ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ƉƵŝƐƐĞŶƚ�ġƚƌĞ produites par 

fragmentation des MKs dans la circulation sanguine40,159. La contribution du poumon en tant 

ƋƵ͛ŽƌŐĂŶĞ� ƚŚƌŽŵďŽƉŽŢĠƚŝƋƵĞ� ĞƐƚ� ĐĞƉĞŶĚĂŶƚ� ůŽŶŐƚĞŵƉƐ� ƌĞƐƚĠĞ� ĚĠďĂƚƚƵĞ� ƉĂƌ� ŵĂŶƋƵĞ� ĚĞ�

preuves directes. �Ğ�ƋƵŝ�ĨĂŝƚ�ƚŽƵƚ�ů͛ŝŶƚĠƌġƚ�ĚƵ�ƚƌĂǀĂŝů�ĚĞ��͘�>ĞĨƌĂŶĕĂŝƐ�et al., Đ͛ĞƐƚ�ů͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ�

en dynamique de MKs et de larges fragments cytoplasmiques piégés dans la circulation 

pulmonaire, libérant chacun entre 500 à 1 000 plaquettes sur une durée de 60 min160. Grâce 

à une technique innovĂŶƚĞ�Ě͛ŝŵĂŐĞƌŝĞ�ŝŶƚƌĂǀŝƚĂůĞ͕�ŝůƐ�ŽďƐĞƌǀĞŶƚ�ĚĞƐ�MKs qui quittent la moelle 

osseuse et entrent dans la circulation sanguine, confirmant ainsi le modèle selon lequel de 

larges fragments cytoplasmiques sortent de la moelle osseuse124 Ğƚ� ĐŝƌĐƵůĞŶƚ� ũƵƐƋƵ͛ĂƵǆ�

poumons où ils sont alors retenus et étendent des proplaquettes. Les contraintes physiques 

liées aux étroits vaisseaux pulmonaires, premier lit vasculaire rencontré par les MKs, 

favorisent la libération des plaquettes (Figure 16A). 

Le poumon : un réservoir de progéniteurs sanguins ? >͛ƵŶĞ�ĚĞƐ�ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶƐ�ůĞƐ�ƉůƵƐ�ĐƵƌŝĞƵƐĞƐ�

de ce travail de 2017 ĐŽŶĐĞƌŶĞ� ůĂ� ƉƌĠƐĞŶĐĞ� Ě͛ƵŶĞ� ĚĞƵǆŝğŵĞ� ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶ� ĚĞ� MKs, plus 

immatures, qui résident dans le compartiment extravasculaire du poumon. Afin de déterminer 

la provenance et le rôle de ces cellules, les auteurs ont transplanté des poumons perfusés 

sains de souris PF4-tomato, dont les MKs sont verts, dans des souris thrombopéniques. Ils 

montrent ainsi que les CSH présents dans le poumon, provenant des animaux sains, sont 

capables de migrer vers la moelle osseuse des animaux thrombopéniques où elles 

reconstituent un nombre de plaquettes normales (Figure 16B). Bien que cette étude indique 

ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ�ĚĞ�ƉƌŽŐĠŶŝƚĞƵƌƐ�ŚĠŵĂƚŽƉŽŢĠƚŝƋƵĞƐ�ĂƵ�ƐĞŝŶ�ĚƵ�ƉŽƵŵŽŶ͕�ĞůůĞ�Ŷ͛ĞŶ�ƌĞƐƚĞ�ƉĂƐ�ŵŽŝŶƐ�



Figure 17 : Différents modèles sont proposés pour expliquer la formation des plaquettes à partir
des mégacaryocytes.
�͛ĂƉƌğƐ Anita Eckly, UMR_S1255
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ĠƚŽŶŶĂŶƚĞ� ƉƵŝƐƋƵĞ� ĚĞƐ� ƐǇƐƚğŵĞƐ� ĚĞ� ƚƌĂŶƐƉůĂŶƚƐ� ƉƵůŵŽŶĂŝƌĞƐ� ĐŚĞǌ� ů͛ŚŽŵŵĞ�ŽŶƚ�ĚĠŵŽŶƚƌĠ�

ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ�ĞǆƚƌĂ-pulmonaire des MKs161. Il subsiste également quelques incertitudes concernant 

les travaux de E. Lefrançais et al.͕� ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ�ϭͿ� ů͛ŝŵƉĂĐƚ�ĚĞ� ů͛ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ� ŝŶĚƵŝƚĞ�ƉĂƌ� ůĂ�

transplantation pulmonaire qui pourrait faciliter la sortie de progéniteurs et/ou MKs 

médullaires158͕�ϮͿ�ůĂ�ƉŽƐƐŝďŝůŝƚĠ�ƋƵ͛ŝů�ƐƵďƐŝƐƚĞ�ĚĞƐ��^,Ɛ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�ƉŽƵŵŽŶƐ�ƉĞƌĨƵƐĠƐ�ĚĞƐ�ƐŽƵƌŝƐ�

ĚŽŶŶĞƵƐĞƐ�ĚĞ�ŐƌĞĨĨĞ͕�Ğƚ�ϯͿ�ů͛ŝĚĞŶƚŝƚĠ de cette deuxième population PF4-GFP positive, sachant 

ƋƵ͛ƵŶĞ�ͨ ĨƵŝƚĞ�Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ ͩ�ĚĞ�ůĂ�W&ϰ�ǀĞƌƐ�Ě͛ĂƵƚƌĞs lignées hématopoïétiques (en particulier 

les leucocytes circulants, les macrophages infiltrant les tissus et les cellules immunitaires en 

conditions inflammatoires) a été rapporté par notre laboratoire162.  

 

En conclusion de cette partie relative à la thrombopoïèse, de nombreuses interrogations 

persistent concernant cette étape. Quels sont les mécanismes qui régulent la libération des 

plaquettes au bon endroit ? Quel sont les signaux déclenchant ů͛ĠŵŝƐƐŝŽŶ� ĚĞƐ� ĨƌĂŐŵĞŶƚƐ�

cytoplasmiques ? Par ailleurs, on ne peut pas exclure que, selon le contexte 

physiopathologique, plusieurs modèles de thrombopoïèse puissent co-exister dans la moelle 

osseuse158,163.  La figure 17 ƌĠĐĂƉŝƚƵůĞ� ůĞƐ� ĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ� ŵŽĚğůĞƐ� ƌĂƉƉŽƌƚĠƐ� ũƵƐƋƵ͛ŝĐŝ� ĚĂŶƐ� ůĂ�

littérature pour décrire la biogénèse des plaquettes sanguines. 

 

Le MK est une cellule unique et fascinante, très différente des autres cellules 

hématopoïétiques, de par ses mécanismes de différenciation (endomitose, DMS) et de son 

passage au travers des sinusoïdes. Après avoir établi la place centrale du MK dans la 

production des plaquettes sanguines, nous allons maintenant nous intéresser à ses 

interactions avec son microenvironnement qui constituent un élément essentiel dans la 

biogénèse des plaquettes. 
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Dans la moelle, les cellules interagissent en permanence entre elles et avec le stroma 

environnant. Ces interactions sont de natures multiples et impliquent des facteurs solubles, 

matriciels, cellulaires et biomécaniques164. De ce fait, une bonne connaissance globale du 

microenvironnement proche du MK, de son architecture et des interactions réalisées au cours 

du développement du MK est essentielle.  

 

2.1. La matrice extracellulaire 

La matrice extracellulaire (MEC) forme un réseau enchevêtré de macromolécules 

ĚŝǀĞƌƐĞƐ͘� ^ŽŶ�ƌƀůĞ�ƉƌŝŶĐŝƉĂů�ĚĞ� ĐŚĂƌƉĞŶƚĞ�ƉĞƌŵĞƚ� ůĞ�ŵĂŝŶƚŝĞŶ�ĚĞ� ů͛ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ� ƚŝƐƐƵůĂŝƌĞ�Ğƚ�

fournit les propriétés structurales (porosité, solubilité, topographie) et mécaniques (rigidité) 

nécessaires pour la fonctionnalité du tissu. La MEC sert également de réservoir de molécules 

biologiquement actives et son contact direct avec les cellules en fait un régulateur important 

des comportements cellulaires. Ainsi, les MKs étant enchassés dans la MEC, il est nécessaire 

de prendre en compte ces éléments environnementaux pour mieux comprendre le mode de 

fonctionnement des MKs.  

 

 

 



Figure 18 : Les principales molécules de la matrice extracellulaire.
La matrice extracellulaire est un réseau de protéines dont le perlécan (un glycoaminoglycan à sulfate
Ě͛héparane), du collagène, de fibronectine, de lamines.
�͛ĂƉƌğƐ Frantz et al., 2010.
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2.1.1. Les composants-clefs de la matrice extracellulaire (MEC) 

La MEC est constituée des macromolécules formant un gel hydraté (protéoglycanes, acide 

hyaluronique), des protéines structurales (laminines, fibronectines, collagène de type IV, etc) 

et des facteurs solubles (cytokines, chimiokines, enzymes sécrétées, etc)165 (Figure 18).  

Les protéoglycanes. Ce sont les composants les plus abondants de la MEC. Ils sont 

ĐŽŶƐƚŝƚƵĠƐ�Ě͛ƵŶ�ĐƈƵƌ�ƉƌŽƚĠŝƋƵĞ�ƐƵƌ�ůĞƋƵĞůůĞ�ƐŽŶƚ�ŐƌĞĨĨĠĞs de longues chaînes de disaccharides 

non branchées, dénommées glycosaminoglycanes (GAG). Les protéoglycanes à héparanes 

sulfates regroupent des récepteurs transmembrannaires tel que les syndécanes et des 

composants sécrétés parmi lesquels on trouve le perlécan166. Grâce à ses différents domaines 

Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ͕�ůĞ�ĐƈƵƌ�ƉƌŽƚĠŝƋƵĞ�ĚĞƐ�ƉƌŽƚĠŽŐůǇĐĂŶĞƐ�ŝŶƚĞƌĂŐŝƚ�ĂǀĞĐ�ůĞƐ�ĂƵƚƌĞƐ�ĐŽŵƉŽƐĂŶƚƐ�ĚĞ�

la matrice et participe à la formation du réseau enchevêtré qƵ͛ĞƐƚ�ůĂ�D��͘�/ůƐ�ŽŶƚ�ůĂ�ĐĂƉĂĐŝƚĠ�

de lier et séquestrer des médiateurs solubles, constituant ainsi un réservoir de molécules 

bioactives qui contrôle leur activité et leur biodisponibilité167. Les GAGs sont impliqués dans 

la mobilisation des CSHs168. Dans notre laboratoire, les travaux menés par le groupe de Y. Senis 

ont permis de montrer que le perlécan était un ligand des récepteurs G6b-B. Ce récepteur de 

la famille des immunorécepteurs à motif inhibiteur à base de tyrosine (ITIM) est spécifique à 

la lignée mégacaryocytaire. Il est impliqué dans une voie de signalisation basée sur les 

ƚǇƌŽƐŝŶĞƐ�ƉŚŽƐƉŚĂƚĂƐĞƐ�^ŚƉϭͬ^ŚƉϮ�ƋƵ͛ŝů� ůŝĞ�ǀŝĂ� ůĞƵƌ�ĚŽŵĂŝŶĞ�^,Ϯ�;^ƌĐ�ŚŽŵŽůogy 2 domain). 

Les souris déficientes en G6b-B ont un phénotype complexe associant macrothrombopénie, 

myélofibrose et défauts fonctionnels ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ� ŝŶĐůƵĂŶƚ� ů͛ĂŐƌĠŐĂƚŝŽŶ�ĂƵ�ĐŽůůĂŐğŶĞ͘� :͛Ăŝ�

ŵŽŶƚƌĠ� ƋƵĞ� ů͛ƵůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞ� ĚĞƐ� MKs de ces souris était normale, indiquant que la 

macroƚŚƌŽŵďŽƉĠŶŝĞ�ŶĞ�ƌĠƐƵůƚĞ�ƉĂƐ�Ě͛ƵŶ�ĚĠĨĂƵƚ�ĚĞ�ŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�MKs. Cette analyse a fait 

ů͛ŽďũĞƚ�Ě͛ƵŶĞ�ĨŝŐƵƌĞ�;&ŝŐ. 9) dans le manuscrit publié169 (Annexe 5).  

Les laminines. Ce sont des protéines hétérotrimériques de haut poids moléculaire 

ĐŽŵƉŽƌƚĂŶƚ�ϭϱ�ŝƐŽĨŽƌŵĞƐ�ĐŽŵƉŽƐĠƐ�ĚĞ�ϯ�ĐŚĂŝŶĞƐ�ƉŽůǇƉĞƉƚŝĚŝƋƵĞƐ�ɲ͕�ɴ�Ğƚ�J reliés par des ponts 

disulfures. Elles interagissent avec de nombreux composants de la matrice (collagène IV, 

nidogène, perlécan) et forment un maillage polymérique (mesh-like polymer) par auto-

assemblage. Ceci en fait une composante essentielle à la structuration de la membrane 

basale170. Leur localisation préférentielle au niveau basal des cellules endothéliales confère 

une plus grande rigidité à cette face171. Des études réalisées dans le laboratoire ont montré 

que ce sont les laminines ĚĞ�ƚǇƉĞ�ɲϰ�Ğƚ�ɲϱ�ƋƵŝ�ƐŽŶƚ�ŵĂũŽƌŝƚĂŝƌĞŵĞŶƚ�ĞǆƉƌŝŵĠĞƐ�ĂƵƚŽƵƌ�ĚĞƐ�
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vaisseaux sanguins172. Les principaux récepteurs des laminines sont les intégrines E1 et E4, les 

dystroglycanes et les héparanes sulfates173. Au niveau de la lignée 

mégacaryocytaire/plaquette͕�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�ɲϲɴϭ�ĞƐƚ�ůĞ�ƉƌŝŶĐŝƉĂů�ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ�ĂƵǆ�ůĂŵŝŶŝŶĞƐ172. 

La fibronectine. Cette protéine est produite par de très nombreux types cellulaires et 

régule des activités cellulaires importantes telles ƋƵĞ� ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ, la migration, la 

prolifération et la différentiation174ʹ176. La fibronectine est abondamment présente sous 

forme soluble dans le plasma et peut être incorporée dans la paroi des vaisseaux. Elle peut 

également être sécrétée sous forme cellulaire insoluble par les cellules stromales177. La 

fibronectine est alors organisée en fibrilles par un processus appelé fibrillogenèse. Ces 

ĐŚĂŶŐĞŵĞŶƚƐ� ĚĞ� ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶƐ� ĚĞ� ůĂ� ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ� ĐŽŶĚƵŝƐĞŶƚ� ă� ů͛ĞǆƉŽƐŝƚŝŽŶ� ĚĞ� ƐŝƚĞƐ�

cryptiques de liaisons aux intégrines178. �͛ĞƐƚ�ƐŽƵƐ�ĐĞƚƚĞ�ĨŽƌŵĞ͕�ŝŶƐŽůƵďůĞ�Ğƚ�ĨŝďƌŝůůĂŝƌĞ͕�ƋƵ͛ĞůůĞ�

est présente dans la MEC. >͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ� ɲϱɴϭ� ĞƐƚ� le récepteur principal liant la fibronectine 

puisque le traitement au EMF-ϭϬ͕�ƵŶ�ĂŶƚĂŐŽŶŝƐƚĞ�ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞ�ĚĞ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�ɲϱɴϭ͕�ŽƵ�ĂƵ�^�D-

1, un anticorps bloquant spécifique, annulent la liaison des MKs à la fibronectine179. Parmi les 

ƐŝƚĞƐ�Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ�ĞŶƚƌĞ�ůĂ�fibronectine et les intégrines, on peut citer le motif RGD (Arginine-

Glycine-Acide aspartique) présent dans le domaine de liaison aux cellules mais également les 

domaines EDA (extra domain A) et EDB (extra domain B)180. 

Le collagène de type IV est un élément essentiel et spécifique de la lame basale qui lui 

confère sa stabilité181. Il existe différents types de collagène et le collagène IV fait partie des 

collagènes non-fibrillaire. Il arbore une structure hélicoïdale et forme un réseau linéaire sous-

tendant les sinusoïdes. On peut ici souligner que le collagène fibrillaire de type I est, quant à 

lui, localisé au niveau de l'os et, par conséquent distant des MK péri-sinusoïdaux. Ceci est 

particulièrement important quand on sait que de nombreuses études in vitro utilisent le 

collagène I pour évaluer la capacité des MKs à adhérer à une matrice extracellulaire, ce qui ne 

reproduit pas les caractéristiques de la membrane basale observée in vivo. �͛ĞƐƚ�ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ�

ůĞ�ĐĂƐ�ƉŽƵƌ�ů͛ĠƚƵĚĞ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ĨŽƌŵĠƐ�ƉĂƌ�ůĞƐ�D<Ɛ�;�Ĩ͘�ĐŚĂƉŝƚƌĞ�ϰͿ͘ En outre, il a été montré 

que les interactions avec les collagènes I et IV pouvaient conduire à des effets opposés.  En 

effet, in vitro, le collagène de type IV favorise leur formation en activant la voie de signalisation 

PI3kinase/Akt182,183. ��ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ͕�lorsque les MKs sont déposés sur une matrice composée de 

collagène de type I, cela inhibe la formation des proplaquettes via ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ǀŽŝĞ�ĚĞ�

signalisation Rho/ROCK180,184. Il est intéressant de noter que les MKs déficients en WASp 

ƉĞƌĚĞŶƚ�ĐĞƚƚĞ�ǀŽŝĞ�Ě͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ŝŶĚƵŝƚĞ�ƉĂƌ�ůĂ�ůŝĂŝƐŽŶ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�ɲϮɴϭ-collagène I104.  



Figure 19 : La synthèse de matrice extracellulaire par les mégacaryocytes.
(A) Western blot montrant ů͛ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ de synthèse de MEC par les mégacaryocytes en présence
de doses croissantes de rhTPO. Etude in vitro montrant la synthèse et sécrétion dose-dépendante de
fibronectine suite à une stimulation de mégacaryocytes humains à la rhTPO. (B) Boucle de régulation
proposée pour agir sur la synthèse de MEC par les mégacaryocytes par voie autocrine TPO/TGF-ɴ1.
�͛ĂƉƌğƐ Abbonante et al., 2016.
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Le fibrinogène et le facteur Willebrand : autres composants de la MEC ? Sur la base 

Ě͛ƵŶ� ŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞ� ƐƵƌ� ĐŽƵƉĞƐ�ĚĞ�ŵŽĞůůĞ� ŽƐƐĞƵƐĞ�ŵƵƌŝŶĞ͕� ƵŶĞ� ƐĞƵůĞ� ĠƚƵĚĞ� ĠǀŽƋƵĞ� ůĂ�

possibilité de la présence de fibrinogène autour des sinusoïdes185. En ce qui concerne le 

facteur Willebrand, nos observations de coupes de moelle osseuse murine indiquent son 

absence dans la lame basale des sinusoïdes (observations personnelles), interrogeant 

ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ƐƵƌ�ůĂ�ƉĞƌƚŝŶĞŶĐĞ�Ě͛ƵƚŝůŝƐĞƌ�ĐĞƚƚĞ�ƉƌŽƚĠŝŶĞ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�ĠƚƵĚĞƐ�Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ�ĚĞƐ�D<Ɛ-

matrice extracellulaire186. �͛ĂƵƚƌĞƐ�ĐŽŵƉŽƐĂŶƚƐ�ĚĞ�ůĂ�D��͕�ƚĞůƐ�ƋƵĞ�ůĂ�ĨŝďƌŝůůŝŶĞ-1, la tenascine-

�͕� ů͛ĂĚƌŝŶĞ͕� ůĂ� ƚŚƌŽŵďŽƐƉŽŶĚŝŶĞ�Ğƚ� ůĂ�ŵĂƚƌŝůŝŶ-A ont été décrits pour jouer un rôle dans la 

prolifération des CSHs164.  

Les facteurs bioactifs liés à la matrice. La MEC est un réservoir de facteurs bioactifs. 

�ĞƐ�ĚĞƌŶŝĞƌƐ�Ŷ͛ŽŶƚ�ƉĂƐ�ĚĞ�ƌƀůĞ�structural ŵĂŝƐ�ŽŶƚ�ƵŶ�ƌƀůĞ�ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞů�ƉƵŝƐƋƵ͛ŝůƐ�ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĞŶƚ�

à des molécules qui stimulent la prolifération ou la différenciation cellulaire. Le SDF-1, ligand 

du récepteur CXCR4 et le FGF-4, deux principales cytokines impliquées respectivement dans 

la migration et la maturation des progéniteurs42,84ʹ87, font partie de cette catégorie (Cf. 

Chapitre 1.2.4).  

 

2.1.2. La matrice interstitielle 

Les MKs et la matrice interstitielle sont intimement liés ͗� ů͛ƵŶ� ƉĂƌƚŝĐŝƉĂŶƚ� ĂƵ�

ĚĠǀĞůŽƉƉĞŵĞŶƚ�Ğƚ�ĂƵ�ŵĂŝŶƚŝĞŶ�ĚĞ�ů͛ĂƵƚƌĞ͕�Ğƚ�ǀŝĐĞ�ǀĞƌƐĂ͘ La synthèse des protéines de la MEC 

est assurée par les cellules mésenchymateuses telles que les fibroblastes, les péricytes et les 

cellules endothéliales, qui sont elles-mêmes influencées par la matrice187. Ces dernières 

années, les travaux conduits par A. Baluidini ont permis de montrer que les MKs étaient eux 

aussi capables de synthétiser et sécréter du collagène IV, des laminines et de la fibronectine, 

constituant ainsi une « niche autocrine » autour du MK180,188. De plus, il a été observé que la 

synthèse de la fibronectine et du collagène était régulée par le facteur de croissance TGF-E1 

(Transforming Growth Factor-beta1), synthétisé par le MK189,190͘��͛ĞƐƚ�ůĂ�ůŝĂŝƐŽŶ�ĚĞ�ůĂ�dWK�ƐƵƌ�

son récepteur c-MPL qui induit la sécrétion de TGF-E1 permettant, à son tour, de stimuler la 

ƐĠĐƌĠƚŝŽŶ�ĚĞ�ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ�Ğƚ�ĐŽůůĂŐğŶĞ͘�WĂƌ� ů͛ŝŶƚĞƌŵĠĚŝĂŝƌĞ�ĚĞ�ĐĞƚƚĞ�ďŽƵĐůĞ�Ě͛ĂƵƚŽƌĠŐƵůĂƚŝŽŶ�

TPO/TGF-E1, le MK peut contrôler lui-même son propre microenvironnement et son 

développement191 (Figure 19).  
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Le remodelage de la matrice interstitielle. La MEC est en permanence soumise à un 

ƌĞŵŽĚĞůĂŐĞ� ƋƵŝ� ƌĠƐƵůƚĞ� Ě͛ƵŶĞ� ďĂůĂŶĐĞ� ĠƚƌŽŝƚĞ� ĞŶƚƌĞ� ůĂ� ƐǇŶƚŚğƐĞͬĚĠƉƀƚ� ĚĞƐ� ĐŽŵƉŽƐĂŶƚƐ�

matriciels, leur dégradation par les enzymes et leur organisation structurale. Parmi les 

protéines modulant la MEC, on peut citer les métalloprotéases matricielles (MMPs, matrix 

metalloproteinase), les inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMPs, Tissue inhibitor of 

metalloproteinaseͿ͕� ůĂ� ƉůĂƐŵŝŶĞ� Ğƚ� ů͛ĞŶǌǇŵĞ� ůŝĂŶƚĞ� ůǇƐǇů� ŽǆǇĚĂƐĞ (LOX). Les MMPs sont les 

principales enzymes responsables de la dégradation des composants de la MEC et les TIMPs 

contrebalancent cette dégradation en inhibant les MMPs192͘�>͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ƉůĂƐŵŝŶĞ�Ă�ĠƚĠ�

rapportée dans les CSH murines et dans les cellules stromales de la moelle osseuse 

humaine193,194. Cette enzyme participe au remodelage de la MEC par ses capacités de 

dégradation de la fibronectine et des lamiŶŝŶĞƐ͕� Ğƚ� Ě͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� DDWƐ195. Enfin, 

ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĞŶǌǇŵĞ�>Ky͕�ĞǆƉƌŝŵĠĞ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�D<Ɛ�ŝŵŵĂƚƵƌĞƐ͕�ƉƌŽǀŽƋƵĞ�ƵŶĞ�ƌĠƚŝĐƵůĂƚŝŽŶ�

des précurseurs du collagène et de l'élastine196,197.  

De façon importante, toute perturbation de l'équilibre entre la synthèse de la MEC, sa 

ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ� Ğƚ� ƐĂ� ƌĠƚŝĐƵůĂƚŝŽŶ� Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĞ� Ě͛ƵŶĞ� restructuration conséquente de la 

matrice164. Ainsi, une augmentation de la production de MEC est observée chez les patients 

atteints de myélofibrose primaire, une maladie rare causée par des dérégulations de la voie 

de signalisation des récepteurs aux cytokines/JAK2/STAT198. A plus long-terme, la progression 

ĚĞ�ůĂ�ŵǇĠůŽĨŝďƌŽƐĞ�ƉĞƵƚ�Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĞƌ�ĚĞ pathologies malignes ou non malignes affectant 

sévèrement la production de cellules sanguines. La myélofibrose correspond essentiellement 

à un dépôt anormal de fibres de collagène de type III (réticuline) et à une augmentation de sa 

réticulation suite à uŶĞ�ƐƵƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĞŶǌǇŵĞ�>Ky�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�D<Ɛ196,199. Ces remaniements 

tissulaires se traduisent par une rigidification de la MEC qui pourrait influencer les capacités 

intrinsèques des MKs à se développer, à se déformer et à traverser la barrière endothéliale. 

La façon dont les MK détectent et réagissent aux signaux mécaniques n'est pas encore claire. 

Cependant, on sait que les MK expriment des mécanorécepteurs, tels que les intégrines et 

certains canaux ioniques (TRPC6, TRPV4, Piezo), connus pour détecter la rigidité de la matrice 

dans de nombreuses cellules200,201. Une étude a proposé un rôle du canal cationique TRPV4 

dans la détection de la rigidité, conduisant à l'activation et à l'internalisation des intégrines 

ɴϭ͕� ĨĂǀŽƌŝƐĂŶƚ� ĂŝŶƐŝ� ůĂ� ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ƉƌŽƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ182. Dans notre laboratoire, nous avons 

ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ĚĠŵŽŶƚƌĠ�ů͛ĞĨĨĞƚ�ĚĞ�ůĂ�ƌŝŐŝĚŝƚĠ�du milieu sur la maturation morphologique des MKs 

et leur capacité à former des proplaquettes. hŶĞ�ĚĞƐ�ƉĂƌƚŝĐƵůĂƌŝƚĠƐ�ĚĞ�ĐĞ�ƚƌĂǀĂŝů�Ă�ĠƚĠ�Ě͛ƵƚŝůŝƐĞƌ�



Figure 20 : La lame basale est un réseau de protéines de matrice extracellulaires.
(A) La lame basale Ɛ͛ŽƌŐĂŶŝƐĞ en 2 feuillets de lamina rara entourant la lamina densa. Les protéines
de matrice extracellulaire Ɛ͛ŝŶƚĞƌĐŽŶŶĞĐƚĞŶƚ et forment un réseau. (B) Par endroits, des zones
exemptes de matrice (laminine ɲ5) coïncident avec des portions de vaisseau non recouvertes par les
péricytes (marquage ɲ-SMA). (C) Le feuillet de lamina densa apparait comme une zone grisée
localisée sur la face basale des cellules endothéliales en microscopie électronique à transmission. (A)
Adaptés Ě͛ĂƉƌğƐ Sekiguchi et Yamada, 2018; (B) Wang et al., 2006 ; (C) Eckly A., UMR_S1255
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des gels de méthylcellulose (2%) qui, contrairement à la culture liquide, permettent 

Ě͛ĞŶĐĂƉƐƵůĞƌ�ůĞƐ�D<Ɛ�Ğƚ�Ě͛ŝŵƉŽƐĞƌ�ƐƵƌ�ƚŽƵƚĞ�ůĞƵƌ�ƐƵƌĨace des contraintes de rigidité proches 

de celles subies in vivo dans la moelle osseuse (15-300 Pa)202.  

 

2.1.3. La lame basale 

>Ă�ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ�ƌĞƉƌĠƐĞŶƚĞ�ƵŶĞ�ŵĂƚƌŝĐĞ�Ě͛ƵŶĞ�ĂƵƚƌĞ�ŶĂƚƵƌĞ͘��ŽŵƉŽƐĠĞ�ƉƌŝŶĐŝƉĂůĞŵĞŶƚ�

de laminine et collagène IV, elle forme une sorte de treillis qui enveloppe les vaisseaux tout 

ĞŶ�ĚĠůŝǀƌĂŶƚ�ĚĞƐ�ƐŝŐŶĂƵǆ�ƋƵŝ�ƉĂƌƚŝĐŝƉĞŶƚ�ă�ů͛ŚŽŵĠŽƐƚĂƐŝĞ�ĚĞƐ�ƚŝƐƐƵƐ͘� 

Architecture et fonctions de la lame basale. La lame basale est une fine couche de 

ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ�ĚĞ�ŵĂƚƌŝĐĞ�ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ�Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ�ϭϬϬ�Ŷŵ�Ě͛ĠƉĂŝƐƐĞƵƌ�ůŽĐĂůŝƐĠĞ�ĚƵ�ĐƀƚĠ�ďĂƐĂů�ĚĞƐ�

cellules endothéliales170. En ME, elle apparait sous la forme de 3 feuillets superposés : un 

feuillet central dense aux électrons (lamina densa) et deux feuillets clairs (les lamina 

rara)203,204 (Figure 20). Elle forme un réseau interconnecté de protéines extracellulaires dont 

la composition varie selon les tissus. Elle est notamment composée de laminines, de nidogène, 

de perlécan et le collagène de type IV205. �͛ĂƵƚƌĞƐ�ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ�ĐŽŵŵĞ�ůĂ�ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ�ŽƵ�ů͛ĂĐŝĚĞ�

hyaluronique Ɛ͛ŝŶƚğŐƌĞŶƚ�ă�ĐĞ�ŵĂŝůůĂŐĞ�ĚĞ�ŵĂtrice extracellulaire170. Elle joue un rôle clé pour 

le maintien physique des composants cellulaires, permettant notamment la délimitation du 

sous-endothélium. Mais son rôlĞ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ƵŶŝƋƵĞŵĞŶƚ�structural. De par sa composition, elle 

ĐŽŵƉƌĞŶĚ� ůĞƐ� ůŝŐĂŶĚƐ�ĚĞƐ�ƉƌŝŶĐŝƉĂƵǆ�ƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ͘��ůůĞ� régule ainsi des voies de 

sŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ� ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ� ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞƐ� ĐŽŶƚƌƀůĂŶƚ� ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ͕� ůĂ� ƉŽůĂƌŝƐĂƚŝŽŶ� ŽƵ� ůĂ�

migration des cellules170,204. Des mutations des protéines de MEC telles que les laminines, 

collagènes IV et perlécan conduisent à des syndromes congénitaux graves tels que des 

dystrophies musculaires, épithéliales ou des néphropathies205.  A noter, aucune anomalie dans 

ůĂ�ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ƐĂŶŐƵŝŶĞƐ�ĐŝƌĐƵůĂŶƚĞƐ͕�Ŷŝ�ĚĞ�ƐĂŝŐŶĞŵĞŶƚƐ�Ŷ͛ŽŶƚ�ĠƚĠ�ŵĞŶƚŝŽŶŶĠs 

dans la littérature concernant ces pathologies. 

La lame basale des sinusoïdes est discontinue. Il est intéressant de noter que, 

contrairement aux artérioles, la lame basale des sinusoïdes comporte naturellement des 

ďƌğĐŚĞƐ͘��Ŷ�ĞĨĨĞƚ͕�ĚĞƐ�ĠƚƵĚĞƐ�Ě͛ŝŵŵƵŶŽĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ŝŶĚŝƋƵĞŶƚ�ƋƵĞ�ůĂ�ŵĞŵďƌĂŶĞ�ďĂƐĂůĞ�ĚĞƐ�

veinules de 20-40 µm de diamètre comporte des régions de faible expression des protéines 

matricielles. Ces régions coïncident directement avec des zones non recouvertes de 

péricytes206 (Figure 20). Une analyse en temps réel de la migration de neutrophiles suggère 

que ces régions constituent des sites de passage privilégié des cellules dont le passage induit 



Figure 21 : Caractéristiques distinctes des artérioles et des sinusoïdes
(AͿ��ĂƌĂĐƚĠƌŝƐƚŝƋƵĞƐ�ĚĞƐ�ĂƌƚğƌĞƐ͕�ĂƌƚĠƌŝŽůĞƐ�Ğƚ�ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ͘��͛ĂƉƌğƐ�Itkins et al, 2016. (B) Images représentatives 
de SEM montrant que l͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ�des sinusoïdes médullaires est continu (i-ii), contrairement à celui des 
sinusoïdes hépatiques qui est fenêtré (iii-iv). �͛ĂƉƌğƐ�ů͛hDZͺ^ϭϮϱϱ͕�Eckly A. (C) Images de TEM montrant la 
ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ�;ŝͿ�Ğƚ�ůĂ�ƐƵƉĞƌƉŽƐŝƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ�ĂĚũĂĐĞŶƚĞƐ�;ŝŝͿ͘��͛ĂƉƌğƐ�ů͛hDZͺ^ϭϮϱϱ͕�Eckly A. 
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un élargissement de ces régions. Dans cette étude͕� ůĞ� ďůŽĐĂŐĞ� ĚĞ� ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ� ĠůĂƐƚĂƐĞ� ĚĞƐ�

ŶĞƵƚƌŽƉŚŝůĞƐ� ƉĂƌ� ů͛ƵƐĂŐĞ� Ě͛ŝŶŚŝďŝƚĞƵƌ� ŽƵ� ĚĞ� ƐŽƵƌŝƐ� ĚĠĨŝĐŝĞŶƚĞƐ� Ŷ͛Ă� ƉĂƐ� Ě͛ĞĨĨĞƚ� ƐƵƌ� ůĂ�

transmigration des neutrophiles, suggérant que la dégradation enzymatique ne joue pas un 

rôle majeur dans ce processus207.   

 

2.2. La composante cellulaire du microenvironnement 

La composante cellulaire du microenvironnement englobe toutes les cellules avoisinantes du 

MK : les cellules résidantes de la moelle (cellules endothéliales, péricytes, fibroblastes, etc) et 

les cellules adjacentes hématopoïétiques. 

 

2.2.1. Les cellules endothéliales des sinusoïdes médullaires 

Caractéristiques générales de cette barrière͘� >͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ� ĚĞƐ� ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ� ǀĞŝŶĞƵǆ�

ŵĠĚƵůůĂŝƌĞƐ� ĐŽŶƐƚŝƚƵĞ� ƵŶĞ� ďĂƌƌŝğƌĞ� ĂŶĂƚŽŵŝƋƵĞ� ĞŶƚƌĞ� ů͛ĞƐƉĂĐĞ� ǀĂƐĐƵůĂŝƌĞ� Ğƚ� ůĞ� ƐƚƌŽŵa 

médullaire. Cette disposition fait de la cellule endothéliale un élément-clé dans le passage des 

ĨƌĂŐŵĞŶƚƐ� ĚĞ�D<� ŚŽƌƐ� ĚĞ� ůĂ� ŵŽĞůůĞ� ŽƐƐĞƵƐĞ͘� >͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ� ĚĞƐ� ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ� ƉƌĠƐĞŶƚĞ� ĚĞƐ�

particularités qui lui sont propres, qui le différencie des autres sinusoides (comme par 

exemple les sinusoides hépatiques fenêtrés) et des artérioles208ʹ210 (Figure 21). En particulier, 

ŝů�Ɛ͛ĂŐŝƚ�Ě͛ƵŶĞ�ŵŽŶŽĐŽƵĐŚĞ�ĚĞ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĂůůŽŶŐĠĞƐ�ĐŽŶƚĞŶĂŶƚ�ĚĞƐ�ŶŽǇĂƵǆ�ƌŽŶĚƐ�Ğƚ�caractérisées 

ƉĂƌ� ůĂ� ƉƌĠƐĞŶĐĞ� ĚĞ� ũŽŶĐƚŝŽŶƐ� ƐĞƌƌĠĞƐ� ĨĂŝƚĞƐ� Ě͛ƵŶ� ƌĞĐŽƵǀrement des bords cytoplasmiques. 

>͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ�ĚĞƐ�ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ�ĞƐƚ�ƉůƵƐ�ƉĞƌŵĠĂďůĞ�ƋƵĞ�ĐĞůƵŝ�ĚĞƐ artérioles et il a été récemment 

ŵŽŶƚƌĠ� ƋƵĞ� Đ͛ĞƐƚ� ůĂ� s�-cadhérine qui régulait la perméabilité vasculaire des sinusoïdes 

médullaires210,211͘� >͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ� Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ� ďůŽƋƵĂŶƚƐ� ĂŶƚŝ- VE-cadhérine augmente la 

ƉĞƌŵĠĂďŝůŝƚĠ� ĚĞƐ� ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ͕� ĨĂǀŽƌŝƐĂŶƚ� ĂŝŶƐŝ� ů͛ĞŶƚƌĠĞ� ĚĞƐ� CSH dans la moelle osseuse 

(homingͿ͘��� ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ͕� ůĂ�ƐƚĂďŝůŝƐĂƚŝŽŶ� in vivo des jonctions inter-endothélium dans la souris 

knock-in VE-cadhérine-D-caténine réduit la perméabilité des sinusoïdes sans pour autant 

impacter le homing ĚĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ƐŽƵĐŚĞƐ�ŚĠŵĂƚŽƉŽŢĠƚŝƋƵĞƐ͕� ŝŶĚŝƋƵĂŶƚ�ƋƵ͛ĞůůĞƐ�ĞŵƉƌƵŶƚĞŶƚ�

une route transendothéliale grâce à la formation de structures de type podosomes211. Les 

cellules endothéliales sont une source importante de cytokines IL6, SDF-1, G-CSF, GM-CSF et 

LIF permettant de soutenir la prolifération et la différentiation des progéniteurs 

mégacaryocytaires212. Au laboratoire, N. Brouard et C. Jost ont montré que les cellules 

ƉƌŝŵĂŝƌĞƐ�ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ�ŵĠĚƵůůĂŝƌĞƐ�ŚƵŵĂŝŶĞƐ͕�ă�ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ�ĚĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĚĞ�ůĂ�ŵŝĐƌŽĐŝƌĐƵůĂƚŝŽŶ�



Figure 22 : La barrière endothéliale est active durant la diapédèse leucocytaire.
(A) Les Mégacaryocytes établissent des sites Ě͛ĂŶĐƌĂŐĞ sur la face luminale de la barrière
endothéliale. �͛ĂƉƌğƐ Behne et Forer, 1998 et Brown et al., 2018.
(B) Les leucocytes déstabilisent les jonctions cellulaires (paracelulaire) ou forment des pores au
travers des cellules endothéliales (transcellulaire). Au cours du passage le noyau se déforme et
comprime la cellule endothéliale, induisant ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ Ě͛ƵŶ anneau Ě͛acto-myosine permettant
ů͛ĠƚĂŶĐŚĠŝƚĠ du pore endothélial. �͛ĂƉƌğƐ Alon et van Buul, 2017.
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Ě͛ĂƵƚƌĞƐ� ƚŝƐƐƵƐ͕� ĨĂǀŽƌŝƐaient le développment de MKs producteurs de proplaquettes. Cette 

propriété ne dépend pas d͛ƵŶ�ĨĂĐƚĞƵƌ�ƐŽůƵďůĞ�mais Ě͛ƵŶ�ĐŽŶƚĂĐƚ�ƉŚǇƐŝƋƵĞ�ĞŶƚƌĞ�ůĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�

endothéliales et les MKs (manuscrit en cours de rédaction).  

Deux modes de passage. En théorie, le passage de la barrière endothéliale peut être 

transcellulaire (à travers la cellule endothéliale) ou/et paracellulaire (au niveau des jonctions 

entre deux cellules endothéliales). Peu de données sont actuellement disponibles concernant 

spécifiquement les MKs dans cette étape. La voie transcellulaire pourrait constituer un 

mécanisme important, cŽŵƉƚĞ�ƚĞŶƵ�ĚĞ�ů͛ŽďƐƚĂĐůĞ�ŵĂũĞƵƌ�ƋƵĞ�ƉĞƵƚ�ƌĞƉƌĠƐĞŶƚĞƌ�ůĂ�ƉƌĠƐĞŶĐĞ�ĚĞ�

jonctions serrées entre deux cellules endothéliales des sinusoïdes pour une migration 

ƉĂƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ͕�Ğƚ�ĐĞůĂ�ĞƐƚ�ů͛ŽďũĞƚ�ĚĞ�ŵŽŶ�ĠƚƵĚĞ�;�Ĩ : Axe 1). �͛ĂŶĐŝĞŶŶĞƐ�ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶƐ�ĞŶ�D�͕�

reposant seulement sur la description de trois MKs, semblent plutôt indiquer un passage 

transcellulaire97,118,213. Des ouvertures traŶƐĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ�ŵĞƐƵƌĂŶƚ�ũƵƐƋƵ͛ă�ϲ�ђŵ�ĚĞ�ĚŝĂŵğƚƌĞ�

ont ainsi été détectés à proximité des jonctions cellule endothéliale-cellule endothéliale, dans 

la zone la plus fine des cellules. Le mode transcellulaire nécessite la formation de pores 

mettant en jeu des procédés de fusion membranaires. De manière intéressante, lors de la 

diapédèse de lymphocytes, il a été suggéré que la formation de macro-ouvertures 

transendothéliales faisait intervenir le recrutement et la fusion de vésicules et de vacuoles 

interconnectées appelés VVO (Vesiculo-Vacuolar Organelles) exprimant la protéine ICAM-1214. 

Le mode paracellulaire demande, quant à lui, la dissociation des jonctions serrées 

endothéliales. Différentes molécules, concentrées sur les bords latéraux des cellules 

ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ͕� ƉŽƵƌƌĂŝĞŶƚ� ġƚƌĞ� ŝŵƉůŝƋƵĠĞƐ�ĚĂŶƐ� ůĞ� ƉƌŽĐĞƐƐƵƐ� ĚĞ� ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ͘� /ů� Ɛ͛ĂŐŝƚ� ĚĞ�

PECAM-1, la VE-cadhérine, les protéines JAM et la protéine CD9942,93,210, toutes exprimées à 

la surface des MKs. 

De façon remarquable, nos observations en MET ainsi que celles décrites dans la 

littérature indiquent que, une fois à l'intérieur du sinusoïde, les MKs développent des 

ĠƉĂƵůĞŵĞŶƚƐ�ƌŝĐŚĞƐ�ĞŶ�ĂĐƚŝŶĞ͕�ă�ů͛ĂƐƉĞĐƚ�ĚĞ�ͨ colliers », ancrés à la face luminale de la paroi 

ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞ͘� KŶ� ŶĞ� ĐŽŶŶĂŠƚ� ƉĂƐ� ů͛ƵƚŝůŝƚĠ� ĚĞ� ĐĞƐ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ� ŵĂŝƐ� elles pourraient assurer 

ů͛ĠƚĂŶĐŚĠŝƚĠ�ĚƵ�ƐǇƐƚğŵĞ͕�ă�ů͛ŝŵĂŐĞ�ĚĞƐ�ĐŽƵƉĞƐ�ĚĞ�ŵŝŐration endothéliales décrites ci-dessous 

(71,125, observations personnelles) (Figure 22A). 

hŶ�ƌƀůĞ�ĂĐƚŝĨ�ĚĞ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ�ĚƵƌĂŶƚ� ůĂ�ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ ? �ŝĞŶ�ƋƵ͛ŝů�Ŷ͛ĞǆŝƐƚĞ�

pas de données dans la littérature à ce sujet, il est probable que l'endothélium soit un acteur 

ĂĐƚŝĨ� ĚĂŶƐ� ů͛ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� D<Ɛ͕� ĐŽŵŵĞ� ĐĞůĂ� Ă� ĠƚĠ� ƌĂƉƉŽƌƚĠ� ƉŽƵƌ� ĚΖĂƵƚƌĞƐ� ĐĞůůƵůĞƐ� ĞŶ�



Figure 23 : >͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ de RhoA par des toxines bactériennes induit la formation de pores
endothéliaux transitoires en déstabilisant le cytosquelette Ě͛acto-myosine.
(A)(B) >͛ĂũŽƵƚ de toxines induit la formation de pores transendothéliaux et désorganise les fibres de
stress Ě͛ĂĐƚŝŶĞ qui Ɛ͛ĂĐĐƵŵƵůĞ à la périphérie du pore. La membrane plasmique est marquée au WGA
(wheat germ agglutinin) (C) Ces pores sont transitoires et se referment dans les 20 min suivant le
traitement. �͛ĂƉƌğƐ Boyer et al., 2006.
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diapédèse dans la littérature. Il a été montré que les cellules endothéliales étendaient des 

prolongements en forme de coupes ou de dômes qui vont entourer et recouvrir en partie les 

leucocytes au cours de l'extravasation. Ces prolongements endothéliaux appelés « coupes de 

migration ͩ�ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚ�Ě͛ĂƐƐƵƌĞƌ�ĂŝŶƐŝ�ͨ ů͛ĠƚĂŶĐŚĠŝƚĠ » du système vasculaire215 (Figure 22B). 

Dans le cas de la transmigration des MKs͕� ů͛ĂŶĂůǇƐĞ�ĚĠƚĂŝllée de la surface endothéliale ne 

montrent pas de telles structures au-dessus ou au-dessous de MKs en cours de transmigration 

(observations A. Eckly non publiées). Pour autant, cela ne signifie pas que les MKs et les 

cellules endothéliales ne coopèrent pas. En particulier, il est connu que les cellules invasives 

peuvent provoquer la déformation des noyaux des cellules endothéliales216, également 

ǀŝƐŝďůĞ� ůŽƌƐƋƵĞ� ůĞƐ� D<Ɛ� ĨƌĂŶĐŚŝƐƐĞŶƚ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ͘� Cette observation soulève plusieurs 

questions. Existe-ŝů� ƵŶ� ůŝĞŶ�ĞŶƚƌĞ� ůĞƐ� ĚĠĨŽƌŵĂƚŝŽŶƐ�ĚĞ� ů͛ĞŶǀĞůŽƉƉĞ�ŶƵĐůĠĂŝƌĞ� ŝŶĚƵŝƚĞƐ� ƉĂƌ� ůĂ�

cellule invasive et la formation des pores endothéliaux ? Une force appliquée à la surface du 

noyau stimule un flux de calcium à travers des canaux ionique nucléaires qui pourrait moduler 

le comportement de la cellule endothéliale217. On sait par ailleurs que les cellules 

ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ�ĐŽŵƉŽƌƚĞŶƚ�ƵŶ�ƌĠƐĞĂƵ�ĚĞŶƐĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�Ğƚ�ƉĞƵǀĞŶƚ�ĂĐƚŝǀĞŵĞŶƚ�ůĞ�ƌĞŵŽĚĞůĞƌ�ĂĨŝŶ�

de faciliter la diapédèse leucocytaire215͘�>͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ƚŽǆŝŶĞƐ�ďĂĐƚĠƌŝĞŶŶĞƐ�ŝŶŚŝďĂŶƚ�ZŚŽ��

ŽŶƚ� ƉĞƌŵŝƐ� ůĂ� ĚĞƐĐƌŝƉƚŝŽŶ� ĚĞ� ĐąďůĞƐ� ĠƉĂŝƐ� Ě͛ĂĐƚŝŶĞ� ĂƵƚŽƵƌƐ� ĚĞ� ĐĞƌƚĂŝŶĞƐ�ŵĂĐƌŽ-ouvertures 

transendothélales, jouant un rôle important dans la régulation de leur diamètre218 (Figure 23). 

Une autre question est de comprendre la machinerie cellulaire qui sous-ƚĞŶĚ� ů͛ŽƵǀĞƌƚƵƌĞ�

transendothéliale ͗� ĠůĂƌŐŝƐƐĞŵĞŶƚ� Ě͛ƵŶ� ƉŽƌĞ� ƉƌĠĞǆŝƐƚĂŶƚ� ŽƵ� ĨƵƐŝŽŶ� ĚĞƐ� ŵĞŵďƌĂŶĞƐ�

endothéliales apicale et basale ? Ce phénomène étant dynamique, quels sont les signaux 

perçus par la cellule endothéliale et quels sont les mécanismes impliqués dans leurs 

fermetures ? Autant Ě͛ŝŶƚĞƌƌŽŐĂƚŝŽŶƐ ƋƵŝ� ŶĠĐĞƐƐŝƚĞŶƚ� ĞŶĐŽƌĞ� ůĂ� ŵŝƐĞ� ĞŶ� ƉůĂĐĞ� Ě͛ĠƚƵĚĞƐ�

approfondies.  

 

2.1.2.  Autres composants cellulaires associés aux sinusoïdes.  

Les péricytes. Le microenvironnement immédiat des cellules endothéliales est 

également constitué de cellules stromales telles que les péricytes. Ces péricytes sont 

enchâssés au sein de la lame basale et organisés de manière discontinue avec de larges plages 

vides entre les ĐĞůůƵůĞƐ�ĂĚũĂĐĞŶƚĞƐ�ƉƵŝƐƋƵ͛ŝůƐ�ŶĞ�ƐĞ�ƐƵƉĞƌƉŽƐĞŶƚ�ƉĂƐ͘��ĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ŵŽŶƚƌĞŶƚ�ĚĞƐ�

différences morphologiques et phénotypiques selon le type de vaisseau, le stade de 
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développement, les espèces et les conditions pathologiques. Le ratio cellules 

endothéliales/pĠƌŝĐǇƚĞƐ� ǀĂƌŝĞ� ƐĞůŽŶ� ůĞƐ� ƚŝƐƐƵƐ� Ğƚ� ĐĞƚƚĞ� ĚŽŶŶĠĞ� Ŷ͛ĞƐƚ� ƉĂƐ� ĐŽŶŶƵĞ� ƉŽƵƌ� ůĞƐ�

sinusoïdes médullaires219͘��Ğ�ƉĂƌ�ůĞƵƌ�ůŽĐĂůŝƐĂƚŝŽŶ͕�ůĞƐ�ƉĠƌŝĐǇƚĞƐ�ƐŽƵƚŝĞŶŶĞŶƚ�ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ�Ğƚ�

participent à la régulation du diamètre du vaisseau, sa perméabilité et son développement 

lors de ů͛ĂŶŐŝŽŐĞŶğƐĞ220. Les cellules stromales pourraient également contribuer à la 

maturation des MKs, soit par une interaction directe entre les cellules, soit par la sécrétion de 

protéines de la MEC ou de chimiokines221,222. Au niveau cérébral, une étude récente utilisant 

ĚĞ� ů͛ŝŵĂŐĞƌŝĞ� ŝŶƚƌĂǀŝƚĂůĞ� Ă�ŵŽŶƚƌĠ� ƋƵĞ� ůĞƐ� ƉĠƌŝĐǇƚĞƐ� ƉŽƵǀĂŝĞŶƚ� ġƚƌĞ� ƚƌğƐ� ĚǇŶĂŵŝƋƵĞƐ� Ğƚ� ƐĞ�

réorganiser pour recouvrir le vaisseau223͘� YƵĞůƋƵĞƐ� ĠƚƵĚĞƐ� ĨŽŶƚ� ĠƚĂƚ� ĚĞ� ů͛ĠŵŝŐƌĂƚŝŽŶ� ĚĞ�

neutrophiles dans cette couche via une voie para- ou trans-cellulaire224ʹ226.  Dans des systèmes 

de co-cultures en matrigel, la présence de péricytes favorise la sécrétion des constituants de 

la lame basale227.  

Les cellules souches hématopoïétiques. Un deuxième type de cellules associées aux 

sinusoïdes sont les CSHs qui, outre leur localisation au niveau de la niche endostéale, sont 

également ƐŝƚƵĠĞƐ� ă� ƉƌŽǆŝŵŝƚĠ� ĚĞ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ� ĚĞƐ� ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ228,229. Enfin, des cellules 

stromales exprimant le récepteur de la leptine (Lepr+) et des cellules CAR (pour CXCL12-

abondant reticular cells) ont également été identifiée à proximité immédiate des 

sinusoïdes230ʹ232. 

 

Ce ĐŚĂƉŝƚƌĞ� ŵĞƚ� ĞŶ� ĂǀĂŶƚ� ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ� ĚĞƐ� ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ� ĞŶƚƌĞ� ůĞ� D<� Ğƚ� ƐŽŶ�

microenvironnement au cours des différentes étapes de son développement. De par sa 

diversité constitutionnelle et sa dynamique, la MEC peut moduler le comportement des MKs 

ƉĂƌ� ů͛ŝŶƚĞƌŵĠdiaires de récepteurs membranaires dont font partie les intégrines (décrites 

dans le chapitre 3).  La lame basale et la barrière endothéliale constituent deux barrières à 

franchir. Certaines cellules utilisent des structures particulières appelées podosomes dont 

les mécanismes de formation et fonctions sont discutés dans la suite (chapitre 4). 
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Les cellules communiquent en permanence avec leur environnement. Les récepteurs 

ĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ�ŝŶƚĠŐƌĠƐ�ă�ůĂ�ŵĞŵďƌĂŶĞ�ƉůĂƐŵŝƋƵĞ�ƐĞƌǀĞŶƚ�Ě͛ŝŶƚĞƌŵĠĚŝĂŝƌĞ�ĚĂŶƐ�ĐĞƚƚĞ�ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ�

et permettent de relier le compartiment extracellulaire au compartiment intracellulaire. Nous 

nous intéresserons ici à une famille particulière de récepteurs, les intégrines qui pourraient 

être impliquées dans l'interaction des MKs avec la matrice extracellulaire. Les MKs expriment 

les intégrines de type ɴ1 et ɴ3. 

 

3.1. Des récepteurs cellulaires intermédiaires entre matrice et 

cellules 

3.1.1. La famille des intégrines 

Les intégrines sont les ƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐ�ŵĂũĞƵƌƐ� ĚĞ� ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ cellulaire à la MEC. Ces 

récepteurs ont été caractérisés et baptisés intégrines par le groupe de R. Hynes dans les 

années 1980 en raison de leur intégration dans la membrane et de leur rôle de liaison entre 



Figure 24 : Représentation schématique de la famille des intégrines.

Les sous-unités ɲ et ɴ se combinent et forment les 24 hétérodimères Ě͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ. Ils sont regroupés
selon leur famille de ligands, soit la séquence RGD, soit les collagènes, soit les laminines, en parallèle
du groupe Ě͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ spécifiques des leucocytes. �͛ĂƉƌğƐ Barczyk et al., 2010.
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la MEC et le cytosquelette (integral membrane complex involved in the transmembrane 

association between the extracellular matrix and the cytoskeleton)233,234. Elles sont 

constituées de deux sous-unités, D et E, associées de façon non-covalente. Il existe 18 sous-

unités D�et 8 sous-unités E�dont la combinaison génère 24 hétérodimères fonctionnels qui ont 

une répartition cellulaire/tissulaire différentes235,236. Les intégrines sont synthétisées et 

glycosylées au niveau du Golgi et du réticulum, où elůĞƐ� Ɛ͛ĂƐƐŽĐŝĞŶƚ� ĞŶ� ĚŝŵğƌĞƐ͘� �ĞƚƚĞ�

ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ�ĞƐƚ�ƵŶĞ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶ�ŽďůŝŐĂƚŽŝƌĞ�ă�ůĂ�ƐƚĂďŝůŝƚĠ�Ğƚ�ă�ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚƵ�ĚŝŵğƌĞ�ĂƵ�ŶŝǀĞĂƵ�

de la membrane.  

Les intégrines peuvent être regroupées en fonction de la séquence reconnue dans le 

ligand matriciel (par exemple, les intégrines ɲV, ɲ5, ɲ8 et ɲIIb reconnaissent la séquence RGD) 

ou en fonction de leur combinaison entre sous-unités D�et E��� (Figure 24Ϳ͘�>͛ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ�entre 

sous-unités ɲ�Ğƚ�ɴ�ĐŽŶĨğƌĞŶƚ� ůĂ�ƐƉĠĐŝĨŝĐŝƚĠ�ĂƵ� ůŝŐĂŶĚ͘�WĂƌ�ĞǆĞŵƉůĞ͕� ůĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɲϱɴϭ� lient 

ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞŵĞŶƚ�ůĂ�ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ͘��ŝĞŶ�ƋƵ͛ŝů�ĞǆŝƐƚĞ�ƵŶĞ�ƌĞĚŽŶĚĂŶĐĞ�ĞŶƚƌĞ�ůĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ƉŽƵƌ�ůĂ�

reconnaissance des ligands extracellulaire, celles-Đŝ�Ŷ͛ŽŶƚ�ƉĂƐ�ůĂ�ŵġŵĞ�ĂĨĨŝŶŝƚĠ�ƉŽƵƌ�ĐĞ�ůŝŐĂŶĚ�

et elles ne sont pas toutes exprimées dans les mêmes types cellulaires238,239. Ces récepteurs 

sont des structures dynamiques ĐĂƉĂďůĞƐ�ĚĞ�Ɛ͛ĂƐƐĞŵďůĞƌ͕�ĚĞ�ƐĞ�ĚĠƐĂƐƐĞŵďůĞƌ�Ğƚ�ĚĞ�ĐŚĂŶŐĞƌ�

de configuration, influençant ainsi fortement la physiologie de la cellule en termes de 

ŵŝŐƌĂƚŝŽŶ͕� ĚĞ� ƉƌŽůŝĨĠƌĂƚŝŽŶ͕� ĚĞ� ĚŝĨĨĠƌĞŶĐŝĂƚŝŽŶ� Ğƚ� Ě͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ůĂ� D��͘� KƵƚƌĞ� ƋƵ͛ĞůůĞƐ�

instaurent une signalisation bidirectionnelle, les intégrines sont aussi des mécanorécepteurs 

qui permettent à la cellule de percevoir les propriétés chimiques et mécaniques de la MEC, et 

ainsi de ƌĠƉŽŶĚƌĞ�Ğƚ�ĚĞ�Ɛ͛ĂĚĂƉƚĞƌ�ă�ƐŽŶ�ŵŝĐƌŽĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ͘�>ĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ŶĞ�ƉŽƐƐğĚĞnt pas 

Ě͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ�ĞŶǌǇŵĂƚŝƋƵĞ�Ğƚ�Ŷ͛ĞŶŐĂŐĞŶƚ�ƉĂƐ�ĚĞ�ůŝĂŝƐŽŶ�ĚŝƌĞĐƚĞ�ĂǀĞĐ�ů͛ĂĐƚŝŶĞ͘�>ĞƵƌ�ĨŽŶĐƚŝŽŶ�ƌĞƉŽƐĞ�

ƐƵƌ� ů͛ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ŵŽůĠĐƵůĞƐ� ĂĚĂƉƚĂƚƌŝĐĞƐ� Ğƚ� Ě͛ĞŶǌǇŵĞƐ� ĂƵ� ŶŝǀĞĂƵ� ĚĞ� ůĞƵƌ� ĚŽŵĂŝŶĞ�

cytoplasmique. 

La lignée mégacaryocytaire exprime les intégrines de tyƉĞ�ɴϭ�Ğƚ�ɴϯ͕�ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĂŶƚƐ�

ĂƵǆ� ŚĠƚĠƌŽĚŝŵğƌĞƐ� ɲϮɴϭ͕� ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ� ĚĞƐ� ĐŽůůĂŐğŶĞƐ ; ɲϰɴϭ͕� ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ� ĚĞ� s��D-1 et de la 

fibronectine ; ɲϱɴϭ͕� ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ� ĚĞ� ůĂ� ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ ͖� ɲϲɴϭ� ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ� des laminines ͖� ɲǀɴϯ͕�

ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ�ĚĞ�ůĂ�ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ�Ğƚ�ǀŝƚƌŽŶĞĐƚŝŶĞ͕�Ğƚ�ɲ//ďɴϯ�ƌĠĐĞƉƚĞƵƌ�ĚƵ�ĨŝďƌŝŶŽŐğŶĞ�Ğƚ�ĚƵ�&t͘� 

 

 

 



Figure 25 : >͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ des intégrines.

(A) >͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ est repliée sous forme inactive. (B) En présence de cations divalents, la liaison de la
taline et la kindlin à la queue cytoplasmique de la sous-unité ɴ permet le dépliement de ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ
en conformation active, Đ͛ĞƐƚ la voie « inside-out ». (C) La liaison de ligands extracellulaires induit le
regroupement Ě͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ et initie une signalisation interne, Đ͛ĞƐƚ la voie « outside-in ». Celle-ci
conduit au recrutement de protéines impliquées dans ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ du cytosquelette Ě͛ĂĐƚŝŶĞ ainsi
que dans la signalisation. Adapté d͛ĂƉƌğƐ Zent et Pozzi, 2010.

+Divalent cations+Divalent cations

͞Outside-in͟
talin

Figure 26 : La signalisation « inside-out » et « outside-in » de ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ ɲIIbɴ3.

Suite à ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ de récepteurs membranaires, une première signalisation intracellulaire dite
« inside-out » conduit à un changement conformationnel de ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ sous forme dépliée, active.
Les intégrines se lient à leur ligand, se regroupent en clusters et induisent une signalisation dite
« outside-in » aboutissant à la réorganisation et à la contractilité du cytosquelette Ě͛acto-myosine.
Adapté, d͛ĂƉƌğƐ Payrastre et al., 2014
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3.1.2. Les différentes conformations des intégrines 

>ĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ƐŽŶƚ�ĂƵ�ĐƈƵƌ�ĚĞ�ůĂ�ƚƌĂŶƐŵŝƐƐŝŽŶ�ĚĞƐ�ƐŝŐŶĂƵǆ�ĚĞ�ů͛ŝŶƚĠƌŝĞƵƌ�ǀĞƌƐ�ů͛ĞǆƚĠƌŝĞƵƌ�

(inside-out) ƉƵŝƐ�ĚĞ�ů͛ĞǆƚĠƌŝĞƵƌ�ǀĞƌƐ�ů͛ŝŶƚĠƌŝĞƵƌ�ĚĞ�ůĂ�ĐĞůůƵůĞ�(outside-in). En absence de liaison 

des ions magnésium, calcium ou manganèse, les domaines extracellulaires des intégrines 

présentent une conformation « repliée ͩ� Žƶ� ůĞƐ� ƐŝƚĞƐ� Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ� ĂǀĞĐ� ůĞƵƌ� ůŝŐĂŶĚ� ƐŽŶƚ�

cryptiques͕� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ� ĞƐƚ� ĂůŽƌƐ� ă� ů͛ĠƚĂƚ� ĚĞ� ƌĞƉŽƐ� Ğƚ� ƉƌĠƐĞŶƚĞ� ƵŶĞ� ĨĂŝďůĞ� ĂĨĨŝŶŝƚĠ� ƉŽƵƌ� ƐŽŶ�

substrat. La liaison de cations permet aux intégrinĞƐ�Ě͛ĂĐƋƵĠƌŝƌ�ƵŶĞ�ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ͨ dépliée » 

Ğƚ�ĂĐƚŝǀĞ�Ě͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ�ŝŶƚĞƌŵĠĚŝĂŝƌĞ�ƉŽƵƌ�ůĞ�ƐƵďƐƚƌĂƚ͕�ĂǀĂŶƚ�ƋƵĞ�ůĞƐ�ƋƵĞƵĞƐ�ĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞƐ�ŶĞ�ƐĞ�

ƐĠƉĂƌĞŶƚ� Ğƚ� ƋƵĞ� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ� ĂĚŽƉƚĞ� ƵŶĞ� ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶ� qui leur permet de lier le ligand 

extracellulaire avec une forte affinité et induit leur regroupement235 (Figure 25). Les domaines 

transmembranaires sont reliés par un pont salin qui est rompu suite à la fixation de certaines 

protéines sur le domaine cytoplasmique de la sous-unité E telle que la taline, permettant le 

ĚĠƉůŝĞŵĞŶƚ� Ğƚ� ů͛ŽƵǀĞƌƚƵƌĞ� ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ240. La partie cytoplasmique des intégrines est 

généralement courte et sert de plateforme à de très nombreuses interactions, notamment au 

niveau de certaines sous-unités E qui présentent des motifs NPxY (Asparagine-Proline-x-

Tyrosine). Ces motifs sont des sites de phosphorylations par les tyrosine kinases qui régulent 

ů͛ĠƚĂƚ�Ě͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�Ğƚ�ůĞƵƌƐ�ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶƐ͘ 

 

3.1.3. La signalisation bidirectionnelle.   

>͛ĠƚĂƚ� Ě͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ĚĠƉĞŶĚ� ă� ůĂ� ĨŽŝƐ� ĚĞ� ůĞƵƌƐ� ůŝĂŝƐŽŶƐ� ĂǀĞĐ� ůĞƵƌ� ůŝŐĂŶĚ�

extracellulaire, de leurs interactions avec leurs partenaires cytoplasmiques et de leur état 

Ě͛ĠƚŝƌĞŵĞŶƚ�ĞŶ�ƌĠƉŽŶƐĞ�ĂƵǆ�ĨŽƌĐĞƐ�ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ�Ğƚ�ŝŶƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ�ƋƵ͛ĞůůĞƐ�ƐƵďŝƐƐĞŶƚ (Figure 

26). La liaison du ligand extracellulaire provoque un changement de conformation et engage 

ůĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ĚĂŶƐ�ĚĞƐ�ǀŽŝĞƐ�ĚĞ�ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ͘��͛ĞƐƚ�ĐĞ�ƋƵ͛ŽŶ�ĂƉƉĞůůĞ�ůĂ�ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ�ĞŶƚƌĂŶƚĞ�

(outside-in). En amont, il existe aussi une signalisation sortante (inside-out) qui intervient 

principalement dans la régulation du passage de la forme pliée inactive à la forme dépliée 

ĂĐƚŝǀĞ�ĚĞ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ͘��ĂŶƐ�ĐĞƚƚĞ�ĐŽŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ŽƵǀĞƌƚĞ͕�ůĞƐ�ĚĞƵǆ�ƐŽƵƐ-unités D et E Ɛ͛Ġloignent 

ů͛ƵŶĞ�ĚĞ�ů͛ĂƵƚƌĞ�Ğƚ�ůĂ�ƚġƚĞ�ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ�Ɛ͛ĠƚĞŶĚ͘�>Ğ�ůŝŐĂŶĚ�ƉĞƵƚ�ĂůŽƌƐ�ƐĞ�ůŝĞƌ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ĐĂǀŝƚĠ�ůŝďƌĞ�

entre les deux sous-unités. La liaison du ligand extracellulaire permet le regroupement des 

intégrines (« clustering ») et active les voies de signalisation outside-in impliquant les 

ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ�ŬŝŶĂƐĞƐ�&�<͕�^ƌĐ�Ğƚ�/><͕�Ğƚ�ĐŽŶĚƵŝƐĂŶƚ�ă�ůĂ�ƌĠŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĚƵ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŽ-



Figure 27 : Représentation schématique Ě͛ƵŶĞ structure Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ.

Protéine Fonction

ɲ-actinine

Protéines
structurales du 
cytosquelette

KƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝŶĞ

Filamine KƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝŶĞ

Myosine IIA Contractilité ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝŶĞ

Taline Activation des intégrines

14-3-3
Protéines 

adaptatrices et de 
signalisation

Adhérence, migration
cellulaire

ICAP-1
Régule ů͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ�ĚĞ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�

ɴ1

Paxilline
Complexes et adhérences 

focales

FAK
Protéines à 

activité 
catalytique

Tyrosine kinase

ILK Sérine/thréonine kinase

Src Tyrosine kinase

Tableau 3 : Les protéines associées aux intégrines et aux structures
Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ.
Adapté Ě͛ĂƉƌğƐ Flier et Sonnenberg, 2001 et Legate et Fässler, 2009

Cytosquelette
(ex : actine)

Matrice 
extracellulaire
Ex: fibronectine

Récepteur 
Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�

(ex : intégrine)

Protéine de 
structure

(ex : taline)

Protéine 
adaptatrices

(ex : vinculine) Intracellulaire

Extracellulaire
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myosine241. Différentes voies de signalisation peuvent être activées en fonction des intégrines 

et de leurs ligands extracellulaires spécifiques (cf partie 3.2.1.).  

 

3.1.4. Association des intégrines avec des molécules adaptatrices.  

Suite à leur attachement à la matrice, les cellules acquièrent une morphologie 

dépendante de la cellule elle-même (type cellulaire, caractéristiques intrinsèques, état de 

différentiation) et des propriétés moléculaires, structurales et mécaniques de 

ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ͘�>Ă�ŵŝƐĞ�ĞŶ�ƉůĂĐĞ�ĚĞƐ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ fait intervenir une multitude 

ĚĞ�ŵŽůĠĐƵůĞƐ�ĐǇƚŽƐŽůŝƋƵĞƐ�ŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞƐ�ƉŽƵƌ�ƐƚĂďŝůŝƐĞƌ�Ğƚ�ƌĞŶĨŽƌĐĞƌ� ůĞƐ�ƉŽŝŶƚƐ�Ě͛ĂŶĐƌĂŐĞ�ă� ůĂ�

matrice et initier la signalisation intracellulaire242,243. Leur étude est regroupée sous le concept 

Ě͛ĂĚŚĠƐŽŵĞ243 dans lequel les protéines cytosoliques sont classées en trois grandes familles242 

(Figure 27, tableau 3244,245). Premièrement, les protéines de structure qui servent 

Ě͛ŝŶƚĞƌŵĠĚŝĂŝƌĞ�ƉŽƵƌ� ůŝĞƌ� ůĂ�ƉĂƌƚŝĞ�ĐǇƚŽƐŽůŝƋƵĞ�ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ĂƵ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ͘�>ĞƐ�

plus connues sont la taline ou les kindlines qui sont des régulateurs positifs qui interagissent 

en synergie pour activer les intégrines. Deuxièmement, les protéines adaptatrices qui lient à 

ĨŽŝƐ� ůĞƐ� ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ� ĚĞ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ� Ğƚ� ů͛ĂĐƚŝŶĞ� ƉŽƵƌ� ĐŽŶƐŽůŝĚĞƌ� ůĞ� ƉŽŝŶƚ Ě͛ĂŶĐƌĂŐĞ͕� ƚĞůůĞƐ� ƋƵĞ� ůĂ�

ǀŝŶĐƵůŝŶĞ�Ğƚ�ů͛D-ĂĐƚŝŶŝŶĞ�ƋƵŝ�ůŝĞ�ůĂ�ƚĂůŝŶĞ�ă�ů͛ĂĐƚŝŶĞ͘��ŶĨŝŶ͕�les protéines de signalisation telles 

que Arp2/3, certaines kinases (FAK, Src) ou les Rho GTPases, possédant des activités 

ĐĂƚĂůǇƚŝƋƵĞƐ� ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ� ƌĞƐƉĞĐƚŝǀĞŵĞŶƚ� ůĂ� ƉŽůǇŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ů͛ĂĐƚŝŶĞ͕� ů͛ĞŶĐůĞŶĐŚĞŵĞŶƚ� ĚĞ�

voies de signalisation telles que la voie des MAP kinases et de remaniements du cytosquelette 

Ě͛ĂĐƚŽ-myosine246,247. Certaines protéines se lient spécifiquement à une sous-unité (Src et Fyn 

sur la sous-unité E3 et ICAP sur la sous-unité EϭͿ�ĂůŽƌƐ�ƋƵĞ�Ě͛ĂƵƚƌĞƐ�ƐĞ�ůient à plusieurs sous-

ƵŶŝƚĠƐ� ;ů͛D-actinine, la taline, la paxilline...). Ceci démontre la complexité des voies de 

ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ͕� ĂǀĞĐ� ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ� ĚĞ� ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ� croisée entre les intégrines, 

notamment entre les intégrines E1 et E3248. 

 

 

 

 



Figure 28 : Formation des adhérences focales.

>͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ Ɛ͛ĂĐƚŝǀĞ et se déplie en conformation ouverte. La liaison des intégrines à leur ligand
fibronectine induit leur regroupement ainsi que le recrutement des partenaires protéiques
permettant leur association au cytosquelette Ě͛ĂĐƚŝŶĞ. Les forces de traction internes influencent la
ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ des adhérences focales en adhésion fibrillaires. Adapté, d͛ĂƉƌğƐ Régent et al., 2011

Figure 29 : Les étapes de ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ cellulaire in vitro sur une matrice de fibronectine.

La cellule adhère par ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ de ses intégrines avec la fibronectine, augmente sa surface
Ě͛ĠƚĂůĞŵĞŶƚ puis génère des points focaux Ě͛ĂĚŚĠƐŝŽŶƐ. Cela permet la génération des forces de
tractions associées au substrat et ů͛ĠƚĂůĞŵĞŶƚ de la cellule. La déficience en taline met en lumière
que la taline Ŷ͛ĞƐƚ pas nécessaire dans les deux premières étapes Ě͛ĂĚŚĠƐŝŽŶ et le début de
ů͛ĠƚĂůĞŵĞŶƚ cellulaire déclenché par ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ intégrine-fibronectine. Alors que ů͛ĠƚĂůĞŵĞŶƚ
complet implique le recrutement de la taline, permettant ů͛ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ de ů͛ĂĨĨŝŶŝƚĠ de ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ
pour la fibronectine, la formation de points focaux Ě͛ĂĚŚĠƐŝŽŶ et la génération Ě͛ƵŶĞ tension
mécanique intracellulaire. �͛ĂƉƌğƐ Zhang et al., 2008.
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3.2. Intégrines et fonctions cellulaires impliquées dans la 

transmigration 

>ĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ͕�ĚĞ�ƉĂƌ� ůĞƵƌ� ůŝĞŶ�ĞŶƚƌĞ� ůĂ�D���Ğƚ� ů͛ŝŶƚĠƌŝĞƵƌ�ĚĞ� ůĂ�ĐĞůůƵůĞ͕�ĂĐƚŝǀĞŶƚ�ĚĞƐ�

voies de signalisation qui contrôlent divers aspects du comportement cellulaire.  Dans cette 

partie, nous allons concentrer notre attention sur les réponses cellulaireƐ�ƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞƐ�Ě͛ġƚƌĞ�

associées ă� ůĂ� ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� D<Ɛ͕� ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ� ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ͕� ůĂ� ;ƚƌĂŶƐͿŵŝŐƌĂƚŝŽŶ͕� ůĞ�

remodelage de la MEC et la déformabilité du noyau. 

 

ϯ͘Ϯ͘ϭ͘�>͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ͘ 

Les structures Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�et leur évolution. >͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ�ĞƐƚ�ůĞ�ƌĠƐƵůƚĂƚ�ĚĞ�ůĂ�

coopération de différents acteurs que sont la MEC, les intégrines et leurs partenaires, et le 

cytosquelette. Cette coopération va permettre la formation de structures subcellulaires 

spécialisées : les structures Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ͘��ůůĞƐ� ƐŽŶƚ� ĐůĂƐƐĠĞƐ�ĞŶ� ƚƌŽŝƐ� ƚǇƉĞƐ :  les complexes 

focaux, les contacts focaux et les adhésions fibrillaires178 (Figure 28). Elles se distinguent par 

leur morphologie, leur agencement moléculaire, leur dynamique et leur localisation à la 

surface cellulaire249,250. Lors de la phase ŝŶŝƚŝĂůĞ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ͕�ůĂ�cellule entre en contact avec 

ůĂ�ŵĂƚƌŝĐĞ͘��ĞĐŝ�ĨĂǀŽƌŝƐĞ�ů͛ĠƚĂůĞŵĞŶƚ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ�ƋƵŝ�ƉĞƌŵĞƚ�ĚĞ�ŶŽƵǀĞůůĞƐ�ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ�ĞŶƚƌe la 

D��� Ğƚ� Ě͛ĂƵƚƌĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ251,252. Cette deuxième phase est liée à la formation de larges 

lamellipodes qui permet la protrusion de la membrane plasmique. Une partie des complexes 

focaux vont fusionner et maturer en complexes stables de plus grande tailles appelées 

adhérences focales. Lors de cette phase de stabilisation, la cellule développe également des 

adhésions fibrillaires qui correspondent à des strƵĐƚƵƌĞƐ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�ƉůƵƐ�ůŽŶŐƵĞƐ͘��ůůĞƐ�ƐŽŶƚ�

caractérisées par la présence de larges fibres de stress structurée par une alternance parallèle 

ĚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ-F et myosine253͘��ĞƚƚĞ�ƚƌŽŝƐŝğŵĞ�ƉŚĂƐĞ�Ě͛ĠƚĂůĞŵĞŶƚ�ĞƐƚ�ĚĠƉĞŶĚĂŶƚĞ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�

des intégrines par les talines254. En absence de taline, les cellules se rétractent sur elles-mêmes 

après les dĞƵǆ�ƉƌĞŵŝğƌĞƐ�ƉŚĂƐĞƐ�ĚĞ�ů͛ĠƚĂůĞŵĞŶƚ�;Figure 29). 

>ĞƐ� ǀĂƌŝĂŶƚĞƐ� ă� ĐĞƐ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ͕� ƉůƵƐ� ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ� ă� ů͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ� ĐĞůůƵůĂŝƌĞ͕� ƐŽŶƚ� ůĞƐ�

invadosomes dont les podosomes font partie et qui sont largement décrits dans le chapitre 4, 

et dont la régulation par les iŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ĨĞƌĂ� ů͛ŽďũĞƚ�Ě͛ƵŶ�ƉĂƌĂŐƌĂƉŚĞ� ƐĠƉĂƌĠ� ;�Ĩ�ƉĂƌĂŐƌĂƉŚĞ�

4.1.3). 



Figure 31 : Rôles distincts des intégrines ɴ1 et ɴ3 dans les adhésions focales.
(A) Synergisme des voies de signalisation des intégrines ɲ5ɴ1 et ɲVɴ3 permettant à la cellule de
Ɛ͛ĂĚĂƉƚĞƌ aux contraintes mécaniques de son environnement par ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ avec un ligand
commun, la fibronectine. �͛ĂƉƌğƐ Schiller et al., 2013. (B) La délétion de l'intégrine ɲǀɴ3 renforce
l'activation de l'intégrine ɲ5ɴ1. Quantification et images confocales de cellules ɲǀɴ3+/+ et ɲǀɴ3-/-

déposée sur de la ĮďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ illustrant montrant l'activation de l'intégrine ɴ1. �͛ĂƉƌğƐ Milloud et
al., 2017. (C) La tension intracellulaire affecte la mobilité des intégrines E3 mais pas celle des
intégrines E1. Quantification et images illustrant les sites Ě͛ĂĚŚĠƐŝŽŶ dans des régions de tensions
variées (symbolisées par des cercles/demi-cercle de couleurs différentes) sur un pattern en forme de
flèche. D͛ĂƉƌğƐ De Mets et al., 2019.

Milloud et al., 2017 De Mets et al., 2019

Schiller et al., 2013. 

A

CB

Figure 30 : Régulation des adhérences focales par les GTPases.
Selon Dubash et al., 2009 et Régent, 2011.
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^ŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ�Ě͛ĂĚŚĠƐŝŽŶ͘ �Ƶ�ĐƈƵƌ�ĚĞ�ĐĞƚƚĞ�ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ�ĚΖĂĚŚĠƐŝŽŶ͕�ŝů�Ă�ĠƚĠ�ŵŽŶƚƌĠ�ĐĞƐ�

ĚĞƌŶŝğƌĞƐ�ĂŶŶĠĞƐ�ƋƵ͛ŝů�ĞǆŝƐƚĂŝƚ�ƵŶĞ�ƌĞůĂƚŝŽŶ�ĠƚƌŽŝƚĞ�ĞŶƚƌĞ�ůĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ͕�ůĞƐ�ŬŝŶĂƐĞƐ�ĚĞ�ůĂ�famille 

des Src et FAK, et les GTPases de la famille Rho255.  L'engagement de l'intégrine régule l'activité 

de plusieurs membres de la famille des petites GTPases Rho qui contrôlent la croissance ou la 

contraction des fibres de F-actine par le biais de protéines telles que Arp2/3 et la myosine256. 

>͛ĂǆĞ�ĚĞ�ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ�ŵĠĚŝĠ�ƉĂƌ�ůĂ�'dWĂƐĞ�ZĂĐϭ�ƐƚŝŵƵůĞŶƚ�ůĂ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ĐŽŵƉůĞǆĞƐ�ĨŽĐĂƵǆ�

en diminuant la contractilité corticale via ƵŶĞ� ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ǀŽŝĞƐ�ZK�<�Ğƚ�ŵ�ŝĂ͘� >͛ĂǆĞ de 

signalisation médié par la GTPase RhoA stimule la formation des adhérences focales via son 

action sur ROCK et sur mDia. ROCK active la chaîne légère de la myosine II à la fois par une 

phosphorylation directe et indirectement en inhibant sa phosphatase MLCP via la 

phosphorylation de la sous-unité MYPT-1. Ceci permet la formation de myosines II bipolaires 

Ğƚ� ůĞƵƌ� ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ� ĂǀĞĐ� ůĞƐ� ĨŝůĂŵĞŶƚƐ� Ě͛ĂĐƚŝŶĞ� ƉŽƵƌ� Ɛ͛ĂƐƐĞŵďůĞƌ� ĞŶ� ĨŝďƌĞƐ� ĚĞ� ƐƚƌĞƐƐ�

contractiles257  (Figure 30). 

Rôles distincts des intégrines E1 et E3 dans les adhésions focales. Bien qu'elles lient le 

même ligand, la fibronectine, il semblerait que les intégrines ɲ5ɴϭ�et ɲVɴ3 aient des rôles 

distincts et coopératifs au sein des adhérences focales258͘� �ŝŶƐŝ� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ� ɲ5ɴϭ serait 

importante dans la génération de forces à ů͛ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ� ĐĞůůƵůĞͬƐƵďƐƚƌĂƚ� ;ůŝĠ� ă� ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ� ĚĞ� ůĂ�

ŵǇŽƐŝŶĞ�//Ϳ͕�ĂůŽƌƐ�ƋƵĞ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�ɲVɴ3 se ǀĞƌƌĂŝƚ�ĂƚƚƌŝďƵĞƌ�ƉůƵƚƀƚ�ƵŶ�ƌƀůĞ�ĚĂŶƐ�ů͛ĂŶĐƌĂŐĞ�ĚĞƐ�

cellules dépendante de la tension (lié à la formation de fibres de stress régulée par mDia)258 

(Figure 31A). Pour étayer ces propos, il a été montré que les cellules exprimant fortement 

ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�D5E1 généraient des forces plus importantes comparées aux cellules exprimant un 

niveau plus faible259. En 2017, Milloud et collaborateurs ont montré que les intégrines E3 

modifiaient la distribution spatiale (le « clustering ») des intégrines E1 à travers leur capacité 

à lier la taline et la kindline260 (Figure 31BͿ͘��ŶĨŝŶ͕�ŽŶ�ƐĂŝƚ�ƋƵĞ�ů͛ĂĐƚŝǀité des intégrines est basée 

ƐƵƌ� ĚĞƐ� ĐǇĐůĞƐ� Ě͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶͬĚĠƐĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ͘� �ĞĐŝ� ƐĞ� ƚƌĂĚƵŝƚ� ƉĂƌ� ƵŶĞ� ŵŽďŝůŝƚĠ� ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�

ŽƐĐŝůůĂŶƚ� ĞŶƚƌĞ� ƵŶĞ� ĚŝĨĨƵƐŝŽŶ� ŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞ� ůŝďƌĞ� Ğƚ� ĚĞƐ� ĠǀğŶĞŵĞŶƚƐ� Ě͛ŝŵŵŽďŝůŝƐĂƚŝŽŶ�

ƚƌĂŶƐŝƚŽŝƌĞƐ�ĚĂŶƐ� ůĞƐ� ƐŝƚĞƐ�Ě͛ĂĚŚĠƐŝŽŶ261,262. En combinant du « micropatterning » avec une 

ĂƉƉƌŽĐŚĞ�Ě͛ŝŵĂŐĞƌŝĞ�ƚ/�^�;ͨ temporal image correlation spectroscopy »Ϳ�ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ�Ě͛ĠƚƵĚŝĞƌ�

la mobilité des intégrines sur une longue période et sur toute la cellule, De Mets et 

collaborateurs ont découvert que la tension intracellulaire affectait la mobilité des intégrines 

E3 mais pas celle des intégrines E1 (temps de résidence stable)261 (Figure 31C).  
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Que sait-ŽŶ�ĚƵ�ƌƀůĞ�ĚĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ĚĂŶƐ�ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�ĚĞƐ�D<Ɛ ? Le rôle des intégrines 

dans l'adhérence des MKs a principalement été étudié in vitro à partir Ě͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶƐ�de MKs 

déposés sur des protéines adhésives, dont la présence dans la lame basale des sinusoïdes n'est 

toujours pas prouvée in vivo. Par exemple, il a été montré que les MKs déposés sur du 

collagène de type I (absent de la lame basale) restent étalés après 16 heures d'incubation, 

alors que ceux placés sur du collagène de type IV étendent les proplaquettes182. In vitro, les 

MKs adhèrent également à la fibronectine et la formation de proplaquettes est stimulée par 

ůΖĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ƐĞƐ� ƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐ͕� ɲϱɴϭ� Ğƚ ɲϰɴϭ� ƐƵƌ� ůĞƐ� D<Ɛ179,263. Les MKs adhèrent au 

ĨŝďƌŝŶŽŐğŶĞ�ǀŝĂ�ɲ//ďɴϯ179. La présence de fibrinogène au niveau des sinusoïdes vasculaires de 

la BM a été décrite par l'équipe de S. Watson qui montre que les MKs, et en se liant au 

fibrinogène, forment des proplaquettes185. In vivo, ĚĂŶƐ�ůĂ�ŵŽĞůůĞ�ŽƐƐĞƵƐĞ͕�ů͛attachement des 

MKs aux protéines extracellulaires via les intégrines est peu connu. Sur la base de nos 

observations in situ de coupes de moelle osseuse, nous ne distinguons pas de MKs étalés ou 

aplatis sur les sinusoides, mais plutôt des cellules rondes ancrées aux sinusoïdes par le biais 

de zones de contact plates.  

 

3.2.2. (Trans)Migration 

Plusieurs études rapportent ů͛ĂďƐĞŶĐĞ� ĚĞ� ůŽĐŽŵŽƚŝŽŶ� ĚĞƐ� MKs (chapitre 1.2.4)96. 

Néanmoins, on peut considérer que les MKs se déplacent depuis le compartiment médullaire 

vers la circulation sanguine. Cette migration transendothéliale pourrait répondre à certains 

critères du mode de migration employé pĂƌ�Ě͛ĂƵƚƌĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ͘ 

Des stratégies de migration dépendantes ou non des intégrines. La migration cellulaire 

est un processus complexe composé d'événements d'adhésion et de non-adhésion auxquels 

s'ajoutent des stratégies cellulaires destinées à surmonter la résistance imposée par la MEC.  

Dans ce paragraphe, nous n'entrerons pas dans les détails de ce processus, mais allons 

notamment documenter les travaux de P. Friedl sur la contribution relative des intégrines à la 

migration selon le type cellulaire264. Le comportement de deux types de cellules a été étudié 

: 1) les cellules de mélanome MV3 et les fibroblastes qui sont des cellules très invasives, de 

grandes tailles, polarisées qui migrent à faible vitesse (0,1-0,5 µm/min) et 2) lymphocytes T et 

cellules dendritiques qui sont des cellules plus petites et très mobiles qui migrent à des 

vitesses 10 à 40 fois plus élevées que les précédentes265. Les cellules MV3 et les fibroblastes 



Figure 32 : Rôle des intégrines dans la migration de différents types cellulaires.
Les cellules MV3, les lymphocytes T et les cellules dendritiques sont incluses dans des réseaux de
collagène en 3D. Les cellules ont été prétraitées avec ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ bloquant anti-ɴ1 intégrine mAb 4B4
(10 µg/ml) ou du PBS. Le blocage de ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ ɴ1 a un effet sur la migration des cellules
dendritiques et des cellules cancéreuses mais pas des lymphocytes T. �͛ĂƉƌğƐ Friedl et al., 1998.

Figure 33 : Caractéristiques des modes de migration mésenchymateuse et migration amoeboïde.
Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Yamada et Sixt, 2019 et Hecht et al., 2015.
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utilisent des stratégies de migration adhésive dépendante des intégrines ɴ1. Le regroupement 

de ces intégrines ƉĞƌŵĞƚ͕�ĞŶ�ĂĐƚŝǀĂŶƚ�ůĂ�ǀŽŝĞ�ĚĞ�ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ�ůŝĠĞ�ă�ůĂ�ĐŽŶƚƌĂĐƚŝůŝƚĠ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŽ-

myosine, de générer de force nécessaire pour se créer un chemin de migration (« path 

generating ͩͿ͘��͛ĞƐƚ�le mode de migration mésenchymateuse. En revanche, les lymphocytes T 

et les cellules dendritiques expriment plus faiblement l'intégrine E1 à leur surface. Leur 

ŵŝŐƌĂƚŝŽŶ�ƐĞ�ƉƌŽĚƵŝƚ�ĞŶ�ůΖĂďƐĞŶĐĞ�ĚΖĂĚŚĠƐŝŽŶƐ�ĨŽĐĂůĞƐ�Ğƚ�Ŷ͛ĞƐƚ�pas dépendante de l'intégrine 

E1. Leurs déplacements se caractérisent par des contorsions cellulaires qui permettent aux 

cellules de se faufiler entre les fibres de la maƚƌŝĐĞ�ĞŶ�Ɛ͛ĂƚƚĂĐŚĂŶƚ�ĚĞ�ĨĂĕŽŶ�ƚƌĂŶƐŝƚŽŝƌĞƐ�Ğƚ�ĚĞ�

courte durée au collagène. Ce déplacement ne nécessite pas/peu de protéolyse de la MEC et 

est dépendant de la voie de signalisation Rho/ROCK (Figure 32Ϳ͘� �͛ĞƐƚ� ůĂ� ŵŝŐƌĂƚŝŽŶ�

amiboïde266,267 (Figure 33). Dans un autre autre modèle, Blandin et collaborateurs ont évalué 

la sortie de cellules tumorales de sphéroides contenant initialement peu de fibronectine. Ils 

ont montré que ů͛ĂũŽƵƚ�Ě͛ƵŶ�ĐŽĂƚŝŶŐ�ĚĞ�ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ�ƐƵƌ�ůĞƐ�ƐƉŚĠƌŽŢĚĞƐ�ĚŝŵŝŶƵĂŝƚ�la sortie de 

cellules tumorales͘� �� ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ͕� ů͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ� ĚĞ� ů͛ŝŶƚĠŐƌine ɲ5 favorisait la sortie des cellules 

tumorales. Cela suggère ainsi que les ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶƐ�ĞŶƚƌĞ� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�ɲ5ɴ1 et la fibronectine 

peuvent jouer un rôle limitant sur la migration cellulaire268. Le mode de migration adopté par 

ůĞƐ� D<Ɛ� Ŷ͛ĞƐƚ� ƉĂƐ� ĚŽĐƵŵĞŶƚĠ� ă� ĐĞ� ũŽƵƌ� Ğƚ� ĨĞƌĂ� ů͛ŽďũĞƚ� Ě͛ƵŶ� ƉŽŝŶt particulier dans les 

ƉĞƌƐƉĞĐƚŝǀĞƐ�ĚĞ�ů͛ĂǆĞ�ϯ͘ 

Que sait-on du rôle des intégrines dans la migration des MKs ? Plusieurs études in vitro 

indiquent que les MKs migrent vers un gradient de SDF-ϭɲ88,269,270. Ainsi, dans les chambres 

de Boyden, moins de 20 % des MKs ajoutés à la chambre supérieure migrent au travers des 

pores de 5 ʅŵ�ĞŶ�ϯ�Ś, sans que ne soit précisé la taille des MKs ayant transmigré42,84,88. Dans 

ĐĞ� ŵŽĚğůĞ͕� ůĂ� ŶĞƵƚƌĂůŝƐĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ� Eϭ� ƉĂƌ� ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ� Ě͛ƵŶ� ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ� ďůŽƋƵĂŶƚ�

empêche la transmigration des MKs. In vivo, ů͛ĂĚŵŝŶŝƐƚƌĂƚŝŽŶ�ĚĞ�^�&-1 à des souris conduit à 

une relocalisation rapide, en 1 heure, des MKs au niveau des sinusoïdes90.  Plus récemment, 

Suraneni et ses collaborateurs ont constaté que les MKs déficients pour les dynamines 2 et 3 

présentaient un défaut de migration. Les auteurs postulent que ces protéines dirigent la 

migration in vitro des MKs en contrôlant ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ ɴϭ�ă�ůĂ�ƐƵƌĨĂĐĞ�ĚĞƐ�D<Ɛ271. 

Ainsi, il apparait que la contribution réelle des intégrines dans le processus de transmigration 

des MKs Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ĐŽŵƉƌŝƐĞ. 

 



Figure 34 : Le remodelage de la fibronectine se déroule en différentes étapes impliquant les
intégrines.
(A) >͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ ɲ5ɴ1 lie la fibronectine soluble extracellulaire sous forme compacte. (B) Cela induit
ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ Ě͛ƵŶĞ signalisation intracellulaire et la réorganisation du cytosquelette Ě͛ĂĐƚŝŶĞ (en vert).
>͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ contractile permet un changement conformationnel et un dépliement de la fibronectine, ce
qui libère des sites Ě͛ĂƵƚŽ-assemblage précédemment masqués. (C) Les fibrilles de fibronectine se
forment par interactions et alignement de plusieurs molécules de fibronectine dépliées. Adapté,
Ě͛ĂƉƌğƐMao et Schwarzbauer, 2005.
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ϯ͘Ϯ͘ϯ͘�>͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�Ğƚ�ůĞ�ƌĞŵŽĚĞůĂŐĞ�ĚĞ�ůĂ�ŵĂƚƌŝĐĞ͘ 

Il est admis que les intégrines influencent le processus de réorganisation et 

Ě͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ�ĚĞ�ůĂ�D���ă�ů͛ĠĐŚĞůůĞ�ŶĂŶŽƐĐŽƉŝƋƵĞ͘��Ŷ�ĞĨĨĞƚ͕�ŝů�Ă�ĠƚĠ�ŵŽŶƚƌĠ�ƋƵĞ�ůĂ�ůŝĂŝƐŽŶ�ĚĞƐ�

intégrines D5Eϭ�ă�ůĂ�ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ�;&EͿ�ůĞ�ůŽŶŐ�ĚĞƐ�ĂĚŚĠƌĞŶĐĞƐ�ĨŝďƌŝůůĂŝƌĞƐ�ŝŶĚƵŝƚ�ů͛étirement de 

ůĂ� ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ͕� ĚĠŵĂƐƋƵĂŶƚ�ĚĞƐ� ƐŝƚĞƐ� ĐƌǇƉƚŝƋƵĞƐ�Ě͛ĂƵƚŽ-assemblage et permettant ainsi la 

formation de fibres de fibronectine formant une matrice insoluble272 (Figure 34Ϳ͘�>͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ�

ĚĞ�ůĂ�ŵĂƚƌŝĐĞ�ĚĞ�ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ�ĞƐƚ�ĚŽŶĐ�ĚĠƉĞŶĚĂŶƚ�ĚĞ�ƐŽŶ�ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ�ĂǀĞĐ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�ŵĂŝƐ�ĂƵƐƐŝ�

du cytosquelette et de la contractilité cellulaire273. >ŽƌƐ�ĚĞ�ůĞƵƌ�ƌĞĐǇĐůĂŐĞ͕�ůĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɲϱɴϭ�

exprimées à la membrane plasmique jouent également un rôle dans ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĨŝďƌŝůůĂŝƌĞ�

de la fibronectine en internalisant des monomères de fibronectine lors de leur endocytose274. 

 

3.2.4. Les intégrines et leurs liens avec le noyau  

Le noyau et la transmigration. Le noyau est l'organite le plus grand et le plus rigide de 

ůĂ�ĐĞůůƵůĞ͘��ĂŶƐ�ĚĞƐ�ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚƐ�ϯ�͕�ůĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĚŽŝǀĞŶƚ�ƌĞŵĂŶŝĞƌ�ůĞƵƌ�ŶŽǇĂƵ͕�Đ͛ĞƐƚ-à-dire 

sa forme, sa position et sa déformation, pour pouvoir se faufiler à travers des espaces confinés 

tels que les espaces interstitiels ou effectuer la migration transendothéliale275,276. Par 

exemple, des travaux menés par le groupe de R. Alon montrent que les lymphocytes T 

déforment et insèrent les lobes de leur noyau entre deux cellules endothéliales adjacentes 

pour créer des pores de plusieurs µm de diamètre. Puis le noyau, grâce à sa rigidité, exerce 

ƵŶĞ�ƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĞŶƚƌĞ�ůĞƐ�ĚĞƵǆ�ĐĞůůƵůĞƐ͕�ƉŽƵƌ�ƉĂƐƐĞƌ�ĚĞ�ů͛ĂƵƚƌĞ�ĐƀƚĠ͘��Ğ�ŐůŝƐƐĞŵĞŶƚ�ĂĐƚŝĨ�ĚƵ�ŶŽǇĂƵ�

ĞŶƚƌĂŠŶĞ�ůĞ�ĚĠƉůĂĐĞŵĞŶƚ�ĚĞƐ�ĨŝůĂŵĞŶƚƐ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ĚĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ͕�ƐĂŶƐ�ŶĠĐĞƐƐŝƚĞƌ�ůĂ�

contraction endothéliale médiée par la myosine IIA et la Rho kinase277. 

Rôle des intégrines dans les modifications nucléaires. Le lien entre les intégrines, le 

cytosquelette et le noyau a été établi il y a plus de 20 ans par Maniotis et collaborateurs278. 

Dans leur étude pionnière, les auteurs ont appliqué des contraintes mécaniques directement 

sur les intégrines de la surface cellulaire en les liant à des microbilles recouvertes de séquence 

RGD, puis en tirant ces billes latéralement à l'aide d'un micromanipulateur. Ils constatent que 

ůĞ�ŶŽǇĂƵ�Ɛ͛ĂůůŽŶŐĞ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ĚŝƌĞĐƚŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ƚƌĂĐƚŝŽŶ�Ğƚ�ƋƵĞ�ůĂ�ĚŝƐƚƌŝďƵƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ŶƵĐůĠŽůĞƐ�ǀĂƌŝĞ͘��Ŷ�

revanche, aucun changement ĚĞ� ůĂ� ĨŽƌŵĞ�ŶƵĐůĠĂŝƌĞ� ŽƵ� ĚĞ� ůĂ� ĚŝƐƚƌŝďƵƚŝŽŶ�ŶƵĐůĠŽůĂŝƌĞ� Ŷ͛ĞƐƚ�

observé lorsque les billes recouvertes d'AcLDL (acetylated low density lipoprotein) sont liées à 



Figure 36 : Les intégrines forment un lien avec le cytosquelette nucléaire via le complexe LINC.
>͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ est au ĐƈƵƌ Ě͛ƵŶĞ liaison mécanique entre la membrane plasmique et le noyau. Cela
Ɛ͛ŽƌŐĂŶŝƐĞ par ů͛ŝŶƚĞƌŵĠĚŝĂŝƌĞ des nesprines ancrées dans la membrane nucléaire externe, en
interaction avec les protéines SUN de la membrane nucléaire interne elle-même connectée aux
lamines nucléaires. Le cytosquelette Ě͛ĂĐƚŝŶĞ connectent physiquement les intégrines de la
membrane plasmiques aux nesprines de la membrane nucléaire. �͛ĂƉƌğƐ Bélaadi et al., 2016

Figure 35 : Démonstration de la connexion mécanique entre les intégrines, les filaments du
cytosquelette et le noyau.
Images représentative en contraste de phase de cellules endothéliales avant (A, C) et après (B, D)
l'application de contraintes mécaniques (flèches rouges) aux récepteurs de la surface cellulaire. (A et
B) Traction d'une microbille recouverte de RGD et (C et D) Déplacement similaire d'une microbille
recouverte d'AcLDL liée à la surface. Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐManiotis et al., 1997.

bille

n
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des récepteurs métaboliques transmembranaires non connectés au cytosquelette278 (Figure 

35Ϳ͘�>͛ĂƉƉůŝĐĂƚŝŽŶ�Ě͛ŝŶŚŝďŝƚĞƵƌƐ�ĚƵ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ͕�ĚĞƐ�ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ�Ğƚ�ĚĞƐ�ĨŝůĂŵĞŶƚƐ�

intermédiaires empêchent également la déformation nucléaire. Les auteurs concluent que la 

connexion entre la membrane plasmique et le noyau est spécifiques aux intégrines et est 

médiée par des liens directs entre les trois systèmes de filaments du cytosquelette. �Ğ�Ŷ͛ĞƐƚ�

que 12 ans plus tard que Wang et al . décrivirent ůĂ�ĐŽŵƉŽƐŝƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĞŶǀĞůŽƉƉĞ�ŶƵĐůĠĂŝƌĞ�Ğƚ�

ƐĞƐ� ĐŽŶŶĞǆŝŽŶƐ� ƉŽƚĞŶƚŝĞůůĞƐ� ĂǀĞĐ� ůĂ� ŵĞŵďƌĂŶĞ� ƉůĂƐŵŝƋƵĞ͘� >͛ĞŶǀĞůŽƉƉĞ� ŶƵĐůĠĂŝre est 

constituée de deux membranes nucléaires interne (MNI) et externe (MNE) et délimite le 

compartiment dans lequel la chromatine est séquestrée. Les complexes protéiques essentiels 

qui y sont associés sont les lamines et les complexes LINC (Linker of Nucleoskeleton and 

Cytoskeleton). Les lamines forment le squelette des noyaux et le complexe LINC, formé par 

ů͛ĂƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ� ^hE� Ğƚ� EĞƐƉƌŝŶĞƐ͕� ĐŽŶƐƚŝƚƵĞŶƚ� ůĞ� ůŝĞŶ� ƉŚǇƐŝƋƵĞ� ĞŶƚƌĞ� ůĞ�

ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ͕�ůŝĠ�ĂƵǆ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ͕�Ğƚ�ůĞƐ�ůĂŵŝŶĞƐ�ŶƵĐůĠĂŝƌĞƐ͘�>͛ĞŶƐĞŵďůĞ�ĨŽƌŵĂŶƚ�ĂŝŶƐŝ�

une liaison mécanique entre la matrice extracellulaire, la membrane plasmique et le 

noyau279,280 (Figure 36).  

A ce jour, la relation entre les intégrines et le noyau polylobé des MKs reste une 

question encore ouverte. 

 

3.3. Les intégrines jouent-elles un rôle dans la formation des 

plaquettes sanguines ? 

>Ă�ƉƌĠƐĞŶĐĞ�Ě͛ƵŶĞ�numération plaquettaire normale, bien que située dans la fouchette 

basse, chez les patients ayant un déficit constitutionnel en intégrine ɲ//ďƘϯ a très longtemps 

ĨĂŝƚ� ĠǀŽƋƵĞƌ� ƋƵĞ� ůĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� Ŷ͛ĠƚĂŝĞŶƚ� ƉĂƐ� ŝŵƉůŝƋƵĠĞƐ� ĚĂŶƐ� ůĂ� ŵĠŐĂĐĂƌǇŽƉŽŢğƐĞ͘�

Récemment, de nouvelles observations cliniques et expérimentales sont venues nuancer cette 

ŚǇƉŽƚŚğƐĞ� ĞŶ� ĂƉƉŽƌƚĂŶƚ� ĚĞ� ŶŽƵǀĞůůĞƐ� ĚŽŶŶĠĞƐ� ƐƵƌ� ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ� ĚĞƐ� intégrines dans la 

production des plaquettes.  
3.3.1. Les données cliniques.  

^Ƶƌ�ůĞ�ƉůĂŶ�ĐůŝŶŝƋƵĞ͕�ĚĞƐ�ŵƵƚĂƚŝŽŶƐ�ĂƵ�ŶŝǀĞĂƵ�ĚĞƐ�ŐğŶĞƐ�ĐŽĚĂŶƚ�ƉŽƵƌ�ůĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɲ//ďɴϯ�

(intégrine la plus exprimée sur la plaquette avec ~80.000 copies/plaquette) se traduisent par 

une maladie hémorragique connue sous le nom de thrombasthénie de Glanzmann. Elle se 

ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐĞ�ƉĂƌ�ĚĞƐ�ƐĂŝŐŶĞŵĞŶƚƐ�ĚƵƐ�ă�ƵŶ�ĚĠĨĂƵƚ�Ě͛ĂŐƌĠŐĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ŵĂŝƐ�ůĂ�ŐƌĂŶĚĞ�
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ŵĂũŽƌŝƚĠ� ĚĞƐ� ƉĂƚŝĞŶƚƐ� ŶĞ� ƉƌĠƐĞŶƚĞŶƚ� ƉĂƐ� Ě͛ĂŶŽŵĂůŝĞ� ŵĂũĞƵƌĞ� ĚĞ la thrombopoïèse 

(numération basse sans thrombopénie et morphologie plaquettaires normales, pour rappel la 

numération plaquettaire de la population française adulte est comprise entre 162.000 et 

445.000 plaquettes/µl281), laissant présager un rôle mineur de cette intégrine dans la 

biogénèse des plaquettes282͘��� ů͛ĠĐŚĞůůĞ�ŵŽŶĚŝĂůĞ͕� ƐĞƵůĞs huit familles de patients ont été 

décrites comme présentant une thrombopénie allant de 22.000 et 113.000 plaquettes/µl. 

Chez ces patients, les mutations sont majoritairement localisées au niveau de la queue intra-

cytoplasmique des intégrines, entrainaient un gain de fonction des intégrines283ʹ286. Pour 

ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ�ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ�ĚĞ�ůĂ�ƚŚƌŽŵďŽƉĠŶŝĞ͕�ůĂ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉƌŽƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�Ă�ĠƚĠ�ĠǀĂůƵĠĞ�in vitro, 

en culture liquide, ă� ƉĂƌƚŝƌ� ĚĞ� ƉƌŽŐĠŶŝƚĞƵƌƐ� ĐŝƌĐƵůĂŶƚƐ͘� �ĞƐ� ĠƚƵĚĞƐ� Ɛ͛ĞŶƚĞŶĚĞŶƚ� ƐƵƌ� ƵŶĞ�

diminution du nombre de pro-plaquettes avec une augmentation de la taille des boutons 

plaquettaires. Au niveau plaquettaire, chez certains patients, il a été constaté la présence de 

marqueurs de signalisation outside-in (FAK phosphorylée, liaison PAC-1) dans les plaquettes 

au repos ƚĠŵŽŝŐŶĂŶƚ�Ě͛ƵŶ�ĠƚĂƚ�ĚĞ�ƉƌĠ-activation des plaquettes, ĂŝŶƐŝ�ƋƵĞ�Ě͛une altération de 

ůĂ�ƉŽůǇŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ĂƉƌğƐ�ƐƚŝŵƵůĂƚŝŽŶ, les auteurs suggèrent alors que les mutations 

gains de fonctions Ě͛ɲ//ďɴϯ�ĂůƚğƌĞŶƚ�ůĂ�ďŝŽŐĞŶğƐĞ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ĞŶ facilitant ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ�ĚĞƐ�

MKs avec le stroma et en favorisant la réorganisation du cytosquelette285ʹ287.  

3.3.2. Les données expérimentales.  

Chez la souris, la littérature rapporte que ů͛ŝŶǀĂůŝĚĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� ŐğŶĞƐ� ĐŽĚĂŶƚƐ� ƉŽƵƌ� ůĞƐ�

intégrines ȕ��ou ȕ��Ŷ͛ŝŵƉĂĐƚĞ�ƉĂƐ�ƐŝŐŶŝĨŝĐĂƚŝǀĞŵĞŶƚ�ůĂ�ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ�ƉůĂƋƵĞƚƚaire98ʹ100,172. Seule 

une légère diminution du volume moyen plaquettaire a été relevée chez un knockout ɲϮ�

spécifique à la lignée MK (diminution de 19%) suggérant, là-encore, une implication mineure 

des intégrines dans la thrombopoïèse. Toutefois, un rôle des intégrines dans la 

ŵĠŐĂĐĂƌǇŽƉŽŢğƐĞ�Ŷ͛ĞƐƚ�peut-être pas complètement éliminé. En efĨĞƚ͕�ů͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ǀŽŝĞ�

de signalisation outside-in ĚĞ� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ ɲ//ďɴϯ�ƉĂƌ� ůĞ� ůŽƚƌĂĨŝďĂŶ� réduit significativement la 

formation des proplaquettes in vitro185. Dans une autre étude, ů͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�ɲ//ďɴϯ�

par des anticorps bloquants diminue ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ des MKs au fibrinogène et au FW, sans 

affecter la capacité des MKs à émettre des proplaquettes288͘�>͛ĠƚƵĚĞ�ĚΖƵŶ�ƉĂƚŝĞŶƚ présentant 

une macrothrombopénie liée à une mutation de la filamine A, révèle que l'interaction entre 

l'intégrine ჴ//ďɴϯ�Ğƚ�ůĂ�ĨŝůĂŵŝŶĞ���ĞƐƚ�ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞ�ă�ůĂ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ƉƌŽƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ289.  

WůƵƐ� ƌĠĐĞŵŵĞŶƚ͕� ůĞ� ŐƌŽƵƉĞ� ĚĞ� <͘� ,ŽĨĨŵĞŝƐƚĞƌ� Ă� ƌĂƉƉŽƌƚĠ� ƋƵĞ� ů͛ŚǇƉĞƌĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ� des 

ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϭ� impactait la production plaquettaire. Ce résultat repose sur des observations 
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ƌĠĂůŝƐĠĞƐ� ĚĂŶƐ� ĚĞƐ� ƐŽƵƌŝƐ� ĚĠĨŝĐŝĞŶƚĞƐ� ĞŶ� ɴ-1,4-galactosyltransferase 1, une enzyme 

responsable de la glycosylation des protéines de surface incluant les intégrines. Les auteurs 

montrent ainsi que la perte de galactosylation ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ɴϭ� ĐŽŶĚƵŝƚ� ă� ůĞƵƌ�

hyperactivation. Ceci affecte le développement des MKs (DMS sous-développé délimitant peu 

de territoires cytoplasmiques) et leur apposition aux sinusoïdes et, de ce fait, conduit à une 

thrombopénie sévère (réduction de la numération plaquettaire de 60%)290. En lien avec cette 

ĠƚƵĚĞ͕�ŝů�Ă�ĠƚĠ�ƌĂƉƉŽƌƚĠ�ƋƵ͛ƵŶĞ�ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�ĐŽŶƐƚŝƚƵƚŝǀĞ�ĚĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ůŝĠĞƐ�ă�ů͛ŝŶĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�ĚĞ�

Rasa3 (une GTPase de la famille GAP1 qui cible Ras et Rap1) entrainait de multiples anomalies 

mégacaryocytaires (développement, adhérence, orgaŶŝƐĂƚŝŽŶ� ĚƵ� ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ� Ě͛ĂĐƚŝŶĞ͕�

production des proplaquettes) associées à une thrombopénie sévère (réduction de 80% de la 

numération plaquettaire), des saignements et même de la myélofibrose291͘��͛ĞƐƚ�Ě͛ĂŝůůĞƵƌƐ�

ĚĂŶƐ� ůĞ� ĐŽŶƚĞǆƚĞ� ƉĂƚŚŽůŽŐŝƋƵĞ� ĚĞ� ůĂ� ŵǇĠůŽĨŝďƌŽƐĞ� ƋƵĞ͕� ů͛ĂŶŶĠĞ� ĚĞƌŶŝğƌĞ͕� <͘� ZĂǀŝĚ� Ğƚ�

ĐŽůůĂďŽƌĂƚĞƵƌƐ�ŽŶƚ�ĚĠĐŽƵǀĞƌƚ�ůĞ�ƌƀůĞ�ĚĞ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�ɲϱɴϭ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ŵĠŐĂĐĂƌǇŽƉŽïèse. En effet, 

ůŽƌƐ�Ě͛ƵŶĞ�ŵǇĠůŽĨŝďƌŽƐĞ�ƉƌŝŵĂŝƌĞ�ĂƐƐŽĐŝĠĞ�ă�ůĂ�ŵƵƚĂƚŝŽŶ�sϲϭϳ&н�ĚĞ�:�<Ϯ͕�ů͛ĂĐĐƵŵƵůĂƚŝŽŶ�ĚĞ�

ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ�ĚĂŶƐ� ůĂ�ŵŽĞůůĞ� Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĞ�Ě͛ƵŶĞ� ƐƵƌĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ� ůĂ� ƐŽƵƐ-ƵŶŝƚĠ�ɲϱ� ƐƵƌ� ůĞƐ�

D<Ɛ͘�>͛ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ĐĂƉĂĐŝƚĠ�ĚĞ�ĐĞƐ�D<Ɛ�ă�ĂĚŚĠƌĞƌ�ă�ůĂ�fibronectine est reversée par 

ů͛ŝŶũĞĐƚŝŽŶ�Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�ďůŽƋƵĂŶƚ�ĂŶƚŝ-E1 à la souris. De façon importante, les auteurs valident 

ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ� ͨ ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ� ɲϱɴϭͬĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ » dans des patients atteints de myélofibrose 

primaire292. 

 

En résumĠ͕� ů͛ĞŶƐĞŵďůĞ� ĚĞ� ĐĞƐ� ĠƚƵĚĞƐ� ŝŶĚŝƋƵĞŶƚ� ĚĞƐ� ƌĠƐƵůƚĂƚƐ� ĐŽŶƚƌĂĚŝĐƚŽŝƌĞƐ� ƋƵŝ� ŶĞ�

ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚ�ƉĂƐ�Ě͛ĠƚĂďůŝƌ�ƉƌĠĐŝƐĠŵĞŶƚ�ƵŶ�ƌƀůĞ�ĚĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ĚĂŶƐ�ďŝŽŐĠŶğƐĞ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ͘�

WĂƌ� ĂŝůůĞƵƌƐ͕� ŽŶ� ƐĂŝƚ� ƋƵĞ� ůĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ƐŽŶƚ� ŝŵƉůŝƋƵĠĞƐ� ĚĂŶƐ� ĚĞƐ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ� Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�

appelées ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ� ĚŽŶƚ� ůĞƐ� ĨŽŶĐƚŝŽŶƐ� ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚ� ů͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ� ĐĞůůƵůĂŝƌĞ� Ğƚ� ůĞƵƌ� ƉĂƐƐĂŐĞ�

transendothélial.  Ces ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ�ĨŽŶƚ�ů͛ŽďũĞƚ�ĚƵ�ĐŚĂƉŝƚƌĞ�ƐƵŝǀĂŶƚ͘ 

 

 

 

 

  





43 

 

Les Podosomes       4 
 
Sommaire 

4.1. hŶĞ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�ƉĂƌƚŝĐƵůŝğƌe : le ƉŽĚŽƐŽŵĞ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘ 44 

   4.1.1.  >ĞƐ�ƉƌŝŶĐŝƉĂůĞƐ�ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐƚŝƋƵĞƐ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 44 

   4.1.2.  &ŽĐƵƐ�ƐƵƌ�ůĞ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�ĚĞƐ�ŝŶǀĂĚŽƐŽŵĞƐ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 46 

   4.1.3. Régulation de la formation des podosomĞƐ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘ 48 

4.2  dŽƵƌ�Ě͛ŚŽƌŝǌŽŶ�ƐƵƌ�ůĞƐ�ĨŽŶĐƚŝŽŶƐ�ĚĞƐ�ŝŶǀĂĚŽƐŽŵĞƐ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 49 

   4.2.1.   �ĚŚĠƌĞŶĐĞ�Ğƚ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ŵĂƚƌŝĐĞ�ĞǆƚƌĂĐĞůůƵůĂŝƌĞ͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 49 

   4.2.2. Remodelage dĞ�ůĂ�ŵĂƚƌŝĐĞ�ƉĂƌ�ůĂ�ĨŽƌĐĞ�ĚƵ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ ...͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 51 

   4.2.3 >͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 52 

 4.3.  Les mégacaryocytes forment des podosomes in vitro͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘͘͘ 54 

    4.3.1. Les podosomes des mégacaryocytes...........͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͙͘͘͘͘͘͘͘ 54 

   4.3.2.  Déficits touchant un élément de signalisation commun aux podosomes............͙͙͙͘͘͘͘ 56 

 

___________________________________________________________________________________________ 

 

WŽƵƌ�ĂůůĞƌ�ƉůƵƐ�ůŽŝŶ�ĚĂŶƐ�ů͛ĠƚƵĚĞ�ĚĞ�ůĂ�ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ͕�cette partie de l'introduction cible les 

ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͕�ĚĞƐ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ�Ğƚ�de dégradation. Ils forment une classe 

de structures adhésives uniques dont les propriétés, en particulier leur capacité à concentrer 

ĚĞƐ�ŵĠƚĂůůŽƉƌŽƚĠĂƐĞƐ͕�ĚŝĨĨğƌĞŶƚ�ĚĞ�ĐĞůůĞƐ�ĚĞƐ�ĂƵƚƌĞƐ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞƐ�ŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞƐ�

(complexes focaux et adhérences focales). Ils ont été identifiés dans les MKs Ğƚ�ů͛ĠůƵĐŝĚĂƚŝŽŶ�

de leur fonction pourrait constituer un enjeu majeur en termes de physiopathologie de la 

formation des plaquettes sanguines.   

Ce chapitre est séparé en trois sections. Les deux premières donnent la vision actuelle de la 

structure des podosomes et de leurs fonctions dans des cellules telles que les macrophages, 

les ostéoclastes ou les cellules tumorales, qui pourraient constituer des modèles d'étude 

pertinents pour une meilleure compréhension des podosomes dans le MK. La troisième 

section est liée aux connaissances de ces structures sur les MKs. 

 
 
 
 



Figure 37 : La structure de base du podosome.

(A)(B) La structure moléculaire du podosome se définit par un ĐƈƵƌ Ě͛ĂĐƚŝŶĞ perpendiculaire
au subtrat et entouré Ě͛ƵŶ anneau de protéines formant un complexe Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ basé sur
les intégrines. (A) Inspiré, Ě͛ĂƉƌğƐ Régent, 2011 et Schachtner et al., 2013. (B) Adapté,
Ě͛ĂƉƌğƐ Gawden-bone et al., 2014.
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4.1. Une ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�particulière : le podosome 

4.1.1. Les principales caractéristiques des podosomes 

Les podosomes appartiennent à la famille des invadosomes. Les podosomes sont des 

ŵŝĐƌŽĚŽŵĂŝŶĞƐ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�ĨŽƌŵĠƐ�ĂƵ�ŶŝǀĞĂƵ�ĚĞ�ůĂ�ŵĞŵďƌĂŶĞ�ƉůĂƐŵŝƋƵĞ�ĚĞ�ůĂ�ĨĂĐĞ�ǀĞŶƚƌĂůĞ�

des cellules déposées sur de la MEC͘�/ůƐ�Ɛ͛ŽƌŐĂŶŝƐĞŶƚ�ĞŶ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ�ĐǇůŝŶĚƌŝƋƵĞƐ�ă�ďĂƐĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�

filamenteuse (actine-F) et sont orientés perpendiculairement au plan de la cellule. Les 

ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ĐŽŶƐŝƐƚĞŶƚ�ĞŶ�ƵŶ�ĐƈƵƌ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ-F associée à des protéines régulatrices (telles que 

la cortactine, Arp2/3, WASpͿ͕� ĞŶƚŽƵƌĠ� Ě͛ƵŶ� ĂŶŶĞĂƵ� ĚĞ� ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞƐ� Ğƚ� ĚĞ�

signalisation (paxilline, vinculine, taline, intégrines)293ʹ295 (Figure 37). Ce sont des structures 

extrêmement dynamiques qui se forment, fusionnent, se dissolvent en permanence avec une 

demi-vie comprise entre 2 et 20 min. Une de leurs caractéristiques est leur richesse en 

métalloprotéases leur conférant une activité de dégradation de la MEC.  

Initialement découverts dans des fibroblastes transformés par le virus du sarcome de Rous 

;ƉŽƌƚĞƵƌ�ĚĞ�ů͛ŽŶĐŽŐğŶĞ�ǀ-src), les podosomes ont ensuite été mis en évidence dans des cellules 

ĞŶ� ĐŽŶĚŝƚŝŽŶ� ƉŚǇƐŝŽůŽŐŝƋƵĞ� ĂǇĂŶƚ� ĚĞƐ� ƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐ� Ě͛ŝŶǀasion tissulaire, telles que les 

macrophages296, les cellules dendritiques297, ou les ostéoclastes298. Par la suite, des 

podosomes « inductibles » ont été caractérisés dans les cellules endothéliales et les cellules 

musculaires lisses après stimulation par des cytokines ou des esters de phorbols299,300. Les 

podosomes de cellules transformées par v-src, et plus largement des cellules tumorales, ont 

été renommés invadopodes, une dénomination qui reflète leur puissante capacité à dégrader 

la matrice cellulaire, leur architecture caractéristique (protrusions plus longues que celle des 

podosomes) et leurs propriétés dynamiques (demi-ǀŝĞ�Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ�ϭŚ͕�ƉůƵƐ�ĠůĞǀĠĞ�ƋƵĞ�ĐĞůůĞ�ĚĞƐ�

podosomes)301. Cependant, dans certaines conditions de culture, les podosomes peuvent 

également correspondre à de longues extensions qui dégradent la MEC, suggérant une 

relation étroite entre les podosomes et les invadopodes302. Pour faciliter leur description, le 

terme invadosome a récemment été adopté pour désigner les deux structures, en proposant 

que les invadopodes et les podosomes puissent s'adapter et même s'inter-échanger en 

réponse au microenvironnement303ʹ306. 

La visualisation des podosomes. Extensivement décrits in vitro en 2D, les podosomes sont 

généralement visualisés par co-marquage des cellules avec de la phalloïdine fluorescente se 

ůŝĂŶƚ�ă�ů͛ĂĐƚŝŶĞ-F, et d'autres protéines localisées aƵƚŽƵƌ�ĚƵ�ĐƈƵƌ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ͘�WĂƌŵŝ�ĐĞůůĞƐ-ci, on 



Figure 39 : Différences de distribution et caractéristiques des podosomes en 2D et en 3D. 

�͛ĂƉƌğƐ�Wiesner et al., 2014 

Figure 38 : Les différentes configurations des podosomes en 2D. 

�ĚĂƉƚĠ͕�Ě͛ĂƉƌğƐ�Schachtner et al., 2013
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trouve la paxilline, la vinculine et la taline, qui connectent le cytosquelette à la membrane 

ƉůĂƐŵŝƋƵĞ�ƉŽƵƌ�ĂƐƐƵƌĞƌ�ů͛ĂŵĂƌƌĂŐĞ�ĚƵ�ƉŽĚŽƐŽŵĞ�ă�ůĂ�ŵĂƚƌŝĐĞ via des intégrines ĚĞ�ƚǇƉĞ�ɴϭ͕�

ɴϮ� Ğƚ� ɴϯ͘� Les podosomes peuvent se présenter sous différentes configurations, 1) sous la 

forme de ƉŽŶĐƚƵĂƚŝŽŶƐ� ŝŶĚŝǀŝĚƵĞůůĞƐ� ƌĠƉĂƌƚŝĞƐ� ƐƵƌ� ů͛ĞŶƐĞŵďůĞ� ĚĞ� ůĂ� ƐƵƌĨĂĐĞ� ǀĞŶƚƌĂůĞ͕� ϮͿ�

assemblés en superstructure de forme circulaire (rosettes) et par groupes, ou 3) sous forme 

linéaire295 (Figure 38Ϳ͘��ĞƐ�ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶƐ�ǀĂƌŝĞŶƚ�ƐĞůŽŶ�ůĞ�ƚǇƉĞ�ĚĞ�ĐĞůůƵůĞ͕�ů͛ĠƚĂƚ�ĚĞ�ůĂ�ĐĞůůƵůĞ�Ğƚ�

le substrat inducteur. Ceci a clairement été démontré pour les ostéoclastes dont la motilité, 

ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ et la sécrétion sont contrôlés par la distribution subcellulaire des podosomes. 

Ainsi, lŽƌƐƋƵĞ�ů͛ŽƐƚĠŽĐůĂƐƚĞ�ĞƐƚ�ĞŶ�ŵŽƵǀĞŵĞŶƚ͕�ŽŶ�ŽďƐĞƌǀĞ�ƉĞƵ�ĚĞ�ƉŽĚŽƐŽŵĞs et ils restent 

ĐŽŶĨŝŶĠƐ�ĂƵ�ďŽƌĚ�ĂŶƚĠƌŝĞƵƌ�ĚĞ�ůĂ�ĐĞůůƵůĞ͘�>ŽƌƐ�ĚĞ�ůĂ�ƉŚĂƐĞ�Ě͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ�ă�ů͛ŽƐ͕�ůĞ�ŶŽŵďƌĞ�ĚĞƐ�

ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ� Ɛ͛ĂĐĐƌŽŠƚ͕� Ğƚ� ŝůƐ� Ɛ͛ŽƌŐĂŶŝƐĞŶƚ� Ě͛ĂďŽƌĚ� ĚĞ� ŵĂŶŝğƌĞ� ĐĞŶƚƌĂůĞ� ƉƵŝƐ� ĞŶ� ƵŶ� ĂŶŶĞĂƵ�

ƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞ͘�>ŽƌƐƋƵĞ�ůĂ�ĐĞůůƵůĞ�Ɛ͛ĞŶŐĂŐĞ�ĚĂŶƐ�ůĞ�ƉƌŽĐĞƐƐus de la résorption osseuse, une zone 

de scellement hermétique (sealing zone) correspondant à une large bande circulaire formée 

de podosomes étroitement associés, se constitue, isolant la partie sécrétoire de 

ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ307. Il a été montré que chacune de ces structures dérivait de la réorganisation 

de la précédente298. 

La culture cellulaire en 3 dimensions (3D), utilisée pour imiter plus fidèlement 

l'environnement in vivo, Ă�ĨĂŝƚ�ů͛ŽďũĞƚ�Ě͛ĂƚƚĞŶƚŝŽŶ�ŐƌĂŶĚŝƐƐĂŶƚĞ�ĐĞƐ�ĚĞƌŶŝğƌĞƐ�ĂŶŶĠĞƐ͘�/ů�Ă�ĂŝŶƐŝ�

été montré que les podosomes formés par des macrophages cultivés en 3D dans du collagène 

fibrillaire (collagène I ou matrigel) ont un aspect bien différent que in vitro en 2D. Ils 

ĂƉƉĂƌĂŝƐƐĞŶƚ� ă� ů͛ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ� ĚĞ� ůŽŶŐƵĞƐ� ƉƌŽƚƵďĠƌĂŶĐĞƐ� Ğƚ� ŽŶ� ůĞƐ� ĂƉƉĞůůĞ� ĂůŽƌƐ� ϯ�-

podosomes308,309 (Figure 39). Ces structures semblent se former lors de la migration 

mésenchymateuse des cellules et de façon protéases-dépendante310ʹ312. Les 3D-podosomes 

ŽŶƚ�ƵŶĞ�ĐŽŵƉŽƐŝƚŝŽŶ�ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ�ƐŝŵŝůĂŝƌĞƐ�ă�ĐĞƵǆ�ĚĠĐƌŝƚƐ�ĞŶ�Ϯ�͕�ŵĂŝƐ�ů͛ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ�ĐůĂƐƐŝƋƵĞ�

ĚƵ�ĐƈƵƌ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ-&�Ğƚ�ĚĞ� ů͛ĂŶŶĞĂƵ�ƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ƉƌĠƐĞŶƚĞ͘� /ůƐ�ƐŽŶƚ�ĚĞ�ƉůƵƐ�ŐƌĂŶĚĞ�

taille (environ 5 µm de diamètre versus <1 µm en 2D) et moins nombreux (2 à 3 3D-

podosomes/cellule versus >100 podosomes/cellule en 2D)313.  

Malgré de bonnes descriptions de podosomes dans des systèmes 2D et en 3D, il existe 

actuellement peu de données concernant les podosomes in vivo. La question de leur rôle in 

vivo reste donc actuellement ouverte. 

 



Figure 40 ͗�>ĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ƐŽŶƚ�ĚĞƐ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ�ŝŶƚĞƌĐŽŶŶĞĐƚĠĞƐ�ƉĂƌ�ůĞ�ƌĠƐĞĂƵ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ͘
;�Ϳ;�Ϳ�/ŵĂŐĞƐ�ĚĞ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�ĠůĞĐƚƌŽŶŝƋƵĞ�ă�ďĂůĂǇĂŐĞ�ŵŽŶƚƌĂŶƚ�ůĂ�ŵĞŵďƌĂŶĞ�ǀĞŶƚƌĂůĞ�Ě͛ŽƐƚĠŽĐůĂƐƚĞƐ�
formant des podosomes perpendiculaires au substrat (têtes de flèches). Ces structures apparaissent 
ŝŶƚĞƌĐŽŶŶĞĐƚĠĞƐ�ƉĂƌ�ĚĞƐ�ĨŝůĂŵĞŶƚƐ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞƐ�ƉĂƌĂůůğůĞƐ�ĂƵ�ƐƵďƐƚƌĂƚ͘��͛ĂƉƌğƐ�Luxenburg et al., 2007

Figure ϰϭ�͗�>͛ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ�ĚĞ�ůĂ�ĐŽŝĨĨĞ�ĚĂŶƐ�ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĐŽůůĞĐƚŝǀĞ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͘�
�͛ĂƉƌğƐ�van den Dries et al., 2019

A B
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Le réseau interconnecté et la coiffe de podosomes. �͛ĂďŽƌĚ�ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐĠƐ�ĐŽŵŵĞ�ĚĞƐ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ�

isolées, les podosomes peuvent apparaitre dans certaines cellules (ostéoclastes, 

macrophages)314,315 ĐŽŵŵĞ�ĚĞƐ�ĠůĠŵĞŶƚƐ�ĚĞ�ďĂƐĞ�Ě͛ƵŶ�ƌĠƐĞĂƵ�ŝŶƚĞƌĐŽŶŶĞĐƚĠ�ƉĂƌ�ĚĞƐ�ĐąďůĞƐ�

Ě͛ĂĐƚŝŶĞ et de myosine316,317.  Une étude élégante de microscopie corrélative associant la 

microscopie électronique à de la microscopie à fluorescence a permis de caractériser finement 

ů͛ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ� ĚĞ� ĐĞƐ� ƐƵƉĞƌƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ͕� ĂǀĞĐ� ŶŽƚĂŵŵĞŶƚ� ůĂ� ƉƌĠƐĞŶĐĞ� Ě͛ƵŶ� deuxième jeu de 

ĐąďůĞƐ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ƉĂƌĂůůğůĞ�ĂƵ�ƐƵďƐƚƌĂƚ͕�ŶŽŶ�ƌĂŵŝĨŝĠs et contractiles, connectant les podosomes 

les uns aux autres314 (Figure 40). Cette organisation semble essentielle pour assurer le 

comportement collectif et synchrone des podosomes à plus grande échelle. Par ailleurs, 

ů͛ĂŶĂůǇƐĞ�ĨŝŶĞ�ĚĞƐ�ƌĠƐĞĂƵǆ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ƉĂƌ�ůĂ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�ă�ŚĂƵƚĞ�ƌĠƐŽůƵƚŝŽŶ�Ă�ƌĠǀĠůĠ�ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ�

Ě͛ƵŶ� ƚƌŽŝƐŝğŵĞ�ĠůĠŵĞŶƚ�Ě͛ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ�ƋƵŝ�ĐŚĂƉĞĂƵƚĞ� ůĂ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ͕�ĂƉƉĞůĠ�ĐŽŝĨĨĞ͕�ĐŽŶƚĞŶĂŶƚ�

notamment les formines FMNL1 et la supervilline318,319 (Figure 41). Cette structure pourrait 

moduler la croissance des podosomes ou contrôler les forces contractiles qui leur sont 

associées.  

 

4.1.2. Focus sur le cytosquelette des invadosomes 

Rôle du cytosquelette au cours des différents stades de maturation des invadosomes.  Les 

invadosomes sont des structures dynamiques dans lesquelles la 

ƉŽůǇŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶͬĚĠƉŽůǇŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝŶĞ�ĞƐƚ�ĐŽŶƚŝŶƵĞůůĞ͘�>Ă�ƉŽůǇŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶ�Ă�ůŝĞƵ�ĂƵ�ƐĞŝŶ�

du domaine membranaire ponctiforme de 0.5 à 1 µm de diamètre au niveau de la membrane 

plasmique de la cellule et le podosome ainsi formé croît perpendiculairement sur une hauteur 

Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶ� Ϭ͘ϲ� ђŵ͘ >͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ůĂ� ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ� ĚĞ� ĨŽƌĐĞ� ĂƚŽŵŝƋƵĞ� Ă� ƉĞƌŵŝƐ� ĚĞ� ƌĠǀĠůĞƌ�

ů͛ŽƐĐŝůůĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉƌŽƚƌƵƐŝŽŶƐ͕�ĂŶŝŵĠĞƐ�ƉĂƌ�ĚĞƐ�ĨůƵĐƚƵĂƚŝŽŶƐ�ĚĞ�ĨŽƌĐĞƐ�ƉƌŽƚƌƵƐŝǀĞƐ�ŐĠŶĠƌĠĞƐ�ƉĂƌ�

ů͛ĂĐƚŽ-myosine316.   

�ĂŶƐ�ůĞ�ĐĂƐ�ĚĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ƚƵŵŽƌĂůĞƐ͕�ů͛ĠƋƵŝƉĞ�ĚĞ��͘�sŝŐŶĞũĞǀŝĐ�Ă�ŵŝƐ�ĞŶ�ĠǀŝĚĞŶĐĞ�ůĂ�ŶĂƚƵƌĞ�ŵŝǆƚĞ�

ĚƵ� ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ĚĞƐ� ŝŶǀĂĚŽƉŽĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌĂŶƚ� ă� ůĂ� ĨŽŝƐ� ĚĞƐ� ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐƚŝƋƵĞƐ�ĚĞ� ƚǇƉĞ�

lamellipode (réseau Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ĚĞŶĚƌŝƚŝƋƵĞͿ�Ğƚ�ĚĞ�ƚǇƉĞ�ĨŝůŽƉŽĚĞ�;ƌĠƐĞĂƵ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ĨĂƐĐŝĐƵůĠĞ�Ğƚ�

parallèle)320͘� >Ğ� ƉĂƐƐĂŐĞ� ĚĞ� ůĂ� ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ� ĞƐƚ� ŝŶŝƚŝĠ� ƉĂƌ� ů͛ĂĐƚŝŶĞ� ĨĂƐĐŝĐƵůĠĞ͕� ĂǀĞc la fascine 

ĐŽŵŵĞ�ƉƌŽƚĠŝŶĞ� ĐůĞĨ� ĚĂŶƐ� ĐĞƚƚĞ� ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ͕� ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ� Ě͛ĞǆĞƌĐĞƌ� ůĂ� ĨŽƌĐĞ�ŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞ� ĂƵ�

ĨƌĂŶĐŚŝƐƐĞŵĞŶƚ� ĚĞ� ĐĞƚƚĞ� ďĂƌƌŝğƌĞ͘� YƵĂŶƚ� ĂƵ� ƌĠƐĞĂƵ� Ě͛ĂĐƚŝŶĞ� ĚĞŶĚƌŝƚŝƋƵĞ͕� ĐŽŵƉƌĞŶĂŶƚ� ůĞƐ�

protéines D-ĂĐƚŝŶŝŶĞ�Ğƚ��ƌƉϮͬϯ͕� ŝů�ƉĞƌŵĞƚ� ů͛ĠůŽŶŐĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ� ŝŶǀĂĚŽƉŽdes en stabilisant leurs 

ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞƐ͘�>ĞƐ�ĂƵƚĞƵƌƐ�ŵĞƚƚĞŶƚ�ĂŝŶƐŝ�ĞŶ�ĠǀŝĚĞŶĐĞ�ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ�ĚĞ�ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ŵŝǆƚĞ�ĚƵ�



Figure 42 : Modèle de la formation et la maturation des invadopodes.

(A) La cellule tumorale devient invasive (stade 1) et forme des invadopodes dégradant la lame basale
(notée BM, en jaune). Ces invadopodes Ɛ͛ĂůůŽŶŐĞŶƚ (stade 2) et la cellule Ɛ͛ŝŶĨŝůƚƌĞ dans le tissu(stade
3). (B) Maturation et élongation des invadopodes. Un réseau Ě͛ĂĐƚŝŶĞ branché et fasciculé permet
ů͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ de ů͛invadopode. Puis ů͛ĂĐƚŝŶĞ fasciculée Ɛ͛ĂůůŽŶŐĞ pour former des faisceaux soutenus
par le réseau Ě͛ĂĐƚŝŶĞ branchée à la base de ů͛invadopode. Enfin les microtubules et les filaments
intermédiaires Ɛ͛ŽƌŐĂŶŝƐĞŶƚ dans ů͛invadopode mature et ů͛ĂĐƚŝŶĞ branchée se développe en
remplaçant les faisceaux Ě͛ĂĐƚŝŶĞ. �͛ĂƉƌğƐ Schoumacher et al., 2010
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ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ĚĞƐ�ŝŶǀĂĚŽƐŽŵĞƐ�ůĞƵƌ�ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ�ĚΖŝŶŝƚŝĞƌ�Ğƚ�ĚĞ�ƉƌŽŵŽƵǀŽŝƌ�ůΖŝŶǀĂƐŝŽŶ�

des cellules cancéreuses. Par ailleurs, ils dĠŵŽŶƚƌĞŶƚ� ƋƵ͛ƵŶĞ� ĐŽŽƉĠƌĂƚŝŽŶ� ĞŶƚƌĞ� ůĞƐ�

microtubules et les filaments intermédiaires de vimentine est requise dans l'élongation des 

invadopodes. Le rôle des microtubules dans la stabilisation des podosomes est en accord avec 

des observations rapportées sur les ostéoclastes et les macrophages traités au nocodazole, 

une molécule dépolymérisant les microtubules298,321,322 (Figure 42).  

Les voies de signalisation contrôlant la formation des podosomes. De nombreux travaux ont 

ĚĠŵŽŶƚƌĠ� ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ�ĚĞ�t�^Ɖ�ĚĂŶƐ� ůĞƐ�ǀŽŝĞƐ�ĚĞ� ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ�ĂƐƐŽĐŝĠĞƐ�ĂƵǆ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͘ 

WASp Ă� ƵŶ� ƌƀůĞ� ĐůĞĨ� ĚĂŶƐ� ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ůĂ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ� Ě͛ĂĐƚŝŶĞ� ĞŶ� ƚĂŶƚ� ƋƵ͛ĂĐƚŝǀĂƚĞƵƌ� Ěe 

Arp2/3. En effet, lorsque WASp est en coŶĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ŝŶĂĐƚŝǀĞ͕�ƐŽŶ�ĚŽŵĂŝŶĞ�Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ�ĂǀĞĐ�

�ƌƉϮͬϯ� Ŷ͛ĞƐƚ� ƉĂƐ� ĂĐĐĞƐƐŝďůĞ͘� �͛ĞƐƚ� ůŽƌƐƋƵĞ� ZĂĐ� ŽƵ� Cdc42 se lie à WASp ƋƵ͛ŝů� ŽƉğƌĞ� ƵŶ�

changement de conformation et va ensuite interagir avec le complexe Arp2/3. La nécessité de 

la triade intégrines - Src - RhoGTPases dans la formation des invadosomes est également bien 

ĚŽĐƵŵĞŶƚĠĞ� ĐŽŵŵĞ� ĚĞƐ� ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ� ĚĞ� ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ� ŵĂũĞƵƌ� ĚĂŶƐ� ů͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶ� ĚĞƐ�

podosomes323ʹ326. Un modèle a été décrit par C. Albiges-Rizo et al., faisant mention, en 

ƉƌĞŵŝĞƌ�ůŝĞƵ͕�ĚĞ�ů͛ĞŶŐĂŐĞŵĞŶƚ�ĚĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�Ğƚ�ůĞƵƌ�ƌĞŐƌŽƵƉĞŵĞŶƚ�ĚĂŶƐ�ĚĞƐ�ǌŽŶĞƐ enrichies 

en phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) de la membrane plasmique. Ceci conduit au 

recrutement de la tyrosine kinase non-récepteur Src et à la phosphorylation de la cortactine, 

ĚĞ�t�^Ɖ�Ğƚ�ĚĞ�ƉĞƚŝƚĞƐ�'dWĂƐĞƐ͘�>Ă�ŶƵĐůĠĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝŶĞ�ĞƐƚ�alors possible via le complexe 

�ƌƉͬϯ�ƉĂƌ�ů͛ĂĐƚŝŽŶ�ƐǇŶĞƌŐŝƋƵĞ�ĚĞ�ůĂ�ĐŽƌƚĂĐƚŝŶĞ�Ğƚ�ĚĞ�t�^Ɖ͘��ŶĨŝŶ͕�ů͛ĂůůŽŶŐĞŵĞŶƚ�ĚĞƐ�ĨŝůĂŵĞŶƚƐ�

Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ŝŶĚƵŝƚ�ƉĂƌ�ůĞƐ�ĨŽƌŵŝŶĞƐ�ƉĞƌŵĞƚ�ĞŶƐƵŝƚĞ�ůĂ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ĐŽůŽŶŶĞ�ƉĞƌƉĞŶĚŝĐƵůĂŝƌĞŵĞŶƚ�

au substrat327 (Figure 43Ϳ͘�WĂƌŵŝ�ůĞƐ�'dWĂƐĞƐ�ŝŵƉůŝƋƵĠĞƐ�ĚĂŶƐ�ů͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝŶĞ�dans les 

podosomes, RhoA semble ũŽƵĞƌ� ƵŶ� ƌƀůĞ� ƉƵŝƐƋƵ͛ŝů� Ă� ĠƚĠ� ŵŽŶƚƌĠ� ƋƵĞ la micro-injection de 

l'enzyme C3 (une toxine botulique qui inhibe RhoA/B/C) provoquait un désassemblage rapide 

de la zone de scellement dans les ostéoclastes328. Par la suite, il a été précisé que RhoA 

contrôlait le niveau d'acétylation des microtubules et l'organisation de l'actine par le biais de 

la formine effectrice mDia2, qui régulait à son tour l'histone désacétylase HDAC6, contrôlant 

ainsi la maturation des podosomes dans les ostéclastes326,329,330 (Figure 44). 

 

 

 

 



Figure 43 : Modèle de formation des invadosomes.

(A) Les intégrines se lient à la MEC et se regroupent. (B) La signalisation impliquant Src, FAK et les
GTPases induit ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ de WASP et Arp2/3. (C) >͛ĂĐƚŝŶĞ monomérique est alors polymérisée en
filaments Ě͛ĂĐƚŝŶĞ branchés. L͛ĠůŽŶŐĂƚŝŽŶ de ces filaments Ě͛ĂĐƚŝŶĞƐ conduit à la formation de piliers
Ě͛ĂĐƚŝŶĞ au ĐƈƵƌ du podosome. (D) Les podosomes Ɛ͛ŝŶƚĞƌĐŽŶŶĞĐƚĞŶƚ par un réseau Ě͛ĂĐƚŝŶĞ
branchée. Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Albiges-Rizo et al, 2009

Figure 44 : Effecteurs de la signalisation des invadosomes.

Les GPTases Cdc42, Rac et RhoA contribuent au réarrangement du cytosquelette Ě͛acto-myosine et à
la construction des invadosomes. La contribution de chaque voie sous-jacente dépend des types
cellulaires étudiés et des mécanismes de coopérations ou Ě͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ existent entre ces différents
effecteurs. �͛ĂƉƌğƐ Spuul et al., 2014.

Intérieur

Extérieur
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4.1.3. Régulation de la formation des podosomes. 

Régulation par le microenvironnement. Le microenvironnement joue un effet prépondérant 

dans ů͛ĂĐƋƵŝƐŝƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐƚŝƋƵĞƐ�ŵŽƌƉŚŽůŽŐŝƋƵĞƐ�Ğƚ�ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůůĞƐ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ. On 

ƐĂŝƚ�ƋƵĞ�ůĞ�ĐŽŶƚĂĐƚ�ĂǀĞĐ�ůĞ�ƐƵďƐƚƌĂƚ�ƉĞƵƚ�ĚĠĐůĞŶĐŚĞƌ�ů͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͕�Ɛans que 

ů͛ŽŶ ƐĂĐŚĞ�ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ�ƉƌĠĐŝƐĞƌ� ůĂ�ŶĂƚƵƌĞ�ĚƵ� ƐŝŐŶĂů� ŝŶĚƵĐƚĞƵƌ͘� �Ğ� ƐŝŐŶĂů�ƉĞƵƚ ġƚƌĞ�Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ�

extracellulaire (nature et propriété de la matrice, cytokines, facteurs solubles tel que SDF-1D, 

TGF-ɴ, esters de phorbol), mécanique (confinement, rigidité, topologie du substrat) ou 

résulter de changements intracellulaires (dérivés réactiĨƐ� ĚĞ� ů͛ŽǆǇŐğŶĞ͕� ŵŝĐƌŽ�ZE͕� etc.) 

démontrant clairement la complexité de cette régulation331. Les caractéristiques du substrat 

(composants, géométrie, rigidité) modulent la ůŽĐĂůŝƐĂƚŝŽŶ͕�ů͛ĂƌƌĂŶgement ainsi que la durée 

de vie des podosomes. Par exemple, sur ƵŶĞ�ƐƵƌĨĂĐĞ�ĞŶ�ƌĞůŝĞĨ͕�ůĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�Ɛ͛ĂĐĐƵŵƵůĞŶƚ�ůĞ�

long des crêtes et sont plus stables que ceux formés dans les zones régulières et planes332. Les 

podosomes se maintiennent deux fois plus longtemps sur un substrat rigide (160 sec) que sur 

un substrat flexible (84 sec)333.  Sur une matrice de faible rigidité, les podosomes peinent à se 

former302. Inversement, sur une matrice rigide, leur nombre augmente et leur pouvoir 

protéolytique est multiplié334, faisant des podosomes des modules adhésifs mécano-

sensibles.  

Rôle des intégrines E1 et E3 dans la formation des podosomes. De nombreuses études 

Ɛ͛ĂĐĐŽƌĚĞŶƚ�ă�ĚŝƌĞ�ƋƵĞ�les intégrines sont des composants cruciaux des podosomes. Elles sont 

ůŽĐĂůŝƐĠĞƐ� ĚĂŶƐ� ů͛ĂŶŶĞĂƵ� ĚĞƐ� ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ� ĚĞ� ŶŽŵďƌĞƵƐĞƐ� ĐĞůůƵůĞƐ͕� ĐŽŵŵĞ� ƉĂƌ� ĞǆĞŵƉůĞ� les 

ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϮ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ĚĞƐ�ŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ335, et les intégrines E1, EϮ�Ğƚ�ɴϯ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�

podosomes des ostéoclastes336͘�>Ă�ĚĠůĠƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƚƌŽŝƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϭ͕�ɴϮ�Ğƚ�ɴϯ�ĞƐƚ�ŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞ�

pour conduire à la disparition totale des podosomes dans les ostéoclastes337. C'est également 

ĚĂŶƐ�ůĞƐ�ŽƐƚĠŽĐůĂƐƚĞƐ͕�ƋƵ͛ƵŶ�ƌƀůĞ�ƉĂƌƚŝĐƵůŝĞƌ�Ă�ĠƚĠ�ĂƚƚƌŝďƵĠ�ĂƵǆ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϯ͘�Leur expression 

ĞƐƚ�ĐŽƌƌĠůĠĞ�ĂǀĞĐ�ůĂ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�Ğƚ͕�ă�ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ͕�leur inactivation conduit à une 

perte de formation de la ceinture de podosomes in vitro et in situ298,321,338,339. En ce qui 

ĐŽŶĐĞƌŶĞ�ůĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϭ͕�ŝů�Ă�ĠƚĠ�ƌĂƉƉŽƌƚĠ�ƋƵĞ�Đ͛ĠƚĂŝƚ�ů͛ŽƐĐŝůůĂƚŝŽŶ�ĚǇŶĂŵŝƋƵĞ�entre leur état 

actif /inactif, plutôt que la configuration constitutivement active, qui jouait un rôle essentiel 

dans la fonction des invadosomes340͘� �Ŷ� ĞĨĨĞƚ͕� ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ� Ě͛ƵŶ� ĂŐĞŶƚ� Ě͛ŝŶĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�

photoinductible (KillerRed) ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ɴϭ� a permis de mettre en lumière le rôle 

ƐƚĂďŝůŝƐĂƚĞƵƌ� ĚĞ� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ� ĚĂŶƐ� ůĞƐ� ŝŶǀĂĚŽƐŽŵĞƐ͘� �ŶĨŝŶ͕� ŝů� Ă� ĠƚĠ�ŵŽŶƚƌĠ� ƋƵĞ� ůĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�
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avaient un lien étroit avec la métalloprotéase MT1-MMP (également appelée MMP-14) dans 

des cellules endothéliales au cours de leur migration. L'engagement et le regroupement des 

ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϭ�ƐƵƌ� ůĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ�ƉĂƌ� ůĞ�ĐŽůůĂŐğŶĞ�ĚĞ�ƚǇƉĞ� /� ŝŶĚƵŝƚ�ƵŶĞ� ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ�

physique entre MT1-MMP Ğƚ�ůĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϭ͕�conduisant à l'activité protéolytique de la MT1-

MMP à la surface des cellules endothéliales341. 

 

ϰ͘Ϯ͘�dŽƵƌ�Ě͛ŚŽƌŝǌŽŶ�ƐƵƌ�ůĞƐ�ĨŽŶĐƚŝŽŶƐ�ĚĞƐ�ŝŶǀĂĚŽsomes 

Pour mieux se rendre compte du rôle que les podosomes pourraient jouer dans la 

transmigration des MKs, les données exposées ici concernent les fonctions classiquement 

attribuées aux invadosomes. 

 

4.2.1.  Adhérence et dégradation de la matrice extracellulaire 

Le couplage antagoniste « adhérence-dégradation ». Une des singularités des invadosomes 

ĞƐƚ� ůĞƵƌ� ĐŽƵƉůĂŐĞ� ĞŶƚƌĞ� ůĞƐ� ŵĂĐŚŝŶĞƌŝĞƐ� Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ� ĚĞ� ů͛ĂĐƚŝŶĞ� Ğƚ� ĚĞ� ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ�

matrices, encore appelé ADC (pour « acto-adhesion and degradation coupling »). Ces deux 

fonctions ne sont pas automatiquement liées mais semblent être finement régulées pour 

contrôler les fonctions des podosomes et mieux contrôler leur dynamique342͘� >͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ�

protéolytique dépend de la libération polarisée des métalloprotéases MT1-MMP (décrite dans 

le paragraphe ci-dessous) qui est elle-même liée à la machinerie adhésive et au cytosquelette 

d'actine. Plusieurs composants cellulaires impliqués dans l'organisation du cytosquelette, et 

dans la régulation du trafic de MT1-MMP et de son ciblage polarisé vers les invadopodes, ont 

été décrits dans la littérature. Parmi les candidats possibles, on peut citer les membres de la 

famille ARF-GTPase, les protéines adaptatrices Tks5 et Tks4 liées à la signalisation des Src, et 

les protéines impliquées dans le transport le long des microtubules de la famille des 

kinésines343ʹ345. Plus récemment, Vellino et collaborateurs ŽŶƚ�ŵŝƐ�ĞŶ�ĠǀŝĚĞŶĐĞ�ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ�

de la signalisation calcique, et en particulier du canal calcique TRPV4, pour réguler le couplage 

ADC. Dans cette étude, les auteurs montrent que ce sont les ĞƐƉğĐĞƐ�ƌĠĂĐƚŝǀĞƐ�ĚĞ�ů͛ŽǆǇŐğŶĞ�

ƋƵŝ͕�ĞŶ�ƐĞ�ůŝĂŶƚ�ĂƵ�ĐĂŶĂů�ĐĂůĐŝƋƵĞ�dZWsϰ͕�ƌĠŐƵůĞŶƚ�ŶĠŐĂƚŝǀĞŵĞŶƚ�ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϭ�

et contrôlent ainsi négativement les fonctions Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ et de dégradation des 

invadosomes331.  

 



Figure 45 : >͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ de dégradation de matrice et Ě͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ des invadosomes est MT1-MMP

dépendante.

(A) Podosomes (Actine-F en rouge) de cellules dendritiques dégradant une matrice de gélatine-FITC
(en vert) avec la présence Ě͛ƵŶĞ zone sombre de dégradation. �͛ĂƉƌğƐ West et al., 2008. (B)(C)
Podosomes de cellules dendritiques envahissant un filtre imprégné de gélatine. La longueur de la
protrusion et la taille des pores formés sont réduits en absence de MT1-MMP (notée MMP-14).
�͛ĂƉƌğƐ Gawden-Bone et al., 2010. (D) Structure de la MT1-MMP. Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Okada et al., 2017.
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Figure 46 : Invasion des podosomes de macrophagages au travers Ě͛ƵŶ gel 3D de collagène.

�͛ĂƉƌğƐ Van Goethem et al., 2011
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Les métalloprotéases et la MT1-MMP. Les MMPs ƐŽŶƚ� ĚĞƐ� ĞŶĚŽƉĞƉƚŝĚĂƐĞƐ� ĚŽŶƚ� ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ�

ĚĠƉĞŶĚ�ĚĞ�ůĂ�ƉƌĠƐĞŶĐĞ�Ě͛ƵŶ�ŝŽŶ�ŵĠƚĂůůŝƋƵĞ�ĚĞ�ǌŝŶĐ��Ŷ2+ au niveau de leur site catalytique. Elles 

sont synthétisées sous forme de proenzyme inactive nommée zymogène. �ŚĞǌ�ů͛,ŽŵŵĞ�Ğƚ�ůĂ�

souris, il existe 23 métalloprotéases346 qui partagent entre elles une structure commune 

comprenant : un domaine pro-peptidiquĞ� ƋƵŝ�ŵĂŝŶƚŝĞŶƚ� ů͛ĞŶǌǇŵĞ� ƐŽƵƐ� ĨŽƌŵĞ� ŝŶĂĐƚŝǀĞ͕� ƵŶ�

domaine catalytique et une région charnière assurant la liaison entre le domaine catalytique 

et la partie C-terminal347,348. La spécificité de substrat est régie par le domaine C-terminal 

(Figure 45).  

Parmi les différentes MMPs, la MT1-MMP (également appelée MMP-14) occupe une place 

particulière dans la fonction de dégradation des invadosomes. En effet, son inhibition conduit 

à une diminution de dégradation de la matrice, ĂŝŶƐŝ� ƋƵ͛ă� ƵŶĞ� ƌĠĚƵĐƚŝŽŶ� ĚĞ� ůĂ� ƚĂŝůůĞ� ĚĞƐ�

protrusions émises et de la largeur des pores formés au travers de la matrice302,349. La MT1-

DDW�Ă�ĂŝŶƐŝ�ĠƚĠ�ĚĠĐƌŝƚĞ�ĐŽŵŵĞ�ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞ�ă�ů͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ�ĞŶ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ�ƚƵŵŽƌĂůĞƐ�Ğƚ�ă�

la progression métastatique350ʹ353. De plus, cette enzyme favorise la génération de forces 

ƉƌŽƚƌƵƐŝǀĞƐ�Ğƚ�ĞƐƚ�ŝŵƉůŝƋƵĠĞ�ĚĂŶƐ�ů͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ�ĚĞƐ�ŝŶǀĂĚŽƉŽĚĞƐ�ƉƵŝƐƋƵĞ�ƐŽŶ�ĂďƐĞŶĐĞ�ƌĠĚƵŝƚ�

de plus de moitié la proportion de cellules formant des invadopodes354. La MT1-MMP est 

délivrée par le réseau de microtubules et est exposée à la membrane plasmique en contact 

avec la MEC sur laquelle elle exerce son activité enzymatique355.  

>͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ�ĞŶǌǇŵĂƚŝƋƵĞ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ƉĞƌŵĞƚ�ĂƵǆ�ŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ�ĚĞ�ĐƌĞƵƐĞƌ�ĚĞƐ�ƚƵŶŶĞůƐ. En 

immobilisant la cellule et en concentrant les activités enzymatiques portées par les 

métalloprotéases, les podosomes représentent un dispositif cellulaire efficace destiné à 

former un chemin sous la cellule pour libérer un espace dans lequel celle-Đŝ�Ɛ͛introduit. Ceci a 

été particulièrement bien décrit pour les ostéoclastes et les macrophages. Par exemple, 

ů͛ĠƋƵŝƉĞ� ĚĞ� s͘� �ĂďĞĐ� a cultivé des macrophages dans un gel 3D de collagène I, mimant 

ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ� ĚĞƐ� ŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ� ĚĂŶƐ� ůĞƐ� ƚŝƐƐƵƐ� in vivo308. Les auteurs ont démontré 

ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ� ĚĞ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ� ƉŽĚŽƐŽmales 3D situées aux extrémités de longues protrusions 

membranaires émises par les macrophages au cours de leur migration mésenchymateuse. Ces 

podosomes 3D présentent une forte activité dégradation liée à la MT1-MMP permettant de 

dégrader͕�Ě͛ŝŶŐĠƌĞƌ�Ğƚ�ĚĞ�compacter la matrice (Figure 46). La question se pose alors de savoir 

si les MMPs sont impliquées dans le passage de la lame basale par les MKs et ceci sera abordé 

ĚĂŶƐ�ů͛ĂǆĞ�ϯ�ĚĞ�ŵĂ�ƚŚğƐĞ͘� 

 



Figure 47 : Organisation des protéines et génération de la force du podosome.

Au ĐƈƵƌ du podosome, ů͛ĂĐƚŝŶĞ forme un pilier qui polymérise contre le substrat. Il est entouré
Ě͛ƵŶ complexe Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ en forme Ě͛ĂŶŶĞĂƵ qui est basé sur les intégrines. La poussée
centrale du podosome induite par la polymérisation de ů͛ĂĐƚŝŶĞ Ɛ͛ĠƋƵŝůŝďƌĞ avec la traction au
niveau ů͛ĂŶŶĞĂƵ Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ͕ permettant ainsi Ě͛ĂƉƉůŝƋƵĞƌ une force protrusive déformant le
substrat. �͛ĂƉƌğƐ Bouissou et al., 2017.
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4.2.2.  Remodelage de la matrice par la force du cytosquelette Ě͛ĂĐƚŝŶĞ 

>Ğ� ƌĞŵŽĚĞůĂŐĞ� ĚĞ� ůĂ� ůĂŵĞ� ďĂƐĂůĞ� ƉĂƌ� ůĞƐ� ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ� Ŷ͛ĞƐƚ� ƉĂƐ� ƵŶŝƋƵĞŵĞŶƚ� ƵŶ� ƉƌŽĐĞƐƐƵƐ�

ĞŶǌǇŵĂƚŝƋƵĞ͘� /ů� ƉĞƵƚ� Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĞƌ� ŽƵ� ġƚƌĞ� remplacé par une génération de force et un 

déplacement des protéines de matrice extracellulaire.  

Le podosome est un générateur de force. >͛ĠƋƵŝƉĞ�ĚΖ/ƐĂďĞůůĞ�DĂƌŝĚŽŶŶĞĂƵ-Parini à Toulouse a 

ƌĠĐĞŵŵĞŶƚ� ƉƌĠĐŝƐĠ� ů͛ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ� ŶĂŶŽŵĠƚƌŝƋƵĞ� Ğƚ� ůĞ� ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞŵĞŶƚ� ŵĠĐĂŶŝƋƵĞ� ĚĞ� ĐĞƐ�

ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ͘��Ŷ�ĐŽƵƉůĂŶƚ�ůĂ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�ϯ��ă�ů͛ĠĐŚĞůůĞ�ŶĂŶŽƐĐŽƉŝƋƵĞ�Ğƚ�ůĂ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�ĚĞ�ĨŽƌĐĞ�

atomique, ces chercheurs ont démontré que le podosome est un générateur autonome de 

force où sont couplées une force de protrusion et une force de traction316. Selon leur 

hypothèse, les forces de protrusion doivent être contrebalancées par des forces de traction 

ƉŽƵƌ�ƋƵĞ�ůĞ�ƉŽĚŽƐŽŵĞ�ƉƵŝƐƐĞ�ĚĠĨŽƌŵĞƌ�ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ�ůŽĐĂůĞŵĞŶƚ͘��ĂŶƐ�ůĞ�ďƵƚ�Ě͛ĠƚƵĚŝĞƌ�ůĂ�

ĨŽŶĐƚŝŽŶ�ŵĠĐĂŶŝƋƵĞ�ĚĞ�ů͛ĂŶŶĞĂƵ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ͕�ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�ƉůƵƐŝĞƵƌƐ�ĚĞ�ƐĞƐ�ĐŽŵƉŽƐĂŶƚƐ�Ă�

ĠƚĠ� ŝŶŚŝďĠĞ� Ğƚ� ů͛ĞĨĨet sur la capacité protrusive des podosomes a été déterminée par 

ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�ă�ĨŽƌĐĞ�ĂƚŽŵŝƋƵĞ͘��ĞƚƚĞ�ĂƉƉƌŽĐŚĞ�Ă�ŵŝƐ�ĞŶ�ĠǀŝĚĞŶĐĞ�ƋƵĞ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝƚĠ�ĚĞ�ů͛ĂŶŶĞĂƵ�

Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ� ĞƐƚ� ĐƌƵĐŝĂůĞ� ƉŽƵƌ� ƋƵ͛ƵŶĞ� ĨŽƌĐĞ� ƉƌŽƚƌƵƐŝǀĞ� ƐŽŝƚ� ŐĠŶĠƌĠĞ� ĂƵ� ĐƈƵƌ� ĚƵ�

podosome. >͛ĂŶneau fonctionnerait donc comme un appui qui transmettrait à 

ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ�ůĂ�ĨŽƌĐĞ�ƉƌŽĚƵŝƚĞ�ĂƵ�ĐƈƵƌ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ƉƌŽƚƌƵƐŝĨ�ĚƵ�ƉŽĚŽƐŽŵĞ356 (Figure 47). A 

ů͛ĂŝĚĞ� Ě͛ƵŶĞ� ƚĞĐŚŶŝƋƵĞ� ĚĞ� ŶĂŶŽƐĐŽƉŝĞ� ƚƌŝĚŝŵĞŶƐŝŽŶŶĞůůĞ� ĂƉƉĞůĠĞ� �KE�>�� (Direct Optical 

Nanoscopy with Axially Localized Detection), les chercheurs ont révélé que la taline, un des 

ĐŽŶƐƚŝƚƵĂŶƚƐ�ĚĞ�ů͛ĂŶŶĞĂƵ, ĞƐƚ�ĠƚŝƌĠĞ�ǀĞƌƚŝĐĂůĞŵĞŶƚ�ĂƵ�ƐĞŝŶ�Ě͛ƵŶ�ĠĐŚĂĨĂƵĚĂŐĞ�ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ�ƋƵŝ�

ĨĂŝƚ�ůĞ�ůŝĞŶ�ĞŶƚƌĞ�ůĞƐ�ƌĠĐĞƉƚĞƵƌƐ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�Ğƚ�ůĞ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ğƚ�ƋƵŝ�ĐŽŶƚŝĞŶƚ�ůĂ�ǀŝŶĐƵůŝŶĞ�Ğƚ�

la paxilline356. >͛ĠƚŝƌĞŵĞŶƚ� ĚĞ� ůĂ� ƚĂůŝŶĞ� Ɛ͛ĂĐĐĞŶƚƵĞ� ůŽƌƐƋƵĞ� ůĞ� ƉŽĚŽƐŽŵĞ� ŐĠŶğƌĞ� ĚĞƐ� ĨŽƌĐĞƐ�

ƉƌŽƚƌƵƐŝǀĞƐ�ŝŵƉŽƌƚĂŶƚĞƐ͕�ĐĞ�ƋƵŝ�ƉƌŽƵǀĞ�ƋƵĞ�ů͛ĂŶŶĞĂƵ�ƐƵďŝƚ�ƵŶĞ�ƚĞŶƐŝŽŶ�ŵĠĐĂŶŝƋƵĞ͘�En accord 

avec ces études, une méthode consistant à déposer des lymphocytes T sur micropiliers de 

W�D^�Ă�ĠƚĠ�ĂƉƉůŝƋƵĠĞ�ă�ů͛ĂŶĂůǇƐĞ�ĞŶ�ŝŵŵƵŶŽĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�ĚĞ�ůĂ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ĞŶ�

3D ainsi que déduire les forces de traction générées par les podosomes en suivant le 

déplacement des piliers357. La question qui se pose encore est ͗�YƵ͛ĞŶ�ĞƐƚ-il de ces mécanismes 

in vivo ? 

Combiner dégradation et force. Le remodelage de la lame basale peut faire intervenir la 

dégradation enzymatique et la génération de force par les podosomes.  Sur un modèle 

Ě͛anchor cells de C. elegans, Kelley et al., a révélé que le passage de la lame basale 

Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĞ�Ě͛ƵŶĞ�ĚĠŐƌĂĚĂtion enzymatique pouvant être substituée par une génération 



A

B

Figure 48 : Le passage de la barrière endothéliale.

(A) Coupe sériées montrant un neutrophile pénétrer ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ et former un pore
transendothélial (f-j). Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Feng et al., 1998. (B) La diapédèse transendothéliale. �͛ĂƉƌğƐ
Sage et Carman, 2009.

1 µm
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de force conduisant à un déplacement des protéines de matrice extracellulaires à la 

périphérie. Les anchor cells des vers déficients en MT1-MMP arrivent ainsi à perforer la lame 

basale en recrutanƚ� Ě͛ĂǀĂŶƚĂŐĞ� ĚĞ� ŵŝƚŽĐŚŽŶĚƌŝĞƐ͕� ƐŽƵƌĐĞ� Ě͛�dW͕� ĂƵ� ƐŝƚĞ� ƉƌŽƚƌƵƐŝĨ� ĂĨŝŶ�

Ě͛ĂƵŐŵĞŶƚĞƌ�ůĂ�ĨŽƌĐĞ�ŐĠŶĠƌĠĞ͘�>͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ�ĚĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�ŝŶŝƚŝĞƌĂŝƚ�ůĂ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ƉŽƌĞƐ�Ğƚ�ůĂ�

ŐĠŶĠƌĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ĨŽƌĐĞ�ũŽƵĞƌĂŝƚ�ƵŶ�ƌƀůĞ�Ě͛ĂĐĐĠůĠƌĂƚĞƵƌ�ĚƵ�ĨƌĂŶĐŚŝƐƐĞŵĞŶƚ�ĚĞ�ůĂ�ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ358. 

 

4.2.3. >͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ 

WŽƵƌ�ƐŽƵůŝŐŶĞƌ�Ě͛ĠǀĞŶƚƵĞů�ƉŽŝŶƚƐ�ĐŽŵŵƵŶƐ�ĂǀĞĐ�ůĞƐ�MKs, nous mentionnons dans cette partie 

ůĞƐ�ĠƚƵĚĞƐ�ĚĠĐƌŝǀĂŶƚ�ĚĞƐ�ƉƌŽĐĞƐƐƵƐ�Ě͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ�ůŝĠƐ�ĂƵǆ�ŝŶǀĂĚŽƐŽŵĞƐ͘� 

>͛ĞǆĞŵƉůĞ�ĚĞƐ�ůĞƵĐŽĐǇƚĞƐ͘ Les deux exemples les plus connus sont ceux rapporté par D. Feng224 

et C. Carman214 qui ont montré que les leucocytes développaient des protrusions 

membranaires pour emprunter un passage transendothélial͘� >͛ĠƚƵĚĞ�ĚĞ��͘� &ĞŶŐ�et al., est 

ďĂƐĠĞ�ƐƵƌ�ů͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ĐŽƵƉĞƐ�ĐŽŶƐĠĐƵƚŝǀĞƐ�ƉĂƌ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�ĠůĞĐƚƌŽŶŝƋƵĞ�ă�ƚƌĂŶƐŵŝƐƐŝŽŶ�

(Figure 48A). Son ĠƚƵĚĞ�ƌĞƉŽƐĞ�ƐƵƌ�ƵŶ�ŵŽĚğůĞ�Ě͛ŝŶĨůĂŵŵĂƚŝŽŶ�ĂŝŐƺĞ�ĚĂŶƐ�ůĞƋƵĞů�ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ�

in situ de neutrophiles avec des microvaisseaux de la peau a été étudiée après injection 

intradermique de fMLP (N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine), un peptide 

chimiotactique attirant neutrophiles et leucocytes, ă�ĚĞƐ�ĐŽĐŚŽŶƐ�Ě͛/ŶĚĞ͘�>͛ĂŶĂůǇƐĞ�ĚĞ�ĐŽƵƉĞƐ�

sériées a permis de montrer que les neutrophiles étendaient de courtes extensions 

directement au travers des cellules endothéliales, sans lien avec les jonctions inter-

cellulaires, permettant à D. Feng et ses collaborateurs de conclure à un parcours cellulaire 

entièrement transendothélial. >͛ĠƚƵĚĞ�ĚĞ��͘��ĂƌŵĂŶ, quant à elle, est basée sur des approches 

Ě͛ŝŵĂŐĞƌŝĞ�ĚǇŶĂŵŝƋƵĞ�ƉĂƌ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�Ğƚ�ĚĞ�ů͛ƵůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞ͘�>ĞƐ�auteurs démontrent que les 

lymphocytes se servent de protrusions invasives pour palper la surface de l'endothélium et 

former des pores transcellulaires. Ils montrent que ces structures sont très dynamiques avec 

des phases de protrusion/rétraction rapides qui pourraient permettre aux cellules de scanner 

ůĂ� ƐƵƌĨĂĐĞ� ĚĞ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ ĂĨŝŶ� Ě͛Ǉ� ƚƌŽƵǀĞƌ� ĚĞƐ� ǌŽŶĞƐ� ĚĞ� ŵŽŝŶĚƌĞ� ƌĠƐŝƐƚĂŶĐĞ� ĂǀĂŶƚ� ĚĞ�

traverser la matrice extracellulaire puis la barrière endothéliale. Sur la base de leur 

architecture, de leur dynamique et de leur signalisation médiée par WASp et la kinase Src, les 

auteurs concluent que ces protubérances représentent des "podosomes invasifs". Ils peuvent 

être formés par des lymphocytes, des monocytes et des basophiles et sont observés in vitro 

et in vivo. Ils ont également constaté que des événements de fusion membranaire dépendant 

des protéines SNARE étaient nécessaires pour la formation efficace de pores transcellulaires 



Figure 49 : Invasion Ě͛ƵŶĞ lame basale mésothéliale par des cellules tumorales.

La cellule forme une courte protrusion invadopodiale qui degrade la matrice (jour 1). >͛invadopode
Ɛ͛ĂůůŽŶŐĞ au travers de la lame basale mésothéliale (jour 3-5) puis la cellule Ɛ͛infltre au travers de la
lame basale (jour 5-7). �͛ĂƉƌğƐ Schoumacher et al., 2010
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ĚĂŶƐ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ� ;Figure 48B). Ces deux études démontrent le rôle fonctionnel des 

podosomes dans le passage transendothélial des cellules.  

>͛ĞǆĞŵƉůĞ� Ěes cellules cancéreuses. Dans le cas des cellules tumorales, la progression 

métastatique se met en place lorsque des cellules Ě͛ƵŶĞ�ƚƵŵĞƵƌ�ƉƌŝŵĂŝƌĞ�ƋƵŝƚƚĞŶƚ�ůĞƵƌ�ƐƚƌŽŵĂ͕�

dégradent la lame basale, traversent la paroi vasculaire, pénètrent dans la circulation sanguine 

ĂǀĂŶƚ� Ě͛ĞǆƚƌĂǀĂƐĞƌ� ǀĞƌƐ� ƵŶ� ƐŝƚĞ� ƐĞĐŽŶĚĂŝƌĞ͘� �ůůĞ� ŶĠĐĞƐƐŝƚĞ� ůΖĂĐƋƵŝƐŝƚŝŽŶ� de propriétés 

migratoires et invasives par les cellules cancéreuses, avec un remodelage de leur 

cytosquelette d'actine. Les invadopodes jouent un rôle important dans ce contexte en 

ĂĐĐŽƌĚĂŶƚ�ĂƵǆ�ĐĞůůƵůĞƐ� ƚƵŵŽƌĂůĞƐ�ĚĞƐ� ĐĂƉĂĐŝƚĠƐ�ƵŶŝƋƵĞƐ�Ě͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ�Ğƚ�ĚĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�ĚĞ� la 

MEC. WŽƵƌ� ĐŽŵƉƌĞŶĚƌĞ� ůĞ� ĚĠƌŽƵůĞŵĞŶƚ� ĚĞ� ĐĞƐ� ĠǀğŶĞŵĞŶƚƐ͕� ů͛ĠƋƵŝƉĞ� ĚĞ� �͘� sŝŐŶĞũĞǀŝĐ� Ă�

développé des modèles in vitro utilisant : 1) la membraŶĞ�ƉĠƌŝƚŽŶĠĂůĞ�ƋƵŝ�ŵŝŵĞ�ů͛ĂƌĐŚŝƚĞĐƚƵƌĞ�

Ě͛ƵŶĞ�ŵĞŵďƌĂŶĞ�ďĂƐĂůĞ�ŶĂƚŝǀĞ�Ğƚ�ƉĞƌŵĞƚ�ĂŝŶƐŝ�Ě͛ĂŶĂůǇƐĞƌ�ůĞƐ�ƉƌĞŵŝğƌĞƐ�ĠƚĂƉĞƐ�Ě͛ŝŶŝƚŝĂƚŝŽŶ�Ğƚ�

Ě͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ŝŶǀadopodes avec son substrat et 2) ƵŶ�ŵŽĚğůĞ�Ě͛ŝŶƐĞƌƚ�ĚŽŶƚ�ůĞƐ�ƉŽƌĞƐ�ƐŽŶƚ�

remplis de matrigel permettant Ě͛ĞǆĂŵŝŶĞƌ� ĐŽŵŵĞŶƚ� ůĞƐ� ŝŶǀĂĚŽƉŽĚĞƐ� ƉĠŶğƚƌĞŶƚ� Ğƚ�

Ɛ͛ĠƚĞŶĚĞŶƚ�ĚĂŶƐ�ůĞ�ƐƵďƐƚƌĂƚ320. Les auteurs ont ainsi pu décrire que les cellules cancéreuses 

traversent la lame basale selon trois phases de développement des invadopodes : 1) 

ů͛ŝŶŝƚŝĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ĐŽƵƌƚĞƐ� ƉƌŽƚƌƵƐŝŽŶƐ� ĐĂƉĂďůĞƐ� ĚĞ� ĚĠŐƌĂĚĞƌ� ůĂ� ůĂŵĞ� ďĂƐĂůĞ͕� ϮͿ� ů͛ĠůŽŶŐĂƚŝŽŶ� Ğƚ�

maturation des protrusions puis 3) le guidage et le passage du corps cellulaire au travers de la 

ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ͘�>͛ĞŶƐĞŵďůĞ�ĚĞ�ĐĞ�ƉƌŽĐĞƐƐƵƐ�Ɛ͛ĠƚĞŶĚ�ƐƵƌ�ϱ�ũŽƵƌƐ�Ğƚ�ĞǆŝŐĞ�ƵŶĞ�ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ŵŝǆƚĞ�

du cytosquelette (Cf paragraphe 4.1.2). De façon intéressante, cette étude démontre la 

nécessité Ě͛ƵŶ�ƉƌŽĐĞƐƐƵƐ�ĚĞ�ŵĂƚƵƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ pour le passage de la lame basale 

(Figure 49Ϳ͘��ĞƚƚĞ�ĐĂƉĂĐŝƚĠ�Ě͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ŵĂƚƌŝĐĞ�ƉĞƌŵĞƚ�ĂƵǆ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĐĂŶĐĠƌĞƵƐĞƐ�Ě͛ĞŶƚƌĞƌ�

ĚĂŶƐ�ůĂ�ĐŝƌĐƵůĂƚŝŽŶ�ŐĠŶĠƌĂůĞ�Ğƚ�Ě͛envahir différents tissus. Par conséquent, la caractérisation 

des invapodopodes des cellules cancéreuses est actuellement un domaine de recherche 

important pour identifier des cibles thérapeutiques potentielles.  

>͛ĞǆĞŵƉůĞ�ĚĞƐ�ŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ. Un troisième exemple vient des macrophages M2, intervenant 

dans la réparation des tissus et qui sont associés à la phase tardive des réponses immunitaires. 

Pour remplir leur fonction, ces cellules doivent traverser la barrière endothéliale et la lame 

basale pour atteindre les tissus. Des modèles in vitro de monocouches de cellules 

endothéliales reposant sur de la matrice extracellulaire ont été utilisés pour caractériser 

ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�Ğƚ�ůĂ�ĚǇŶĂŵŝƋƵĞ�ĚĞ�ůĞƵƌƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͘�/ů�Ă�ĂŝŶƐŝ�ƉƵ�ġƚƌĞ�ŵŽŶƚƌĠ�ƋƵĞ͕�Ɛuite à une 

stimulation par la chimiokine CSF1, les poĚŽƐŽŵĞƐ�ĚĞƐ�ŵĂĐƌŽƉŚĂŐĞƐ�Ɛ͛ĂĐĐƵŵƵůĂŝĞŶƚ�ĂƵ�ĨƌŽŶƚ�



Figure 51 : Les mégacaryocytes forment des podosomes in vitro capables de dégradation.
(A) MKs murins issus de culture lin ʹ formant des podosomes (actine-F, en rouge) sur du collagène,
de la fibronectine et du fibrinogène. Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Sabri et al., 2006 et Schachtner et al., 2013. (B)
En condition contrôle, les MKs murins issus de cultures lin - forment des podosomes (actine-F, en
rouge) qui dégradent la matrice de fibrinogène fluorescent (ponctuations noires). >͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ de
MMPs au GM6001 réduit la dégradation de la matrice par les MKs. Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Schachtner et al.,
2013.
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Figure 50 : Les podosomes précurseurs et successeurs.

Un macrophage polarisé présente des précurseurs plus grands sur le bord d'attaque (en bas) et des 
successeurs plus petits sur le bord de fuite (en haut). Seuls les successeurs contiennent de la myosine 
IIA et sont connectés aux câbles d'actomyosine. Adapté Ě͛ĂƉƌğƐ�Bhuwania et al., 2012.
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ĚĞ�ŵŝŐƌĂƚŝŽŶ͕�Ğƚ�Ɛ͛ĂƐƐĞŵďůĂŝĞŶƚͬƐĞ�ĚĠĨŽƌŵĂŝĞŶƚ�ĐŽŶƚŝŶƵĞůůĞŵĞŶƚ�ĚĞ�ĨĂĕŽŶ�ƚƌğƐ�ƌĂƉŝĚĞ297. Cette 

dynamique élevée des podosomes permet aux macrophages de se déplacer plus rapidement 

et ainsi de traverser une monocouche de cellules endothéliales. La caractéristique la plus 

ƌĞŵĂƌƋƵĂďůĞ�ĚĞ�ĐĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĞƐƚ�ƋƵ͛ĞůůĞƐ�ƉŽƐƐğĚĞŶƚ�ĚĞƵǆ�ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐ�ĚĞ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ : (1) les 

« précurseurs », de grandes tailles et dynamique, localisés au front de migration et (2) les 

« successeurs ͕ͩ�ƉůƵƐ�ƉĞƚŝƚƐ�Ğƚ�ƉůƵƐ�ƐƚĂďůĞƐ͕�ĐŽŶŶĞĐƚĠƐ�ă�ĚĞƐ�ĐąďůĞƐ�Ě͛ĂĐƚŽŵǇŽƐŝŶĞ�Ğƚ�ůŽĐĂůŝƐĠĞƐ�

en arrière des premiers319 (Figure 50). Cette organisation particulière serait dépendante de la 

protéine supervilline présente dans la coiffe des successeurs, qui serait essentielle à la 

capacité des macrophages à traverser une barrière en 2D319. Cette étude révèle ƋƵ͛ĂƵ�ƐĞŝŶ�

Ě͛ƵŶĞ� ŵġŵĞ� ĐĞůůƵůĞ� ůĞƐ� ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ� ŶĞ� ƐŽŶƚ� pas tous équivalents Ğƚ� ƋƵ͛ŝů� ĞǆŝƐƚĞƌĂŝƚ� ƵŶĞ�

spécialisation associée à des fonctions particulières. 

 

4.3. Les mégacaryocytes forment des podosomes in vitro 

4.3.1. Les podosomes des mégacaryocytes   

Caractérisation des podosomes mégacaryocytaires. Les podosomes des MKs ont été décrits in 

vitro͕�ĞŶ�Ϯ��Ğƚ�ĞŶ�ů͛ĂďƐĞŶĐĞ�Ě͛ƵŶĞ�ŵĂƚƌŝĐĞ�ĐŽŵƉůĞǆĞ�ƋƵĞ�ƐŽŶƚ�ůĞ�ŵŝůŝĞƵ�ŝŶƚĞƌƐƚŝƚŝĞů�ŽƵ�ůĂ�ůĂŵĞ�

basale. Des études in vitro ŝŶĚŝƋƵĞŶƚ�ƋƵĞ�ůĞƐ�D<Ɛ�ƐŽŶƚ�ĐĂƉĂďůĞƐ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞƌ et de former des 

podosomes sur des protéines matricielles (de type collagène I, fibronectine, matrigel)104,140. 

La matrice module la durée de vie des podosomes : ceux formés par les MKs sur le collagène 

I perdurent trois fois plus longtemps que ceux formés sur le fibrinogène. Ces protrusions ont 

été caractérisées in vitro comme étant des podosomes sur la base de leur composition 

ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞ� ĐŽŶƐŝƐƚĂŶƚ� ĞŶ� ƵŶ� ĐƈƵƌ� Ě͛ĂĐƚŝŶĞ� Ğƚ� ĚĞ� ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ� ĂƐƐŽĐŝĠĞƐ� ă� ƐĂ� ƉŽůǇŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶ�

ƚĞůůĞƐ� ƋƵĞ� t�^Ɖ� Ğƚ� ůĞ� ĐŽŵƉůĞǆĞ� �ƌƉϮͬϯ͕� ĞŶĐĞƌĐůĠ� Ě͛ƵŶ� ĂŶŶĞĂƵ� ĐŽŶƐƚŝƚƵĠ� ĚĞ� ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ�

structurales telles que la vinculine, la cortactine ou la taline (Figure 51A)104,140. Par ailleurs, 

ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ƐŽƵƌŝƐ�ĚĠĨŝĐŝĞŶƚĞƐ�ĞŶ�t�^Ɖ�;WASp-) a ƉĞƌŵŝƐ�ă�ů͛ĠƋƵŝƉĞ�ĚĞ�t͘�sĂŝŶĐŚĞŶĐŬĞƌ�ĚĞ�

montrer un défaut de formation de podosomes sur une matrice de collagène I et une 

diminution de leur capacité de migrer vers un gradient de SDF-1 suggérant un rôle de ces 

ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ� ĚĂŶƐ� ů͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ� ĂƵ� ƐŽƵƐ-endothélium104. La myosine IIA ne semble pas 

contribuer de façon significative à la formation de ces structures in vitro ƉƵŝƐƋƵĞ�ů͛ŝŶŚŝďŝƚion 

de son activité par la blebbistatine ne modifie ni le nombre des podosomes/MK, Ŷŝ�ů͛ĠƚĂůĞŵĞŶƚ�

des cellules sur le collagène. Il est intéressant de noter que ů͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ�ĚĞ� la moelle des 
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souris WASp- révèle une libération ectopique des plaquettes dans le compartiment 

médullaire. Ces résultats suggérent ainsi le rôle central des podosomes dans la 

mégacaryopoïèse et fournissent un mécanisme pouvant expliquer la thrombopénie modérée 

observée chez les souris WASp- (527 000 plaquettes/µL)359. En outre, ils apportent de 

nouvelles réponses quant ă�ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ�ĚĞ�ůĂ�ŵŝĐƌŽƚŚƌŽŵďŽƉĠŶŝĞ�ĐŚĞǌ�ůĞƐ�ƉĂƚŝĞŶƚƐ�ƐŽƵĨĨƌĂŶƚ�ĚƵ�

syndrome de Wiskott-Aldrich ĚŽŶƚ�ůĂ�ƉƌŽƚĠŝŶĞ�t�^Ɖ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůůĞ�;ĐĨ�ϰ͘ϯ͘Ϯ͘Ϳ͘ 

>ĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ĂǇĂŶƚ�ĠƚĠ�ũƵƐƋƵ͛ŝĐŝ�ƉƌŝŶĐŝƉĂůĞŵĞŶƚ�ĚĠĐƌŝƚƐ� in vitro et du fait du rôle 

prépondérĂŶƚ�ĚƵ�ŵŝĐƌŽĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ�ĚĂŶƐ� ů͛ĂĐƋƵŝƐŝƚŝŽŶ�ĚĞ� ůĞƵƌƐ�ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐƚŝƋƵĞ, ů͛ŽďũĞĐƚŝĨ�

est donc maintenant de préciser leurs organisations en 3D dans le contexte de la moelle 

osseuse et de définir leur(s) fonction(s) in vivo, en rapport avec le contexte cellulaire de la 

moelle osseuse. De façon intéressante, des structures ressemblants à des podosomes ont 

également été identifiées sur les plaquettes, et joueraient un rôle lors des étapes précoces 

Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�Ğƚ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�Ě͛ĂŐƌĠŐĂƚƐ�ƐƚĂďůĞƐ�ĞŶ�ĐŽŶĚitions de flux360,361. Ce point sera 

discuté dans les perpectives de la thèse.  

/Ŷ� ǀŝƚƌŽ� ůĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ĚĞƐ�D<Ɛ� ƐŽŶƚ�ĚŽƚĠƐ�Ě͛ƵŶĞ�ĂĐƚŝǀŝƚĠ�ĚĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�ĚĞ� ůĂ�ŵĂƚƌŝĐĞ. En 

1990, Leven et Yee montrent que des MKs issus de moelle de cobaye sécrètent deux types de 

collagénases ůŽƌƐƋƵ͛ŝůƐ� ƐŽŶƚ� ŵŝƐ� ĞŶ� ĐƵůƚƵƌĞ� ĚĂŶƐ� ĚĞƐ� ŐĞůƐ� ĚĞ� ĐŽůůĂŐğŶĞ� ŽƵ� ĚƵ� ŵĂƚƌŝŐĞů͘�

Depuis, plusieurs études transcriptomiques sur des MKs humains en culture issus de cellules 

��ϯϰн� ŝŶĚŝƋƵĞŶƚ� ůĂ�ƉƌĠƐĞŶĐĞ�Ě͛�ZEŵ�ĚĞƐ� ĨŽƌŵĞƐ� ƐŽůƵďůĞƐ�ĚĞ�DDW-1, -2, -9 et les formes 

membranaires MMP-14, -17362ʹ364. Les études de colocalisation par immunofluorescence 

indiquent que les MMP-1, -2, -3, -ϵ�ƐŽŶƚ� ůŽĐĂůŝƐĠƐ�ĚĂŶƐ� ůĞƐ�ŐƌĂŶƵůĞƐ�ɲ�ĂǀĞĐ� ůĞ�ǀt&�Ğƚ� ůĂ�W-

sélectine10,365.  

Dans un modèle de Transwell recouvert de matrigel͕�ů͛ĂĚĚŝƚŝŽŶ�Ě͛ƵŶ�ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�ďůŽƋƵĂŶƚ�ĚŝƌŝŐĠ�

contre la MMP-9 réduit significativement le nombre de MKs ayant transmigré, suggérant un 

rôle de cette MMP dans le passage de la lame basale des MKs. Par ailleurs, ů͛ŝŶũĞĐƚŝŽŶ Ě͛ƵŶ�

inhibiteur à large spectre de métalloprotéases à une souris ĞŵƉġĐŚĞ� ů͛ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ�ĚĞ� ůĂ�

numération plaquettaire induite par le SDF-1, suggérant un rôle in vivo des métalloprotéases 

dans la production des plaquettes88. Enfin, plus récemment, Schachtner et collaborateurs ont 

démontré la capacité des podosomes de MKs à dégrader le fibrinogène fluorescent de façon 

MMP et Myosine IIA dépendante140 (Figure 51B). En effet, lorsque les MKs sont déposés sur 

une lamelle de verre recouverte de fibrinogène-Alexa488, ils notent la présence de zones non 

ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚĞƐ�ƐŽƵƐ�ůĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͕�ƚĠŵŽŝŐŶĂŶƚ�Ě͛ƵŶĞ�ĂĐƚŝǀŝƚĠ�ĚĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�ĞŶǌǇŵĂƚŝƋƵĞ͘��Ŷ�





56 

 

présence de GM6001 ou de blebbistatine, inhibiteurs respectifs des MMPs et de la myosine 

IIA, le nombre de MKs dégradant la matrice fluorescente et la tailles des zones de protéolyse 

sont fortement diminués. Ces auteurs proposent que la production de métalloprotéases liée 

aux podosomes pourrait constituer une étape importante dans la transmigration des MKs. 

�� ů͛ŚĞƵƌĞ� ĂĐƚƵĞůůĞ, plusieurs travaux et revues ƉƌŽƉŽƐĞŶƚ� ů͛ŚǇƉŽƚŚğƐĞ� ƋƵĞ� l'activité de 

dégradation des podosomes est essentielle à la transmigration des MKs͕�ďŝĞŶ�ƋƵĞ�ĐĞůĂ�Ŷ͛Ăŝƚ�

pas été vérifié in vivo. Les anomalies de la formation des podosomes des MKs ont été associées 

à divers acteurs liés à l'organisation du cytosquelette Ě͛ĂĐƚŽŵǇŽƐŝŶĞ͘�/ů�ƐΖĂŐŝƚ�ĚĞ�ůĂ�ƉƌŽƚĠŝŶĞ�

WASp104,140, du complexe Arp2/3366, de la protéine adaptatrice ADAP favorisant la 

dégranulation367, de la L-Plastin368, de la tropomoduline 3146, la protéine kinase-1 dépendante 

des phosphoinositides369 et Cdc42148.  

 

4.3.2. Déficits touchant un élément de signalisation commun aux podosomes 

De nombreuses preuves indirectes suggèrent que les podosomes sont des structures 

importantes sur le plan physiologique. Par exemple, ů͛identification de WASp et des protéines 

ĂƉƉĂƌĞŶƚĠĞƐ�t/W�Ă�ƉĞƌŵŝƐ�Ě͛ĠƚĂďůŝƌ�ƵŶ�ůŝĞŶ�ĞŶƚƌĞ�ĐĞƌƚĂŝŶĞƐ�ŵĂůĂĚŝĞƐ�Ğƚ�ůĂ�ƉŽůǇŵĠƌisation de 

ů͛ĂĐƚŝŶĞ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͘� 

Le syndrome de Wiskott-Aldrich. Ce syndrome est une maladie très rare liée au chromosome 

X et qui résulte de la mutation mono- ou bi-allélique du gène WAS, affectant ainsi la protéine 

WASp370ʹ372. Plus de 300 mutations ont été décrites à ce jour et aboutissent à une protéine 

tronquée, absente ou non fonctionnelle, et entrainent un syndrome sévère caractérisé par 

une thrombopénie associée à une apparition progressive de déficits immunitaires et 

Ě͛ĞĐǌĠŵĂ͕�Ğƚ�ĐŚĞǌ�ĐĞƌƚĂŝŶƐ�ƉĂƚŝĞŶƚƐ�ă�ĚĞƐ�ƌĠĂĐƚŝŽŶƐ�ĂƵƚŽ-immunes373. La protéine WASp est 

exprimée exclusivement dans les cellules hématopoïétiques et joue un rôle clé dans la 

régulation du cytosquelette. Son absence entraîne une microthrombopénie sévère (moins de 

10% de la numération plaquettaire normale) associée à des manifestations hémorragiques et 

immunitaires graves. Le nombre de MKs médullaires est normal écartant ů͛ŚǇƉŽƚŚğƐĞ Ě͛ƵŶ 

défaut de production. In vitro, les MKs différenciés à partir de cellules CD34+ de ces patients 

présentent une morphologie normale et une capacité à émettre des proplaquettes normale. 

Un modèle murin de knock-in a permis de montrer le rôle critique de la phosphorylation au 

site Y293 dans ů͛ĂĐƚŝǀĂƚŝŽŶ de WASp, notamment dans ů͛ĂƐƐĞŵďůĂŐĞ des podosomes. Les 

traitements combinent administration Ě͛ŝŵŵƵŶŽŐůŽďƵůŝŶĞƐ et antibiothérapie pour atténuer 
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les infections récurrentes de ces enfants. En cas Ě͛ŚĠŵŽƌƌĂŐŝĞƐ ou Ě͛ŝŶƚĞƌǀĞŶƚŝŽŶƐ 

chirurgicales, des concentrés plaquettaires sont transfusés. De façon ponctuelle, il est possible 

Ě͛ĂĚŵŝŶŝƐƚƌĞƌ à ces patients des analogues de la TPO tels que ů͛ĞůƚŚƌŽŵďŽƉĂŐ afin de stimuler 

la thrombopoïèse. Néanmoins, la mutation de WASp étant associées à une libération de 

plaquettes prématurément en intramédullaire, cette approche thérapeutique est limitée, 

permettant seulement Ě͛ĂƵŐŵĞŶƚĞƌ ponctuellement la numération ũƵƐƋƵ͛ă 70 000 

plaquettes/µL372,374. Les seules solutions curatives sont la greffe de cellules souches 

hématopoïétiques ou la thérapie génique chez le jeune enfant afin de restaurer une 

hématopoïèse normale370.  

Mutations des protéines du complexe Arp2/3. Ces dernières années, un nouveau déficit 

génétique touchant le complexe Arp2/3 a été identifiée chez ů͛,ŽŵŵĞ͘ Plusieurs patients ont 

été décrits présentant des problèmes immunologiques et des saignements dus à une 

thrombopénie375ʹ378. Ces rapports Ě͛ĠƚƵĚĞƐ cliniques valident ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ de cet axe 

WASp/Arp2/3, et de façon plus spécifique, des podosomes dans la mégacaryopoïèse et la 

production plaquettaire.  

 
 
       �Ŷ�ƌĠƐƵŵĠ͕�ů͛ĞŶƐĞŵďůĞ�ĚĞ�ĐĞƚƚĞ�ƌĞǀƵĞ�ďŝďůŝŽŐƌĂƉŚŝĞ͕�ĐĞŶƚƌĠĞ�ƐƵƌ�ůĂ�ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�

MKs, le rôle potentiel des intégrines et de façon plus générale des podosomes, donne la 

ǀŝƐŝŽŶ�ĂĐƚƵĞůůĞ�ƋƵĞ� ů͛ŽŶ�ƉĞƵƚ�ĂǀŽŝƌ�ĚĞ� ůĂ�ďŝŽŐĠŶèse des plaquettes sanguines.  Elle est en 

ĨĂǀĞƵƌ�ĚĞ� ů͛ŚǇƉŽƚŚğƐĞ� ƐĞůŽŶ� ůĂƋƵĞůůĞ� ůĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ƉŽƵƌƌĂŝĞŶƚ� ũŽƵĞƌ�ƵŶ�ƌƀůĞ�ĚĞ�ƉƌĞŵŝĞƌ�

plan au cours du passage des MKs au travers de la paroi des sinusoïdes de la moelle osseuse.  
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Ainsi, nous venons de voir que les dernières étapes de la mégacaryopoïèse représentent 

des évènements clés dans le bon déroulement de la production plaquettaire, et un défaut ou 

ƵŶĞ�ŵŽĚŝĨŝĐĂƚŝŽŶ� ĚĂŶƐ� ů͛ƵŶĞ� ĚĞ� ĐĞƐ� ĠƚĂƉĞƐ� ƉŽƵƌƌĂŝƚ� ĂǀŽŝƌ� ƵŶ� ĞĨĨĞƚ� ĚĠůĠƚğƌĞ͘� �� ĐĞ� ũŽƵƌ͕� ůĂ�

compréhension des mécanismes de formation des plaquettes repose essentiellement sur des 

études in vitro et une connaissance plus précise des processus intervenant in vivo est 

nécessaire.  

Objectif de la thèse. Mon projet de thèse porte sur le passage des fragments 

mégacaryocytaires au travers de deux barrières, ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ�Ğƚ�ůĂ�ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ�ĐŽŵƉŽƐĂŶƚ�

les sinusoides médullaires. Le but de la thèse est de caractériser les mécanismes cellulaires 

et ŵŽůĠĐƵůĂŝƌĞƐ�ŝŵƉůŝƋƵĠƐ�ĚĂŶƐ�ů͛ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ. Ce travail Ɛ͛ĂƌƚŝĐƵůĞ autour de trois 

axes :  

Axe 1. Comprendre la nature des extensions émises par les MKs, en particulier 

ů͛organisation de leur cytosquelette. Les observations réalisées avant mon arrivée révèlent que 

les MKs au contact des sinusoïdes forment des extensions membranaires ressemblant aux 

podosomes. Afin ĚĞ�ĐŽŵƉƌĞŶĚƌĞ�ůĂ�ŶĂƚƵƌĞ�ĚĞ�ĐĞƐ�ĞǆƚĞŶƐŝŽŶƐ͕�ũ͛Ăŝ�analysé leur composition et 

ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ůĞƵƌ�cytosquelette en analysant des cryosections de moelle par microscopie 

superrésolutive à illumination structurée (SIM) en collaboration avec F. Gaits-Iacovoni 

(INSERM U1048, I2MC, Université Paul Sabatier, Toulouse, France) et par microscopie 

corrélative permettant de superposer des images fluorescentes et électroniques. 

�ǆĞ�Ϯ͘��ǀĂůƵĞƌ� ůĞ� ƌƀůĞ�ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ĚĂŶƐ� ůĞ�ƉĂƐƐĂŐĞ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ĂƵ� ƚƌĂǀĞƌƐ� ů͛Ğndothélium. 

Nous avons ensuite focalisé ŶŽƚƌĞ� ĂƚƚĞŶƚŝŽŶ� ƐƵƌ� ůĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ƉĂƌĐĞ� ƋƵ͛ĞůůĞƐ� ƉĞƌŵĞƚƚĞŶƚ�

ů͛ĂĚŚĠƐŝŽŶ�ĚĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ă�ůĞƵƌ�ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ͕�Ɛ͛ĂƐƐŽĐŝĞŶƚ�ĂƵǆ�ĨŝůĂŵĞŶƚƐ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ƉŽƵƌ�ƐƚŝŵƵůĞƌ�

leur polymérisation et participent à la formation des podosomes. Ce travail, débuté lors de 

ŵŽŶ�DĂƐƚĞƌ�Ϯ͕�Ă�ĨĂŝƚ�ĂƉƉĞů�ă�ĚĞƐ�ƐŽƵƌŝƐ�ĚĠĨŝĐŝĞŶƚĞƐ�ĞŶ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϭ�Ğƚ�ɴϯ (notée DKO Itgb1-/-

/Itgb3-/-) car ces intégrines sont les seules exprimées par les MKs.  

Axe 3. Déterminer si une activité de dégradation de la matrice extracellulaire est nécessaire 

au passage trans-endothélial des MKs. Nos observations en microscopie électronique 

ŝŶĚŝƋƵĞŶƚ� ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ�Ě͛ĞƐƉĂĐĞƐ�ĞǆĞŵƉƚƐ�ĚĞ�ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ�ŵĂƚƌŝĐŝĞůůĞƐ dans la lame basale des 

sinusoïdes. La taille de ces ouvertures est suffisante pour le passage des podosomes, mais trop 

ĠƚƌŽŝƚĞ�ƉŽƵƌ�ĐĞůƵŝ�ĚĞƐ�ƉƌŽƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ͕�ƐƵŐŐĠƌĂŶƚ�ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ�Ě͛ƵŶ�ŵĠĐĂŶŝƐŵĞ�ƉŽƵƌ�ĠůĂƌŐŝƌ�ĐĞƐ�

ŽƵǀĞƌƚƵƌĞƐ͘�EŽƵƐ� ĨŽƌŵƵůŽŶƐ� ĂŝŶƐŝ� ů͛ŚǇƉŽƚŚğƐĞ�Ě͛ƵŶĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�ĚĞ� ůĂ� ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ�ƉĂƌ� ůĞƐ�
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Sinusoïde

Mégacaryocytes

3 Axes

1. Nature des extensions

2. Rôle des intégrines?

3. Activité de protéolyse?

Intravasation des mégacaryocytes

1

2

3

métalloprotéases de la famille MMP (matrix metalloproteinase) dans le processus de passage 

des MKs. 
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Axe 1. Comprendre la nature 
des extensions émises par les 

MKs, en particulier leur 
organisation du cytosquelette   
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1. Résumé de ů͛ĠƚƵĚĞ 

�Ƶ�ƐĞŝŶ�ĚĞ�ůĂ�ŵŽĞůůĞ�ŽƐƐĞƵƐĞ͕�ů͛ƵŶĞ�ĚĞƐ�ĠƚĂƉĞƐ�ĐůĞĨƐ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ŐĠŶĠƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�

sanguines est le passage de fragments cytoplasmiques du MKs au travers de la barrière 

ƐŝŶƵƐŽŢĚĂůĞ͘��ĞƚƚĞ�ĠƚĂƉĞ�ƌĞƐƚĞ�ă�ů͛ŚĞƵƌĞ�ĂĐƚƵĞůůĞ�ĞŶĐŽƌĞ�ƉĞƵ�ĐŽŶŶƵĞ�ĚƵ�ĨĂŝƚ�ĚĞ�ůĂ�Ěifficulté de 

ĐĂƉƚƵƌĞƌ�ĐĞƐ�ĠǀĠŶĞŵĞŶƚƐ͘�>͛ŽďũĞĐƚŝĨ�ĚĞ�ĐĞƚƚĞ�ĠƚƵĚĞ�Ă�ĠƚĠ�ĚĞ�ĐŽŵƉƌĞŶĚƌĞ�ĐŽŵŵĞŶƚ�ůĞƐ�D<Ɛ�

interagissent et traversent les sinusoïdes médullaires. Pour répondre à cette question, nous 

avons entrepris une analyse détaillée in situ des zones de contacts entre les MKs et les cellules 

endothéliales dans le microenvironnement natif 3D de la moelle osseuse en combinant 

ĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞƐ� ĂƉƉƌŽĐŚĞƐ� Ě͛ŝŵĂŐĞƌŝĞ� ĞŶ� ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ� ĠůĞĐƚƌŽŶŝƋƵĞ� Ğƚ� ĞŶ� ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ� ă�

fluorescence.  

>͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ�ƵůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĂůĞ�ĚĞƐ�cellules endothéliales des sinusoïdes montre une 

monocouche continue et non fenêtrée, sans ouvertures pré-existantes. Ainsi, pour traverser 

la barrière endothéliale, les MKs doivent se créer un passage. Pour cela, les MKs forment de 

courtes protrusions invasives ƉŽƵǀĂŶƚ�Ɛ͛ŝŶǀĂŐŝŶĞƌ�ƉƌŽĨŽŶĚĠŵĞŶƚ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ĐĞůůƵůĞ�ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞ�

ũƵƐƋƵ͛ă� ůĂ� ƚƌĂǀĞƌƐĞƌ͘� �ĞƐ� ƉĂƐƐĂŐĞƐ� ƐĞ� ĨŽŶƚ� ĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚ� ă� ƚƌĂǀĞƌƐ� ůĂ� ĐĞůůƵůĞ� ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞ�

indiquant que le MK emprunte un chemin transcellulaire. Les protrusions ne sont présentes 

que dans les MKs les plus matures et trouvent leur origine dans la zone périphérique des MKs 

ĐŽŶŶƵĞ� ƉŽƵƌ� ġƚƌĞ� ƌŝĐŚĞ� ĞŶ� ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ� Ě͛ĂĐƚŽŵǇŽƐŝŶĞ͘� �ĞůĂ� ŶŽƵƐ� Ă� ĐŽŶĚƵŝƚƐ� ă� ĞǆĂŵŝŶĞƌ�

ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĚƵ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�ƉƌŽƚƌƵƐŝŽŶƐ�ĠŵŝƐĞƐ�ƉĂƌ�ůĞƐ�D<Ɛ͘ 

VisualisĠĞ� ƉĂƌ� ŝŵŵƵŶŽĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ͕� ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� ĨŝůĂŵĞŶƚƐ� Ě͛ĂĐƚŝŶĞ� ĚĂŶƐ� ůĞƐ�

protrusions consiste en un pilier orienté perpendiculairement à la surface endothéliale. Cette 

organisation caractéristique, ainsi que la présence/localisation de marqueurs tels que la 

cortactine et la taline, leur architecture spécifique en forme de courtes protrusions et leurs 

ƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐ�ŝŶǀĂƐŝǀĞƐ�ƐŽŶƚ�ĂƵƚĂŶƚ�Ě͛ĠůĠŵĞŶƚƐ�ĚĞ�ƌĞĐŽŶŶĂŝƐƐĂŶĐĞ�des podosomes. Cette étude 

fait également apparaitre ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ� ĐŽůůĞĐƚŝǀĞ�ĚĞ� ĐĞƐ� ƐƚƌƵĐƚƵƌĞƐ reliées par un réseau 

ƐĞĐŽŶĚĂŝƌĞ�Ě͛ĂĐƚŽŵǇŽƐŝŶĞ�ƉƌĠƐĞŶƚ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ǌŽŶĞ�ƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞ͕�ƚŽƵƚ�ĂƵƚŽƵƌ�ĚƵ�D<͘��ŝŶƐŝ͕�ƉŽƵƌ�

franchir la barrière endothéliale, les MKs ont la particularité de former plusieurs podosomes 

ŝŶƚĞƌĐŽŶŶĞĐƚĠƐ� ůĞƵƌ� ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ� ĚĞ� ƉĞƌĨŽƌĞƌ� ů͛ĞŶĚothélium en de multiple points. La 

ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ� ĠůĞĐƚƌŽŶŝƋƵĞ� ă� ďĂůĂǇĂŐĞ� Ă� ƌĠǀĠůĠ� ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ� ĚĞ� ƌĞŐƌŽƵƉĞŵĞŶƚƐ� ĚĞ� ƉŽƌĞƐ�

transendothéliaux. Il est vraisemblable que cette disposition particulière puisse permettre la 

fusion des pores et ainsi réguler la taille des points de passage permettant la traversée des 
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ĨƌĂŐŵĞŶƚƐ� ĐǇƚŽƉůĂƐŵŝƋƵĞƐ� ǀŽůƵŵŝŶĞƵǆ� ĚĞƐ� D<Ɛ͕� ƐĂŶƐ� ĞŶĚŽŵŵĂŐĞƌ� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝƚĠ� ǀĂƐĐƵůĂŝƌĞ͘�

�ĠĐƌŝƚƐ�ũƵƐƋƵ͛ŝĐŝ�ƐŽƵƐ�ĨŽƌŵĞ�ĚĞ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ŝŶĚŝǀŝĚƵĞůƐ�in vitro, nous avons ainsi pu démontrer 

leur existence et leurs fonctions invasives in vivo, où les podosomes ont une organisation bien 

différente de celle observée in vitro sous forme interconnectée. On les appelle alors in vivo-

MK podosomes. 

�Ƶ�ƌĞŐĂƌĚ�ĚƵ�ƌƀůĞ�ĞƐƐĞŶƚŝĞů�ĚƵ�ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�Ě͛ĂĐƚŽŵǇŽƐŝŶĞ�ĚĂŶƐ�ůĂ�structuration des 

in vivo-D<�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͕�ŶŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�ǀŽƵůƵ�ĐŽŶŶĂŠƚƌĞ�ů͛ŝŵƉĂĐƚ�Ě͛ƵŶĞ�ĂŶŽŵĂůŝĞ�ĚĞ�ĐĞ�ƌĠƐĞĂƵ�ƐƵƌ�

ůĂ� ĐĂƉĂĐŝƚĠ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ă�ĠŵĞƚƚƌĞ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ƉŽƵǀĂŶƚ�ƉĞƌĨŽƌĞƌ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ͘�WŽƵƌ� ĐĞůĂ͕�

nous avons utilisé des souris déficientes en complexe Arp2/3 et en myosine IIA 

spécifiquement dans la lignée mégacaryocytaire (respectivement Arp2/3-/- et Myh9-/-). Les 

résultats obtenus avec la souris Arp2/3-/- ƌĠǀğůĞŶƚ� ůĂ� ŶĠĐĞƐƐŝƚĠ� Ě͛ƵŶĞ� ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�

branchée pour la formation des podosomes et pour la création de pores transendothéliaux.  

La souris Myh9-/- Ă�ƉĞƌŵŝƐ�ĚĞ�ŵĞƚƚƌĞ�ĞŶ�ůƵŵŝğƌĞ�ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ�ĚĞ�ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĐŽůůĞĐƚŝǀĞ�ĚĞƐ�

podosomes. En effet, ĚĂŶƐ�ĚĞƐ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶƐ�Žƶ�ůĞ�ƌĠƐĞĂƵ�ƐĞĐŽŶĚĂŝƌĞ�Ě͛ĂĐƚŽŵǇŽƐŝŶĞ�ĐŽŶƚƌĂĐƚŝůĞ�

de la zone périphérique est incapable de se former, on note la présence de podosomes plus 

ƉĞƚŝƚƐ͕�ƉůƵƐ�ŶŽŵďƌĞƵǆ�Ğƚ�ĚŝƐƉĞƌƐĠƐ�ƐƵƌ�ƚŽƵƚĞ�ů͛ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ�D<ͬƐŝŶƵƐŽŢĚĞ͘��ĞĐŝ�ŵŽĚŝĨŝĞ�ĚĞ�ĨĂĕŽŶ�

conƐŝĚĠƌĂďůĞ� ů͛ĞŶƚƌĠĞ� ĚƵ� D< dans le sinusoïde sous forme Ě͛ƵŶĞ multitude de petits 

fragments, totalement différents des fragments volumineux et compacts émis par les MKs 

dans des conditions normales. Des résultats similaires ont été décrits in vivo dans des 

eǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ�Ě͛ŝŵĂŐĞƌŝĞ�ŵĞŶĠĞ�ĞŶ�ƚĞŵƉƐ�ƌĠĞů�ƉĂƌ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�ďŝƉŚŽƚŽŶŝƋƵĞ128. 

 

>͛ĞŶƐĞŵďůĞ�ĚĞ� ĐĞƐ� ƚƌĂǀĂƵǆ�ƉƵďůŝĠ�ĚĂŶƐ� ůĞ� journal JTH en 2020 met en évidence un 

processus original et unique du MK reposant sur la formation de podosomes organisés en 

ƌĠƐĞĂƵ�ůĞƵƌ�ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ�Ě͛ĂĚŽƉƚĞƌ�ƵŶ�ĐŽŵƉŽƌƚĞŵĞŶƚ�ĐŽůůĞĐƚŝĨ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ƉĞƌĨŽƌĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�ďĂƌƌière 

endothéliale.   

 

 

 

 

 

  

Plaquettes

Podosomes interconnectés par un 
réseau d'actomyosine contractile
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Abstract
Background: Blood platelets are anucleate cell fragments that prevent bleeding and 

minimize blood vessel injury. They are formed from the cytoplasm of megakaryo-
cytes located in the bone marrow. For successful platelet product ion, megakaryo-

cyte fragments must pass through the sinusoid endothelial barrier by a cell biology 

process unique to these giant cells as compared with erythrocytes and leukocytes. 

Current ly, the mechanisms by which megakaryocytes interact and progress through 

the endothelial cells are not understood, result ing in a signif icant gap in our knowl-

edge of platelet production.
Objective: The aim of this study was to investigate how megakaryocytes interact and 

progress through the endothelial cells of mouse bone marrow sinusoids.

Methods: We used a combination of f luorescence, electron, and three-dimensional 

microscopy to characterize the cellular events between megakaryocytes and en-

dothelial cells.

Results: We ident if ied protrusive, F-actin-based podosome-like structures, called in 

vivo-MK podosomes, which init iate the formation of pores through endothelial cells. 

These structures present a collective and spat ial organizat ion through their intercon-

nection via a contractile network of actomyosin, essent ial to regulate the endothelial 

openings. This ensures proper passage of megakaryocyte-derived processes into the 

blood circulat ion to promote thrombopoiesis.

Conclusion: This study provides novel insight into the in vivo function of podosomes 

of megakaryocytes with crit ical importance to platelet product ion.

K E Y W O RD S

megakaryocyte, endothelial cells, podosomes, Arp2/ 3, myosin IIA, thrombopoiesis
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Serial BM cryosections were labelled as described above and examined under a SIM super-

resolution microscope (Elyra PS.1 Zeiss) with a Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC M27 

objectif.  2D Images were captured with a cMOS camera (pixel size: 6,45 x 6,45 �m) on a 1280 

x 1280 pixels field. Post-imaging analysis was performed using ImageJ 1.47v and Imaris 

software (Oxford Instruments). For the 3D tomography analyses using this SIM approach, we 

followed the F-actin staining within invasive MK protrusions on 8 successive serial sections 

(up to 2�m in length) and reconstructed the stack of pictures using Imaris software.  

 

Electron microscopy 

Standard electron microscopy: BM samples obtained by flushing mouse femora with 0.1 M 

sodium cacodylate buffer were fixed in 2.5% glutaraldehyde and embedded in Epon as 

described in Eckly et al. (Eckly et al., 2012) . Thin sections were stained with uranyl acetate 

and lead citrate and examined under a CM120 transmission electron microscope (FEI, The 

Netherlands). The MK maturation stage classification was: stage (I) the earliest recognizable 

MKs of 10 to 15 �m in diameter with a large nucleus, (II) cells of 15 to 30 �m in diameter 

containing platelet-specific granules, and (III) mature MKs, 30-50 �m in diameter, having a 

well-developed DMS with clearly defined cytoplasmic territories and a peripheral zone (PZ) 

devoid of organelles To analyze the MK/EC contacts, MK profiles were recorded at a 

magnification of x2.500 (overview) and x17.500 (detail). Planar interfaces were defined as any 

flat MK/EC contact > 5 �m in length (~ half the diameter of a stage I immature MK), short MK 

extensions as any extension lacking cytoplasmic organelles and in contact with EC showing no 

deformation, MK protrusions as any extension penetrating below the EC basal plasma 

membrane, and transmigrating cells as any MK cytoplasmic process emerging into the sinusoid. 

MK/EC contact was defined as an intercellular distance of ~ 20-50 nm, corresponding to the 

average distance recognized as a cellular association. In some experiments, the BM cells were 

permeabilized with 0.02% saponin for 5 min to visualize the cytoskeleton, before fixation in 

2.5% glutaraldehyde and embedding in Epon.   

For FIB/SEM, samples were prepared as described previously (Eckly et al., 2018). Briefly, BM 

cells were processed as for TEM and the blocks were mounted on SEM stubs, coated with 

platinum/palladium and examined under a Helios NanoLab dual beam microscope (FEI). 

Samples were milled with the FIB (30 kV, 9.4 nA) at a thickness of 20 nm per section and 

images were acquired in backscattering mode (3 kV, 1.4 nA). Of note, vertical lines could 

appear in the FIB-SEM image, known as curtaining (see Figure 3F). This is due to the milled 
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resin ejected from the block which can redeposit on the block surface, sometimes creating these 

imaging artifacts. Tomograms and 3D models were computed using Amira 6.2 software 

(ThermoFischer). The contact areas in the Figure 6Bv were modelized in 3D and exported 

directly as a 2D binarized stack from Amira software to ImageJ. The surfaces of each contact 

individually have been determined individually and then averaged it. These quantifications 

were performed on protrusions from whole MKs analyzed by FIB-SEM (n=3 for each 

genotypes). Briefly the images underwent a transformation to 8bits and a rotation step with the 

"reslice" tool followed by a flat 2D projection with "Z project". After thresholding of the contact 

spots, the number of contacts and their areas were then quantified with the options "Particle 

analysis" and "ROI manager" and finally exported to Excel for analysis. 

For SEM, BM samples obtained by flushing mouse femora were fixed in 2.5% glutaraldehyde, 

broken open with a scalpel and deshydrated by the routine procedure that involved ethanol and 

hexamethyldisilazane. Dried samples, marrow side uppermost, were attached to stubs and 

sputter coated. Secondary electrons were used to image the inner surface of the sinusoids. To 

ascertain that MKs were located under the imaged surface, the specimen stage was tilted to ����

and exposed to the focused ion beam (such that the plane of the stage was parallel to the ion 

beam). A cross sectional cut was made (30 kV, 9.4 nAmp) to create a trench that enabled 

viewing of the cross-section, and backscattered electrons were used to image the new face of 

the sample in order to identify the MKs. 

For immunoelectron microscopy labelling: BM cells were permeabilized with 0.02% saponin 

for 5 min, fixed in 2% paraformaldehyde and labelled in suspension. The cells were incubated 

overnight with anti-myosin or irrelevant antibodies (10 �g/mL) followed by 10 nm gold-

conjugated secondary antibodies and the samples were embedded in Epon.  

Electron tomography: About 300 nm thick Epon-embedded BM sections were stained with 

uranyl acetate and lead citrate. Single-axis tilt series of selected MKs were recorded using a 

JEM2100-Plus TEM (Jeol, Japan) equipped with a CEMOS camera (2kx2k) as previously 

described . The tilt series were acquired using a single-axis high-tilt tomography holder (model 

670; Gatan, Munich, Germany) and were aligned with IMOD software (Boulder Laboratory, 

Colorado).  

Correlative light and electron microscopy on cryosections: Cryosections (100 nm thick) were 

prepared from chemically fixed and sucrose infiltrated BM. They were mounted on formvar 

carbon-coated grids, immunolabelled as described in the Confocal Microscopy section and 
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examined under a confocal microscope (TCS SP8). The areas of interest were imaged at x63 

magnification using zooms of 0.75 (wide view enabling to locate the region of interest; ROI), 

2.5 (view of an entire MK) and 5 (protrusion details). We selected landmarks, e.g., vascular 

sinuses, which could be used to locate the same ROI.  After this first series of image acquisition, 

the antibodies were eluted as described above and the sections were stained with uranyl acetate 

and lead citrate and examined under a JEM2100Plus transmission electron microscope (Jeol, 

Japan).  Under the microscope, the ROI could be identified by visual inspection. Images were 

recorded at x 2.500 and x 17.500 magnification and superimposed on IF images using the 

³picture overlay´ software (Jeol).  

 

Multiphoton intravital microscopy.  
Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of 1.5% Xylazine and 10% Ketamine (10 

�l/g of body mass). A1-cm incision was made along the midline to expose the frontoparietal 

skull, while carefully avoiding damage to the bone tissue. The mouse was placed on a custom 

metal stage equipped with a stereotactic holder to immobilize the head. BM vasculature was 

visualized by injection of tetra-methylrhodamine dextran (5 ȝg/g body weight). Platelets and 

MKs were visualized by injection of Alexa Fluor 488-labeled anti-GPIX derivative (0.5 ȝg/g 

body weight). Images were acquired at a frame rate of 2 f/min on an upright two-photon 

fluorescence microscope (Olympus Fluoview Multi photon with 25X aqueous objective) 

equipped with a î25 water objective. FIJI ImageJ Software (Version 2.0) and Photoshop CC 

2019 were used to generate movies. 

 

Statistics: All values are reported as the mean � SEM. Data were compared by 1-way ANOVA 

followed by the Mann-Whitney nonparametric test with a threshold of significance of 5%.  
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Legends to the Supplemental Figures 
 

Figure S1. Ultrastructure of MK in Yall mice. (A) Representative TEM images of BM from 

WT and Yall mice. Note the increased number of MK present in Yall BM (red arrowhead), Bars: 

20 �m. (B) Quantification of the BM MK observed by electron microscopy, per surface unit 

(s.u., 12,945 ȝm2). Bars represent the mean ��SEM in 3 BM samples (total number of MK 

counted 99-205). (C) Classification of the MK according to their maturation stage: stage I 

(presence of granules), stage II (developing DMS not yet organized), stage III (DMS organized 

in platelet territories). Data are reported as the percentage of the total number of MK. (D) 
Representative TEM images of the contact interface between MK and EC in Yall BM. Left, 

overview of a fully mature MK attached to the sinusoid; right: detail of the boxed area showing 

numerous MK extensions. (E) Quantification of the number of MK/EC contacts per square 

(12,945 �m2) of the EM grid (116-277 MK analyzed in 3-8 mice). (F) Bar graph representing 

quantification of the different types of MK/EC contact in all WT and Yall MK (stages I to III). 

Error bars indicate the meaQ���6EM.  

 

Figure S2. Ultrastructure of BM from Arpc2-/- mice. (A-C) Mature Arp2/3-/- MK exhibited 

signs of cytoplasmic fragmentation. Cytoplasmic MK extensions (red arrowheads) and isolated 

platelets were frequently found in the BM outside the sinusoids. Bars: 2 �m in (A) and 10 �m 

in (B) and (C). (D) At higher magnification, these platelets were similar to circulating platelets. 

They displayed a discoid shape, had a normal distribution of the open canalicular system (OCS), 

contained Į and į granules and had a well-defined microtubular margin (MT). Bar: 500 nm. 

 
Movie 1. TEM tomographic video illustrating the fusion of the apical and basal plasma 

membranes of the EC. Note the hemi-fused intermediate on the EC adjacent to the site of the 

invasive MK protrusion.  

 

Movie 2. FIB/SEM analysis and 3D reconstruction of an MK/EC interface. The MK extends 

multiple short extensions, some of which invade the EC and deform the endothelial nucleus 

(red box). The MK is visualized in orange, the EC in blue, MK/EC contacts in red and its 

nucleus in grey. The red arrowhead indicates the EC/EC junction. Number of serial images: 

1300, dimension: X=28�m, Y=24�m, Z=26�m. 
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Movie 3. Representative time lapse video (z-projection) recording WT mouse with MKs 

extending an elongating proplatelets (green, labeled with AF-488 anti-GPIX antibody 

derivative) within bone marrow sinusoids (red, AF655-conjugated dextran).  

 

Movie 4. Representative time lapse video (z-projection) recording Arp2/3-/- mouse with MKs 

close to sinusoids (green, labeled with AF-488 anti-GPIX antibody derivative) within bone 

marrow sinusoids (red, AF655-conjugated dextran).  

 

Movie 5. FIB-SEM analysis and 3D reconstruction of a transmigrating WT MK extruding a 

large portion of its cytoplasm into the sinusoidal lumen. This occurs through a single 

transmigration site at some distance from the next EC/EC junction. The MK is visualized in 

orange and the EC in blue.  Number of serial images: 1600, dimension: X=28�m, Y=28�m, 

Z=32�m. 

 

Movie 6. FIB-SEM analysis and 3D reconstruction of a transmigrating Myh9-/-  MK extending 

numerous cytoplasmic processes into the sinusoidal lumen. This occurs through multiples 

smaller transendothelial pores. The MK is shown in orange and the EC in blue.  Number of 

serial images: 1500, dimension: X=28�m, Y=28�m, Z=30�m.  
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Suppl Figure  S1
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Suppl Figure  S2 
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Supplemental figure S3. ɴ1-tubulin is dispensable for MK intravasation.
(A) Representative TEM images showing that (i) mature Tubb1-/- MKs have an abnormal appearance
with (ii) the presence of a peripheral zone. (B) Quantification of the number of MKs observed by
electron microscopy, per surface unit (s.u., 12,945 ʅŵ2) of BM, showing no significant difference in
the density of Tubb1-/- MKs. Bars represent the mean ± SEM in 3 BM samples, for a total number of
178 MKs counted. (C) Quantification of the MKs associated with sinusoids, showing a normal
perivascular localization of Tubb1-/- MKs. Bars represent the percentage of MK at the sinusoid
relative to the total number of MKs counted (84<n<138). (D) Ultrastructural details of Tubb1-/-
MK/EC contacts including (i) planar contacts, (ii) short MK extensions, (iii) invasive MK protrusions
and (iv) transmigrating MK fragments. Bars: 2 µm. (E) Quantification of the different types of contact
between mature MKs and ECs in WT and Tubb1-/- BM. Planar contacts appear in white, short
extensions in light grey, invasive protrusions in dark grey and transmigrating cytoplasmic processes
in black. (F) Representative TEM image of a large intravascular cytoplasmic Tubb1-/- MK process
(arrow) *indicates the sinusoidal lumen. Bar: 5µm. (G) Cryosections of BM from WT mice were
stained with an anti-GPIbɴ mAb (to detect MK, yellow), phalloidin-488 (to detect F-actin, green), an
anti-ɴ1-tubulin mAb coupled to Alexa 647 (red) and DAPI (blue). (i-ii) Confocal images of an MK in
contact with a sinusoid. (iii) A higher magnification of the invasive protrusion (large boxed area in i)
showing that ɴ1-tubulin does not colocalize with F-actin. (iv) A higher magnification of a circulating
platelet (small boxed area in i) showing ɴ1-tubulin staining of the marginal band in a transverse
section. Dotted red line, EC, bars: 10 µm.
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3. Résultats supplémentaires 

 

>͛ĞŶƐĞmble de ce travail suscite de nouvelles pistes de réflexion : 1.  Les microtubules 

interviennent-ils dans la formation des podosomes ?  2. Compte tenu que les MKs des souris 

Arp2/3 sont incapables de transmigrer en raison de leur inefficacité à former des podosomes, 

Ě͛Žƶ�ƉƌŽǀŝĞŶŶĞŶt les plaquettes circulantes dans ces souris ? 3. Quel est le rôle des podosomes 

ƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞƐ�Ŷ͛ŝŶƚĞƌĂŐŝƐƐĂŶƚ�ƉĂƐ�ĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚ�ĂǀĞc les sinusoïdes ? Ces points sont abordés 

ci-dessous. 

3.1. Rôle des microtubules : Etant donné le rôle essentiel des microtubules dans la biogénèse 

ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ͕�Ğƚ�ĞŶ�ƉĂƌƚŝĐƵůŝĞƌ�ĚĂŶƐ�ů͛ĠůŽŶŐĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉƌŽƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ͕�ŽŶ�ƉĞƵƚ�ƐĞ�ĚĞŵĂŶĚĞƌ�Ɛŝ�

ce cytosquelette participe également au développement des podosomes. Pour répondre à 

cette questiŽŶ͕�ŶŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�ƚŽƵƚ�Ě͛ĂďŽƌĚ�ƌĞĐŚĞƌĐŚĠ�ůĂ�ƉƌĠƐĞŶĐĞ�ĚĞ�ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ� in 

vivo-MK podosomes. Nos analyses in situ par microscopie électronique et par 

immunofluorescence ciblant la tubuline E1 ne révèlent pas la présence de microtubules ou de 

tubuline E1 dans ces structures. (Figure supplémentaire S3). En parallèle, nous avons mis à 

profit un modèle murin déficient pour la tubuline�Eϭ͕�ů͛ŝƐŽƚǇƉĞ�ĚĞ�ƚƵďƵůŝŶĞ�ŵĂũŽƌŝƚĂŝƌĞ�ĚĂŶƐ�

ůĞƐ�D<Ɛ�Ğƚ�ƋƵŝ�ƉƌĠƐĞŶƚĞ�ůĂ�ƉĂƌƚŝĐƵůĂƌŝƚĠ�ĚĞ�Ŷ͛ġƚƌĞ�ĞǆƉƌŝŵĠ�ƋƵĞ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ůŝŐŶĠĞ�ŵĠŐacaryocytaire. 

Ces souris présentent une macrothrombopénie sévère avec des plaquettes sphériques et leurs 

MKs sont incapables de former des proplaquettes in vitro127. EŽƵƐ� Ŷ͛ĂǀŽŶƐ� ƉĂƐ� ŽďƐĞƌǀĠ�

Ě͛ĂŶŽŵĂůŝĞƐ�ĚĂŶƐ�ů͛ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ�;ĐŽŶƚĂĐƚ͕�ĨŽƌŵĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉƌŽƚƌƵƐŝŽŶƐ͕�ƉĠŶĠƚƌĂƚŝŽŶ�ĚĞ�

ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵͿ͘�WĂƌ�ĐŽŶƐĠƋƵĞŶƚ͕�ů͛ĞŶƐĞŵďůĞ�ĚĞ�ĐĞƐ�ƌĠƐƵůƚĂƚƐ�ƐƵŐŐğƌĞŶƚ�ƋƵĞ� les microtubules 

ne sont pas essentiels à la formation des in vivo-MK podosomes. Ces résultats ont été 

ƉƌĠƐĞŶƚĠƐ�ůŽƌƐ�Ě͛ƵŶĞ�ĐŽŵŵƵŶŝĐĂƚŝŽŶ�ŽƌĂůĞ�ă�ů͛/^d,�ĚĞ�DĞůďŽƵƌŶĞ�ĞŶ�ϮϬϭϵ͘ La question qui 

demeure néanmoins est de savoir si les microtubules pourraient intervenir dans la maturation 

des podosomes. Cela a notamment été ĚĠŵŽŶƚƌĠ�ĚĂŶƐ�Ě͛ĂƵƚƌĞƐ�ŵŽĚğůĞƐ�ĐĞůůƵůĂŝres tels que 

les ostéoclastes, les macrophages et les cellules cancéreuses298,317,320,321,379,380. Un mécanisme 

de régulation des podosomes par les microtubules pourrait faire intervenir les protéines de la 

ĨĂŵŝůůĞ�<�E<�ĐĂƉĂďůĞƐ�Ě͛ŝŶƚĞƌĂŐŝƌ�ă�ůĂ�ĨŽŝƐ�ĂǀĞĐ�ůĂ�ƚĂůŝŶĞ�Ğƚ�ůĞƐ�ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ͕�Ğƚ�ůĞƐ�ŵǇŽĨŝďƌŝůůĞƐ�

de myosine IIA dépendante de Rho-GEF-H1381. Il pourrait ainsi exister un lien structural et 

ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞů�ĞŶƚƌĞ�ůĞ�ƌĠƐĞĂƵ�ĚĞ�ŵŝĐƌŽƚƵďƵůĞƐ�Ğƚ�ů͛ĂĐƚŽŵǇŽƐŝŶĞ�ĚĞ�ůĂ�ǌŽŶĞ�ƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞ͘� 

 



Figure S4. Les sinusoïdes de la rate sont fenêtrés et pourraient permettre ů͛ĠŵŝƐƐŝŽŶ directe de
proplaquettes.
Images de microscopie électronique à balayage montrant une veinule de rate (en haut), celle-ci
comporte de nombreuses ouvertures permettant la libération de proplaquettes (en bas).

Veinule

Proplaquette



90 

 

3.2. Intravasation des MKs dans la rate : �ŝĞŶ�ƋƵ͛ŝŶĐĂƉĂďůĞƐ�ĚĞ�ĨŽƌŵĞƌ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͕� ůĞƐ�

MKs des souris Arp2/3 génèrent des plaquettes circulantes (numération plaquettaire diminué 

de moitié) ŝŶƚĞƌƌŽŐĞĂŶƚ�ƐƵƌ�ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ�Ě͛ƵŶ�ĂƵƚƌĞ�ŵĠĐĂŶŝƐŵĞ�Ě͛ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ�ŶŽŶ�ŵĠĚŝĠ�ƉĂƌ�

les podosomes. Une piste possible est de considérer la rate, un autre organe hématopoïétique 

de la souris, dans laquelle les mécanismes de transmigration des MKs pourraient être distincts 

ĚĞ� ĐĞƵǆ� ŽďƐĞƌǀĠ� ĚĂŶƐ� ůĂ� ŵŽĞůůĞ͘� ^ĂĐŚĂŶƚ� Ě͛ƵŶĞ� ƉĂƌƚ� ƋƵĞ� ůĞƐ� ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ� ƐƉůĠŶŝƋƵĞƐ� ƐŽŶƚ�

largement fenêtrés382 Ğƚ� ƋƵĞ͕� Ě͛ĂƵƚƌĞ� ƉĂƌƚ͕� ůĞ� ŶŽŵďƌĞ� ĚĞ� MKs localisés dans la rate est 

augmenté de 2 fois dans la souris Arp2/3-/-366, une hypothèse serait une production 

ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ�Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞ� ƐƉůĠŶŝƋƵĞ͘�EŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�ĂŶĂůǇƐĠ� ůĂ� ƌĂƚĞ�ĚĞ�ĐĞƐ� ƐŽƵƌŝƐ�ƉĂƌ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�

ĠůĞĐƚƌŽŶŝƋƵĞ�ă�ďĂůĂǇĂŐĞ͘��ĞƚƚĞ�ĂƉƉƌŽĐŚĞ�Ě͛ŝŵĂŐĞƌŝĞ�ŽĨĨƌĞ�ůĂ�ƉŽƐƐŝďŝůŝƚĠ�Ě͛ŝŶǀĞƐƚŝŐƵĞƌ�ƵŶ�ŐƌĂŶĚ�

ǀŽůƵŵĞ�ĚĞ�ů͛ĠĐŚĂŶƚŝůůŽŶ�;Ğƚ�ĂŝŶƐŝ�ĂƵŐŵĞŶƚĞƌ�ůĞƐ�ĐŚĂŶĐĞƐ�ĚĞ�ƌĞƉĠƌĞƌ�ĚĞƐ�ĠǀğŶĞŵĞŶƚƐ�Ě͛ŝŶƚĠƌġƚͿ�

et possède la résolution nécessaire pour suivre/détecter les proplaquettes. Nous avons ainsi 

détecté la présence de proplaquettes dans la microcirculation splénique de ces souris 

suggérant ůĂ� ƉŽƐƐŝďŝůŝƚĠ� Ě͛ƵŶĞ� ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� D<Ɛ� ƉŽĚŽƐŽŵĞ-indépendante (via les 

ouvertures pré-existantes ?) dans cet organe (Figure supplémentaire S4). De façon 

intéressante, cette observation ouvre de nouvelles perspectives de vision Ě͛adaptation des 

ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ�Ě͛ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ des MKs ƐĞůŽŶ� ůĞ�ƚǇƉĞ�Ě͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ�ĂǀĞĐ� ůĞƋƵĞů� ŝů�ĞƐƚ�ĞŶ�

contact.  

  

3.3. Fonctions des podosomes périphériques : >͛ĠƚƵĚĞ� ĚĞ� ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ� ĚƵ� ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ�

Ě͛ĂĐƚŽŵǇŽƐŝŶĞ�ƌĠǀğůĞ�ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ�ĚĞ�ĚĞƵǆ�ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐ�ĚĞ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ĂƵ�ƐĞŝŶ�ĚƵ�ŵġŵĞ�D< : 

ůĞ�ƉŽĚŽƐŽŵĞ�ƋƵĞ�ů͛ŽŶ�ƌĞƚƌŽƵǀĞ�ĞŶ�ĐŽŶƚĂĐƚ�ĂǀĞĐ�ůĞ�ƐŝŶƵƐŽŢĚĞ�ƋƵŝ�Ă�ƉŽƵƌ�ĨŽŶĐƚŝŽŶ�ĚĞ�ƉĞƌĨŽƌĞƌ�

ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ� Ğƚ� ůĞ� ƉŽĚŽƐŽŵĞ� ƉĠƌŝƉŚérique, plus court, dont le rôle est méconnu (Figure 

supplémentaire S5A-B). Une fonction possible pour ces derniers, déjà évoquée dans la 

ůŝƚƚĠƌĂƚƵƌĞ�ƉŽƵƌ�Ě͛ĂƵƚƌĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ214, ƐĞƌĂŝƚ�Ě͛ĞǆƉůŽƌĞƌ�Ğƚ�ĚĞ�ƐĐĂŶŶĞƌ�ůĞ�ŵŝĐƌŽĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ͘��

En effet, les podosomes sont des structures très dynamiques avec des phases de protrusion 

et de rétraction rapides qui permettent aux cellules de sonder leur environnement. Pour 

évaluer cette hypothèse, nous prévoyons Ě͛ĠƚƵĚŝĞƌ la demi-vie des podosomes de MKs 

déposés sur différentes surfaces (monocouche de cellule endothéliale, lamelles recouvertes 

de gradients de protéines adhésives). Pour cela, nous disposons au laboratoire de souris 

transgéniques GFP-myosine ayant des podosomes fluorescents dans les MKs (Collaboration 

D. Vignevic, Institut Curie, Paris) (Figure supplémentaire S5C). En résumé, cette étude révèle 



Figure S5. Les podosomes issus de la podoPZ sont plus longs lors des contacts avec ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ.
A)(B) Mesures de la longueur des protrusions et de la longueur de la F-actine dans les protrusions de
MKs en contact avec les cellules endothéliales (A) ou distants des CE (B). Les plus longues protrusions
enrichies en actine ne sont présentes que dans les zones de contact MK/cellule endothéliale (n=267
protrusions sur 18 MKs en contact avec les sinusoïdes). (C) Image de microscopie à contraste de
phase et à épifluorescence montrant la podoPZ Ě͛ƵŶ MK issu de souris Myosine-GFP.
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que le MK possède deux types de podosomes qui pourraient correspondre à des degrés de 

maturation différents, concept cité dans les modèles cancéreux (Cf. chapitre 4.2.3 de la revue 

bibliographique) et pouvant être lié à des fonctions spécifiques tel que cela a été rapporté 

pour les macrophages (Cf. chapitre 4.2.3 de la revue bibliographique). 
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Axe 2. Évaluer le rôle des 
intégrines dans le passage des 
D<Ɛ�ĂƵ�ƚƌĂǀĞƌƐ�ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ   





93 

 

1. Résumé de ů͛ĠƚƵĚĞ 

 

Les propriétés des intégrines, en particulier leurs capacités ͗�ϭͿ�ă�ƉĞƌŵĞƚƚƌĞ�ů͛ĂĚŚĠƐŝŽŶ�ĚĞƐ�

ĐĞůůƵůĞƐ� ă� ůĞƵƌ� ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ͕� ϮͿ� ă� Ɛ͛ĂƐƐŽĐŝĞƌ� ĂƵǆ� ĨŝůĂŵĞŶƚƐ� Ě͛ĂĐƚŝŶĞ� ƉŽƵƌ� ƐƚŝŵƵůĞƌ� ůĞƵƌ�

organisation et ainsi induire la formation de projections cellulaires et 3) leur présence dans 

les podosomes, nous amènent à nous demander si ces récepteurs sont impliqués dans les 

ů͛ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ͘�WŽƵƌ�ĐĞůĂ͕�ŶŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�ĂŶĂůǇƐĠ� ůĞ�ĐŽŵƉŽƌƚĞŵĞŶƚ�ĚĞ�MKs de souris 

doublement déficientes en intégrines ɴ1 et ɴ3 (DKO Itgb1-/-/Itgb3-/- spécifique de la lignée 

MK) au cours des différentes ĠƚĂƉĞƐ�ĚĞ�ů͛ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ�;Manuscrit en cours de rédaction).  

Nous avons démarré notre étude par ů͛ĂŶĂůǇƐĞ� de la moelle osseuse par microscopie 

électronique, et avons observé que les MKs des souris DKO présentent un défaut de 

maturation caractérisé par un DMS désorganisé et contiennent des neutrophiles, un 

processus appelé empéripolèse (Cf. paragraphe 1.2.3 de la revue bibliographique). De façon 

surprenante, au cours de ces observations, nous avons également constaté la présence de 

MKs entiers dans la lumière des sinusoïdes des souris DKO. Ceci a été confirmé par 

ů͛ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ĠǀğŶĞŵĞŶƚƐ�ĚĞ�ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ�ƋƵĂŶƚŝĨŝĠĞ�ƉĂƌ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�ĐŽŶĨŽĐĂůĞ�ƐƵƌ�

ĐŽƵƉĞƐ�ĠƉĂŝƐƐĞƐ�ĚĞ�ŵŽĞůůĞ�ĨŝǆĠĞ͕�Ğƚ�ƉĂƌ�ů͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ�ĚǇŶĂŵŝƋƵĞ�ĚƵ�ƉĂƐƐĂŐĞ�ĚĞ�D<Ɛ�ĞŶƚŝĞƌƐ�

ƉĂƌ� ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ� ŝŶƚƌĂǀŝƚĂůĞ͘� >Ğ� ƉĂƐƐĂŐĞ� ĚĞ� D<Ɛ� ĞŶƚŝĞƌƐ� Ŷ͛ĞƐƚ� ƉĂƐ� ŽďƐĞƌǀĠ� dans les souris 

contrôles. En accord avec ces résultats, nous avons noté la présence de noyaux polylobés 

mégacaryocytaires dans la microcirculation des poumons des animaux DKO. Ces premiers 

résultats démontrent que ůĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ɴϭ�Ğƚ�ɴϯ�ůŝŵŝƚĞŶƚ� ůĞ�ƉĂƐƐĂge de MKs entiers vers la 

circulation sanguine. ^Ƶƌ� ĐĞ�ĚĞƌŶŝĞƌ�ƉŽŝŶƚ͕�ŶŽƵƐ�ƐĂǀŽŶƐ�ƋƵĞ� ů͛ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ�ĂĐĐƌƵĞ�ĚĞƐ�MKs 

�<K�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ĚƵĞ à une augmentation de la taille des pores transendothéliaux, impliquant 

Ě͛ĂƵƚƌĞƐ�ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ. >͛ĞŶƐĞŵďůĞ�ĚĞ�ĐĞs résultats démontrent que les intégrines 

régulent négativement ů͛ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ� des MKs. Trois hypothèses peuvent être avancées 

pour expliquer ces données : 1) l͛ĂďƐĞŶĐĞ�Ě͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ĐŽŶĚƵŝƚ-elle à un ĚĠĨĂƵƚ�Ě͛ĂŶĐƌĂŐĞ du 

MK dans son microenvironnement, facilitant ainsi sa transmigration ? 2) les mécanismes de 

franchissement de la barrière endothéliale médiés par les podosomes sont-ils impactés dans 

les souris DKO ? et/ou le noyau du MK est-il plus facilement déformable en absence 

Ě͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ͕�Ɛ͛ŝŶƐĠƌĂŶƚ�ĂŝŶƐŝ�ƉůƵƐ�ĨĂĐŝůĞŵĞŶƚ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�ƉŽƌĞƐ�ƚƌĂŶƐĞŶĚŽƚŚĠůŝĂƵǆ ? 
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�ĨŝŶ� Ě͛ĞǆƉůŽƌĞƌ� ůĂ� Ɖremière pŝƐƚĞ� Ě͛ƵŶ� ĚĠĨĂƵƚ� Ě͛ĂŶĐƌĂŐĞ͕� nous avons Ě͛ĂďŽƌĚ� ǀŽƵůƵ�

ƐĂǀŽŝƌ� Ɛŝ� ůĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ŝŶƚĞƌǀŝĞŶŶĞŶƚ�ĚĂŶƐ� ů͛ĂƚƚĂĐŚĞŵĞŶƚ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ĚĂŶƐ� ůĂ�ŵŽĞůůĞ dans des 

souris contrôles. Des études de co-marquage ĚĞ� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ� ɴϭ� ĂĐƚŝǀĠĞ� ;ǀŝƐƵĂůŝƐĠĞ� ŐƌąĐĞ� ă�

ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ� ĚĞ� ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ� ϵ�'ϳͿ� Ğƚ� ĚĞ� ůĂ� ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ� ƌĠǀğůĞŶƚ� ůĂ� ƉƌĠƐĞŶĐĞ� ĚĞ� ƉůĂƋƵĞƐ�

Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�ƚŽƵƚ�ĂƵƚŽƵƌ�ĚĞƐ�MKs. Dans les souris Itgb1-/-/Itgb3-/-, ĐĞƐ�ƐŝƚĞƐ�Ě͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞƐ�ƐŽŶƚ�

inexistants suggérant que les MKs soient moins ancrés à leur environnement. Des études 

Ě͛ĂĚŚĠƐŝŽŶ�ƐƚĂƚŝƋƵĞ ƐƵƌ�ĚŝĨĨĠƌĞŶƚƐ�ƐƵďƐƚƌĂƚƐ�ĐŽŶĨŝƌŵĞŶƚ�ƋƵ͛ĞŶ�ĂďƐĞŶĐĞ�Ě͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ůĞƐ�D<Ɛ�ŶĞ�

Ɛ͛ĠƚĂůĞŶƚ�ƉĂƐ͘�>Ğ modèle ex vivo Ě͛ĞǆƉůĂŶƚƐ�ĚĞ�ŵŽĞůůĞ�ŽƐƐĞƵƐĞ�nous a permis de quantifier le 

nombre de MKs se détachant de la périphérie du tissu. Nos résultats indiquent une tendance 

ă�ů͛ĂƵŐŵĞŶƚĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĠŵŝŐƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ MKs Itgb1-/-/Itgb3-/- en comparaison aux MKs témoins. 

�͛ĂƵƚƌĞƐ�ĂŶĂůǇses de (trans)migration de MKs utilisant des chambres de Dunn et de Boyden 

ƐŽŶƚ� ĂĐƚƵĞůůĞŵĞŶƚ� ĞŶ� ĐŽƵƌƐ� Ě͛ĠƚƵĚĞ͘� YƵŽŝƋƵ͛ŝů� ĞŶ� ƐŽŝƚ͕� ĐĞƐ� ƌĠƐƵůƚĂƚƐ� ƐƵŐŐğƌĞŶƚ� ƋƵĞ� les 

ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ƉĂƌƚŝĐŝƉĞŶƚ�ă�ůĂ�ƌĠƚĞŶƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ĂƵ�ŶŝǀĞĂƵ�ĚĞ�ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ�ŵĠĚƵůůĂŝƌĞ͘� 

Après avoir établi que les intégrines sont localisées dans les podosomes des MKs, nous 

avons cherché à savoir si elles contribuaient à leur formation. Pour cela, nous avons utilisé les 

souris Itgb1-/-/Itgb3-/- et avons analysé les podosomes des MKs 1) in vitro sur différents 

substrats (taille, densité, cellules formant les podosomes, capacité de protéolyse) et 2) in situ 

en contact avec les sinusoïdes dans la moelle osseuse de souris. Notre conclusion principale 

est que les intégrines ne sont pas nécessaires à la formation des podosomes et à leur 

fonction de ƉĞƌĨŽƌĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ. 

Nous nous sommes ensuite intéressés à la possibilité que les intégrines contrôlent les 

propriétés biophysiques du noyau. Pour répondre à cette question, nous avons caractérisé la 

morphologie (taille, forme) des noyaux en analysant des coupes de moelle marquées avec du 

Hoechst. Il apparait que les noyaux des MKs Itgb1-/-/Itgb3-/- présentent une configuration 

dépliée, occupant ainsi un volume plus important dans la cellule. En raison du rôle joué par 

ůĞƐ� ůĂŵŝŶĞƐ� ƐƵƌ� ůĞƐ� ƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐ� ĚĞƐ� ŶŽǇĂƵǆ͕� ŶŽƵƐ� ƐŽŵŵĞƐ� ĂĐƚƵĞůůĞŵĞŶƚ� ĞŶ� ƚƌĂŝŶ� Ě͛ĠǀĂůƵĞƌ�

ů͛ŝŵƉĂĐƚ�ĚĞ� ůĂ�ĚĠůĠƚŝŽŶ�ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ƐƵƌ� ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞƐ� ůĂŵŝŶĞƐ��ͬ��Ğƚ��ϭ͘�EŽƐ�ƉƌĞŵŝĞƌƐ�

résultats laissent entrevoir une répartition anormale de la lamine A/C au niveau de la 

membrane nucléaire (impliquée dans la rigidité du noyau), sans affecter celle de la lamine B1 

;ŝŵƉůŝƋƵĠĞ�ĚĂŶƐ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝƚĠ�ĚĞƐ�ŶŽǇĂƵǆͿ͘��ĞƐ�ĠƚƵĚĞƐ�ƋƵŝ�ƐĞŵďůĞŶƚ indiquer que les intégrines 

jouent un rôle dans le maintien structural du noyau des MKs demandent à être approfondies.  
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Nous poursuivons actuellement ces travaux en développant des chambres de déformabilité 

afin Ě͛ĂŶĂůǇƐĞƌ�ůĂ�capacité des noyaux à se faufiller au travers de pores calibrés275.  

Cette ĠƚƵĚĞ�ĞƐƚ�ƉƌĠƐĞŶƚĠĞ�ƐŽƵƐ�ůĂ�ĨŽƌŵĞ�Ě͛ƵŶ�manuscrit en cours de rédaction qui sera 

complété selon les résultats obtenus sur les propriétés biophysiques des noyaux.  
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2. Manuscrit en cours de rédaction 

 

Integrins prevent the passage of entire megakaryocytes into the circulation by 

ensuring their bone marrow attachment and their nuclear shape 

Scandola C1 et al. 
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Background: Thrombopoiesis requires the orchestrated passage of megakaryocytes (MKs) 

from the bone marrow, an adhesive environment rich in matrix proteins, into the 

bloodstream, raising the question of the role of adhesive receptors in this process.   

Objective: We evaluated the role of E1 and E3 integrins, the two members expressed by MKs, 

in the final stages of megakaryopoiesis, i.e. MK passage across the sinusoid wall, using mice 

lacking both E1 and E3 integrins (DKO) in the MK/platelet lineage. 

Results: In situ, bone marrow DKO MKs displayed an abnormal demarcation membrane 

system and emperipolesis. Remarkably, electron microscopy also revealed the presence of 

entire DKO MKs inside the vascular lumen of sinusoid. This was confirmed by 

immunofluorescence on fixed BM thick sections and by dynamic intravital 2-photon 

microscopy. Accordingly, large polyploid MK nuclei were found in the downstream pulmonary 

microvessels of these mice. Transmigration of entire DKO MKs did not result from an increased 

size of endothelial pores, indicating other mechanisms. Podosomes formation and their 

invasive properties were not affected in these mice. However, DKO MKs plated on fibronectin 

and fibrinogen displayed a round shape compared to spread control MKs suggesting weaker 

adhesive properties of these cells. In the absence of integrins E1 and E3, we also found that 

the polylobulated nuclei were larger with an unfolded appearance and have an abnormal 

nuclear distribution of lamin A/C, the nuclear protein known to contribute to nuclear stiffness. 

This indicates that integrins regulated the shape and physical properties of the nucleus of 

mature MKs.  

Conclusion:  These findings demonstrate that integrins act as negative regulators of the MK 

passage into the blood circulation by ensuring via nuclear properties, in addition to their 

established role in modulating adherence.  
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INTRODUCTION 

Megakaryocytes (MKs) are giant cells of the bone marrow (BM) which play an essential 

role in generating 1011 blood platelets every day. To produce platelets, MKs undergo a 

stepwise differentiation process that takes place in the bone marrow environment [1]. This 

includes endomitosis leading to a large polylobulated nucleus, the synthesis of platelet-

specific granules and the development of an extensive demarcation membrane system (DMS) 

which functions as a reservoir for the plasma membrane of future platelets [2]ʹ[5]. Upon 

maturity, MKs extend pseudopod-like cytoplasmic projections, called proplatelets, through 

the endothelium into the sinusoid lumen where they are shed and processed into platelets 

[4]ʹ[6]. A more recent model has been proposed whereby platelet biogenesis may also be the 

result of individual platelets budding off from the MK periphery [7]. During terminal 

differentiation, the nucleus separates from the extended mass of cytoplasm, and is 

surrounded by a narrow rim of cytoplasm and an enveloping plasma membrane. These 

pyrenocytes (nuclei surrounded by plasma membrane) remain in the hematopoietic bone 

marrow compartment where they are phagocytized [8]. Although this may be the dominant 

mode of thrombopoiesis, several studies showed that intact MKs can occasionally enter the 

circulation, circulate through the lungs where they dynamically release platelets [9]ʹ[11].   

The successful extension of proplatelet arms across the endothelial lining requires the 

fine regulation of MK interactions with the surrounding microenvironment. To enter into the 

circulation, MKs must cross a continuous endothelial barrier [12]ʹ[14]. We have recently 

shown that they use podosome-like invasive protrusions to generate transendothelial pores 

allowing the extension and release of proplatelets into the circulation [14]. Podosomes are 

actin-based dynamic protrusions of the plasma membrane typically present at sites where the 

cells adhere to the extracellular matrix (ECM) and they also mediate matrix degradation [15]. 

In vitro studies have shown that podosomes in MKs can degrade the ECM and this process has 

been predicted to have a pivotal role in ECM remodeling and MK-sinusoid interactions [16]. 

Several proteins implicated in the actin cytoskeleton organization have been linked with 

defects in MK podosome formation. They comprise the Wiskott-Aldrich syndrome protein 

WASp [17], the Arp2/3 complex [18], the degranulation-promoting adaptor protein ADAP [19], 

the actin-bundling protein L-Plastin [20], the phosphoinositide-dependent protein kinase-1 
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[21] and Cdc42 [22].  Missing from this list are the integrins which are known to participate in 

the formation and dynamics of podosomes in many cell types. 

E1 et E3 integrins are the two forms expressed by MKs and their role in platelet 

biogenesis is still incompletely understood [23], [24]. Several studies indicate that integrins 

have little or no impact on platelet count, as found in Glanzmann thrombasthenia patients 

with mutations in integrin DIIbE3 genes and in knockout mice lacking E1 and E3 integrins [25]ʹ

[28]. On the other hand, gain-of-function mutations in the genes of DIIb and E3, defects in the 

DMS and proplatelet formation have been documented, resulting in defective thrombopoiesis 

[29], [30]. Proplatelet formation has also been reported to be negatively regulated by E1 

integrin family members through the Rho/ROCK pathway [17]. Recent data proposed a pivotal 

role of�E1 integrin glycosylation in proper MK localization at the sinusoids and in the formation 

of the DMS [31]. In a myelofibrosis context, dysregulation of the fibronectin-integrin D5E1 axis 

contributes to the expansion of the bone marrow megakaryocytosis and fibrosis in JAK2V617F 

transgenic mice [32]. Hence, the question of the effective contribution of integrins to platelet 

formation remains open. 

In the present study, we evaluated the role of E1 et E3 integrins in MK transmigration 

using double knockout mice lacking E1 and E3 integrins in the MK/platelet lineage. We found 

that E1/E3 integrin double deficiency in MKs result in a striking transmigration of intact MKs 

into the BM sinusoids in vivo. We propose that this atypical process was linked to defective 

MK anchoring to surrounding ECM and to abnormal ECM organization. In addition, we show 

that integrins also control the nucleus architecture, likely affecting its physical deformability. 

These findings highlight a role of integrins in platelet biogenesis by influencing MK 

transmigration via modulating both MK adherence and nuclear physical properties.  
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MATERIAL and METHODS 

Animals. Four transgenic mouse lines were used 1. Double KO mice in ß1 and ß3 integrins 

(DKO), single KO Itgb1-/-, single KO Itgb3-/- and control mice of C57BL/6J genetic background. 

The single KO mice were generated by crossing Itgb1flox/flox or Itgb3flox/flox mice from the 

laboratories of R. Fässler (Basel, Switzerland) and K. Weilbaecher (Saint Louis, USA) and 

control mice from the C. River (L'Arbesle, France). Inactivation of integrin-encoding genes 

occurs through the cre/lox system under the control of the PF4 (Platelet factor 4) promoter. 

Itgb1-/-/Itgb3-/- double KO mice (DKO) are crosses of the two single KO lines. To establish that 

gene disruption resulted in a loss of expression of proteins, western blots were performed 

confirming that expression of E1 and E3 integrins was lost in platelets (unpublished data, C. 

Leon). DKO mice had a 35% reduction in platelet count (mean: 663866 ±85851 platelets/µL 

versus 1013000 ±40186 platelets/µL for the control, n=12-15 mice). All mice were bred in a 

specific pathogen free facility at the Etablissement Français du Sang-GEST in Strasbourg and 

all animal experiments were approved by the local ethics committee. 

Reagents and antibodies. BSA, Saponin, Triton X-100, were from Sigma-Aldrich (Rueil-

Malmaison, France). The goat antiʹrabbit and anti-ŵŽƵƐĞ͕� ��W/� ;ϰ͛ϲ-diamidino-2-

phenylindole, dilactate), �ƵůďĞĐĐŽ͛Ɛ ŵŽĚŝĨŝĞĚ� �ĂŐůĞ͛Ɛ� ŵĞĚŝƵŵ (DMEM), penicillin, 

streptomycin, and glutamine were from Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). Goat anti-rabbit 

immunoglobulin (Ig) conjugated Alexa Fluor 555 was from Thermo Fisher Scientific (Saint 

Aubin, France), goat anti-rat Ig conjugated cyanine 2 was from Jackson ImmunoResearch Labs 

(Sufolk, United Kingdom). Monoclonal antibody against mouse glycoprotein GPIbɴ (RAM.1-

488, RAM.1-647) and monoclonal antibody against mouse ɲIIbɴ3 (RAM.2) were produced and 

labeled in our laboratory [33]. Round culture dishes coated or uncoated with ESS 28kPa were 

form Ibidi (Martinsried, Germany). M11 CI-huMEC human dermal microvascular endothelial 

cell line was from Inscreenex (Braunschweig, Germany).  

Confocal microscopy. For the analysis of podosome localization and distribution, a single-cell 

suspension of tibia and femur wt or DKO BM was prepared by flushing the bones with PBS 

followed by type I collagenase 2.3 mg/ml for cell isolation and resuspension. Resuspension 

was performed by incubation at 37 °C for 5 min followed by vortexing. The supernatants were 

collected and collagenase stopped by adding v/v DMEM-1%PSG-10% FCS. BM were incubated 

a further 5 min for a second run in collagenase for complete cell isolation. Total cell suspension 

of supernatants in DMEM-1%PSG-10% FCS were then centrifuged at 1400 RPM and 
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resuspended in 2 mL of DMEM-1%PSG-10% FCS containing 100 nM Sir-Actin. For podosomes 

analysis, ibidi 35 mm microdishes were coated with human fibrinogen (100 µg/ml), human 

plasma fibronectin (100 µg/ml) overnight at 4°C, blocked with HSA (10 mg/ml) for 30 min and 

washed with PBS before use. In some experiments, human dermal microvascular endothelial 

cells (M11) were cultured for 24 hours to form a confluent monolayer (CI-

huMEC, Inscreenex).  MKs freshly isolated from the BM were incubated for 3 or 6 h on the 

indicated substrate and non-adherent cells were removed with PBS. Adherent MKs were fixed 

in PFA 4% and stained with anti-GPIbE and DAPI. For MK-endothelial cell interaction studies, 

isolated MKs were incubated for 3h and 6h over a confluent layer of cultured human dermal 

microvascular endothelial cells (M11), and stained as described above. Podosomes 

localization and organization were analyzed by confocal microscopy (SP8 Leica, 63x) for GPIbE+ 

cells. The percentage of podososome-containing MKs were quantified on at least 12 MKs from 

3 mice from each genotypes. The number of podosomes per µm2 was calculated with the 

ImageJ software on at least 36 MKs/ experiments (n=3 wt and n = 3 DKO for each indicated 

substrates). 

For the analysis of activated E1 integrins and ECM distribution, BM from wt and DKO were 

fixed in a mix of 2% paraformaldehyde-0.2% glutaraldehyde, and frozen in liquid nitrogen as 

described [3]. Cryosections of 250 nm thickness were cut and labelled with an Alexa568-

conjugated anti-GPIbE antibody, an endothelial marker (FABP4, 3 µg/ml) and primary 

antibodies against E1 or E3-integrins (MB1.2 and Luc.A5, at 3 µg/ml), or activated E1 integrin 

(9EG7, at 10 µg/ml), or fibronectin (ab2413), or fibrinogen (A0080). The sections were then 

labelled with Alexa488 Donkey anti-Goat for FABP4 staining, and with Alexa647 or Alexa680-

conjugated secondary antibodies of the appropriate species for integrins and matrix staining 

and DAPI. They were examined under a confocal microscope (TCS SP8, Leica). No fluorescence 

was detected with isotype-specific control IgG. 

Confocal analysis of thick bone marrow sections for transmigration quantification and nucleus 

volume measurements was performed according to an adaptation of the method described 

by Coutu et al. [34]. Briefly, 250 µm thick vibratome BM and lung sections from 4% 

paraformaldehyde (PFA) fixed femurs were incubated with FABP4 (3 µg/ml, overnight) 

followed by Alexa 568-conjugated anti-'W/ďɴ�ĂŶƚŝďŽĚǇ�;RAM.1-568; 10 µg/ml) and Alexa488 

Donkey anti-Goat for FABP4 staining overnight and by DAPI counterstaining (1/36000, 10 

min). For analysis of nucleus, the BM and lung sections were counterstained with Hoechst 
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staining (1/1000, 10 min). The fluorescently labeled BM tissue was placed cut-face down into 

incubation chambers and mounted with Mowiol mounting solution. BM and lung samples 

from 3 mice were examined. The BM tissue beneath the bone edge was located and 

positioned using differential interference contrast (DIC) illumination. Series of x-y-z images of 

typically 193,75*193,75 µm x-y size were collected along the z-axis at 1 µm step size through 

30-50 µm of BM tissue, using the 40x objective from a Leica SP8 confocal microscope. For 

quantitative analysis of nucleus number in the lung, samples from 3 different mice were 

examined. For the nucleus volume analysis, the fluorescence was delineated on Z-stack of 

whole MKs (z-size 1 µm) using the Amira software. Six cells were included in each MK stage 

and the results were expressed as a mean ± SEM. 

For the confocal analysis of lamin localization, native wt and DKO MKs were cytospun onto 

poly L-lysine-coated slides. The cells were then permeabilized with 0.1% triton-X100 in PBS 

containing 1% BSA followed by incubation with 10 ʅg/mL of AF488-labeled anti-lamin 

antibody. The slides were mounted in Prolong gold with Dapi for examination under a SP8 

confocal microscope (Leica Microsystems, France) and observations have been made on Z-

stacks (z-size 0.5 µm).  

Electron microscopy. For Transmission electron microscopy, BM was fixed in 2.5% 

glutaraldehyde and embedded in Epon as described [35]. Transversal thin sections of the 

entire BM were cut and examined under a CM120 TEM (FEI).  

For SEM, native BM MKs were allowed to adhere to a surface coated with fibronectin, 

fibrinogen or endothelial cells, and after gentle agitation to detach non-adherent cells, the 

remaining adherent cells were fixed in 2.5 % glutaraldehyde, dehydrated, attached to stubs, 

sputter coated and examined under a Helios NanoLab microscope at 5kV (ThermoFisher, 

Eindhoven, The Netherlands) as described [14]. Secondary electrons were used to image the 

shapes of the MKs.  

Flow cytometry. For the ploidy analysis of the native MKs, mouse femurs, tibias and iliac crests 

were harvested, cut in small fragments and incubated in a PBS-collagenase-dispase mix 

(respectively at 3 mg/mL and 4 mg/mL, 5mL/mouse) for 30 min at 37°C. Then, the tube is filled 

with PBS-2%NCS to stop the collagenase and the supernatant is 70 µm filtered to eliminate 

bones fragments. After red cell lysis, the freshly isolated bone marrows are washed in PBS-2% 

NCS and stained with anti CD41 and anti CD42c antibodies and Hoechst. Anti Gr-1, B220, F4/80 
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and TER119 probes were used as a negative control to respectfully exclude granulocytes, B 

lymphocytes, macrophages and erythrocytes from the total bone marrow suspension. The 

freshly isolated MKs are identified as a CD41/CD42c positive cell population and ploidy 

analysis was performed using Hoechst 33342.   

MK emigration from bone marrow explants. Preparation of BM explants was performed as 

previously described [36]. Briefly, BM from femur wt or DKO mice ǁĞƌĞ�ĨůƵƐŚĞĚ�ǁŝƚŚ�dǇƌŽĚĞ͛Ɛ�

buffer (0.137 M NaCl, 2.68 mM KCl, 11.9 mM NaHCO3, 0.4 mM NaH2PO4, 1 mM MgCL2, 2 mM 

CaCl2, 5 mM HEPES, 0.35% BSA, at pH = 7.3). Ten 0.5 mm thick sections of marrow were placed 

ŝŶ�ĂŶ�ŝŶĐƵďĂƚŝŽŶ�ĐŚĂŵďĞƌ�ĐŽŶƚĂŝŶŝŶŐ�dǇƌŽĚĞƐ͛Ɛ�ďƵĨĨĞƌ with 5% mouse serum. Chambers were 

maintained in a 5% humified CO2 atmosphere at 37 °C for 6h. MKs at the periphery of the 

explants were counted under an inverted phase contrast microscope coupled to a video 

camera (DMI8 Leica microscope, 40x objective). A motorized multiposition stage (in x, y, z) 

was used, and an average of 100 stages positions showing MKs were followed. Results are 

expressed as the number of total emigrating MKs at the indicated time-points. In each case, a 

minimum of six independent experiments (i.e. with femurs from four different mice) were 

performed. When examining the effects of blocking antibodies, one experiment was 

simultaneously performed with femurs from the same mouse in the presence of irrelevant 

antibody.  Mice from each genotypes were analyzed and image acquisitions were performed 

in a blinded manner. 

Statistics. All values are reported as the mean ± SEM. Statistical analyses were performed with 

PrismGraphpad software (La Jolla, CA, USA). Data were compared by t-test, 1-way ANOVA or 

2-way ANOVA followed by Bonferroni post-test with a threshold of significance of 5%. P-values 

<0.05 were considered statistically significant. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. 
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RESULTS 

Combined deletion of E1 and E3 integrins causes the passage of intact MKs into the blood 

circulation 

To study the role of E1 and E3 integrins in MK transmigration, mice with a conditional double 

deficiency (DKO) in the MK lineage were generated using the Pf4-Cre/lox strategy. We first 

investigate the impact of combined E1 E3 integrins deletion on megakaryopoiesis, by 

examining the MK ultrastructure in situ by transmission electron microscopy. In DKO mice, the 

number and the distribution of the different MK maturation stages were similar to WT mice 

(Figure 1A-B). However, while mature WT MKs showed a defined DMS with clearly delineated 

cytoplasmic territories, DKO MKs exhibited abnormal DMS organization associated with 

reduced cytoplasmic territories and had frequent emperipolesis (DKO 15.2 ±3% vs WT 4.5 

±2.2%, p<0.01) (Figure 1C). But the most striking observation was the presence of intact 

mature MKs located in the sinusoid lumen in DKO BM, an event that was not observed in WT 

BM. They were of similar size and ultrastructure to those in the stroma compartment, 

suggesting that altered size are not the triggering event for their transendothelial passage 

(Figure 1D). To estimate the degree of this defect, we examined the distribution of MKs by 

performing 3D immunofluorescence microscopy on thick BM sections. In these experiments, 

the transmigration abnormality of MKs in DKO mice was even more evident, as we see more 

MKs in transmigration and more whole MKs and fragments in the blood circulation. (Figure 

2A). Quantitative analysis revealed a six-fold increase of these transmigrating events in DKO 

mice as compared to WT (DKO 23.6 ±3% % vs WT 3.8 ±1.4% per visual field; P<0.01) including 

7.6 ±2 % of intact MKs in the circulation. We measured the diameter of the endothelial pores 

and found no difference between both genotypes (DKO: 4.6 ±0.3 µm, n=33 vs WT: 4.3 ±0.4 

µm, n=12 P> 0.05) indicating that the passage of intact DKO MKs do not result from an 

increased size of endothelial pores. To determine which of the two integrins was responsible 

for this MK phenotype, we used simple knock-out mice (Supplemental Figure S1). Intact MKs 

in the sinusoidal lumen were not found in single knock-out mice, but we observed an increase 

of intravascular fragments in Itgb1-/- MKs suggesting a preferential contribution of E1 integrin 

in the MK transendothelial passage. To evaluate the effect of the integrins ablation in a more 

dynamic setting, we directly visualized the MK behavior using intravital 2-photon microscopy 

imaging (Figure 2B). This confirmed the release of intact DKO MKs into the blood stream, 

validated the fact that these MKs are large mature cells, and also revealed the cellular 
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distortions allowing the DKO MKs to leave the marrow and slide intactly into the blood 

circulation (Supplemental movie S1). Accordingly, large MK nuclei were found in the 

downstream pulmonary capillaries of DKO mice, a finding not observed to that extent in WT 

mice (Figure 2C).  

In summary, these findings demonstrated that integrins play a key role in controlling MK 

transmigration, acting as negative regulators to prevent the passage of intact MKs through 

the bone marrow sinusoids.  

 

Integrins maintain MK anchoring to the surrounding bone marrow tissue 

We hypothesized that defective anchoring of MKs in DKO mice may be a cause of their 

enhanced transmigration. We first examined surface expression of activated ɴϭ�ŝŶƚĞŐƌŝŶ�in situ 

on BM cryosections of WT mice and found staining on the sinusoids and at the periphery of 

the MKs where it appears as fluorescent clusters (Figure 3A). Co-staining studies 

demonstrated that these ɴϭ� ŝŶƚĞŐƌŝŶ-positive clusters are associated with fibronectin, 

suggesting that MK bind to the bone marrow through fibronectin-E1 integrin contact sites 

(Figure 3B). This stood in contrast to the transmigrating WT MKs devoid of such contact sites, 

likely reflecting that these cells lose their interactions with the ECM when they enter the 

circulation (data not shown). As expected, these contact sites were absent in DKO mice, 

suggesting that these MKs are less well anchored to their ECM microenvironment (Figure 3C).  

Besides being adhesive receptors, integrins are recognized for their role in ECM remodeling 

[37]ʹ[39]. Thus, we determined the distribution of fibronectin and fibrinogen in the bone 

marrow of WT and DKO mice. Depletion of integrins causes a significant reduction in the 

expression of extracellular fibronectin around MKs, without affecting fibronectin deposits in 

the basement membrane around sinusoids (Figure 3D). We also investigated the impact of 

integrin depletion on fibrinogen distribution and found that its primarily localization in 

granules was lost, as previously reported (Figure 3E). Instead, DKO mice exhibited fibrinogen 

localization in the extracellular space of the DMS, as confirmed by immunogoldEM (IEM) 

(Supplemental Figure S2). 

To next investigate whether integrin play a functional role in the MK anchorage to ECM and 

endothelial cells by analyzing their cell shape using scanning electron microscopy (Figure 4A). 

While almost all WT MKs flatten on fibronectin and fibrinogen reaching diameters over 100 

µm, DKO MKs fail to spread and still exhibited a round shape. We quantified the number of 
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adhering cells, and it was significantly reduced for DKO MKs adhering on both fibronectin and 

fibrinogen. No difference in the number of adhering MKs and in their shape were observed 

between both genotypes when the assays were performed on endothelial cells instead of 

matrix proteins, suggesting minimal effect of the integrins regarding MK attachment to 

endothelial cells. To better recapitulate physiological conditions, we next probed the overall 

interactions of MKs with interstitial matrix in BM explants and with neighboring cells using 

freshly isolated BM explants. In this model, cells migrate out of the BM explants, forming a 

layer in which MKs become progressively visible and allowing to count the number of MKs 

released at the periphery of the explant [32] (Figure 4B). We observed a trend toward an 

increase in the number of MKs released from DKO BM explants as compared with WT BM 

explants, reaching a plateau at 6h. Together, these results emphasize the important 

contribution of integrins in the matrix organization around MKs, in addition to their role in 

modulating ECM-mediated adhesion processes in the bone marrow.   

 

E1 and E3 integrins are dispensable in the podosome-mediated transendothelial penetration  

To further dissect the mechanisms underlying the transmigration defect in DKO MKs, 

we assessed the formation of podosomes known to be important in MK-sinusoid interactions 

and ECM remodeling [14], [16]. By fluorescence microscopy, podosomes appeared classically 

as SiR-actin stained F-actin dots on the ventral surface of MKs and both integrins were found 

within the rings around the actin dots (Figure 5A). DKO MKs were able to develop podosomes 

on different substrates (fibrinogen, fibronectin and endothelial cells) similarly to WT MK, as 

evaluated by the quantification of the percentage of MKs displaying podosomes and the 

podosome density (Figure 5B). Given that ECM degradation is a hallmark of podosome 

function, we checked whether DKO MKs exhibit higher digestive ability of the matrix by 

analyzing gelatin-FITC green surface degradation. Notably, unlike previously described [16], 

ECM degradation was virtually absent in native WT MKs and the same results were obtained 

for DKO MKs (Figure 5C). Tumoral 4T1 cells, which triggers large digested areas, were used as 

a positive control. 

While podosomes develop only on the ventral surface of MKs in a 2D context, we could 

recently show that in situ they appear interconnected on the periphery of MKs, a collective 

organization essential to drive transendothelial pores [14]. To investigate this spatial 
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organization, we analyzed native flushed MKs, fixed upon their suspension to maintain their 

3D organization, and found that DKO MKs exhibited a normal actomyosin peripheral cortex 

and a normal collective podosome distribution with comparable density to controls (Figure 

5D). Given that the function of MK podosomes is to perforate the endothelial barrier, we 

examine the interactions between MKs and endothelial cells in BM thin sections of intact 

femora from DKO mice (Figure 5E). Transmission electron microscopy (TEM) images showed 

that DKO MKs were able to extend podosomes toward the endothelium. These protrusions 

were even able to push and invade the endothelium and form pores. Quantification of the 

different types of contacts indicated no significant difference in DKO versus WT mice. These 

results indicate that E1 and E3 integrins do not play a significant role in podosome-mediated 

transendothelial passage of MKs. 

 

Altered nucleus organization and abnormal lamin A/C expression in DKO megakaryocytes  

The polylobulated nucleus, which is the largest and most rigid organelle in the cell, is a 

major physical constraint to MK transmigration [40]ʹ[42]. We sought to determine why the 

nucleus of DKO MKs could cross through transendothelial pores that are smaller than their 

nuclear cross section. We first investigated whether endomitosis may be affected in DKO. We 

performed a ploidy analysis of native flushed BM MKs by flow cytometry and found that the 

ploidy distribution of DKO MKs was comparable to that of WT (Figure 6A). We next analyzed 

the architecture of the nucleus in MKs at different stages of transmigration by complete z-

stack analysis of MKs stained with anti-GPIBb antibody and DAPI (Figure 6B). We found that 

the nucleus diameter of DKO MKs was significantly larger than that of WT MKs (18 ±0.3µm vs 

15 ±0.26 µm, p<0.01). 3D renderings of the whole nucleus were generated to illustrate the full 

extent of the morphological abnormalities in DKO MKs (Supplemental Movies S2 and S3). This 

reveals the unfolded appearance of the DKO multilobulated nucleus, compared with the more 

compact conformation of the WT nucleus, leading to a significant increase in the ratio of the 

nucleus volume/entire MK volume in DKO MKs compared to WT MKs. These findings provide 

evidence that integrins control the MK nuclear size, volume and geometry.  

It is known that the nuclear lamin A/C determines the stiffness of the nucleus [43]ʹ[45], and 

that lower levels of lamin A/C facilitate cell migration through tight spaces [40], [42]. We 

therefore investigated the localization of lamin A/C in freshly BM-isolated MKs, using lamin 
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B1 as a reference for the nuclear stability [46] (Figure 7A). During maturation of WT MKs, we 

found an increase in lamin A/C expression along with a decrease in that of lamin B1. In mature 

stage III WT MKs, we observed a thin and continuous nuclear membrane staining for lamin 

A/C. In DKO MKs, the lamin A/C signal was more heterogeneous, with cells having either 

normal, discontinuous or no staining. We quantified these different populations according to 

their maturation stages and found that almost 80% of mature DKO MKs displayed an abnormal 

nuclear expression of lamin A/C (including no or discontinuous staining). Of note, we also 

observed a subpopulation of mature MKs which still retain their nuclear expression of lamin 

B1. Overall these data strongly suggest a link between the presence of integrins and MK 

nuclear properties.  
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DISCUSSION 

Platelet production depends on the transmigration of MKs when they leave the bone 

marrow and lose their interactions with the bone marrow microenvironment. The precise 

contribution of integrins in this process has never been studied. Here we used DKO mice 

lacking E1 and E3 integrins in the platelet/MK lineage to demonstrate that these integrins 

tightly regulate MK transmigration by preventing the entry of entire MKs into the blood 

circulation. These studies highlight that both bone marrow anchoring and nuclear architecture 

regulated by integrins appear to be critical in MK transmigration, whereas a role of integrin in 

podosome generation appears to be less important. Furthermore, deletion of only one of the 

two integrins is not sufficient to induce the passage of whole MKs into the circulation, 

suggesting cooperativity between these two receptors.  

In agreement with our EM observations in WT mice, initial direct visualization of bone 

marrow by two-photon electron microscopy rarely showed whole MKs extruded from the 

marrow, but rather the release of large cytoplasmic fragments [4]. In contrast, Lefrançais et 

al. documented pulmonary release of platelets from whole MKs that have physiologically 

traveled in the circulation from the bone marrow [10]. It is unclear why our results differ from 

these observations; but could be related to stress differences in the experimental conditions. 

However, both models are consistent with the much earlier observations of Howell et al. 

demonstrating that platelet numbers are higher in pulmonary veins than in arteries [47]. It is 

interesting to note that RhoA deletion also results in mislocalization of MKs, with 30% of 

intrasinusoidal MKs present in the vessel lumen. These authors propose a model in which 

platelet release is regulated by GTPases: RhoA emitting a "stop" signal and Cdc42 emitting a 

"go" signal, supporting the idea that GTPases act as molecular checkpoints [48]. Integrin 

engagement is known to stimulate RhoA GTPase activity promoting the generation of focal 

adhesions [49] and the induction of podosomes [50]ʹ[52]. Thus, by controlling the interactions 

of MKs to their microenvironment, integrins may modulate the passage of MKs into the 

general circulation. This is in accordance with our observation that integrins-depleted MKs are 

unable to interact and spread on fibronectin/fibrinogen coated- surface [53], [54]. Also, based 

on our immunofluorescence data, and in accordance with previous observations, we observed 

that E1 integrin interaction with ECM fibronectin may be important to promote MK 

localization at the sinusoids [31], [55].  
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Integrins are implicated in the formation of podosomes and invadopodia in many cell 

types and we have recently demonstrated that in vivo, MKs used a transcellular mechanism 

that involved podosomes to cross the sinusoid endothelium. In the present study, we further 

studied the relationship between integrins and podosomes during MK transmigration. 

Although we found that E1 and E3 integrins were present on MK podosomes, they do not 

appear to be required in the linkage of MK podosomes to the ECM. At this point, we cannot 

entirely exclude some activation of a compensatory network in genetic knockouts, as already 

reported for the F-actin binding proteins cortactin and HSP1 [56]. We searched for 

compensation by E2 and E5 integrins and were unable to detect any of these proteins on the 

platelet surface by flow cytometry. It is also possible that other adhesion receptors may 

contribute to MK podosome formation. As an example, CD44 is a cell surface receptor for 

hyaluroninc acid, a major component of the basal lamina [57]. Studies on osteoclasts have 

indicated that CD44 could be directly associated with the actin core of podosomes and its 

activation was found sufficient to form a functional sealing zone, a large circular band of F-

actin formed of podosomes [58]. It is not yet known whether similar processes are involved in 

MK podosome generation. However, CD44 was found expressed on mature MKs [59]ʹ[61] and 

deregulation of hyaluronan expression at the bone marrow level could have a deleterious 

effect on thrombopoiesis, arguing for a role of the CD44 in MK transmigration [62].  

A connection between integrins, cytoskeleton and nucleus was described more than 

20 years ago [63]. We show herein that integrins regulated the size, shape and morphology of 

the MK nucleus, with a more compact conformation of the polylobulated nucleus in WT MK 

than in DKO MKs. The deformability of the nucleus is controlled by nuclear lamins A/C, which 

mechanically maintain the nuclear membrane and potentially impact the minimum tissue 

gaps that can be transmigrated[44], [45]. Although we do not yet know whether the nucleus 

of DKO MKs is more deformable than that of WT MKs, we found an abnormal nuclear 

distribution of lamin A/C in the absence of integrins E1 and E3. A better understanding of the 

physical properties of MK nuclei, i.e. their stiffness and deformability, and how integrins 

control the nuclear shape of transmigrating MKs would help to understand the reason why 

entire MKs do not transmigrate into the bloodstream in a physiological condition, which is an 

important factor in platelet biogenesis. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Ultrastructural characterization of MKs from DKO mice (A) (Top left) Quantification 

ŽĨ� ƚŚĞ��D�D<Ɛ�ŽďƐĞƌǀĞĚ�ďǇ�ĞůĞĐƚƌŽŶ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉǇ͕�ƉĞƌ�ƐƵƌĨĂĐĞ�ƵŶŝƚ� ;Ɛ͘Ƶ͕͘�ϭϮ͕ϵϰϱ�ʅŵ2). (Top 

right) Classification of the MKs according to their maturation stage: stage I (presence of 

granules), stage II (developing DMS not yet organized), stage III (DMS organized in platelet 

territories). Data are reported as the percentage of the total number of MK. (Bottom) 

Representative TEM images of BM stage III MKs. (i) The DMS is well-defined with the presence 

of cytoplasmic territories in WT mice. (ii) In DKO mice, the DMS accumulates in packets 

without marking territories (arrow). (iii) Emperipolesis images on DKO bone marrow sections. 

The arrow points to a leucocyte within the MK cytoplasm. Scale bar, 10 µm. Representative 

images were selected from 3 different mice per group. (B) Two representative TEM imaging 

illustrating the presence of intravascular entire DKO MKs containing a well-developed DMS 

(arrows). Scale bars, 5 µm; *, vascular lumen. Red dotted lines indicate the sinusoid wall (n=3 

WT and n=3 DKO). Bars represent mean ± sem in 3 BM samples (total number of MK counted 

199-205). 

 

Figure 2: Passage of entire DKO MKs through the bone marrow sinusoids. (A) (Left) 

Representative confocal image of immunostained DKO MKs located in the hematopoietic BM 

compartment (BMHC), in contact with sinusoids (SC), in transmigration (Transmig.) or into the 

ĐŝƌĐƵůĂƚŝŽŶ�;/ŶƚƌĂƐŝŶ͘Ϳ͘�D<Ɛ�ĂƌĞ�ƐŚŽǁŶ�ďǇ�'W/ďɴ�ƐƚĂŝŶŝŶŐ�ŝŶ�ŐƌĞĞŶ͘�&��Wϰ�ƐƚĂŝŶŝŶŐ�;ƌĞĚͿ�ůĂďĞůƐ�

ƚŚĞ�ǀĞƐƐĞůƐ͘��ƐƚĞƌŝƐŬ�ŝŶĚŝĐĂƚĞƐ�ƚŚĞ�ƐŝŶƵƐŽŝĚ�ůƵŵĞŶ͘�^ĐĂůĞ�ďĂƌƐ͕�ϭϬരʅm. (Right) Quantification of 

MKs localization in the BM reveals abundant transmigration events in DKO (black) MKs 

compared to the WT(grey) (n=3 for each genotype). The table shows a quantification of the 

percentage of intrasinusoidal MKs in Wt and DKO BM.  (B) Intravital two-photon microscopy 

of DKO BM MKs. The arrow indicates the intrasinusoidal DKO MK, dotted lines illustrates the 

sinusoid wall and the values in the left corner the time-lapses. Quantification of intrasinusoidal 

entire MKs in WT (grey) and DKO (black) mice. (C) Representative confocal images of 

immunostained pyrenocytes located within the pulmonary microvessels of DKO mice. 

WǇƌĞŶŽĐǇƚĞƐ� ĂƌĞ� ƐŚŽǁŶ�ďǇ�'W/ďɴ� ƐƚĂŝŶŝŶŐ� ŝŶ� ŐƌĞĞŶ�ĂŶĚ�D<�ŶƵĐůĞƵƐ� ĂƌĞ�ǀŝƐƵĂůŝǌĞĚ�ďǇ���W/�

staining (arrow). Red dotted lines indicate the sinusoid wall. Scale bars, ϭϬരʅm. Quantification 

of pyrenocytes in in WT (grey) and DKO (black) mice. Bar graphs represent mean± s.e.m. Two-
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way ANOVA with Bonferroni correction for multiple comparisons or T-test for simple 

comparison; *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001. 

 

Figure 3: Active ɴ1 integrins are present at MK surface and form contact zones with 

extracellular matrix. Immunofluorescence of WT and DKO mouse BM sections stained with 

the antibody 9EG7 directed against active E1 integrin subunit (red), GPIbE (yellow) and DAPI 

(blue). (A) Active E1 integrins appear clustered at the plasma membrane of WT MK 

(arrowheads) and at the endothelium of sinusoids (arrows) and (B) correlate with fibronectin 

presence (white box). (C) Active E1 is still expressed by endothelial cells but no staining is 

visible on DKO MKs (inset). (E-F) Immunofluorescence of WT and DKO mouse BM sections 

stained with the antibody directed against fibronectin (green) (E) and fibrinogen (green) (F), 

GPIbE (yellow) and DAPI (blue). Arrowheads point to the MK staining and arrows to the 

sinusoids. Asterisk indicates the sinusoid lumen. Red dotted lines indicate the sinusoid wall. 

Scale bars, 10 µm.  

 

Figure 4. Altered DKO MKs adhesion, spreading and motility. (A) Impaired adhesion and 

spreading of DKO MKs to fibronectin and fibrinogen, but not to endothelial cells. 

Representative SEM images depicting BM-derived MKs adhering on fibronectin (left) and 

endothelial cells (right). Scale bars, 10 µm. Spreading (hatched bars) and round (grey bars) 

MKs were counted following 3h incubation on fibronectin- (FN), fibrinogen- (Fb) and 

endothelial cell-coated coverslips. Average of 100 MKs analyzed visual field per condition is 

shown. Values are mean ± SEM of 3 independent experiments.  Groups were compared using 

two-way ANOVA with Student t-test for multiple comparisons. (B) Representatives bright field 

images of the ten femur BM sections placed in an incubation chamber (left panel), of the box 

(center panel) and of the MKs released from the periphery of the explant (right panel). 

Quantification of the number of WT (grey) and DKO (black) MKs released from the explants 

following 3h and 6h (n=5 with 594-1158 MKs counted). 
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Figure 5. E1 and E3 integrins do not affect podosome formation. (A) Murine MK podosomes 

express ɴ integrins in their ring region. Representative images of the localization of E1 or E3 

integrins in native MKs collected from wt BM. Cells were plated on coverslips coated with 

matrigel, fixed and stained for E1 or E3 integrins (green) and F-actin (red, SirAct).  Images were 

acquired on the ventral surface of the cells with the boxed area enlarged in the middle column. 

Scale bars: 5 µm. (B) WŽĚŽƐŽŵĞƐ�Ɛƚŝůů�ĨŽƌŵ�ŝŶ�ƚŚĞ�ĂďƐĞŶĐĞ�ŽĨ�ɴϯ�ĂŶĚ�ɴϭ�ŝŶƚĞŐƌŝŶƐ. Wt (gray 

bars) or DKO (dark bars) were plated for 3h and 6h onto coverslips coated with fibronectin 

(100 µg/ml), fibrinogen (100 µg/ml) or endothelial cells (confluent monolayer) and cells were 

examined for podosomes formation using systematic scanning of the coverslips. 

Quantification of the percentage of podosomes-containing MKs indicated a slight decrease 

when DKO cells adhere on E1 and E3 ligands. Individual podosomes were also counted and 

the results demonstrate that DKO MKs plated on fibronectin and fibrinogen have less 

podosomes as compared with wt MKs (36 cells scored per sample, error bars are the SEM. for 

triplicate biological samples, * P>, **, unpaired t-test). (C) BM native MKs do no digest gelatin 

matrix. Native WT MKs(left), DKO MKs or 4T1 cancer cells were deposited on a fluorescent 

gelatin matrix (green) for 3h, labeled with the anti-actin probe Sir-Actin (red) and observed 

under a confocal microscope. Podosomes (in red, right pictures) at the contact interface with 

fibronectin (in green, left pictures). The dark area corresponds to fibronectin degradation 

under 4T1 cells. (D) Loss of E1 and E3 integrins does not affect the 3D podosomes 

organization. Representative confocal images showing the 3D podosomes organization in MK 

fixed after BM collection and labeled for F-actin (red). Images at two different z-values, 

bottom and middle, are shown. Scale bars: 10 µm. (E) Representative TEM images of the 

contact interface between MK and EC in DKO BM. Left, overview of a fully mature MK attached 

to the sinusoid; right: detail of the boxed area showing numerous MK extensions. Bar graph 

representing quantification of the different types of MK/EC contact in all wt and DKO MK. 

Error bars indicate the mean ± SEM for 3 individual mice.  

 

Figure 6. Lack of E1 and E3 integrins results in a loss of nuclear compactness. (A)  

Representative ploidy histogram of WT (grey trace) and DKO (dark trace) is shown. Flow 

cytometry analysis of BM MK ploidy in control (grey) and DKO (dark) mice. N=3 mice. (B) (Top) 

Confocal images showing the MKs (GPIbɴ, in yellow) and the sinusoids (FABP4, in green) and 
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(Bottom) 3D reconstructions of the same MK. The red dotted lines indicate the sinusoids. 

Analysis of the nuclear diameters (N=100-117 MKs). (C) Analysis of the nuclear volume ratio 

on the total MK volume. At least 6 MKs were analyzed par animal (N=18-28 MKs). Values are 

means +/- s.e.m. 

 

Figure 7. Nuclear membrane localization of lamins A/C and lamin B1 in WT and DKO native 

MKs (A) Representative confocal immunofluorescence images of DKO and WT MKs. Yellow: 

lamin B1 or A/C, Blue: DAPI. In WT MKs, the lamins A/C and B appear homogeneously 

distributed around MKs nucleus.  In DKO MKs, the lamins A/C and B are miss localized around 

the MK nucleus. (B) Bar graph representing quantification of the different population of MKs 

having no nuclear membrane staining (white bar), discontinuous nuclear staining (grey bar) or 

continuous nuclear membrane staining of MK/EC contact in all wt and DKO MK. 

Representative of two experiments performed each on 3 mice.  

 

Supplemental Figure 1. E1 and E3 integrins are complementary to regulate MKs 

transmigration. Quantification of MKs localization in the BM of Simple Knock Out mice for ɴ1 

(itgb1-/-) and ɴ3 (itgb3-/-) integrins. MKs located in the hematopoietic BM compartment 

(BMHC), in contact with sinusoids (SC), in transmigration (Transmig.) or into the circulation 

(Intrasin.). Quantification showed no significant increase in transmigration event in SKO mice 

as compared to the control, showing that both integrins regulate MK transmigration.  

 

Supplemental Figure S2. ImmunogoldEM images showing fibrinogen staining with 10 nm gold 

particles located in the alpha granules of WT MKs and on the extracellular DMS side of DKO 

MKs.  
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Figure S3. La chambre de Dunn, outils Ě͛ĠǀĂůƵĂƚŝŽŶ du dynamisme migratoire.
(A)(B) Schéma Ě͛ƵŶĞ chambre de Dunn consistant à faire sédimenter des cellules sur une lamelle et
de la retourner sur la chambre comportant 2 puits séparés par un pont de 1 mm de largeur, laissant
une hauteur de passage de 20 µm pour les cellules. Celle-ci migrent alors du côté interne vers le côté
externe selon un gradient chimiotactique. �͛ĂƉƌğƐ Keenan et Folch, 2007. (C) Images de microscopie
à contraste de phase et à épifluorescence montrant des MKs (en vert) fraîchement isolés de moelle
de souris Rosa-PF4cre dans une chambre de Dunn. �͛ĂƉƌğƐ ů͛hDZͺ^1255.
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3. Discussion et perspectives 

 

3.1. Transmigration de MKs entiers dans la circulation des souris DKO Itgb1-/-/Itgb3-/-. Nos 

ƌĠƐƵůƚĂƚƐ� ŵĞƚƚĞŶƚ� ĞŶ� ĂǀĂŶƚ� ƵŶ� ƌƀůĞ� ũƵƐƋƵ͛ŝĐŝ� ŝŶƐŽƵƉĕŽŶŶĠ� ĚĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ĞŶ� ƚĂŶƚ� ƋƵĞ�

ƌĠŐƵůĂƚĞƵƌƐ�ŶĠŐĂƚŝĨƐ�ĚĞ�ůĂ�ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ͘�WĂƌ�ĚŝĨĨĠƌĞŶƚĞƐ�ĂƉƉƌŽĐŚĞƐ�Ě͛ŝŵĂŐĞrie (TEM, 

IF et microscopie intravitale), nous avons observé la présence de MKs DKO entiers dans la 

lumière des sinusoïdes. De façon logique, nous avons également noté une augmentation du 

nombre de noyaux polylobées mégacaryocytaires dans la microcirculation pulmonaire, le 

premier lit vasculaire recevant le sang en provenance de la moelle. Ces observations peuvent 

être rapprochéeƐ�ĚĞ�ĐĞůůĞƐ�ĨĂŝƚĞƐ�ƉĂƌ�ů͛ĠƋƵŝƉĞ�ĚĞ��͘�EŝĞƐǁĂŶĚƚ montrant qƵ͛ƵŶĞ�ĚĠůĠƚŝŽŶ�ĚĞ�

RhoA conduit également un défaut de transmigration des MKs, avec la présence de 30 % de 

MKs intrasinusoïdaux présents dans la lumière des vaisseaux. Dans cette étude, les auteurs 

proposent que la libération des plaquettes sanguines serait régulée par les GTPases : RhoA 

émettant un signal « stop » et Cdc42 un signal « go », les GTPases se comportant ainsi comme 

des checkpoints moléculaires383. Comment expliquer le phénotype similaire des souris RhoA-

/- et DKO Itgb1-/-/Itgb3-/- ? Comme mentionné dans la revue bibliographique (Cf. Chapitres 

3.2.1 et 4.1.2), on sait que ů͛ĞŶŐĂŐĞŵĞŶƚ�ĚĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ƐƚŝŵƵůĞ�ůΖĂĐƚŝǀŝƚĠ�ĚĞ�ůĂ�'dWĂƐĞ�ZŚŽ��

favorisant notamment la génération des adhérences focales257 (Figure 30Ϳ�Ğƚ�ů͛ŝŶĚƵĐƚŝŽŶ�ĚĞƐ�

podosomes325,328,329 (Figure 44Ϳ͘� �ŝŶƐŝ͕� ĞŶ� ĐŽŶƚƌƀůĂŶƚ� ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ� ĚĞƐ� D<Ɛ� ă� ůĞƵƌ�

microenvironnement, les intégrines et la GTPases RhoA pourraient moduler le passage des 

D<Ɛ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ĐŝƌĐƵůĂƚŝŽŶ�ŐĠŶĠƌĂůĞ͘�/ů�ƐĞƌĂŝƚ�ĚŽŶĐ�ŝŶƚĠƌĞƐƐĂŶƚ�ĚĞ�ŵĞƐƵƌĞƌ�ĚŝƌĞĐƚĞŵĞŶƚ�ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ�

de ROCK et de son activateur RhoA dans les MKs DKO.  
 

3.2. Les intégrines permettent l'ancrage des MKs au tissu environnant de la moelle osseuse. 

NŽƐ�ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ�Ě͛ŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞƐ�ŵŽŶƚƌĂŶƚ�ůĂ�ƉƌĠƐĞŶĐĞ�ĚĞ�zones de contacts riches en 

intégrine E1 activée et fibronectine, ainsi que nos résultats obtenus en adhésion statique et 

ĞŶ�ĞǆƉůĂŶƚƐ�ĚĞ�ŵŽĞůůĞ�ŽƐƐĞƵƐĞ͕�ƐŽŶƚ�ĞŶ�ĨĂǀĞƵƌ�Ě͛ƵŶ�ƌƀůĞ�ĚĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ĚĂŶƐ�ů͛ĂĚŚĠƌĞŶĐĞ�ĚĞƐ�

MKs dans la moelle osseuse. Pour compléter ces études, nous caractérisons actuellement le 

rôle ĚĞƐ�ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ĐĂƉĂĐŝƚĠ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ă�ŵŝŐƌĞƌ�ƐŽƵƐ�ů͛ĞĨĨĞƚ�Ě͛ƵŶ�ŐƌĂĚŝĞŶƚ�ĐŚŝŵŝŽƚĂĐƚŝƋƵĞ�

de SDF1ɲ͕ en utilisant les chambres de Dunn. Ce modèle consiste à déposer des MKs sur une 

lamelle recouverte de fibronectine, entre les 2 puits formant le gradient chimiotactique269,384 



Figure S4. Stratégies Ě͛ĠƚƵĚĞ de la déformabilité des noyaux : la chambre de déformabilité.
(A) Modèle de chambre de déformabilité avec réservoirs pour le milieu et la suspension cellulaire,
canaux Ě͛ŝƌƌŝŐĂƚŝŽŶ ũƵƐƋƵ͛ă la zone de déformabilité. �͛ĂƉƌğƐ Davidson et al., 2015. (B) A gauche et au
centre, schéma de la chambre de déformabilité développée au laboratoire à partir du modèle de
Davidson et al., 2015. Les MKs traverseront des canaux dotés de pilliers Ě͛ĞƐƉĂĐĞŵĞŶƚ décroissants
(20-15-6 µm) ou de taille unique (15 µm) A droite, image de microscopie électronique à balayage
montrant les canaux de déformabilité du moule de PDMS généré au laboratoire. �͛ĂƉƌğƐ
ů͛hDZͺ^1255. (C) Image de microscopie à contraste de phase montrant des MKs se déformant lors
du passage des canaux dé déformabilité. �͛ĂƉƌğƐ ů͛hDZͺ^1255. (D) Représentation schématique de
la corrélation entre la vitesse de déplacement et le diamètre des MKs ƋƵ͛ŝů sera possible de réaliser
avec ce modèle.
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(Figure S3). La preuve de concept a déjà été réalisée avec des MKs fluorescents isolés de 

moelle de souris ROSA-PF4cre permettant de corréler leur taille (index de maturité) avec leur 

comportement (migration, statique, étirement cellulaire). Néanmoins, ce modèle ne mime 

pas le passage au travers Ě͛une monocouche de cellules endothéliales. Il conviendrait donc 

également Ě͛Ƶtiliser un modèle de coculture basé sur un système de transwell permettant de 

ĚĠƉŽƐĞƌ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ĂƵ�ĐŽŶƚĂĐƚ�ĚĞ�ůĂ�ĨĂĐĞ�ďĂƐĂůĞ�Ě͛ƵŶĞ�ŵŽŶŽĐŽƵĐŚĞ�ĚĞ�ĐĞůůƵůĞƐ�ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ͘ A 

ces fins, N. Brouard a développé au laboratoire des modèles expérimentaux sur cellules 

ŵƵƌŝŶĞƐ�Ğƚ�ŵŝƐ�ĂƵ�ƉŽŝŶƚ�ĚĞƐ�ŵĠƚŚŽĚĞƐ�ƌŽďƵƐƚĞƐ�ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ�Ě͛ŝƐŽůĞƌ�ĚĞƐ�ƉŽƉƵůĂƚŝŽŶƐ�ƉƵƌĞƐ�ĚĞ�

ĐĞůůƵůĞƐ�ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ�ŵĠĚƵůůĂŝƌĞƐ͘��ŚĞǌ� ůĂ� ƐŽƵƌŝƐ͕� ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞ� ƐŽƵƌŝƐ� /DDKZdKDKh^�Π�

ŶŽƵƐ�Ă�ƉĞƌŵŝƐ�Ě͛ĠƚĂďůŝƌ�ƉůƵƐŝĞƵƌƐ� ůignées de cellules endothéliales médullaires. Ces lignées 

ƌĞƉƌĠƐĞŶƚĞŶƚ�ƵŶ�ŽƵƚŝů�ƉƌĠĐŝĞƵǆ�ƉŽƵƌ�ů͛ĠƚƵĚĞ�in vitro de la mégacaryopoïèse. 

 

3.3. Rôle des intégrines dans la maturation des MKs. Nous avons constaté que les MKs DKO 

présentaient des anomalies dans ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĚƵ��D^�ƋƵŝ�ŶĞ�ĚĠůŝŵŝƚĞ�ƉĂƐ�ůĞ�ĐǇƚŽƉůĂƐŵĞ�ĞŶ�

ƉĞƚŝƚƐ�ƚĞƌƌŝƚŽŝƌĞƐ͘�KŶ�ƐĂŝƚ�ƋƵ͛un développement anormal du DMS est associé à une diminution 

du nombre de plaquettes circulantes dans certaines maladies héréditaires hémorragiques 

(syndrome de Bernard-Soulier, syndrome de May-Hegglin)14,76. Ainsi, cette observation 

pourrait expliquer, au moins en partie, la thrombopénie observée dans ces souris (diminution 

de 35% de la numération plaquettaire). Ces résultats contrastent avec les données 

physiopathologiques observées chez les patients atteints de la thrombasthénie de Glanzmann 

(mutation ou aďƐĞŶĐĞ�ĚĞ�ůĂ�ɲ//ďɴϯͿ�qui ont une numération plaquettaire normale, bien que 

comprise dans la fourchette basse de la norme. >Ă�ƌĂŝƐŽŶ�ĚĞ�ĐĞƚƚĞ�ĚŝĨĨĠƌĞŶĐĞ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ĐŽŶŶƵĞ͕�

mais pourrait être dûe ă�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�E1 qui est toujours fonctionnelle chez ces patients, bien 

ƋƵĞ�ĐŚĞǌ�ŶŽƐ�ƐŽƵƌŝƐ�ƐŝŵƉůĞ�<K�ɴϯ͕� ůĂ�ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ�ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ�ƐŽŝƚ�ĚĠũă�ƌĠĚƵŝƚĞ�ĚĞ�ϯϬй. De 

façon intéressante, les MKs DKO présentent également une plus grande fréquence 

Ě͛ĞŵƉĠƌŝƉŽůğƐĞ͕�Đ͛ĞƐƚ-à-ĚŝƌĞ�ĚĞ�ƉĂƐƐĂŐĞ�Ě͛ƵŶĞ�ĐĞůůƵůĞ�;ƐŽƵǀĞŶƚ�ŶĞƵƚƌŽƉŚŝůĞ�Ğƚ�ůǇŵƉŚŽĐǇƚĞͿ�ă�

ů͛ŝŶƚĠƌŝĞƵƌ� ĚĞƐ� ĐĂŶĂƵǆ� ĚƵ� �D^� ;ĚĠĐƌŝƚ� ĚĂŶƐ� ůĞ� ĐŚĂƉŝƚƌĞ� ϭ͘Ϯ͘ϯ͘� ĚĞ� ůĂ� ƌĞǀƵĞͿ͘� >͛ĂďƐĞŶĐĞ�

Ě͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ƉŽƵƌƌĂŝƚ-elle modifier les propriétés physiques des membranes en modulant 

ů͛ĂŶĐƌĂŐĞ� du cytosquelette sous-membranaire ? Des méthodes de micromanipulations 

ĐĞůůƵůĂŝƌĞƐ� ;ƐǇƐƚğŵĞƐ� Ě͛ĂƐƉŝƌĂƚŝŽŶ� ƉĂƌ� ŵŝĐƌŽƉŝƉĞƚƚĞ� Ğƚ� Ě͛Ġcrassement cellulaire) devraient 

permettre de répondre à cette question et feront ů͛ŽďũĞƚ�Ě͛ƵŶĞ�ĠƚƵĚĞ menée par C. Léon, 

spécialiste de la mécanotransduction dans notre unité.   



Figure S5. Stratégies Ě͛ĠƚƵĚĞ de la déformabilité des noyaux : le modèle des piliers.
Schéma du modèle (A) et images représentatives des différentes configurations possibles selon les
coatings utilisés (B). A gauche, les cellules déposées sur les piliers peuvent adhérer à la fois aux piliers
et au fond de la chambre. Au centre, les cellules déposées peuvent adhérer uniquement à la surface
des piliers. A droite, les cellules déposées peuvent adhérer uniquement au fond du puits et se
déformer entre les piliers. A)(B) (A)(B) Adaptés, d͛ĂƉƌğƐ Tusamda Wakhloo et al., 2020.

A

B
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3.4. Les intégrines dans le maintien structural du noyau Nous nous sommes ensuite tournés 

vers le rôle des intégrines dans les propriétés intrinsèques des noyaux des MKs. Ceci est 

illustré par le passage du noyau polylobé de MKs DKO au travers de pores de diamètre limité 

(~5-8 µm) lors de leur transmigration. Les reconstructions 3D de ces noyaux montrent ů͛ĂƐƉĞĐƚ�

déplié de leurs lobes nucléaires en comparaison aux noyaux de MKs wt qui sont compacts. 

Ainsi nous proposons que les intégrines contrôlent les propriétés structurales des noyaux 

telles que leur rigidité, leur organisation et leur polarisation. Cette hypothèse est appuyée par 

une différence de localisation des lamines A ͬ��ƋƵŝ�Ŷ͛ĂƉƉĂƌĂŝƚ�ƉĂƐ�ƌĠƉĂƌƚŝĞ�ĚĞ�ĨĂĕŽŶ�ŚŽŵŽŐğŶĞ�

sur toute la périphérie nucléaire comme en condition contrôle. Des études complémentaires 

ĚĞ�tĞƐƚĞƌŶ� �ůŽƚ� ŶŽƵƐ� ƉĞƌŵĞƚƚƌŽŶƚ� ĚĞ� ĚĠĨŝŶŝƌ� Ɛŝ� ĐĞƐ� ĚĠĨĂƵƚƐ� Ɛ͛ĂĐĐŽŵƉĂŐŶĞŶƚ� ;ŽƵ� ŶŽŶͿ� ĚĞ�

ĚŝĨĨĠƌĞŶĐĞƐ�Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞƐ protéines nucléaires, en particulier les lamines A/C, les lamines 

B ainsi que les histones méthylées. En effet, ĚĞƐ�ĠƚƵĚĞƐ�ƌĠĐĞŶƚĞƐ�ŽŶƚ�ŵŽŶƚƌĠ�ƋƵĞ�ů͛ŝŶƚĠŐƌŝŶĞ�

ɲϰɴϭ�jouait un rôle important dans ůĂ�ŵĠƚŚǇůĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ŚŝƐƚŽŶĞ�,ϯ<ϵ�via la méthyltransférase 

G9a, ceci ayant pour effet de réguler la compaction de la chromatine et donc la rigidité du 

noyau385. �͛ƵŶ�ƉŽŝŶƚ�ĚĞ�ǀƵĞ� ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞů͕ nous développons actuellement deux modèles in 

vitro en vue de mesurer la déformabilité des noyaux des MKs, 1) au cours de leur passage dans 

des microcanaux de diamètre calibré selon la chambre décrite ƉĂƌ�ů͛ĠƋƵŝƉĞ�ĚĞ�>ĂŵŵĞƌĚŝŶŐ275 

(Figure S4) et 2) entre des micropilliers sur dĞƐ�ƐƵƌĨĂĐĞƐ�ŵŝĐƌŽƐƚƌƵĐƚƵƌĠĞƐ�ĚĠĐƌŝƚĞƐ�ƉĂƌ�ů͛ĠƋƵŝƉĞ�

de K. Anselme386 (Figure S5).  Ceci nous permettra de définir respectivement les cinétiques de 

passage des MKs et la taille limite de passage. Pour ces études, nous nous sommes rapprochés 

de biophysiciens spécialistes en micro-ĨůƵŝĚŝƋƵĞ�Ğƚ�ĞŶ�ĂŶĂůǇƐĞƐ�Ě͛ŝŵĂŐĞƐ�ĂĨŝŶ�Ě͛ĂƵƚŽŵĂƚŝƐĞƌ�ůĞ�

suiǀŝ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ�ă�ƉĂƌƚŝƌ�Ě͛ŝŵĂŐĞƐ�ĞŶ�ĐŽŶƚƌĂƐƚĞ�ĚĞ�ƉŚĂƐĞ�ŽƵ�ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ ;D͘�&ĂŝǀƌĞ�ĚĞ�ů͛UMR 

5270 à Lyon͕�z͘�<ŶĂƉƉ�ĚĞ�ů͛IRPHE à Marseille Ğƚ�>͘�WŝĞƵĐŚŽƚ�ĚĞ�ů͛IS2M à Mulhouse). Si ces tests 

ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞůƐ�Ɛ͛ĂǀğƌĞŶƚ�ĐŽŶĐůƵĂŶƚƐ͕�ŶŽƵƐ�ƉƌĠǀŽǇŽŶƐ�ĚĞƐ�ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ�ĚĞ��>�D�ĂĨŝŶ�ĚĞ�ĚĠĨŝŶŝƌ�

avec précisemment les caractéristiques des noyaux de la population de MKs qui ne restent 

pas coincés dans les pores (architectures des noyaux, expression/distribution des lamines A/C 

et B1).   
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3.5. LimŝƚĞƐ�Ğƚ�ĚŝĨĨŝĐƵůƚĠƐ�ĚĞ� ů͛ĠƚƵĚĞ. Une difficulté que nous avons rencontrée concerne la 

génération des souris DKO. En effet, les couples reproducteurs (hétérozygotes pour la cré 

ƌĞĐŽŵďŝŶĂƐĞͿ�ŶĞ�ĚŽŶŶĞŶƚ�ƋƵĞ�ƉĞƵ�ĚĞ�ƉƌŽŐĠŶŝƚƵƌĞƐ��<K�ĞŶ�ƌĂŝƐŽŶ�Ě͛ƵŶĞ�ƉůƵƐ� ĨŽƌƚĞ� ůĠƚĂůŝƚĠ�

avant sevrage. En analysant les proportions des différents génotypes obtenus (souris cré 

positives et cré négatives) par les couples, nous estimons à seulement 30% le nombre de 

naissances DKO viables (contre 50 % attendues) pouvant être expliqué par des saignements 

in utero ou périnataux des souriceaux. Ce faible nombre de souris disponibles a ainsi en partie 

limité nos expériences.  
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Axe 3. Déterminer si une 
activité de dégradation de la 

matrice extracellulaire est 
nécessaire au passage 

transendothélial des MKs 
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1. ZĠƐƵŵĠ�ĚĞ�ů͛ĠƚƵĚĞ 

 

Une dégradation de la matrice extracellulaire est-elle nécessaire pour que les MKs 

ƉƵŝƐƐĞŶƚ� ƚƌĂǀĞƌƐĞƌ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ�͍�EŽƐ�ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ�Ě͛ŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞ�ĚĞ� ůĂ� ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ�

ŝŶĚŝƋƵĞŶƚ� ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ� Ě͛ĞƐƉĂĐĞƐ� ĞǆĞŵƉƚƐ� de protéines matricielles. Nous formulons ainsi 

ů͛ŚǇƉŽƚŚğƐĞ�Ě͛ƵŶĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ� ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ�ƉĂƌ� ůĞƐ�ŵĠƚĂůůŽƉƌŽƚĠĂƐĞƐ�ĚĞ�ůĂ�ĨĂŵŝůůĞ�ĚĞƐ�

MMPs (matrix metalloproteinase).  

Parmi les MMPs présentes dans les MKs, nous avons Ě͛ĂďŽƌĚ�ciblé la MT1-DDW�ƉĂƌĐĞ�ƋƵ͛ŝů�

Ɛ͛ĂŐŝƚ�ĚĞ�ů͛ŝƐŽƚǇƉĞ�ůĞ�ƉůƵƐ�ĞǆƉƌŝŵĠ�ƉĂƌ�ůĞƐ�D<Ɛ�ŚƵŵĂŝŶƐ�;ĠƚƵĚĞ�ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵŝƋƵĞ�ĚŝƌŝŐĠĞ�ƉĂƌ��͘�

^ƚƌĂƐƐĞů�Ğƚ�,͘�ĚĞ�ůĂ�^ĂůůĞͿ�Ğƚ�ƋƵ͛ĞůůĞ�Ă�ĠƚĠ�ĚĠĐƌŝƚĞ�ĐŽŵŵĞ�ũŽƵĂŶƚ�ƵŶ�ƌƀůĞ�ĐƌƵĐŝĂů�ĚĂŶƐ�ů͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ�

cellulaire. Nous avons commencé à étudier sa distribution subcellulaire en utilisant la 

ƚĞĐŚŶŝƋƵĞ�Ě͛ŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞ�ĂƵǆ�ďŝůůĞƐ�Ě͛Žƌ�ĞŶ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�ĠůĞĐƚƌŽŶŝƋƵĞ͘�EŽƐ�ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶƐ�

indiquent que la MT1-DDW�ĞƐƚ�ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞŵĞŶƚ� ůŽĐĂůŝƐĠĞ�ƐƵƌ� ůĂ�ŵĞŵďƌĂŶĞ�ĚĞƐ�ŐƌĂŶƵůĞƐ�ɲ͘�

>͛ĂŶĂůǇƐĞ�ĚĠƚĂŝůůĠĞ�ĚĞ�D<Ɛ en cours de transmigration ne permet pas de détecter ů͛ĞŶǌǇŵĞ�à 

ů͛ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ�D<-ƐŝŶƵƐŽŢĚĞ͕�ƵŶĞ�ƌĠŐŝŽŶ�ƐƵƐĐĞƉƚŝďůĞ�Ě͛ġƚƌĞ�ƐŽƵŵŝƐĞ�ă�ůĂ�dégradation enzymatique. 

�ĨŝŶ� Ě͛ĠǀĂůƵĞƌ�ƵŶ rôle possible de cette enzyme, nous avons ensuite analysé la moelle de 

souris déficientes en MT1-MMP (collaboration S. Weiss, Michigan, USA). Nos observations en 

microscopie électronique montrent que les MKs de ces souris se comportent de façon 

normale (apposition aux sinusoïdes, émission de podosomes invasifs, transmigration, aspect 

normal de la lame basale). La lame basale des sinusoides médullaires de ces souris apparait 

également interrrompue comme pour les souris WT. Ainsi, ces données semblent indiquer 

que la MT1-DDW�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ƉƌŝŵŽƌĚŝĂůĞ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ƉĠŶĠƚƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ĂƵ�ƚƌĂǀĞƌƐ�Ěe la lame 

basale. 

La MT1-DDW�Ŷ͛ĠƚĂŶƚ�ƉĂƐ�ůĂ�ƐĞƵůĞ�DDW�ĞǆƉƌŝŵĠĞ�ƉĂƌ�ůĞƐ�D<Ɛ͕�Ě͛ĂƵƚƌĞƐ�DDWƐ�ƉŽƵƌƌĂŝĞŶƚ�

intervenir dans la dégradation de la lame basale. Nous avons ainsi souhaité évaluer, de 

manière plus globale, ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ�ĞŶǌǇŵĂƚŝƋƵĞ�ĚĞƐ�DDWƐ�ŵĠŐĂĐĂƌǇŽĐǇƚĂires dans un modèle de 

MKs matures natifs déposés sur une matrice de collagène fluorescent. Nos conclusions 

indiquent que les MKs matures directement issus de la moelle ne dégradent pas la matrice 

extracellulaire, alors que dans notre contrôle positif, des cellules tumorales invasives, on 

observe des plages sombres sous les cellules indiquant la dégradation de la matrice. Enfin, 

ŶŽƵƐ� ĂǀŽŶƐ� ǀŽƵůƵ� ƐĂǀŽŝƌ� Ɛŝ� ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ� ĚĞƐ� DDWƐ� ĠƚĂŝƚ� ŝŵƉůŝƋƵĠĞ� ĚĂŶƐ� ůĂ� ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ� ĚĞƐ�
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plaquettes sanguines in vivo. Pour cela, nous avons suivi la numération plaquettaire de souris 

ƚƌĂŝƚĠĞƐ�ƉĞŶĚĂŶƚ�ϳ�ũŽƵƌƐ�ĂǀĞĐ�ůĞ�'DϲϬϬϭ͕�ƵŶ�ŝŶŚŝďŝƚĞƵƌ�ă�ůĂƌŐĞ�ƐƉĞĐƚƌĞ�ĚĞƐ�DDWƐ͘�>͛ĞĨĨŝĐĂĐŝƚĠ�

du traitement a été validée par dosage des MMPs actives dans le plasma. Nos résultats 

montrent que le traitement in vivo ƉĂƌ�ůĞ�'DϲϬϬϭ�Ŷ͛ĂĨĨĞĐƚĞ�ƉĂƐ�ůĂ�ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ�ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ͘  

�Ŷ�ĐŽŶĐůƵƐŝŽŶ͕�ů͛ĞŶsemble de nos résultats suggère fortement que les MMPs ne soient pas 

nécessaires au passage de la lame basale et à la production des plaquettes sanguines.  Ces 

résultats questionnent alors sur la possibilité que les podosomes utilisent uniquement la force 

pour déplacer les protéines de la lame basale. Ce travail met également en lumière les 

différences de résultats expérimentaux entre les études utilisant des MKs cultivés in vitro ou 

isolés fraîchement de moelle moelle et de la nécessité de générer des modèles au plus près 

du microenvironnement natif. 

 

  



Annexe 1 : Expression des MMPs par les mégacaryocytes humains de cultures.
(A) Les cellules CD34+ ont été cultivées en deux étapes et en présence ou en absence de StemRegenin1 (SR1),
une molécule favorisant ů͛ĠŵĞƌŐĞŶĐĞ de la population proplaquettogène (Strassel et al., 2016). Les cellules
CD34+ sont caractérisées selon les marqueurs CD41, CD9 lors des différentes phases de cultures, la population
CD34+ CD41+ CD9- étant la plus proplaquettogène. Les quantités de transcrits ont été mesurées à 3 stades de
maturations différents, dans 1) les progéniteurs CD34+ obtenus après tri immunomagnétique positif à J0, 2) les
cellules immatures CD34+ CD41+ à J7 et J10 et 3) les MKs proplaquettogènes CD34+CD41+CD9- à J14.
(B) Quantité de transcrits ARN exprimés par des MKs CD34+ à différents jours de cultures (encart à droite),
valeurs en log2 du nombre de lectures normalisées sur la série de données et la longueur des transcrits de
référence. Les résultats montrent que les progéniteurs CD34+ (barres rouges) expriment majoritairement les
MMP-2 et MMP-28 alors que les cellules engagées ou proplaquettogènes exprimant majoritairement la MT1-
MMP dès le 7e jour de culture.

MT1-MMP

A

B

Annexe 1
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2. Résultats 

Les métalloprotéases ne participent pas 

significativemant à la transmigration des MKs 

 

1. Introduction 

Afin de libérer les plaquettes sanguines, les MKs traversent la barrière des sinusoïdes 

comportant deux composantes, une lame basale et une monocouche de cellules 

ĞŶĚŽƚŚĠůŝĂůĞƐ͘��ĂŶƐ�ůĞ�ƉƌĞŵŝĞƌ�ĂǆĞ�ĚĞ�ŵĂ�ƚŚğƐĞ͕�ŶŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�ŵŽŶƚƌĠ�ƋƵ͛in situ, pour traverser 

ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ͕� ůĞƐ� D<Ɛ� formaient des in vivo-podosomes afin de créer des pores 

transcellulaires pouvant ensuite fusionner et former des ouvertures de taille plus importante. 

Dans le second axe, nous avons montré que les intégrines régulent négativement la 

ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ�ĞŶ�ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ�ů͛ĂŶĐƌĂŐĞ�Ğƚ�ůĞ�ŵĂŝŶƚŝĞŶ�ƐƚƌƵĐƚƵƌĂů�ĚƵ�D<�ůŽƌƐ�ĚĞ�ƐŽŶ�ƉĂƐƐĂŐĞ͘��

Dans cette partie, nous allons focaliser notre attention sur la lame basale qui compose les 

sinusoïdes afin de comprendre le franchissement de cette barrière.  

En microscopie électronique, /ŶŽƵĞ� Ğƚ� KƐŵŽŶĚ� ĂǀĂŝĞŶƚ� ĨĂŝƚ� ů͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ� ĚƵ� ĐĂƌĂĐƚğƌĞ�

irrégulier de la lame basale, composée de matière « amorphe » le long des sinusoïdes203. En 

2013, Schachtner et collaborateurs montrent que les MKs murins forment in vitro des 

ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ� ĚŽƚĠƐ� Ě͛ƵŶĞ� activité de dégradation du fibrinogènĞ� ƉĂƌ� ů͛ŝŶƚĞƌŵĠĚŝĂŝƌĞ� ĚĞƐ�

MMPs140. Ces observations ont amené les auteurs à conclure que Đ͛ĞƐƚ�ƉĂƌ�ůĞ�ďŝĂŝƐ�ĚĞ�cette 

activité enzymatique médiée par les podosomes que les MKs franchissent la lame basale des 

sinusoïdes. De façon cohérente, des analyses transcriptomiques générées au laboratoire par 

H. de la Salle et par Ě͛ĂƵƚƌĞƐ� ĠƋƵŝƉĞƐ�ŵŽŶƚƌĞŶƚ que les MKs en cultures issues de CD34+ 

expriment certaines MMPs362,363. En effet, nos résultats illustrés dans ů͛ĂŶŶĞǆĞ�ϭ�montrent que 

les progéniteurs CD34+ (barres rouges) expriment majoritairement les MMP-2 et MMP-28 

alors que les cellules engagées ou proplaquettogènes (barres grises et oranges) expriment 

majoritairement la MT1-MMP dès le 7e jour de culture. La MT1-MMP est une enzyme 

ƚƌĂŶƐŵĞŵďƌĂŶĂŝƌĞ�Ɛ͛ĂĐĐƵŵƵůĂŶƚ�ĂƵ�ŶŝǀĞĂƵ�ĚĞƐ� invadopodes des cellules invasives et jouant 

un rôle essentiel dans leur formation et leur fonction protéolytique302,354,355,387. Elle participe 

ĂŝŶƐŝ� ă� ůĂ� ŵŝŐƌĂƚŝŽŶ� Ğƚ� ů͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ� ĐĞůůƵůĂŝƌĞ͕� ă� ůĂ� ƚƌĂŶƐŝƚŝŽŶ� ĠƉŝƚŚĠůŝŽ-mésenchymateuse et 
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favorise la carcinogénèse mammaire in vivo350,352. Trois modèles de souris déficientes pour la 

MT1-MMP ont été rapportés dans la littérature et ces animaux meurent tous de cachexie 

avant le quinzième jour de vie388ʹ391. Ces souris présentent un nanisme associé à une 

ostéopénie, un défaut de remodelage des tissus mous avec accumulation de fibrilles de 

collagène I388. In vitro, il a été montré que les cellules dendritiques MT1-MMP-/- émettaient 

des podosomes moins longs au travers de la matrice, associées à une diminution de la 

dégradation et de la largeur de pores au travers de la matrice302 et que le nombre de cellules 

tumorales MT1-MMP-/- formant des invadopodes était réduit de moitié354. De façon 

ŝŶƚĠƌĞƐƐĂŶƚĞ͕�ƵŶĞ�ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ�ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ�ƌĠĚƵŝƚĞ�ĚĞ�ϱϬ�й�Ă�ĠƚĠ�ĚĠĐƌŝƚĞ�ƉŽƵƌ�ů͛ƵŶ�ĚĞƐ�ƚƌŽŝƐ�

modèles de souris MT1-MMP-/-391͕�ĂůŽƌƐ�ƋƵ͛ĞůůĞ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�rapportée pour les deux autres souris 

transgéniques. La thrombopénie serait due à une myélofibrose, induite par une accumulation  

du collagène I dans les moelles de ces souriceaux et conduisant à une pancytopénie (cytopénie 

de toutes les cellules sanguines)388,391.  

>͛ŽďũĞĐƚŝĨ� ĚĞ� ĐĞƚƚĞ� ĠƚƵĚĞ� ǀŝƐĞ� ă� ĠǀĂůƵĞƌ� ůĂ� ĐŽŶƚƌŝďƵƚŝŽŶ� ĚĞƐ� DDWƐ� ĚĂŶƐ� ůĂ�

ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ͘�EŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�Ě͛ĂďŽƌĚ�ĨŽĐĂůŝƐĠ�ŶŽƚƌĞ�ĂƚƚĞŶƚŝŽŶ�ƐƵƌ�ůĂ�Ddϭ-MMP parce 

ƋƵ͛ŝů�Ɛ͛ĂŐŝƚ�ĚĞ�ů͛ŝƐŽĨŽƌŵĞ�ůĂ�ƉůƵƐ�ĞǆƉƌŝŵĠĞ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�D<Ɛ�Ğƚ�ĞŶ�ƌĂŝƐŽŶ�ĚĞ�ƐĞƐ�ƉƌŽƉƌŝĠƚĠƐ�ĐŽŶŶƵĞƐ�

ĚĂŶƐ�ů͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ�ĐĞůůƵůĂŝƌĞ͘�WŽƵƌ�ĐĞůĂ͕�ŶŽƵƐ avons étudié la localisation de la MT1-MMP dans 

des MKs au contact des sinusoïdes et analysé des moelles osseuses fixées de souriceaux MT1-

MMP-/- ŽďƚĞŶƵĞƐ�ĚĂŶƐ�ůĞ�ĐĂĚƌĞ�Ě͛ƵŶĞ�ĐŽůůĂďŽƌĂƚŝŽŶ�ĂǀĞĐ�^͘�tĞŝƐƐ�;DŝĐŚŝŐĂŶ͕�h^�Ϳ͘��ĂŶƐ�ƵŶ�

deuxième temps, nous avons caractérisé le rôle global de toutes les MMPs par des études in 

vitro de digestion enzymatique et in vivo ƉĂƌ�ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ�Ě͛ƵŶ�ŝŶŚŝbiteur pharmacologique à 

large spectre, la GM6001.  Nos principaux résultats montrent que 1. la MT1-MMP ne semble 

pas requise pour la formation des podosomes invasifs, 2. les MKs matures fraîchement isolés 

de la moelle ne dégradent pas la matrice extracellƵůĂŝƌĞ�Ğƚ�ϯ͘�ů͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ƉŚĂƌŵĂĐŽůŽŐŝƋƵĞ�ĚĞƐ�

MMPs in vivo Ŷ͛ĂĨĨĞĐƚĞ�ƉĂƐ�ă�ůĂ�ƉƌŽĚƵĐƚŝŽŶ�ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ͘�� 

 

  



Annexe 2 : La MT1-MMP est nécessaire à ů͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ tumorale des carcinomes mammaires.
(A) Représentation schématique du locus génomique de Mmp14 codant pour la MT1-MMP et du
vecteur construit pour entourer les exons 2 à 4 de sites LoxP. �͛ĂƉƌğƐ Tang et al., 2013. (B) En haut,
expression relative de la MT1-MMP déterminée par RT-PCR sur les cellules MT1-MMP+/+ et MT1-
MMP-/-. �͛ĂƉƌğƐ Tang et al., 2013. En bas, niveau Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ protéique de la MT1-MMP normalisé
sur la GAPDH de différents modèles dont MT1-MMP+/+ et MT1-MMP-/- en encadrés rouges. Adapté,
Ě͛ĂƉƌğƐ Feinberg et al., 2018. (C) A gauche, les cellules carcinomateuses MT1-MMP+/+ (en haut)
positives aux cytokératines CK8/CD14 (à gauche) ou marquées RFP (souris ROSA, à droite) sont
retrouvées dans le stroma environnant. La délétion de la MT1-MMP (en bas) abolit ů͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ du
tissus stromal (lame basale en pointillés blanc). A droite, des organoïdes carcinomateux, ont été
cultivés ex vivo dans un hydrogel de collagène I. Après 4 jours de culture, la MT1-MMP (en rouge, à
droite), marquées avec le clone EP1264Y, est présente sur des organoïdes de cellules
carcinomateuses MT1-MMP+/+ (en haut) mais absente sur les organoïdes de cellules carcinomateuses
MT1-MMP-/- (en bas). Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Feinberg et al, 2018. (D) Phénotype de nanisme de la lignée
MT1-MMP-/-. Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Tang et al, 2013.
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2. Matériels et Méthodes 

2.1. Modèle de souris. >ĞƐ� ƐŽƵƌŝƐ��ϱϳ�>ͬϲ� ĐŽŶƚƌƀůĞƐ� ƐŽŶƚ�ŚĠďĞƌŐĠĞƐ�ă� ů͛ĂŶŝŵĂůĞƌŝĞ�ĚĞ� ů͛�&^�

ƐĞůŽŶ� ů͛ĂŐƌĠŵĞŶƚ� ŶΣ� ͗� '-67-482-10 et le prélèvement des fémurs et tibias sur les souris 

euthanasiées se déroule dans des conditions conformes aux normes européennes 

2010/63/UE.  

Les souris Mmp14f/f de fond génétique FVB/NJ et C57BL/6 ont été générées par S. Weiss392, 

les exons 2 à 4 du domaine catalytique ont été floxés avec des sites loxP. Les souris 

homozygotes Mmp14f/f ont ensuite été croisées avec des souris MMTV-cre (promoteur 

ubiquitaire) pour donner des souris Mmp14-/- (notées MT1-MMP-/-)350 (Annexe 2A et 2B). 

Cette lignée a été générée ƉĂƌ�ů͛ĠƋƵŝƉĞ�ĚĞ�^͘�tĞŝƐƐ�ĂĨŝŶ�Ě͛ĠǀĂůƵĞƌ�ůĞƐ�ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ�Ě͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ�

et de remodelage de la MEC en conditions de morphogénèse normale ou de progression 

carcinomateuse mammaire. La principale observation est que la MT1-MMP est nécessaire à 

ů͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ� ĐĂŶĐĠƌĞƵƐe et la progression métastatique350 (Annexe 2C). Les souriceaux MT1-

MMP-/- souffrent de nanisme à partir du jour 5 post-natal et décèdent entre les jours 12 et 15 

par défaut de développement vasculaire et osseux associé à une fibrose388  (Annexe 2D). La 

taille des souris rend alors le flush de la moelle impossible. Les tibias et fémurs entiers de 

souriceaux de 10 jours nous ont été envoyés après fixation soit au glutaraldéhyde 2,5%, soit 

avec un mélange paraformaldéhyde 2%-glutaraldéhyde 0,2% par le laboratoire de S. Weiss 

;DŝĐŚŝŐĂŶ͕�h^�Ϳ͘�>Ă�ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ�ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ�ĚĞ�ĐĞƐ�ƐŽƵƌŝƐ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ĐŽŶŶƵĞ͘ 

 

2.2. Microscopie électronique à transmission sur coupes de moelles osseuses ou os décalcifiés. 

Les moelles osseuses et les os entiers sont fixés au glutaraldéhyde 2,5%. Les os entiers sont 

décalcifiés en PBS-EDTA 10% pendant 1 semaine sous agitation à 4°C. Les échantillons sont 

ĞŶƐƵŝƚĞ� ƌŝŶĐĠƐ�ĞŶ� ƚĂŵƉŽŶ�ĐĂĐŽĚǇůĂƚĞ͕�ĞŶƌŽďĠƐ�Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ͕�ƉŽƐƚ-ĨŝǆĠƐ�ĂƵ� ƚĠƚƌŽǆŝĚĞ�Ě͛ŽƐŵŝƵŵ�

ϭй͕�ŝŶĐƵďĠƐ�ĞŶ�ĂĐĠƚĂƚĞ�Ě͛ƵƌĂŶǇů�ϰй�ĂǀĂŶƚ�Ě͛ġƚƌĞ�ĚĠƐŚǇĚƌĂƚĠƐ�ƉĂƌ�ďĂŝŶƐ�ĐƌŽŝƐƐĂŶƚƐ�Ě͛ĠƚŚĂŶŽů͘�

Les blocs sont ensuite inclus dans la résine époxy. Des coupes transversales ultrafines (100 

ŶŵͿ�ƐŽŶƚ�ƌĠĂůŝƐĠĞƐ͕�ĐŽŶƚƌĂƐƚĠĞƐ�ĂƵǆ�ŵĠƚĂƵǆ�ůŽƵƌĚƐ�;ĂĐĠƚĂƚĞ�Ě͛ƵƌĂŶǇů�ϰй͕�ĐŝƚƌĂƚĞ�ĚĞ�ƉůŽŵďͿ�Ğƚ�

observées avec le microscope électronique à transmission JEOL 2100 Plus (JEOL, Japon) à 120 

kV. Nous avons analysé les moelles provenant au moins de 3 souris différentes par lignée.  
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2.3. Préparation des moelles osseuses pour la cryo-ultramicrotomie. Après prélèvement des 

os, les moelles osseuses de souris C57BL/6 sont flushées, fixées avec un mélange de 

paraformaldéhyde 2% et de glutaraldéhyde 0,Ϯй͕�ĂǀĂŶƚ�Ě͛ġƚƌĞ�ĞŶƌŽďĠĞƐ�ĞŶ�ŐĠůĂƚŝŶĞ�ϭϬй�ƉƵŝƐ�

ŝŶĨƵƐĠĞƐ� ĚĂŶƐ� ůĞ� ƐƵĐƌŽƐĞ� Ϯ͘ϯD� Ğƚ� ĐŽŶŐĞůĠĞƐ� ĚĂŶƐ� ů͛ĂǌŽƚĞ� ůŝƋƵŝde selon la méthode de 

Tokuyasu393. Les os entiers de souris MT1-MMP-/- et leurs contrôles sont décalcifiés en PBS-

��d��ϭϬй�ƉĞŶĚĂŶƚ� ϭ� ƐĞŵĂŝŶĞ� ƐŽƵƐ� ĂŐŝƚĂƚŝŽŶ� ă�ϰΣ�� ĂǀĂŶƚ� Ě͛ġƚƌĞ� ĞŶƌŽďĠƐ� ĞŶ� ŐĠůĂƚŝŶĞ 10%, 

infusés dans le sucrose 2,ϯD�Ğƚ�ĐŽŶŐĞůĠƐ�ĚĂŶƐ�ů͛ĂǌŽƚĞ�ůŝƋƵŝĚĞ͘� 

 

2.4. Immunofluorescence sur coupe fines de moelle. Des sections de moelle osseuse Ě͛ƵŶĞ 

ĠƉĂŝƐƐĞƵƌ�ĚĞ�ϮϱϬ�Ŷŵ� ƐŽŶƚ� ĐŽƵƉĠĞƐ� ă� ů͛ĂŝĚĞ�Ě͛ƵŶ� ĐƌǇŽ-ultramicrotome et déposées sur des 

lamelles de verre (0,ϭϯŵŵ�Ě͛ĠƉĂŝƐƐĞƵƌ͕� ϳϮϭϵϮ-ϳϱ͕��D^͕�h^�Ϳ͘��ƉƌğƐ�ƵŶ� ůĂǀĂŐĞ�ă� ů͛ĞĂƵ͕� ůĞƐ�

coupes sont traitées au PBS-glycine 0.2% et incubées dans une solution de blocage (Tris-

Tween 0,05%-BSA 0,ϭйͿ͘� WƵŝƐ� ŽŶ� ŝŶĐƵďĞ� ůĂ� ƐŽůƵƚŝŽŶ� Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ� ƉƌŝŵĂŝƌĞƐ� anti-laminine 

(L9393), anti-fibronectine (ab2413), anti-collagène IV (ab6586), anti-perlécan (A7L6), ou anti-

MT1-MMP (EP1264Y) dilués en solution de blocage, durant la nuit à 4°C. Après lavage, 

ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ� ƐĞĐŽŶĚĂŝƌĞ� ĂƉƉƌŽƉƌŝĠ� ĐŽƵƉůĠ� ĞŶ��ůĞǆĂ-647 ou Alexa-680 ainsi que si nécessaire 

ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�ƉƌŝŵĂŝƌĞ�ĐŽƵƉůĠ�ĂŶƚŝ-'W/ďɴ-Alexa 568 sont ajoutés pendant 30 min. Après plusieurs 

lavages, les coupes sont montées sur des lames avec du liquide de montage Prolong Gold 

contenant du DAPI. Les coupes sont ensuite observées au microscope confocal Leica SP8 

;>ĞŝĐĂ͕� tĞƚǌůĂƌ͕� �ůůĞŵĂŐŶĞͿ� ă� ƵŶ� ŽďũĞĐƚŝĨ� ǆϲϯ͘� dƌŽŝƐ� ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ� Ě͛ŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞƐ�

indĠƉĞŶĚĂŶƚƐ�ŽŶƚ�ĠƚĠ�ƌĠĂůŝƐĠĞƐ�ƉŽƵƌ�ĐŚĂƋƵĞ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶ�;ŶсϯͿ�Ğƚ�ůĞƐ�ĂŶĂůǇƐĞƐ�Ě͛ŝŵĂŐĞƐ�ŽŶƚ�ĠƚĠ�

effectuées avec les logiciels Image J-Fiji (version 1.52q) et Leica Las-X (version 3.3.3). 

 

2.5. Localisation de la MT1-DDW�ƉĂƌ�ŝŵŵƵŵĂƌƋƵĂŐĞƐ�ĂƵǆ�ďŝůůĞƐ�Ě͛Žƌ͘�Des sections de moelle 

ŽƐƐĞƵƐĞ� Ě͛ƵŶĞ� ĠƉĂŝƐƐĞƵƌ� ĚĞ� ϭϬϬ� Ŷŵ� ƐŽŶƚ� ĐŽƵƉĠĞƐ� ă� ů͛ĂŝĚĞ� Ě͛ƵŶ� ĐƌǇŽ-ultramicrotome et 

déposées sur des grilles en nickel (formvar carbone). Ces grilles sont ensuite incubées coté 

coupe sur de la gélatine 2% pendant 30 min à 37°C. Après lavages sur du PBS à 37°C, les grilles 

sont successivement incubées sur des gouttes de PBS-Glycine 0,2% et de solution de blocage 

à la PBS-�^��ϭй͘�WƵŝƐ�ůĞƐ�ŐƌŝůůĞƐ�ƐŽŶƚ�ĚĠƉŽƐĠĞƐ�ƐƵƌ�ůĂ�ƐŽůƵƚŝŽŶ�Ě͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�ƉƌŝŵĂŝƌĞ�ĂŶƚŝ-MT1-

MMP (EP1264Y) ou de son isotype contrôle à 10 µg/mL en PBS-BSA 1% pendant 30 min. Les 

grilles sont ensuite lavées en PBS-BSA 1% et déposées sur la solution secondaire de protéine 

��ĐŽƵƉůĠĞƐ�ĂƵǆ�ďŝůůĞƐ�Ě͛Žƌ�;W�'�ϭϬͿ�ĞŶ��^��ϭй͘�>ĞƐ�ŐƌŝůůĞƐ�ƐŽŶƚ�ƌŝŶĐĠĞƐ�ƐƵƌ�ŐŽƵƚƚĞƐ�ĚĞ�W�^-BSA 
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1%, et lavées sur du PBS. Une fixation au PBS-ŐůƵƚĂƌĂůĚĠŚǇĚĞ�ϭй�ƉĞƌŵĞƚ�ĚĞ�ĨŝǆĞƌ�ůĞƐ�ďŝůůĞƐ�Ě͛Žƌ�

ĂǀĂŶƚ�ƵŶ�ƌŝŶĕĂŐĞ�ĂƵ�W�^�Ğƚ�ĚĞƐ�ůĂǀĂŐĞƐ�ă�ů͛ĞĂƵ�ĚŝƐƚŝůůĠĞ͘�>ĞƐ�ŐƌŝůůĞƐ�ƐŽŶƚ�ĞŶƐƵŝƚĞ�ĐŽŶƚƌĂƐƚĠĞƐ�ƐƵƌ�

un mélange de méthylcellulose-ĂĐĠƚĂƚĞ�Ě͛ƵƌĂŶǇů�Ϭ͕ϰй�ƉůĂĐĠ�ƐƵƌ�ŐůĂĐĞ͕�ă�ů͛ŽďƐĐƵƌŝƚĠ͘�>͛ĞǆĐĠĚĞŶƚ�

ĚĞ�ŵĠƚŚǇůĐĞůůƵůŽƐĞ�ĞƐƚ�ĞŶƐƵŝƚĞ�ĠůŝŵŝŶĠ�ƐƵƌ�ĨŝůƚƌĞ�ďƵǀĂƌĚ�ŝŵďŝďĠ�Ě͛ĞĂƵ�ĚŝƐƚŝůůĠĞ͕�ůĞƐ�ŐƌŝůůĞƐ�ƐŽŶƚ�

séchées sur oese puis observées avec le microscope électronique à transmission JEOL 2100 

WůƵƐ� ;:�K>͕� :ĂƉŽŶͿ� ă� ϭϮϬ� Ŭs͘� dƌŽŝƐ� ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ� Ě͛ŝŵŵƵŶŽŵarquages indépendants ont été 

réalisées pour chaque condition (n=3). 

 

2.6. Immunofluorescence sur coupe épaisses de moelle. Après prélèvement des os, les moelles 

ŽƐƐĞƵƐĞƐ�ĚĞ�ƐŽƵƌŝƐ��ϱϳ�>ͬϲ�ƐŽŶƚ�ĨůƵƐŚĠĞƐ͕�ĨŝǆĠĞƐ�ĂǀĞĐ�ĚƵ�ƉĂƌĂĨŽƌŵĂůĚĠŚǇĚĞ�ϰй͕�ĂǀĂŶƚ�Ě͛ġƚƌĞ�

enrŽďĠĞƐ� Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ� ϰй͘�  Les os entiers de souris MT1-MMP-/- et leurs contrôles sont 

décalcifiés en PBS-��d��ϭϬй�ƉĞŶĚĂŶƚ�ϭ�ƐĞŵĂŝŶĞ�ƐŽƵƐ�ĂŐŝƚĂƚŝŽŶ�ă�ϰΣ�͕�ĂǀĂŶƚ�Ě͛ġƚƌĞ�ĞŶƌŽďĠƐ�

Ě͛ĂŐĂƌŽƐĞ�ϰй͘��ĞƐ�ƐĞĐƚŝŽŶƐ�ƚƌĂŶƐǀĞƌƐĂůĞƐ�ĚĞ�ŵŽĞůůĞ�ŽƐƐĞƵƐĞ�ŽƵ�Ě͛ŽƐ�ĞŶƚŝĞƌƐ�Ě͛ƵŶĞ épaisseur 

ĚĞ�ϮϱϬ�ђŵ�ƐŽŶƚ�ĐŽƵƉĠĞƐ�ă�ů͛ĂŝĚĞ�Ě͛ƵŶ�ǀŝďƌĂƚŽŵĞ�;>ĞŝĐĂ͕�tĞƚǌůĂƌ͕��ůůĞŵĂŐŶĞͿ�Ğƚ�ĚĠƉŽƐĠĞƐ�ƐƵƌ�

des lamelles en verre. Après une incubation en solution de blocage (Tris-Tween 0,05%-BSA 

0,1%) pendant 30 min, les coupes sont lavées en tampon Tris puis incubéĞƐ�ĂǀĞĐ�ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�

primaire anti-laminine (L9393), dilué dans la solution de blocage, pendant la nuit à 4°C. Après 

ƵŶĞ� ƐĠƌŝĞ� ĚĞ� ůĂǀĂŐĞƐ� ĂƵ� ƚĂŵƉŽŶ� dƌŝƐ͕� ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ� ƐĞĐŽŶĚĂŝƌĞ� couplé Alexa 680 est incubé 

pendant la nuit à 4°C. Après plusieurs lavages au Tris, les coupes sont incubés 10 min avec du 

Hoechst, lavées et montées sur des lames avec du liquide de montage Mowiol. Les coupes 

sont ensuite observées au microscope confocal Leica SP8 (Leica, Wetzlar, Allemagne) à un 

ŽďũĞĐƚŝĨ� ǆϲϯ͘� dƌŽŝƐ� ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ� Ě͛ŝmmunomarquages indépendants ont été réalisées pour 

chaque condition (n=3) et analysées avec Leica Las-X (version 3.3.3). 

 

2.7. Inhibition systémique in vivo des MMPs. Cette procédure a été réalisée en accord avec les 

normes européennes 2010/63/UE de bien-être animal autorisant le projet n° 

2019012313026890. Cette étude a été réalisé sur la base de travaux publiés dans la 

littérature394ʹ397. Ainsi, les souris C57BL/6 ont été traitées quotidiennement par injection 

intrapéritonéale de GM6001 (20 mg/kg, 50 mg/kg ou 100 mg/kg) ou avec le véhicule 

ĐĂƌďŽǆǇŵĠƚŚǇůĐĞůůƵůŽƐĞ� ϰй͘� WŽƵƌ� ůĂ� ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ� ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ͕� ů͛ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ� ĚĞ� ůĂ� ƋƵĞƵĞ� ĞƐƚ�

sectionnée et 7µL de sang sont prélevés en EDTA 12 mM avant la première injection au jour 1 

;:ϭͿ�ƉƵŝƐ�ă�:Ϯ͕�:ϰ͕�:ϲ�Ğƚ�:ϴ͘��Ƶ�ũŽƵƌ�ϴ͕�ƵŶ�ƉƌĠůğǀĞŵĞŶƚ�ƚĞƌŵŝŶĂů�ă�ů͛ĂŽƌƚĞ�ĞƐƚ�ƌĠĂůŝƐĠ�ƐƵƌ�ĐŝƚƌĂƚĞ�



Figure 1 : Les protéines de matrice de la lame basale sont réparties de façon discontinue au niveau
des sinusoïdes.
(A) Image représentative de MET Ě͛ƵŶĞ coupe de MO contrôle montrant la lame basale discontinue
du sinusoïde, * : lumière du sinusoïde. La lame basale apparait en grisé et est indiquée par les têtes
de flèches. (B) Des cryosections de moelles osseuses de souris contrôle ont été immunomarquées
avec ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ anti-laminines ou anti-fibronectine ou anti-collagène IV ou anti-perlecan puis
observées au microscope confocal, * : lumière du sinusoïde. Images représentatives montrant
ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ discontinue des protéines majoritaires de la MEC au niveau de la lame basale des
sinusoïdes. (C) Projections maximales Ě͛ŝŵĂŐĞƐ de microscopie confocale de coupes épaisses de MO
contrôle Ě͛ƵŶ immunomarquage de la laminine révélant des ouvertures dans la lame basale du
sinusoïde (indiqués par les cercles jaunes) par opposition à ů͛ĂƌƚĠƌŝŽůĞ.
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0,38% final, le plasma est récupéré par centrifugations et les os sont prélevés. Les dosages 

plasmatiques ont été réalisés en ELISA compétitif et Bradford en collaboration avec Sylvie 

Brassart-Pasco, UMR CNRS/URCA 7369, Reims, France selon la méthode précédemment 

décrite398. Pour la dose-réponse 2 souris par condition ont été traitées. Pour la dose 20 mg/kg, 

3 souris par condition ont été traitées au cours de 5 expériences indépendantes (n=15) et pour 

la dose 50 mg/kg, 3 souris par condition ont été traitées au cours de 2 expériences 

indépendantes (n=6).  

 

2.8. Localisation de la MT1-MMP sur des MKs formant des podosomes in vitro. Après 

prélèvement des os, les moelles osseuses de souris C57BL/6 sont flushées et incubées dans 

une solution de collagénase I à 2,ϯ�ŵŐͬŵ>�ƉĞŶĚĂŶƚ�ϱ�ŵŝŶ�ă�ϯϳΣ��ĂǀĂŶƚ�Ě͛ġƚƌĞ�ǀŽƌƚĞǆĠĞƐ͘�>Ğ�

surnageant est prélevé et la collagénase est arrêtée par ajout à v/v de DMEM-PSG1%-SVF 10%. 

Les moelles sont incubées une seconde fois dans la collagénase pendant 5 min pour une 

dissociation totale. L͛ĞŶƐĞŵďůĞ�ĚĞƐ�ƐƵƌŶĂŐĞĂŶƚƐ�ĞŶ��D�D-PSG1%-SVF 10% est centrifugé à 

350 g pendant 7 min puis resuspendu en DMEM-PSG1%-SVF 10% contenant du Sir-Actine 100 

ŶD͘� WŽƵƌ� ů͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ͕� ĚĞƐ� ĐƵƉƵůĞƐ� ŝďŝĚŝƐ� ϯϱ� ŵŵ� microdishes sont 

recouvertes de gélatine cŽŶũƵŐƵĠĞ�ă� ů͛KƌĞŐŽŶ�'ƌĞĞŶ�ϰϴϴ͘�>ĞƐ�D<Ɛ�ŶĂƚŝĨƐ�ĚĞ� ůĂ�ŵŽĞůůĞ�ƐŽŶƚ�

incubés 3h au contact de la gélatine puis les cellules non adhérentes éliminées par rinçage au 

PBS. Les MKs adhérents sont fixés au paraformaldéhyde 4%, puis perméabilisés au Triton 0,3% 

et inĐƵďĠƐ�ĂǀĞĐ�ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�ƉƌŝŵĂŝƌĞ�ĂŶƚŝ-MT1-MMP (EP1264Y) ou de son isotype contrôle à 

ϭϬ�ђŐͬŵ>�ƉĞŶĚĂŶƚ�ϯϬ�ŵŝŶ͘��ƉƌğƐ�ůĂǀĂŐĞƐ͕�ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�ƐĞĐŽŶĚĂŝƌĞ�ĂĚĂƉƚĠ�Ğƚ�ĐŽƵƉůĠ��ůĞǆĂ�ϲϰϳ�

ĞƐƚ�ĂũŽƵƚĠ�ĂŝŶƐŝ�ƋƵĞ�ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�ĂŶƚŝ-'W/ďɴ-Alexa 568. Après lavage les ibidis sont montées avec 

du liquide de montage Prolong Gold contenant du DAPI. Les MKs adhérents sont ensuite 

observés au microscope confocal Leica SP8 (Leica, Wetzlar, Allemagne) à un objectif x63. Trois 

expériences indépendantes ont été réalisées pour chaque condition (n=3). 

 

2.9. Dégradation de la fibronectine fluorescente in vitro. Après prélèvement des os, les moelles 

osseuses de souris C57BL/6 sont flushées et incubées dans une solution de collagénase I à 2,3 

ŵŐͬŵ>� ƉĞŶĚĂŶƚ� ϱ� ŵŝŶ� ă� ϯϳΣ�� ĂǀĂŶƚ� Ě͛ġƚƌĞ� ǀŽƌƚĞǆĠĞƐ͘� >e surnageant est prélevé et la 

collagénase est arrêtée par ajout à v/v de DMEM-PSG1%-SVF 10%. Les moelles sont incubées 

ƵŶĞ�ƐĞĐŽŶĚĞ�ĨŽŝƐ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ĐŽůůĂŐĠŶĂƐĞ�ƉĞŶĚĂŶƚ�ϱ�ŵŝŶ�ƉŽƵƌ�ƵŶĞ�ĚŝƐƐŽĐŝĂƚŝŽŶ�ƚŽƚĂůĞ͘�>͛ĞŶƐĞŵďůĞ�

des surnageants en DMEM-PSG1%-SVF 10% est centrifugé à 350 g pendant 7 min puis 
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resuspendu en DMEM-PSG1% contenant du Sir-Actine 100 nM et du SDF-1 250 ng/mL. Une 

suspension de cellules 4T1, lignée cancéreuse issue de glandes mammaires de souris, est 

utilisée en contrôle positif et préparée en milieu RPMI-10% SVF contenant du Sir-Actine 100 

ŶD͘�WŽƵƌ�ů͛ĂŶĂůǇƐĞ�ĚĞ�ůĂ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ͕�ĚĞƐ�ůĂŵĞůůĞƐ�ϭϮ�ŵŵ�ƐŽŶƚ�ƌĞĐŽƵǀĞƌƚĞƐ�ĚĞ�ĨŝďƌŽŶĞĐƚŝŶĞ�

ƉůĂƐŵĂƚŝƋƵĞ�ďŽǀŝŶĞ�ĐŽŶũƵŐĠĞ�ă� ů͛,ŝ>ǇƚĞ�&ůƵŽƌ�ϰϴϴ�;�ǇƚŽƐŬĞůĞƚŽŶͿ�ƉĞŶĚĂŶƚ� ůĂ�ŶƵŝƚ�ă�ϰΣ�͘�>ĞƐ�

lamelles sont ensuite couvertes respectivement de DMEM-PSG1%-10% SVF pour la 

suspension de MKs ou de RPMI-10% SVF pour les 4T1, pendant 1h à température ambiance, 

ĂǀĂŶƚ�Ě͛ġƚƌĞ�ůĂǀĠĞƐ�ĂƵ�W�^�;^ĞůŽŶ Schachtner et al., 2013)140. Les MKs natifs de la moelle et les 

cellules 4T1 sont incubées 4h sur les lamelles au contact de la fibronectine puis les cellules 

non adhérentes éliminées par rinçage au PBS. Les cellules adhérentes sont fixées au 

ƉĂƌĂĨŽƌŵĂůĚĠŚǇĚĞ�ϰй͕�ƉƵŝƐ�ŝŶĐƵďĠƐ�ĂǀĞĐ�ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�ĂŶƚŝ-'W/ďɴ-Alexa 568 pour les MKs ou du 

Cell Mask Orange pour les 4T1. Après lavage les ibidis sont montées avec du liquide de 

montage Prolong Gold contenant du DAPI. Les cellules sont ensuite observées au microscope 

confocal Leica SP8 (Leica, Wetzlar, Allemagne) à un objectif x63. Trois expériences 

indépendantes ont été réalisées pour chaque condition (n=3). 

 

2.10. Statistiques. Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel PrismGraphpad (La 

Jolla, CA, USA). Afin de comparer les numérations plaquettaires des différents groupes de 

ƐŽƵƌŝƐ�ĂƵ�ĐŽƵƌƐ�ĚƵ�ƚĞŵƉƐ͕�ůĂ�ĚŝƐƚƌŝďƵƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ĚŽŶŶĠĞƐ�Ă�ĠƚĠ�ĂŶĂůǇƐĠĞ�ƉĂƌ�ƵŶ�ƚĞƐƚ�Ě͛ĂŶĂůǇƐĞ�ĚĞ�

ǀĂƌŝĂŶĐĞ��EKs��ă�ĚĞƵǆ�ĨĂĐƚĞƵƌƐ�ƐƵŝǀŝ�Ě͛ƵŶ�ƉŽƐƚ�ƚĞƐƚ�Ěe Bonferroni. Des P-valeurs < 0,05 ont 

été considérées comme statistiquement significatives. *P<0,05 ; **P<0,01 ; ***P<0,001. 

  



Figure 2 : La MT1-MMP est localisée au niveau de la membrane des granules ɲ des MKs
indépendamment du type de contact avec le sinusoïde.
(A) Des MKs issus de la moelle de souris contrôles ont été déposés in vitro sur une matrice de
gélatine pendant 3h, marqués avec la sonde anti-actine Sir-Actine (en rouge) et observés au
microscope confocal. A gauche, les MK formant des podosomes (en rouge). A droite, ů͛ŝŵĂŐĞ des
mêmes MKs avec le marquage correspondant à ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ anti-MT1-MMP ou son isotype (en vert).
(B) Des cryosections de moelles osseuses de souris contrôle ont été immunomarquées avec
ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ anti-MT1-MMP ou son isotype (en vert), ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ anti-GPIbɴ (montrant la membrane
plasmique du MK, en jaune), du DAPI (en bleu) et observées au microscope confocal. A gauche, la
visualisation des MKs en jaune et à droite, ů͛ŝŵĂŐĞ des mêmes MKs correspondant au marquage
MT1-MMP en vert. (C)(D) Des cryosections de moelles osseuses de souris contrôle ont été déposées
sur grilles, immunomarquées aux billes Ě͛Žƌ avec ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ anti-MT1-MMP puis observées en MET.
ɲ : granules alpha; pm : membrane plasmique; m : mitochondrie; *: lumière du sinusoïde. A gauche,
images de MKs (délimité en bleu) isolé ou en contact avec le sinusoïde (pointillés rouges). A droite,
zoom sur la zone encadrée à droite, les têtes de flèche indiquent les billes Ě͛Žƌ. Encart à droite, très
fort grossissement montrant les billes Ě͛Žƌ. (E) Des cryosections de moelles osseuses de souris
contrôle ont été déposées sur grilles, immunomarquées aux billes Ě͛Žƌ avec ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ anti-MT1-
MMP puis observées en MET. neutro: neutrophile; *: lumière du sinusoïde. Images représentatives
Ě͛ƵŶ neutrophile en cours de transmigration au travers du sinusoïde (pointillé rouge). A droite, fort
grossissement sur ů͛ĞǆƚĞŶƐŝŽŶ invasive dépourvue de marquage anti-MT1-MMP.

*
Figure S1 : Les zones non recouvertes de lame basale coïncident avec ů͛ĂďƐĞŶĐĞ de péricytes.
Image représentative de MET Ě͛ƵŶĞ coupe de MO contrôle montrant la lame basale discontinue du
sinusoïde, * : lumière du sinusoïde. La flèche noire indiquent la présence Ě͛ƵŶĞ fine couche de MEC
entre le péricyte (P) et les cellules endothéliales (EC). On note sur cette image la superposition de
deux cellules endothéliales adjacentes.

*
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3. Résultats et Discussion 

3.1. La lame basale des sinusoïdes est ƉŽŶĐƚƵĠĞ�Ě͛ŽƵǀĞƌƚƵƌĞƐ pré-existantes 

Avant d͛ĂďŽƌĚĞƌ les mécanismes de passage de la lame basale, nous avons cherché à 

comprendre la composition et la disposition de ses principales protéines. Des coupes 

ultrafines de moelles osseuses ont été observées en MET. La figure 1A illustre la lame basale, 

tapissant la face abluminale des cellules endothéliales du sinusoïde, qui apparait comme une 

ĨŝŶĞ� ĐŽƵĐŚĞ� Ě͛Ăspect grisé (Figure 1A, têtes de flèches). Celle-ci présente des zones de 

discontinuité avec des portions moins denses voire inexistante. Nous avons analysé la 

localisation précise des laminines, du collagène IV, de la fibronectine et du perlécan par 

immunofluorescence sur des cryosections de moelle osseuse de souris contrôle. En accord 

avec nos observations utrastructurales, les quatre protéines ne sont pas réparties de façon 

ƵŶŝĨŽƌŵĞ�ůĞ�ůŽŶŐ�ĚƵ�ƐŝŶƵƐŽŢĚĞ͕�ŵĂŝƐ�ĐŽŵƉŽƌƚĞŶƚ�ĚĞ�ŶŽŵďƌĞƵƐĞƐ�ƉůĂŐĞƐ�ǀŝĚĞƐ�Ě͛une longueur 

moyenne de 3,6 ± 0,3 µm (n=110 sur 4 sinusoïdes ŵĂƌƋƵĠƐ�ă�ů͛ĂŶƚŝ-collagène IV) (Figure 1B). 

La visualisation 3D des sinusoïdes après immunomarquage de la laminine illustre encore plus 

clairement ces ouvertures, en comparaison à l'artériole qui est uniformément recouverte de 

MEC. (Figure 1C). En conclusion, ces résultats indiquent que la lame basale est discontinue et 

présente des espaces exempts de protéines de matrice. Toutefois, la porosité de la lame 

basale des sinusoïdes ne permet pas le passage des extensions mégacaryocytaires (4,6 µm < 

épaisseur de la proplaquette128 < 10,6 µm) ƐƵŐŐĠƌĂŶƚ�ů͛ĞǆŝƐƚĞŶĐĞ�ĚĞ�ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ�ƉŽƵƌ�ĠůĂƌŐŝƌ�

ces ouvertures.  

Comment Ɛ͛ĞǆƉůŝƋƵĞ la porosité de la lame basale ? Nos observations en ME indiquent que les 

zones pauvres en protéines matricielles sont alignées avec les espaces entre les péricytes 

adjacents (Figure S1). Elles pourraient donc simplement ƌĠƐƵůƚĞƌ�Ě͛ƵŶĞ�ĚŝŵŝŶƵƚŝŽŶ�ĚĞ�ƐǇŶƚŚğƐĞ�

ƉƌŽƚĠŝƋƵĞ�ĚƵĞ�ă� ů͛ĂďƐĞŶĐĞ�ĚĞ� ĐĞůůƵůĞƐ� ƐĠĐƌĠƚƌŝĐĞƐ͘�ZĂƉƉĞůŽŶƐ�ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ƋƵĞ� ůĞƐ� sinusoïdes 

ĐŽƌƌĞƐƉŽŶĚĞŶƚ�ă�ƵŶĞ�ǌŽŶĞ�ĚĞ�ƉĂƐƐĂŐĞ�ĚĞ�ƚŽƵƚĞƐ�ůĞƐ�ĐĞůůƵůĞƐ�ƐĂŶŐƵŝŶĞƐ�ůŽƌƐ�ĚĞ�ů͛ŚĠŵĂƚŽƉŽŢğƐĞ͘�

Ainsi, cette discontinuité pourrait également provenir du déplacement de la matrice par les 

cellules la traversant. De façon intéressante, ces ouvertures font penser aux zones de faible 

expression de la matrice extracellulaire décrits par S. Nourshargh, qui représentent des sites 

de passage privilégiés des neutrophiles206. La question se pose maintenant de savoir si les MKs 

profitent de ces ouvertures, participent à leur création ou les agrandissent par une activité 



Figure 3 : La lame basale est distribuée normalement dans les moelles des souris MT1-MMP-/-.
Sections longitudinales Ě͛ƵŶ sinusoïde de souris WT (A) et MT1-MMP (B). Ces images ont été

obtenues en microscopie confocale sur des coupes épaisses de moelle et correspondent à une

projection maximale de 33 à 55 plans focaux (z de 1 µm, profondeur maximale est indiquée par le z

total) et à une section optique. Les flèches blanches indiquent des zones des sinusoïdes non

recouvertes par la laminine. Le cadrant rouge correspond à une portion de ů͛ĂƌƚĠƌŝŽůĞ sortant de la

hauteur Ě͛ĂĐƋƵŝƐŝƚŝŽŶ.
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ĞŶǌǇŵĂƚŝƋƵĞ͘��ĂŶƐ�ůĂ�ƐƵŝƚĞ�ĚĞ�ů͛ĠƚƵĚĞ͕�ŶŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�ƚĞƐƚĠ ů͛ŚǇƉŽƚŚğƐĞ�Ě͛ƵŶĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ůĂ�

lame basale par les MMPs. 

 

3.2. La MT1-DDW�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞ�ĂƵ�ƉĂƐƐĂŐĞ�ĚĞƐ�ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ�ƉĂƌ�ůĞƐ�D<Ɛ 

Pour étudier ů͛ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ĐĞƚƚĞ�ĞŶǌǇŵĞ�ĚĂŶƐ� ůĂ� ƚƌĂŶƐŵŝŐƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ͕�ŶŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�ϭͿ�

analysé sa localisation subcellulaire et 2) caractérisé les interactions MK-sinusoïde dans les 

moelles de souris déficientes en MT1-MMP. 

3.2.1. La MT1-DDW� Ŷ͛ĞƐƚ� ƉĂƐ� ĚĠƚĞĐƚĠĞ� ƐƵƌ� ůĂ� ŵĞŵďƌĂŶĞ� ƉůĂƐŵŝƋƵĞ� ĚĞƐ� ŵĠŐĂĐĂƌǇŽĐǇƚĞƐ 

murins en cours de transmigration. EŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�Ě͛ĂďŽƌĚ�ǀŽƵůƵ� Ɛavoir si cette enzyme était 

localisée dans les podosomes formés par les MKs in vitro. Pour cela, nous avons utilisé 

ů͛ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ��WϭϮϲϰz�ĚŽŶƚ�ůĂ�ƐƉĠĐŝĨŝĐŝƚĠ�Ă�ĠƚĠ�ƉƌĠĐĠĚemment validé par S. Weiss sur des cellules 

carcinomateuses350 (Annexe 2C). Nos résultats indiquent un marquage anti-MT1-MMP faible 

et ponctué (en vert) dans les MKs formant des podosomes in vitro (actine-F, en rouge) (Figure 

2A). Une analyse similaire sur des sections de moelle osseuse révèle également un signal 

fluorescent diffus dans le MK (Figure 2B). Afin de préciser la nature de ce marquage, nous 

ĂǀŽŶƐ� ƌĠĂůŝƐĠĞ�ĚĞƐ�ĠƚƵĚĞƐ�Ě͛ŝŵŵƵŶŽŵĂƌƋƵĂŐĞ�ĂƵǆ�ďŝůůĞƐ�Ě͛Žƌ� ĞŶ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ� ĠůĞĐƚƌŽŶŝƋƵĞ�

(IEM). Nos observations mettent en évidence la localisation de la métalloprotéase sur la 

ŵĞŵďƌĂŶĞ�ůŝŵŝƚĂŶƚĞ�ĚĞƐ�ɲ-granules, comme cela a été rapporté pour d'autres MMPs dans les 

plaquettes sanguines365,399 (Figure 2CͿ͘��ĞƉĞŶĚĂŶƚ͕�ůŽƌƐƋƵ͛ŽŶ�Ɛ͛ŝŶƚĠƌĞƐƐĞ�à sa localisation dans 

les MKs en contact direct avec les sinusoïdes (Figure 2D) ou en cours de transmigration (non 

montré)͕� ŶŽƵƐ� ŶĞ� ĚĠƚĞĐƚŽŶƐ� ƉĂƐ� ŽƵ� ƚƌğƐ� ƉĞƵ� ĚĞ� ďŝůůĞƐ� Ě͛Žƌ� ĂƵ� ŶŝǀĞĂƵ� ĚĞ� ůĞƵƌ� ŵĞŵďƌĂŶĞ�

ƉůĂƐŵŝƋƵĞ�ŽƵ�ĚĂŶƐ� ů͛ŝŶƚerface MK/cellule endothéliale͘� �ĞĐŝ� ĞƐƚ�Ě͛ĂŝůůĞƵrs également le cas 

pour des neutrophiles en cours de transmigration (Figure 2E). Ainsi, ces résultats laissent 

entrevoir une faible contribution de cette enzyme dans le passage des MKs au travers de la 

lame basale.   

Une limite de cette étude est la diffiĐƵůƚĠ�Ě͛ŽďƚĞŶŝƌ�ĚĞƐ�ĂŶƚŝĐŽƌƉƐ�ĐŽŵŵĞƌĐŝĂƵǆ�ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞƐ�

ĚĞƐ�DDWƐ�ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ�Ě͛ĂŶĂůǇƐĞƌ�ůĂ�ƉƌĠƐĞŶĐĞ�ĚĞ�ůĂ�Ddϭ-MMP dans des coupes de moelle400. 

Une alternative à cette approche ƐĞƌĂŝƚ� ů͛ŚǇďƌŝĚĂƚŝŽŶ� in situ sur des cryosections de moelle 

ŽƐƐĞƵƐĞ� ƋƵŝ� ĂƵƌĂŝƚ� ů͛ĂǀĂŶƚĂŐĞ� ĚĞ� ĐĂƌƚŽŐƌĂƉŚŝĞƌ� ůĞƐ� ŶŝǀĞĂƵǆ� Ě͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ĚĞƐ� ĞŶǌǇŵĞƐ�

localisées à la fois dans les MKs et dans les cellules avoisinantes401. Par ailleurs, étant donné 

les résultats de transcriptomique démontrant que la MT1-MMP est l'enzyme la plus exprimée 

dans des MKs humains matures, nos marquages en immunofluorescence/IEM peuvent 



Figure 4 : Les mégacaryocytesMT1-MMP-/- étendent normalement des podosomes invasifs.
Images représentatives de microscopie électronique à transmission de sections Ě͛ŽƐ décalcifiés de
souriceaux de 10 jours montrant des MKs contrôles (A) ou MT1-MMP-/- (B)(C) formant des
podosomes invasifs (têtes de flèche noire) au travers de la lame basale et de ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ du
sinusoïde. A gauche, vue globale du MK et à droite, zoom sur ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ MK-sinusoïde. (C) La lame
basale indiquée par la tête de flèche rouge pleine est traversée par les podosomes (têtes de flèches
noires) du MK MT1-MMP-/-. La tête de flèche rouge vide indique une zone dépourvue de lame
basale.
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sembler étonnamment faibles. De ce fait, il serait important de vérŝĨŝĞƌ�ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞƐ�DDWƐ� 

des MKs murins, car une différence d'expression entre la souris et l'homme ne peut pas être 

écartée, comme cela a déjà été constaté pour d'autres enzymes131.  

3.2.2. La lame basale des sinusoïdes ĞƐƚ�ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ĚŝƐĐŽŶƚŝŶƵĞ�ĞŶ�ů͛ĂďƐĞŶĐĞ�ĚĞ�MT1-MMP-/-. 

Pour évaluer le rôle de la MT1-MMP dans les interactions MKs-sinusoïdes in situ, nous avons 

analysé la moelle osseuse de souris déficientes en MT1-MMP (notées MT1-MMP-/-). La létalité 

de cette lignée ne permet pas le flush de moelle de souris adultes et nous oblige à travailler 

sur des os entiers de souriceaux. En premier lieu͕�ŶŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�ǀŽƵůƵ�ƐĂǀŽŝƌ�Ɛ͛ŝů�Ǉ�ĂǀĂŝƚ�ƵŶ�ŝmpact 

ĚĞ�ů͛ĂďƐĞŶĐĞ�ĚĞ�ů͛ĞŶǌǇŵĞ sur la composition de la lame basale des sinusoïdes. Pour cela, nous 

avons étudié la distribution des laminines sur des coupes de moelles contrôle et MT1-MMP-/. 

La figure 3 présente deux images ƉĂƌ�ĐŚĂŵƉƐ�Ě͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ : la première correspondant à une 

projection maximale (ŝůůƵƐƚƌĂŶƚ� ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ� générale des vaisseaux) et la seconde à une 

section optique (montrant la distribution protéique de la lame basale). Dans la moelle osseuse 

des souris MT1-MMP-/-, on constate que la distribution de la laminine est similaire à celle des 

souris témoins : discontinue au niveau des sinusoïdes et continue au niveau des artérioles 

(Figure 3, têtes de flèches), suggérant une moindre implication de cette métalloprotéase dans 

le remodellage de la MEC autour des sinusoides médullaires. Pour autant, d'autres 

ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞƐ�Ě͛ŝŵŵƵŶŽĨůƵŽƌĞƐĐĞŶĐĞ�;ex : marquage du collagène IV, fibronectine) sont encore 

requises avant de tirer une conclusion définitive sur cette question.   

3.2.3. La MT1-DDW�Ŷ͛ĞƐƚ�ƉĂƐ�ĞƐƐĞŶƚŝĞůůĞ�ĂƵ�ƉĂƐƐĂŐĞ�ĚĞ�ůĂ�ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ͘ Nous nous sommes 

ensuite demandé si la délétion affectait la maturation des MKs et leur capacité à franchir la 

barrière des sinusoïdes. >͛ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶ�ĞŶ�D� nous a permis de distinguer des MKs MT1-MMP-

/- matures, Ě͛ĂƐƉĞĐƚ� ŶŽƌŵĂů, contenant un DMS bien développé et une zone périphérique 

(Figure 4Ϳ͘�>͛ƵůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞ�ĚĞ�ƐŝŶƵƐŽŢĚĞƐ�ƉƌĠƐĞŶƚĞ�ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ƵŶĞ�ŵŽƌƉŚŽůŽŐŝĞ�ŶŽƌŵĂůĞ�ĂǀĞĐ�

une barrière endothéliale continue et lame basale similaire aux souris contrôles en terme 

Ě͛ĠƉĂŝƐƐĞƵƌ͕�ĚĞ�ĚĞŶƐŝƚĠ�Ğƚ�ĚĞ�ƉŽƌŽƐŝƚĠ�;flèches rouges, Figure 4C). En outre, nous observons 

que les MKs MT1-MMP-/- sont capables de former des podosomes invasifs qui traversent la 

ůĂŵĞ� ďĂƐĂůĞ� Ğƚ� ĚĠĨŽƌŵĞŶƚ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ� ĚĞ� ĨĂĕŽŶ� ƐŝŵŝůĂŝƌĞ� ĂƵǆ� ĐŽŶƚƌƀůĞƐ� ;flèches noires, 

Figure 4Ϳ͘� >͛ĞŶƐĞŵďůĞ�ĚĞ� ĐĞƐ� ŽďƐĞƌǀĂƚŝŽŶƐ� ƐƵŐŐğƌĞ� ƋƵĞ� la MT1-MMP ne joue pas de rôle 

majeur dans la capacité des MKs à former des podosomes invasifs qui pénètrent la lame 

basale des sinusoïdes. Malheureusement, à ce stade de l'étude, il nous manque une donnée 

importante concernant la numération plaquettaire de ces souris (difficile à collecter sur des 



Figure 5 : Caractérisation de ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ de ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ de dégradation de la fibronectine des
mégacaryocytes matures, natifs de la moelle osseuse.
Des MKs issus de la moelle de souris contrôles (A) ou des cellules cancéreuses 4T1 (B) ont été

déposés in vitro sur une matrice de fibronectine fluorescente (en vert) pendant 3h, marqués avec la

sonde anti-actine Sir-Actine (en rouge) et observés au microscope confocal. Après 3h, les podosomes

sont visibles (en rouge, à gauche) à ů͛ŝŶƚĞƌĨĂĐĞ de contact avec la fibronectine (en vert, au centre). A

droite, la superposition des marquages. >͛ĞŵƉůĂĐĞŵĞŶƚ du MK reporté en blanc sur ů͛ŝŵĂŐĞ du

centre ne correspond pas à une zone sombre (signe de la dégradation de la fibronectine)

contrairement aux cellules 4T1.
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souriceaux pour une équipe Ŷ͛ĂǇĂŶƚ�ƉĂƐ�Ě͛expertise en hématologie) et qui nous permettrait 

de conclure définitivement sur la contribution de MT1-MMP dans la thrombopoïèse. 

 

3.3. Les MMPs des MKs fraîchement isolés de la moelle ne dégradent pas la MEC. 

^ĂĐŚĂŶƚ� ƋƵĞ� Ě͛ĂƵƚƌĞƐ� DDWƐ� ƚĞůůĞƐ� ƋƵĞ� ůĞƐ� DDW-2, MMP-9 pourraient participer à la 

ƉƌŽƚĠŽůǇƐĞ͕�ŶŽƵƐ�ĂǀŽŶƐ�ƵƚŝůŝƐĠ�ƵŶ�ƚĞƐƚ�ŐůŽďĂů�Ě͛ĂŶĂůǇƐĞ�ĚĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�ĞŶǌǇŵĂƚŝƋƵĞ� in vitro. 

Pour cela, nous avons utilisé des MKs fraichement isolés de la moelle osseuse qui ont 

ů͛ĂǀĂŶƚĂŐĞ�ĚĞ�Ɛ͛ġƚƌĞ�ĚŝĨĨĠƌĞŶĐŝĠƐ dans leur microenvironnement natif. Les MKs ont été déposés 

sur une matrice de fibronectine conjuguée à un fluorochrome HiLyte Fluor-488 et nous avons 

recherché la présence de plages sombres correspondant à la dégradation de la fibronectine 

ĨůƵŽƌĞƐĐĞŶƚĞ͘��ƵĐƵŶĞ�ǌŽŶĞ�ĚĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�Ŷ͛Ă�ĠƚĠ�ŽďƐĞƌǀĠĞ�ă�ů͛ĞŵƉůĂĐĞŵĞŶƚ�ĚĞƐ�D<Ɛ�;Figure 

5A, n=3). Par comparaison, les cellules de la lignée cancéreuse murines 4T1 utilisées comme 

cellules contrôles forment des plages de dégradation de la fibronectine fluorescente (Figure 

5B). Ces résultats sont en accord avec ceux décrits dans l͛ĂǆĞ�Ϯ�ƵƚŝůŝƐĂŶƚ�ĚĞƐ�D<Ɛ�déposés sur 

gélatine (composée essentiellement de collagène fibrillaire) et montrent que les MKs matures 

issus de la moelle ne dégradent pas la matrice in vitro. Nos résultats contrastent avec ceux 

publiés par Schachtner et al., 2013 où les MKs cultivés in vitro dégradent le fibrinogène. Cette 

ĚŝĨĨĠƌĞŶĐĞ�ƉŽƵƌƌĂŝƚ�Ɛ͛ĞǆƉůŝƋƵĞƌ�ƉĂƌ�ů͛ĠƚĂƚ�ĚĞ�ĚŝĨĨĠƌĞŶĐŝĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ�ƉƵŝƐƋƵĞ�ŶŽƵƐ�ƐĂǀŽŶƐ�ƋƵĞ�

les MKs différenciés in vitro ne sont pas pleinement matures (Cf. paragraphe 1.3.1 et Figure 

10A de la revue bibliographique). Nos résultats sont également en accord avec une étude 

collaborative dirigée par Frédérique Gaits-Iacovoni (UMR1297, Toulouse) dans laquelle une 

forte diminution de la capacité de dégradation de lĂ�ŵĂƚƌŝĐĞ�ĂŝŶƐŝ�ƋƵĞ�ĚĞ�ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ�ĚĞ�dƐŬϱ�

(Tyrosine kinase substrate five SH3 domain), protéine centrale de ce processus, est observée 

au cours de la mégacaryopoïèse. ��ů͛ŝŶǀĞƌƐĞ͕�ůes progéniteurs hématopoïétiques possèdent de 

fortes activités sécrétrices de gélatinase associées à une expression élevée de Tsk5. Les 

ĂƵƚĞƵƌƐ�ƉƌŽƉŽƐĞŶƚ�ů͛ŚǇƉŽƚŚğƐĞ�ƐĞůŽŶ�ůĂƋƵĞůůĞ�ůĞƐ�ƉƌŽŐĠŶŝƚĞƵƌƐ�ŚĠŵĂƚŽƉŽŢĠƚŝƋƵĞƐ�ŵŝŐƌĞŶƚ�ĂƵ�

cours de la mégacaryopoïèse à travers la moelle osseuse en digérant la matrice extracellulaire 

via les podosomes, et perdraient ensuite cette capacité de protéolyse lors de la maturation 

mégacaryocytaire à proximité des sinusoïdes.  
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Figure 6 : >͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ des MMPs Ŷ͛ĂĨĨĞĐƚĞ pas la libération des plaquettes chez la souris.
(A) Schéma du protocole expérimental, les souris sont traitées tous les jours au GM6001 ou le
véhicule. Une numération de suivi est effectuée tous les 2 jours. Au jour 8, la moelle osseuse et le
sang sont prélevés. (B) Suivi de la numération plaquettaire sur 6 jours des souris traitées au GM6001
lors de la dose-réponse. (C) Tableau indiquant les dosages de fragments NC1 alpha 3, des protéines
totales et des MMPs (en unité arbitraires) réalisés sur les plasmas des souris traitées lors de
ů͛ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞ de dose-réponse. (D) Suivi de la numération plaquettaire sur 8 jours de souris traitées
au GM6001 (A) 20 mg/kg ou (E) 50 mg/kg, 3 souris par condition et par expérience. En noir
apparaissent les courbes des souris traitées avec le véhicule seul, en vert les souris traitées au
GM6001.
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ϯ͘ϰ͘�>͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�ĚĞƐ�DDWƐ�Ŷ͛ĂĨĨĞĐƚĞ�ƉĂƐ�ůĂ�ůŝďĠƌĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ĐŚĞǌ�ůĂ�ƐŽƵƌŝƐ͘� 

La transmigration des MKs aboutissant à la libération des plaquettes sanguines, nous avons 

finalement souhaité étudier ů͛ŝŵƉůŝĐĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�DDWƐ�ĚĂŶƐ�ůĂ�ďŝŽŐĠŶğƐĞ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�in vivo. 

WŽƵƌ� ĐĞůĂ͕� ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ� ĚĞƐ� DDWƐ� Ă� ĠƚĠ� ŝŶŚŝďĠĞ� ĚĞ� ĨĂĕŽŶ� ƐǇƐƚĠŵŝƋƵĞ� ĚĂŶƐ� ůĂ� ƐŽƵƌŝƐ� ĞŶ� ůĞƵƌ�

injectant un inhibiteur à spectre large des MMPs, le GM6001 (voir matériel et méthodes). Une 

étude préliminaire de dose-ƌĠƉŽŶƐĞ�Ă�Ě͛abord été entreprise pour définir une dose efficace 

de GM6001. Pour cela, le GM6001 (20, 50 et 100 mg/kg) ou son véhicule, le 

carboxyméthylcellulose, ont été administrés à deux souris contrôles pendant 7 jours (Figure 

6A). La numération plaquettaire, suivie tous les deux jours, indique respectivement une 

diminution de 47.9% et 47.7% de la numération plaquettaire pour les doses 20 et 50 mg/kg 

(Figure 6B). Les dosages plasmatiques réalisés à J7 montrent une diminution de la 

concentration totale de protéines et de la MMP-9 active pour les traitements de GM6001 à 

ϮϬ� Ğƚ� ϱϬ� ŵŐͬŬŐ͕� ůĞƐ� ĂƵƚƌĞƐ� ƉĂƌĂŵğƚƌĞƐ� Ŷ͛ĠƚĂŶƚ� ƉĂƐ� ĂĨĨĞĐƚĠƐ� ;Đ͛ĞƐƚ-à-dire la tumstatin, le 

domaine NC1 alpha 3 du produit de dégradation du collagène IV, et la MMP-2 active) 

(collaboration avec Sylvie Brassart-Pasco, UMR CNRS/URCA 7369, Reims, France) (Figure 6C). 

Nous avons retenu ces deux doses pour nos tests. A plus grand effectif, à la dose de 20 mg/kg, 

nous ne notons plus aucune différence significative de la numération plaquettaire du 

traitement GM6001 en comparaison aux souris témoins (n=15 souris/condition sur 5 

expériences) (Figure 6D). A la dose de 50 mg/kg, nous avons seulement constaté une 

diminution modérée de la numération plaquettaire ůĞ�ĚĞƌŶŝĞƌ�ũŽƵƌ�ĚĞ�ů͛ĞǆƉĠƌŝĞŶĐĞ�ă�:ϴ�;Figure 

6E, n=6 souris/condition sur 2 expériences). Néanmoins, ce résultat est à prendre avec 

ƉƌĠĐĂƵƚŝŽŶ� ƉƵŝƐƋƵ͛ŝů� ƌĞƉŽƐĞ� ƐƵƌ� ƵŶĞ� ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ� ƉůĂƋƵettaire plus élevée chez les souris 

contrôle, et pas les souris traitées. En résumé, nos résultats indiquent que ů͛ŝŶŚŝďŝƚŝŽŶ�in vivo 

ĚĞƐ�DDWƐ�ƉĂƌ�ƵŶ�ĂŐĞŶƚ�ƉŚĂƌŵĂĐŽůŽŐŝƋƵĞ�Ŷ͛ĂĨĨĞĐƚĞ�ƉĂƐ� ůĂ�ďŝŽŐĠŶğƐĞ�ĚĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ. Ces 

ĚŽŶŶĠĞƐ�ƐŽŶƚ�ă�ƌĂƉƉƌŽĐŚĞƌ�ĚĞ�ů͛ĠƚƵĚĞ�de Lane et al.͕�ƋƵŝ�Ă�ŵŽŶƚƌĠ�ƋƵĞ�ů͛ĂĚŵŝŶŝƐƚƌĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ϱ-

phenyl-1,10-phenanthrolene, un autre inhibiteur à large spectre de MMPs (plus 

commercialisé)͕�Ŷ͛Ă�ƉĂƐ�Ě͛ĞĨĨĞƚ�ƐƵƌ�ůĂ�ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ�ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ�ĞŶ�conditions physiologiques88. 

�Ğ�Ŷ͛ĞƐƚ�ƋƵ͛ĞŶ�ĐŽŶĚŝƚŝŽŶ� stimulée avec du SDF-ϭɲ�ƋƵĞ� ůĞƐ�ĂƵƚĞƵƌƐ�ŵŽŶƚƌĞŶƚ�ƵŶ� ŝŵƉĂĐƚ�ĚĞ�

ů͛ŝŶŚŝďŝƚĞƵƌ� ƐƵƌ� ůĂ�ŶƵŵĠƌĂƚŝŽŶ�ƉůĂƋƵĞƚƚĂŝƌĞ͘ Cela soulève la question de savoir si les MMPs 

favorisent ou accélérent le passage de la lame basale dans un contexte de besoin rapide en 

plaquettes. 
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En conclusion, l͛ĞŶƐĞŵďůĞ�ĚĞ�ĐĞƐ�ĚŽŶŶĠĞƐ�ŝŶĚŝƋƵĞ�ƋƵĞ͕�ďŝĞŶ�ƋƵĞ�ƉƌĠƐĞŶƚĞƐ�ĚĂŶƐ�ůĞƐ�D<Ɛ͕�

les MMPs auraient une contribution minime dans la formation des plaquettes dans des 

conditions physiologiques. On ne peut toutefois pas exclure que d͛ĂƵƚƌĞƐ� ĞŶǌǇŵĞƐ 

protéolytiques interviennent dans le processus de transmigration. Une étude de Petrey et 

ĐŽůůĂďŽƌĂƚĞƵƌƐ� Ă� ƌĠǀĠůĠ� ƋƵĞ� ůĂ� ĚĠĨŝĐŝĞŶĐĞ� Ě͛ƵŶĞ� ĞŶǌǇŵĞ� ƉƌŽƚĠŽůǇƚŝƋƵĞ͕� ůĂ� ŚǇĂůƵƌŽŶŝĚĂƐĞ-2 

ĚŝŐĠƌĂŶƚ�ů͛ĂĐŝĚĞ�ŚǇĂůƵƌŽŶŝƋƵe, conduit à des thrombopénies402. Par ailleurs, cette étude ouvre 

de nouvelles perspectives de passage de la lame basale telle que la génération de forces pour 

repousser la matrice356,358. 

  



Figure S2. Illustration schématique du protocole de « protrusion force microscopy ».
(A) Les cellules sont déposées sur une grille de microscopie recouverte Ě͛ƵŶĞ fine pellicule de
Formwar. �͛ĂƉƌğƐ Bouissou et al., 2018. (B) Mesure des forces de protrusion émis par les
podosomes. La grille est placée de façon à orienter les cellules vers le bas et la topologie du film de
formvar est imagée à ů͛ĂŝĚĞ de ů͛�&D. Les podosomes engendrent des déformations du formvar.
�͛ĂƉƌğƐ Labernadie et al., 2014. (C) Résultats montrant la déflexion et la hauteur des déformations
induites par les podosomes. �͛ĂƉƌğƐ Bouissou et al., 2018.
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 3. Discussion et perspectives 

3.1. Est-ce que les podosomes des MKs génèrent la force nécéssaire pour créer un 

chemin de migration au travers la lame basale ? 

AǇĂŶƚ�ă�ů͛ĞƐƉƌŝƚ�ƋƵĞ�ůĞƐ�Ɖƌotrusions invasives des MKs sont capables de déformer les noyaux 

de cellules endothéliales (Cf Axe 2, Figure 4), nous nous demandons maintenant si le passage 

ĚĞ�ůĂ�ůĂŵĞ�ďĂƐĂůĞ�ƉŽƵƌƌĂŝƚ�ƌĠƐƵůƚĞƌ�Ě͛ƵŶ�ĚĠƉůĂĐĞŵĞŶƚ�ĚĞƐ�ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ�ŵĂƚƌŝĐŝĞůůĞƐ par la force. 

Ce paramètre peut être analysé par une méthode quantitative de microscopie à force 

atomique (AFM) appelée « protrusion force microscopy » dans laquelle les cellules sont 

ĚĠƉŽƐĠĞƐ�ƐƵƌ�ƵŶĞ�ŐƌŝůůĞ�ĚĞ�ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ�ƌĞĐŽƵǀĞƌƚĞ�Ě͛ƵŶĞ fine pellicule flexible de formvar316. 

>͛ĠŵŝƐƐŝŽŶ� ĚĞƐ� ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ� déforme ce substrat et la topologie qui en résulte peut être 

mesurée par AFM. Ainsi dans la suite de cette étude, et en collaboration avec R. Poincloux 

(CNRS, IPBS, Toulouse), nous allons comparer les forces émises par des MKs fraichement isolés 

de la moelle présentant des podosomes interconnectés à ceux qui en sont exempts (MKs in 

vitro, Arp2/3-/- ou Wasp- MKs) (Figure S2). 

>͛ĠŶĞƌŐŝĞ� ŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞ� ă� ƉƌŽĚƵŝƌĞ� ĐĞƚƚĞ� ĨŽƌĐĞ est également sujette à questions et les 

mitochondries pourraient y occuper une place centrale comme organelles génératrices Ě͛�dW͘�

D. Sherwood et collaborateurs ont ainsi montré dans le C. elegans ƋƵĞ�ů͛ĠƚĂƉĞ�Ě͛ŝŶǀĂƐŝŽŶ�ĚĞ�

la lame basale impliquait un recrutement des mitochondries au niveau des invadosomes. 

Celles-Đŝ�ĚĠůŝǀƌĞŶƚ�ů͛�dW�ŶĠĐĞƐƐĂŝƌĞ�ă�ůĂ�ƉŽůǇŵĠƌŝƐĂƚŝŽŶ�ĚĞ�ů͛ĂĐƚŝŶĞ Ğƚ�ă�ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ contractile de 

ů͛ĂĐƚŽ-myosine358 (Figure S3A). Ceci est à rapprocher de nos observations montrant des 

mitochondries à proximité des de la zone périphérique des MKs (Figure S3B). Il serait ainsi 

intéressant de compléter cette étude en analysant plus précisémment ces évènements 

(densité de mitochondries, concentrations locales en ATP) par utilisation de marqueurs 

mitochondriaux tels que TOMM-20, le mitotracker ou encore des sondes à ATP.  

 

3.2. Les MKs utilisent-ils le mode amiboïde pour franchir la barrière endothéliale ?  

Pris dans leur ensemble, les résultats obtenus au cours de cette thèse (Axes 1, 2 et 3) 

suggèrent que la migration transendothéliale des MKs répond à certains des critères du mode 

de migration amiboïde employé par d'autres cellules, notamment 1) leur morphologie 

arrondie, 2) les contorsions cellulaires leur permettant de se faufiler au travers les pores 

transendothéliaux, 3) leur transmigration se produisant en absence de protéolyse de la MEC 



Figure S3. La mitochondrie, organelle au ĐƈƵƌ de la génération de force protrusive.
(A) Les mitochondries sont recrutées au niveau de ů͛invadosome en cours de formation afin de
délivrer ů͛�dW nécessaire à la polymérisation et ů͛ĂĐƚŝǀŝƚĠ contractile de son cytosqulette Ě͛acto-
myosine. �͛ĂƉƌğƐ Kelley et al., 2019. (B) Image de MET montrant la présence de mitochondries (tête
de flèches) juxtaposées à la zone périphérique. �͛ĂƉƌğƐ Eckly A., UMR_S1255
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Figure S4. Caractéristiques (trans)migratoires mésenchymateuses et amiboïdes des
mégacaryocytes.
Adapté, Ě͛ĂƉƌğƐ Yamada et Sixt, 2019 et Hecht et al., 2015 et données personnelles.
Les caractéristiques de transmigration des mégacaryocytes sont encadrées en rouge.
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Ğƚ�ĞŶ�ĂďƐĞŶĐĞ�Ě͛intégrines et 4) leur déplacement lent (Figure S4). Il reste encore à explorer 

par quels moyens les MKs traversent la lame basale : courtes protrusions qui pénètrent dans 

les trous naturels de la matrice (« path finding ») ou ĐƌĠĂƚŝŽŶ�Ě͛ƵŶ�ĐŚĞŵŝŶ�ƉĂƌ�ůĂ�ĨŽƌĐĞ�(« path 

generating ») ? A ce jour, il reste encore beaucoup à découvrir concernant cette étape. 
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Conclusion générale 
Ce travail de thèse, principalement centré sur le passage des MKs au travers des sinusoïdes 

de la moelle, fournit un nouvel éclairage sur les mécanismes fondamentaux de ce processus 

ĞŶ�ŝĚĞŶƚŝĨŝĂŶƚ�ů͛ƵŶ�ĚĞ�ƐĞƐ�ĂĐteurs principaux : le podosome. Nos résultats illustrent comment 

ces petites structures de contact, leur organisation collective et spatiale, sont indispensables 

pour assurer le bon passage des fragments mégacaryocytaires vers la circulation et permettre 

ainsi la genèse des plaquettes. >͛ŽƌŝŐŝŶĂůité et la force de ce travail ont été de combiner à la 

fois cette analyse in vivo/in situ à partir des MKs localisés dans leur contexte natif et in vitro à 

partir de MKs différenciés dans la moelle. >͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ� Ě͛ĂƉƉƌŽĐŚĞƐ� ĐŽŵƉůĠŵĞŶƚĂŝƌĞƐ�

Ě͛ŝŵĂŐĞƌŝĞ�ĚĞ�ŚĂƵƚĞ-résolution, ŶŽƵƐ�Ă�ƉĞƌŵŝƐ�Ě͛ĞǆƉůŽƌĞƌ�ůĞƐ�ŵĠĐĂŶŝƐŵĞs mis en jeu lors du 

passage du ƐŝŶƵƐŽŢĚĞ�ĂďŽƵƚŝƐƐĂŶƚ�ă�ů͛ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ�ĚĞƐ�D<Ɛ�Ğƚ�ĚĞ�ƐĂ�ƌĠŐƵůĂƚŝŽŶ͘� 

>͛ĞŶƐĞŵďůĞ�ĚĞ�ĐĞƐ�ĠƚƵĚĞƐ�ŶŽƵƐ�ƉĞƌŵĞƚ�ĚĞ�ƉƌŽƉŽƐĞƌ� le modèle suivant pour le passage 

des MKs au travers des sinusoïdes de la moelle osseuse : 1. les MKs utilisent des podosomes 

ŝŶƚĞƌĐŽŶŶĞĐƚĠƐ� ƉŽƵƌ� ƉĞƌĨŽƌĞƌ� ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ͕� Ϯ͘� ůĞƐ� ŝŶƚĠŐƌŝŶĞƐ� ũŽƵĞŶƚ� ƵŶ� ƌƀůĞ� ĚĂŶƐ� ůĞƵƌ�

adhérence au microenvironnement de la moelle et dans le maintien structural de leur noyau, 

limitant ainsi le passage de MKs entiers dans la circulation, et 3.  le passage des MKs est 

ŝŶĚĠƉĞŶĚĂŶƚ�Ě͛ƵŶĞ�ĂĐƚŝǀŝƚĠ�ĚĞ�ĚĠŐƌĂĚĂƚŝŽŶ�ƉĂƌ�ůĞƐ�DDWƐ͘�La transmigration des MKs est une 

étape cruciale dans la production des plaquettes. De ce fait, une bonne connaissance des 

mécanismes est essentielle, tant à visée cognitive ƋƵ͛ĞŶ�ƚĞƌŵĞƐ�ĚĞ�recherche appliquée à 

visée transfusionnelle. Ce projet ouvre également de nouvelles perspectives dans le 

diagnostic et la compréhension des mécanismes physiopathologiques de thrombopénies 

ũƵƐƋƵ͛ĂůŽƌƐ�ŝŶĞǆƉůŝƋƵĠĞƐ͘� 
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Perspectives 

 �ĂŶƐ� ŵŽŶ� ƚƌĂǀĂŝů� ĚĞ� ƚŚğƐĞ͕� ŶŽƵƐ� ĂǀŽŶƐ� ŵŽŶƚƌĠ� ƋƵĞ� ůĞ� ĐǇƚŽƐƋƵĞůĞƚƚĞ� Ě͛ĂĐƚŽ-myosine 

formait un anneau continu sur toute la bordure des MKs matures, appelé « zone 

périphérique ͩ�Ğƚ�Đ͛ĞƐƚ�ă�ƉĂƌƚŝƌ de cette zone que sont issus les podosomes.  Il fait également 

apparaitre la nature collective des podosomes ůĞƵƌ�ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ�ĚĞ�ƉĞƌĨŽƌĞƌ�ů͛ĞŶĚŽƚŚĠůŝƵŵ�ĞŶ�

de multiples points et ainsi de laisser passer des fragments volumineux des MKs sans 

ĞŶĚŽŵŵĂŐĞƌ� ů͛ŝŶƚĠŐƌŝƚĠ�ǀĂƐĐƵůĂŝƌĞ͘ Cette organisation interconnectée, in vivo, diffère donc 

ŶŽƚĂďůĞŵĞŶƚ�ĚĞ�ĐĞůůĞ�ĚĠĐƌŝƚĞ� ũƵƐƋƵ͛ŝĐŝ� ƐŽƵƐ� ĨŽƌŵĞ�ĚĞ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ� ŝŶĚŝǀŝĚƵĞůƐ� in vitro. Cette 

nouvelle structure, que nous appelons PodoPZ (pour Podosomes of the peripheral zone PZ), 

ĂƉƉĂƌĂŠƚ� ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ� ĐŽŵŵĞ� ƵŶ� ĂĐƚĞƵƌ� ĞƐƐĞŶƚŝĞů� ĚĂŶƐ� ůΖŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ� ĚĞƐ� MKs et dans 

ů͛ŝŶƚĞƌĂĐƚŝŽŶ�ĚƵ�D<�ĂǀĞĐ�ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ�ĐŽŵƉůĞǆĞ�ĚĞ�ůĂ�ŵŽĞůůĞ�ŽƐƐĞƵƐĞ͘�Nous savons que la 

formation de la PodoPZ est liée au stade de maturation des D<Ɛ�Ğƚ�ă�ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ�ŶĂƚŝĨ�ĞŶ�

ϯ��ĚĞ�ůĂ�ŵŽĞůůĞ�ŽƐƐĞƵƐĞ͘�/ů�Ɛ͛ĂŐŝƚ�ŵĂŝŶƚĞŶĂŶƚ�ĚĞ�ĐŽŵƉƌĞŶĚƌĞ�ůĂ�ƐŝŐŶĂůŝƐĂƚŝŽŶ�ŵĞŶĂŶƚ�ă�ĐĞƚƚĞ�

mégastructure. La suite de ce travail consistera donc à caractériser la signalisation 

ƐƉĠĐŝĨŝƋƵĞŵĞŶƚ�ŵŝƐĞ�ĞŶ�ƈƵǀƌĞ�dans la formatiŽŶ�Ğƚ�ů͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƚŝŽŶ�ĐŽůůĞĐƚŝǀĞ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�

de MKs. Pour cela, nous développerons deux approches distinctes. La première approche 

candidate se fera à partir de régulateurs classiques des mégastructures des podosomes. En 

particulier, nous avons constaté que la composition moléculaire et la morphologie de la 

PodoPZ étaienƚ�ĐŽŵƉĂƌĂďůĞƐ�ă�ůĂ�ďĂŶĚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ĚĞ�ůĂ�ǌŽŶĞ�ĚĞ�ƐĐĞůůĞŵĞŶƚ�;sealing zone) des 

ostéoclastes. Ainsi, nous nous concentrerons sur les voies de signalisation connues pour jouer 

un rôle essentiel dans la sealing zone Đ͛ĞƐƚ-à-dire les kinases Src et les GTPases RhoA. L͛ĠƋƵŝƉĞ�

de Y. Senis a généré des souris Src-/- et elles présentent des défauts plaquettaires majeurs avec 

Ě͛ŝŵƉŽƌƚĂŶƚƐ� ƐĂŝŐŶĞŵĞŶƚƐ403͘� /ů� ƐĞƌĂŝƚ� ĚŽŶĐ� ƉĂƌƚŝĐƵůŝğƌĞŵĞŶƚ� ŝŶƚĠƌĞƐƐĂŶƚ� ĚĞ� ƌĞĐŚĞƌĐŚĞƌ� Ɛ͛ŝů�

existe des défauts de transmigration des MKs dans ces souris. Dans la deuxième approche et 

ĚĂŶƐ�ůĞ�ĐĂĚƌĞ�Ě͛ƵŶĞ�ĐŽůůĂďŽƌĂƚŝŽŶ�ĂǀĞĐ�K͘��ĞƐƚĂŝŶŐ͕ nous suivrons un protocole de screening 

ă� ƉĂƌƚŝƌ� Ě͛ƵŶĞ� ĂŶĂůǇƐĞ� ƚƌĂŶƐĐƌŝƉƚŽŵŝƋƵĞ� ƐƵƌ� des cellules cultivées en 3D pour mimer les 

contraintes biomécaniquĞƐ�ĚĞ� ů͛ĞŶǀŝƌŽŶŶĞŵĞŶƚ͘��Ŷ�ƉĂƌƚŝĐƵůŝĞƌ, nous utiliserons des cellules 

DAMI transfectées au LifeAct (lignée de cellules tumorales humaines créée en 1986 à partir 

Ě͛ƵŶ� ƉĂƚŝĞŶƚ� ĂƚƚĞŝŶƚ� ĚĞ� leucémie mégacaryocytaire aiguë404Ϳ� ƋƵŝ� ŽŶƚ� ů͛ĂǀĂŶƚĂŐĞ� Ě͛ġƚƌĞ�

facilement cultivables et sensibles aux phorbol myristate acetate (PMA), un phorbol ester 

tumoral induisant leur différenciation en MKs (expression de GPIb et ɲIIbɴ3). Nos résultats 
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préliminaires indiquent que ces cellules, ůŽƌƐƋƵ͛ĞůůĞƐ�ĠƚĂŝĞŶƚ�ƐƚŝŵƵůĠĞƐ�Ğƚ�ĐƵůƚŝǀĠĞƐ�ĚĂŶƐ�ĚƵ�

matrigel, sont ĐĂƉĂďůĞƐ�ĚĞ�ĚĠǀĞůŽƉƉĞƌ�ƵŶĞ�ďĂŶĚĞ�Ě͛ĂĐƚŝŶĞ�ƉĠƌŝƉŚĠƌŝƋƵĞ�ƐŝŵŝůĂŝƌĞ�ă�ůĂ�WŽĚŽW�͘  

�Ŷ� ůŝĞŶ�ĂǀĞĐ� ůĞ� ůĂďŽƌĂƚŽŝƌĞ�Ě͛ŚĠŵĂƚŽůŽŐŝĞ�Ğƚ�Ě͛ŚĠŵŽƐƚĂƐĞ�ĚŝƌŝŐĠ�ƉĂƌ��͘��ƵƉƵŝƐ͕�ŶŽƵƐ�

chercherons à élucider ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ�de la PodoPZ et des défauts de transmigration des MKs 

dans les thrombopénies sans cause identifiées͘� KŶ� ƐĂŝƚ� ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ� ƋƵĞ� ĚĞƐ� ŵƵƚĂƚŝŽŶƐ�

ponctuelles sur des gènes codants pour des protéines caractéristiques des podosomes sont à 

ů͛ŽƌŝŐŝŶĞ� ĚĞ� ƚŚƌŽŵďŽƉĠŶŝĞƐ� ĐŚĞǌ� ů͛ŚŽŵŵĞ� ;�Ĩ͘� Paragraphe 4.3.2). >͛ĠƚƵĚĞ� ĚĞƐ� ŐğŶĞƐ�

responsables de défauts des podosomes devrait donc être incluse dans le diagnostic des 

patients présentant des formes congénitales de thrombopathies͘� >͛ĂĐĐğƐ� ĂƵǆ� D<Ɛ� ĞƐƚ�

compliqué chez le patient. Pour contourner ce verrou, nous pƌŽũĞƚŽŶƐ�Ě͛ƵƚŝůŝƐĞƌ�ůĞƐ�ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�

ƐĂŶŐƵŝŶĞƐ�ƋƵŝ͕�ă�ů͛ŝŵĂŐĞ�ĚĞƐ�D<Ɛ͕�ƐŽŶƚ�ĠŐĂůĞŵĞŶƚ�ĐĂƉables de générer des podosomes360. Les 

plaquettes serviraient alors de substiƚƵƚƐ� ĚĞƐ� D<Ɛ� ƉĞƌŵĞƚƚĂŶƚ� Ě͛ĂŶĂůǇƐĞƌ� ůĂ� ŵĂĐŚŝŶĞƌie 

moléculaire des podosomes de MKs de patients. Nous avons déjà standardisé la détection des 

podosomes sur plaquettes de donneurs sains et planifions actuellement les premiers tests de 

dépistages sur les plaquettes de patients. �ĞůĂ� ŽƵǀƌŝƌĂ� ĚĞƐ� ƉĞƌƐƉĞĐƚŝǀĞƐ� Ě͛ĞǆƉůŽƌĂƚŝŽŶ�

fonctionnelle à partir de CD34+ isolés du sang périphérique des patients et, à plus long terme, 

de définir des banques de données de protéomiques permettant de lier des mutations 

spécifiques à des thrombopathies. La possibilité de transfecter plus facilement des cellules 

��ϯϰн�ŐƌąĐĞ�ă�ů͛ƵƚŝůŝƐĂƚŝŽŶ�ĚƵ�ƐǇƐƚğŵĞ�ĚĞ��Z/^WZͬ�ĂƐϵ͕�ƚĞĐŚŶŽůŽŐŝĞ�ŶŽƵǀĞůůĞŵĞŶƚ�ĚĠǀĞůŽƉƉĠĞ�

au laboratoire, nous permettra de valider ů͛ŝmpact de ces mutations et de leur restauration de 

ů͛ĞǆƉƌĞƐƐŝŽŶ� ŐĠŶŝƋƵĞ� ŶŽƌŵĂůĞ͘� KƵƚƌĞ� ůĂ� ĐŽŵƉƌĠŚĞŶƐŝŽŶ� ŐůŽďĂůĞ� ĚƵ� ĨŽŶĐƚŝŽŶŶĞŵĞŶƚ� ĚĞ� ůĂ�

WŽĚŽW�͕�ŝů�ƉŽƵƌƌĂŝƚ�ġƚƌĞ�ƉŽƐƐŝďůĞ�Ě͛ĂƐƐŽĐŝĞƌ�ůĞ�ƉƌŽƚĠŽŵĞ�ĚĞƐ�ƉŽĚŽƐŽŵĞƐ�ĚĞ�D<Ɛ�ĚĞ�ƉĂƚŝĞŶƚƐ�ă�

des pathologies plaquettaires et ainsi obtenir un outil de diagnostic médical. 

La transfusion de plaquettes ĞƐƚ� ů͛option de choix pour les patients présentant non 

seulement une thrombopénie constitutive mais également pour les personnes de plus en plus 

nombreuses avec thrombopénie secondaire, suite à un traitement anticancéreux par 

exemple. La production de concentrés de plaquettes de culture destinés à la transfusion 

pourrait représenter une alternative industrielle pour faire face aux besoins en plaquettes 

sans cesse croissants et, aux contraintes de sécurité sanitaire de plus en plus strictes. La 

production de plaquettes de culture est possible à partir de cellules souches pluripotentes 

(iPS) ou de lignées qui en dérivent, ou des progéniteurs hématopoïétiques (CD34). Notre 
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laboratoire utilise des cellules CD34+, qui cultivées en présence de facteurs appropriés, suivent 

un développement en 2 phases : une première de prolifération et Ě͛ĞŶŐĂŐĞŵĞŶƚ�ƐƵŝǀŝĞ�Ě͛ƵŶĞ�

phase de maturation aboutissant à la formation de MKs de grandes tailles. Ces MKs in vitro 

diffèrent des MKs in vivo par leur degré de maturité moins élevé. De ce fait, les rendements 

de ce processus de différentiation in vitro restent encore bien trop faibles pour envisager dès 

ĂƵũŽƵƌĚ͛ŚƵŝ�ƵŶĞ�ĂƉƉůŝĐĂƚŝŽŶ�ŝŶĚƵƐƚƌŝĞůůĞ�ƌĠĂůŝƐƚĞ. Une bonne compréhension de la genèse des 

ƉůĂƋƵĞƚƚĞƐ�ĚĂŶƐ�ů͛ŽƌŐĂŶŝƐŵĞ�reste donc encore un préalable nécessaire. Ce travail de thèse 

qui souligne ů͛ŝŵƉŽƌƚĂŶĐĞ�ĚĞ� ůĂ�ǌŽŶĞ�ƌŝĐŚĞ�ĞŶ�ĂĐƚŽŵǇŽƐŝŶĞ�ƋƵŝ�ĐĂƌĂĐƚĠƌŝƐĞ� ůĞƐ MKs les plus 

matures in vivo, ouvre la possibilité de développer des critères de contrôle de la qualité des 

MKs pour une amélioration de la production de plaquettes de culture. 
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Use of electron microscopy to study megakaryocytes
Cyril Scandola1, Mathieu Erhardt2, Jean-Yves Rinckel1, Fabienne Proamer1, Christian Gachet1, & Anita Eckly 1

1INSERM, EFS Grand Est, BPPS UMR-S 1255, FMTS, Université de Strasbourg, Strasbourg, France and 2IBMP-UPR2357, Université de Strasbourg,
Strasbourg, France

Abstract

Electron microscopy (EM) has a long history in megakaryocyte (MK) cellular biology. This
chapter shows how the electron microscope, since its first appearance almost 90 years ago,
has occupied center stage in the studies of MK morphology and function. It describes some of
the more productive EM techniques that have shaped our understanding of the physiology of
thrombopoiesis. These include the standard transmission and scanning EM techniques as well
as the new imaging methods, correlative microscopy and volume EM which provide informa-
tion on the 3D organization of MKs on different scales: single organelles, whole cells and
tissues. For each technique, we list the advantages and limitations, the resolution that can be
achieved, the technical difficulties and the applications in MK biology.
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Historical Background

Due to its large size, the MK was the first hematopoietic cell to be
described with considerable accuracy. Evidence for the megakaryo-
cytic origin of platelets came from the study of Wright in 1906, who
examined histological sections using rudimentary microscopic equip-
ment and noted that MKs and platelets had apparently identical
cytoplasm [1] (Figure 1). Fifty years later, using the newly developed
transmission electron microscopy (TEM) techniques [2,3], Yamada
gained access to the internal structure of MKs. He described the
demarcation membrane system (DMS) as a network of membrane
vesicles and tubules which were thought to delimit “pre-formed
platelets”, the latter being released upon cytoplasmic fragmentation
[4–6]. However, this concept requires that the “pre-formed platelets”
be surrounded by microtubule coils, which has never been demon-
strated. In 1976, the first scanning electron microscopy (SEM) micro-
graphs revealed MKs extruding cytoplasmic extensions into bone
marrow sinusoids that have originally been named ‘proplatelets’
[7,8]. Cytoplasmic prolongations had already been observed in 1956
using phase contrast cinematography by Thiery and Bessis, who
found that MKs from bone marrow explants could extend elongated
thin and branched projections [9]. In 1982, using ruthenium red as an
electron dense extracellular marker, Radley and Haller discovered that
when MKs were exposed to microtubule depolymerizing agents, the
proplatelets retracted and the DMS reappeared in the cell body [10].
They thus postulated that the DMS, rather than delineating individual
platelets, is a membrane supply reserve for proplatelets. The first
insights into the cytoskeletal mechanics of platelet formation date
from the TEM observations of Tablin et al., who showed that
in vitro proplatelet elongation is dependent on microtubules [11].

Since then, with the discovery and cloning of TPO in 1994, many
studies have documented the formation of proplatelets in MK cultures
[12–18]. In 1999, while studying replicas of the MK cytoskeleton,
Hartwig’s group reported that platelets bud off from the ends of
proplatelet extensions [19], leading to the “proplatelet model” becom-
ing accepted as the prevalent mechanism of platelet release from
MKs. More recently, 3D imaging of MKs with electron tomography
and large volume Focused Ion Beam (FIB)-SEM showed that the
DMS derives from the cell surface as well as from intracellular
membrane sources (Golgi and endoplasmic reticulum) [20].
Last year, Poole and colleagues combined intravital fluorescence
imaging with TEM to demonstrate that MKs enter the sinusoidal
space as large protrusions (from 4–10 µm) rather than extruding fine
proplatelet extensions (<3 µm) [21], challenging the current view of
how platelets are generated. Large protrusions are not formed from
cultured MKs, leading the authors to suggest that this stage is
bypassed in vitro and that some elements of the bone marrow envir-
onment are key for their generation.

To conclude this historical revue, amongmany old but still relevant
manuscripts, we would like to recommend the review by Behnke and
Forer published in 1998 “From megakaryocytes to platelets; platelet
morphogenesis takes place in the bloodstream”[22] and the “Atlas
book of Blood cells” by Zucker-Franklin [23] for the high quality
and reliable description of the EM images.

Megakaryocytes at High Magnification: transmission
Electron Microscopy Methods

Conventional TEM

Description

Conventional TEM is the method most commonly used to explore
the ultrastructure of MKs. The principle of this approach is that
electrons pass through a thin sample. The transmitted electrons
carry information about the sample, which is collected by
a camera to create a projection image (Figure 2a).

Color versions of one or more of the figures in the article can be found
online at www.tandfonline.com/iplt.
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TEM Sample Preparation

MKs (from bone marrow (BM) or cultures) are fixed in glutaralde-
hyde, post-fixed in osmium, dehydratedwith alcohol and embedded in
a plastic resin. The samples are sectioned (80–100 nm), counterstained
with heavy metals and examined under a transmission electron micro-
scope at 80–120 kV [24]. An alternativemethod to chemical fixation is
cryofixation. Taking into consideration the size of the sample, electron
microscopists have a wide range of cryo-techniques at their
disposal. Thin sample, such as platelets, can be vitrified in a thin
layer of ice on a TEM grid by plunge freezing. Vitrification of larger
cells up to ~ 200 µm thickness such as MKs can be achieved by high-
pressure freezing (HPF) by combining jets of liquid nitrogen simulta-
neously with very high pressures to prevent the formation of ice
crystals. Significant advantages of cryoimmobilisation over chemical
fixation is the preservation of the molecular structures in their native
environment and the possibility to catch a dynamic cellular pro-
cess [25].

TEM to Study the Developmental Stages of MKs

In BM sections, MKs may be classified in three stages: (I) the earliest
recognizable MKs of 10–15 µm diameter with a large nucleus, (II)
cells of 15–30 µm diameter containing platelet-specific granules and
(III) mature MKs, 30–50 µm in diameter, having a well-developed
DMS with clearly defined cytoplasmic territories and a peripheral
zone (PZ) devoid of organelles. A supplemental stage may be added
to describe an MK which has released all its cytoplasm into the
circulation and consists of a denuded MK nucleus. Additional mor-
phological characteristics, such as the interactions ofmatureMKswith
sinusoids, apoptotic MKs or emperipolesis (the presence of hemato-
poietic cells within the MK cytoplasm) can also be analyzed.

Remarkably, the ultrastructure of in situ and in vitro mature
MKs display somme clear differences (Figure 2aii-iii). Firstly,
in situ MKs contain α- and δ-granules having a similar

appearance as in platelets. In contrast, cultured MKs contain
numerous multivesicular bodies (MVBs) displaying internal vesi-
cles and an electron dense matrix [26,27]. Another important
distinction is the marginal zone of the cells. In situ, mature
MKs are bordered by a thick peripheral zone (PZ) rich in actin
filaments which forms a continuous network surrounding the
entire cell. On the contrary, this actin-rich zone is absent from
cultured MKs. Instead, the microtubules are located in the per-
iphery of maturing MKs and fill the cortex of the proplatelets
[28,29]. The exact role of the actin-rich PZ in situ remains poorly
understood. It has been proposed that it forms a barrier preventing
the premature extension of proplatelets until the MK is correctly
located to release platelets [11,30]. More recently, we observed
that short projections originate from this PZ and play a crucial
role in the early phases of MK transendothelial crossing [31].

Immunoelectron Microscopy

2.2.1. Description. IEM is an essential tool to examine the subcellular
localization of molecules within MKs at nanometer resolution. This is
achieved by specific antibodies and protein-A conjugated to gold
particles, the latter having sufficient electron density to make them
visible in TEM. In our opinion, the most reliable and sensitive immu-
nolocalization technique forMKstudies is cryosectioning according to
Tokuyasu [32,33] (Figure 2b).

Tokuyasu Sample Preparation

MKs are fixed in paraformaldehyde, infiltrated with sucrose, frozen in
liquid nitrogen and cryosectioned. It should be mentioned here that
obtaining good quality cryosections (without knifemarks, shrinkage or
stretching) represents a challenge, especially when cutting BM sam-
ples. The cryosections are immunolabeled, stained with uranyl acid
and methylcellulose and examined by TEM [20,33].
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Figure 1. Key events in the EM history of MK biology. This figure highlights the important discoveries in MK biology made using EM.
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Figure 2. Imaging MKs using TEM. (a) Standard TEM. (i) Schematic representation of TEM sample preparation. MKs are fixed, post-
fixed with heavy metals, dehydrated with ethanol and embedded in a plastic resin. Samples are sectioned with an ultramicrotome and
mounted on EM grids. After contrasting with heavy metals, the cell sections can be examined under a transmission electron microscope
(TEM). (ii) Detail of the peripheral zone (PZ) of a mature bone marrow (BM) MK (inset) showing the presence of actin filaments
(arrowhead). (iii) Cultured MKs have no characteristic PZ. α: α-granule; er, endoplasmic reticulum. (b) ImmunoEM. (i) Schematic
representation of the preparation methods. Frozen blocks of fixed, cryoprotected MKs are cut using a dry knife which has been cooled. The
cryosections are mounted on coated grids, immunolabeled, contrasted and examined under a TEM. (ii) vWF immunogold staining of mature
BM MKs. The labeling is mostly associated with α-granules. (c) Replica methods. Upper panel: for the MK cytoskeleton. MKs in culture
are fixed, allowed to adhere to glass coverslips and exposed to detergents. The cytoskeletal elements are quick-frozen, freeze-etched and
rotary-replicated with platinum and carbon in a freeze-fracture apparatus. The replicas are placed on EM grids and viewed under a TEM.
Lower panel: for freeze-cleaved MK membranes. MKs are high-pressure frozen, freeze-fractured to cut across the cytoplasm and freeze-
etched to sublimate ice in the cytosol and the lumen of organelles. The cellular structures highlighted by these procedures are coated with
a thin layer of platinum and carbon deposited by vacuum evaporation and this platinum-carbon layer, or replica, is examined by TEM.
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IEM to Explore Granule Biogenesis

Using IEM, it has been demonstrated that multivesicular bodies
participate in the formation of α- and δ- granules (Figure 2bii-iii).
Thus, immunogold localization of vWF, P-selectin, and CD63 has
been shown in the MVBs of cultured MKs [26,27]. Another
example concerns the endocytosis of plasma proteins. α-
granules acquire their protein content via two distinct, biosyn-
thetic and endocytic routes [34,35]. IEM studies have revealed the
presence of fibrinogen, albumin and immunoglobulins in MK
granules following injection in the circulation, indicating that
these proteins are taken up by fluid phase endocytosis [35,36].
Furthermore, IEM showed that some biosynthetic and endocy-
tosed proteins (vWF and fibrinogen) have a polarized intragranu-
lar distribution, as also observed in platelets [37,38].

Replica Methods

A totally different approach is the study of surface replicas. Two kind
of replica methods have been documented on MKs: images of cytos-
keletal elements and of freeze-cleaved membranes (Figure 2c).

Imaging the MK Cytoskeleton

Hartwig’s group used this approach to investigate the organization of
the microtubules at specific stages of proplatelet morphogenesis
[19,39]. They demonstrated that the ends of proplatelet extensions
contain peripheral bundles of microtubules similarly organized as in
blood-derived platelets, suggesting that mature platelets are released
from the ends of proplatelets. In practice, culturedMKs are allowed to
adhere to the surface of coverslips and incubatedwith a buffer contain-
ing glutaraldehyde, Triton X-100 and cytoskeleton-stabilizing drugs.
The coverslips are frozen, freeze-dried and coated with tantalum-
tungsten and carbon. The replicas are then floated, picked up on
formvar-carbon-coated grids and examined under the microscope.

Visualization of Freeze-cleaved Membranes

This method is described in detail by Zucker-Franklin [5] and
Tavassoli [40]. Briefly, fixed cultured MKs are cryoprotected with
glycerol and quick-frozen in liquid nitrogen. Membrane cleavage is
performed under vacuum at −100°C. The surfaces are coated with
platinum-carbon and the proteinaceous material adhering to the plati-
num-carbon replica is removed by acid digestion. Where the fracture
line exposes the plasma membrane of MKs, the invaginations are
found to be continuous with the DMS, confirming that the latter
originates from plasma membrane invaginations [5]. On tangential
fractures, they appear as tubules lying side-by-side. Hence Shaklai and
Tavassoli [41] proposed a 3D model in which parallel aligned DMS
tubules fuse together and change into flat sheets of membranes enclos-
ing the cytoplasmic territories of the MK [40,41]. Although we know
today that the DMS does not delineate pre-formed platelets, the
description of its tubular arrangement is interesting. Accordingly, it
has been shown that DMS biogenesis is strongly dependent on F-BAR
proteins, such as CIP4 and PACSIN-2, which are known to regulate
tubular membrane invaginations [42,43].

Topology of Megakaryocytes: scanning Electron
Microscopy Studies

Description

The literature contains many studies of proplatelets based on
SEM [7,44–49]. In this approach, the surface of a sample is
scanned with focused electrons and secondary electrons are col-
lected to generate surface images (Figure 3a).

SEM Sample Preparation

Samples are fixed and dehydrated as in TEM, but instead of
embedding the sample in a plastic resin, it is mounted on an
SEM stub, covered with a conductive coating of a fine metal
by evaporation and no further processing is necessary. Images
are obtained at low voltage (<5 kV) [22].

Comparison of Proplatelets in Bone Marrow and in Vitro
Cultures

On longitudinal BM sections (Figure 3b), the central sinus is
clearly visible with the openings of the sinusoids into the vein.
SEM observation demonstrates that the endothelium forms
a continuous non fenestrated barrier. Mature MKs appear as
large round cells and MK processes of variable size, length and
diameter are visible in the lumen of the sinusoids. Notably, they
are mostly linear, some processes being very large and others
constricted along their length [22]. In contrast, in vitro MK extend
numerous interlaced proplatelets. They present a regular thin shaft
terminated by a bud (Figure 3c). SEM observations of detergent-
extracted cultured MKs allow visualization of the microtubule
coils in the proplatelet tips (Figure 3civ). However, while SEM
imaging yields a 2D view of the outer surface of a cell, a major
limitation is that it prevents visualization of the intracellular
structures.

3D EM Imaging of Megakaryocytes

Using TEM, interpretation of the 3D organization of complex
structures from 2D sections is difficult and most often leads to
their “simplification”. Therefore, it is essential to gain access to
the ultrastructural information contained in thick sections or -
ideally- in the whole volume of a MK. Volume imaging can be
performed using transmission or scanning electron microscopy.
Depending on the desired sample size and resolution, the spec-
trum ranges from electron tomography through FIB-SEM and
serial block face SEM, to array tomography (Figure 4). To date,
only a few groups have used volume EM imaging to study MK
biology, mostly to investigate DMS biogenesis and MK crossing
through BM sinusoids.

Manual Serial Sectioning and ATUM

Manual Serial Sectioning

Manual serial sections are cut by hand using an ultramicro-
tome. Although this method can be employed in any EM
facility as it does not require special equipment, its success
depends on the skill of the operator, who must painstakingly
collect and image each ultrathin section. Hence it has not been
used very often, except in the study of Tavassoli and Aoki,
who investigated the transmural passage of MKs into sinusoids
and were able to capture a rare event, namely the migration of
an entire MK through the cytoplasm of a single endothelial
cell [50].

Array Tomography and ATUM

A recent improvement in serial sectioning is array tomography,
whereby ribbons of serial ultrathin sections are cut and collected
on a sample holder [51,52]. This automatic tape-collecting ultra-
microtome (ATUM) technique allows one to accurately cut thou-
sands of sections. The sections are imaged by SEM owing to the
non-transparency of the tape to electrons. Similarly, in the new
complementary approach known as correlative array tomography
(CAT), arrays of serial ultrathin sections are collected on glass
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slides, fluorescently labeled (with antibodies or stains) and
imaged by confocal microscopy to visualize the 3D distribution
of antigens. ATUM and CAT have not yet been used to study
megakaryocytes.

Serial Block Face SEM (SBEM)

Description

This method employs a scanning electron microscope to obtain
pictures of samples which are serially sectioned using an inte-
grated microtome [53]. It enables large-field imaging (~0.5 mm3)
at high resolution, providing information on the 3D distribution of
MKs and their shape, volume and structure in normal or geneti-
cally modified tissues. Although the z-resolution is limited by the
thickness of the slices (20 to 50 nm), this is nevertheless sufficient
to visualize the thinnest proplatelets.

SBEM Sample Preparation

Sample preparation does not differ significantly from conven-
tional TEM processing. As the back-scattered SEM mode is
employed, high contrast with heavy metal stains is required. In
practice, the epon block is mounted on a SEM stub, coated with
platinum/palladium and placed in the microscope. After each cut,
the block face is imaged before the next section is shaved off.
After contrast reversal, the images resemble classical TEM micro-
graphs with voxel sizes of 20 × 20 × 25 nm.

SBEM to Produce 3D Images of Bone Marrow

Use of this technique has not yet been documented in the MK
field. Our laboratory has applied it to mouse BM and could
confirm the parasinusoidal localization of MKs, irrespective of
their maturation stage (Figure 5), as previously reported [47,54].

Figure 3. Imaging MKs using SEM. (a) Schematic representation of SEM sample preparation. MKs in culture or flushed BM samples are fixed,
allowed to adhere to poly-L-lysine-coated coverslips and dehydrated in ethanol. After further processing with hexadimethyldisilazane and sputter-
coating with gold, the samples are viewed under a scanning electron microscope (SEM). (b) Scanning electron micrographs of mouse bone marrow. (i)
The luminal side of the central vein (V) is illustrated, showing the openings (arrowhead) of the sinusoids (arrowhead) into the vein. (ii) Mature MKs in
the stromal compartment display a round shape and are 30–50 µm in diameter. (iii) The variations in thickness and length of MK processes are clearly
visible in the lumen of sinusoids. Note the continuous, non-fenestrated aspect of endothelial cells. (c) Scanning electron micrographs of cultured MKs
differentiated from Lin− BM progenitor cells. (i) Representative image of proplatelet development on day 4 of MK culture. (ii) MK extending multiples
thn and highly branched proplatelets. (iii) Constrictions delineating platelet-sized areas are observed along the proplatelets and platelet-sized doublets
and isolated platelets are present in the culture. (iv) Microtubule coils within the tips of proplatelets, similar to those in circulating platelets, are visible
in detergent-extracted MKs.
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Figure 4. Comparison of volume EM techniques used to analyze the structure of MKs from resin-embedded bone marrow. (a) Schema showing
the different approaches to 3D electron microscopy image acquisition. For array-tomography, serial sections are cut with a diamond knife and collected
on an adhesive tape mounted on an automated conveyor belt (ATUM). One mm3 of a region of interest can be analyzed. Using SBEM, serial sectioning
is performed with a diamond knife mounted inside the microscope chamber. This is appropriate for high-resolution imaging of large volumes of tissue
(~0.5 mm3). FIB-SEM uses an ion beam to mill the tissue inside the microscope chamber, leading to 3D information of whole MKs. Electron
tomography (ET) is ideal to study cell organelles but is limited to thick sections (~500 nm) and therefore not appropriate for whole cells or tissues. In
all cases, the steps of 3D image acquisition comprise the acquisition of a series of images, alignment of the series, segmentation and modeling. (b)
Resulting images of MKs obtained using SBEM, FIB-SEM and ET.
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Focused Ion Beam (FIB)-SEM

Description

In this case, a beam of gallium ions is used to remove thin layers
of tissue from a sample [55]. The main advantages of FIB-SEM
over SBEM are a better 3D resolution and site-specific targeting,
which is a particularly valuable feature for BM samples where
MKs are poorly represented (0.1% of the total cells). Using this
approach, one can visualize 3D subcellular organelle interactions
within a complete MK, as likewise cell-cell interactions and per-
form morphometric measurements. Nonetheless, SBEM and FIB-
SEM have the common disadvantage of being destructive
methods.

FIB-SEM Sample Preparation

Cells are prepared as for SBEM. In the microscope, the surface is
examined to find the exact region of the face to be processed.
Sections are then milled with a slice thickness of 7 to 20 nm (z-reso-
lution) and each successive sample face is imaged by SEM, before
the gallium ion beam shears off another layer and the process is
repeated [56].

FIB-SEM to Reveal a Novel Architecture of the DMS

Using this method, we recently identified an intracellular membrane
network located in the center of immature MKs, which appeared to
be the first detectable form of the nascent DMS, the “pre-DMS”[20].
In another study, we investigated the cellular interactions between
MKs and sinusoids and demonstrated that MKs have to find a route
through the endothelium to reach the circulation and release plate-
lets. FIB-SEM allowed us to identify specialized MK protrusions
which are sites of force generation leading to the formation of
transcellular pores [31].

High Resolution Electron Tomography (ET)

Description

This approach is ideal to study membrane continuities in 3D such as
fission/fusion events or the spatial organization of organelles. The
principle is that a thick section (200–300 nm) is tilted ±70 degrees in
the transmission electron microscope and a series of images is
collected for reconstruction into a high resolution 3D tomogram
(~2 nm axial resolution).

ET Sample Preparation

Samples are prepared as for classical TEM, except that thicker
sections are cut. The acquisition of tomograms requires
a microscope equipped with a goniometer allowing automatic tilting
of the EM grid and with high voltage (operated at >200 kV) to
enable the electron beam to pass through thicker sections. The speci-
mens can be tilted around two orthogonal axes (dual-axis tomogra-
phy), which reduces the missing-wedges information [20,38].

ET to Explore the Biogenesis of the DMS

Using this approach, we have recently characterized the membrane
sources involved in the biogenesis of the DMS. Tomography
revealed the fusion of Golgi-derived vesicles with the DMS as well
as tight contacts between the endoplasmic reticulum (ER) and DMS
with no apparent membrane continuity. These observations led us to
propose that the growing DMS requires, besides invagination of the
plasma membrane, the insertion of Golgi-derived membrane vesi-
cles and ER-mediated lipid transfer [20].

Volume Reconstructions

One challenge of volume EM is to deal with large datasets. The
computers must be powerful enough to analyze and store these data
(Microsoft Windows 7/8/10-64 bits, 16 GB of RAM and a graphic
card NVIDIA with at least 2 GB dedicated to memory). The images
are loaded into the processing program, stitched together and aligned
to perfectly match into each other. Segmentation is then performed,
i.e., the outlines of the different subcellular structures are manually
delimited. Semi-automatic tracingmethods are at present the onlyway
to reconstruct some MK features, e.g., the DMS. Several groups and
companies have developed software to facilitate 3D and correlative
imaging, such as Amira and Avizo (Visualization Sciences Group and
FEI Company), IMOD (Boulder Laboratory, Colorado),MAPS (FEI),
or TomoJ (Sergio’s group at the Institut Curie, Paris).

Correlative Light and Electron Microscopy (CLEM)

CLEM defines a variety of techniques aimed at visualizing the same
cell using both light microscopy (LM) and EM. This general descrip-
tion includes many applications where almost all combinations of
fluorescent LM (on living or fixed samples) and EM (TEM, IEM
and tomography) may be employed [25,57]. In this way, features
identified by fluorescence microscopy, such as the colocalization of
specific proteins or rare events, can be visualized by EM with high
resolution, revealing the underlying subcellular structures. A crucial
point in CLEM is to locate at the EM level what has previously been
recorded usingLM. Several strategies adapted to the type ofMKunder
study (in vitro or BM MK) have been documented. Three different
examples are discussed here (Figure 5).

CLEM Experiments on MK Cultures

CLEM has been employed to characterize the first steps of DMS
formation during the early stages of MK development in cell cultures
[20] (Figure 5a). In this study, we used CLEM to determine whether
theDMScould arisede novo froman intracellularmembrane pool.We
found no evidence for an isolated internalDMS-like structure, strongly
suggesting that the nascent DMS is essentially formed by invagination
of the plasmamembrane. In practice, fixed cells were allowed to settle
on pre-patterned Aclar supports [58] and rare immature MKs were
identified by immunolabeling using a platelet-specificmarker or using
GFP-expressing MKs. The cells were then located by LM and fluor-
escence microscopy with the help of the pre-patterned coordinates.
After classical EM treatment and resin embedding, these coordinates
were still visible on the sections, enabling retrieval of the previously
visualized MKs.

CLEM Experiments on Bone Marrow Cryosections

We recently used a CLEM strategy to investigate how MKs interact
with endothelial cells to cross the sinusoids. In thiswork, we found that
MKs form F-actin-based protrusions which squeeze the endothelial
cells, leading to the formation of transendothelial pores. To determine
the localization of F-actinwithinMK protrusions, CLEM experiments
on BM cryosections allowed us to superimpose phalloidin fluorescent
signals on bone marrow EM images with high precision (Figure 5b).
Our findings showed that the MK protrusions were composed of
F-actin bundles lying perpendicular to the endothelium, suggesting
that the actin cytoskeleton provides sufficient mechanical force to
deform the endothelial surface. In these experiments, cryosections
were prepared according to the Tokuyasu method. The cells were
first examined under the fluorescence microscope and their coordi-
nates relative to the grid were recorded before they were examined by
TEM [31].
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Figure 5. OverviewofCLEMapproaches. (a)CLEMof culturedMKs. Upper panel:MKs are allowed to settle on pre-patternedAclar support, imunostained,
imaged by fluorescence microscopy and then processed exactly as for TEM and ultrathin sections are prepared for EM observation. Laser micropatterning of the
aclar are visible on the first thin sections thus allowing a localization of theMKof interest. Lower panel: Cells were fixed on day 2 of culture and allowed to settle
on pre-patterned Aclar supports. (i-ii) A cell displaying a GPIb-positive cell surface (in green) was located by bright field microscopy (arrow in (i)) and by
fluorescencemicroscopy (box in (ii)) using the “L1 pattern” of the two adjacent GPIb-positive cells (green and red arrows in (ii)). The pattern is visible (red dots).
(iii)Acorrelative EM image at lowmagnification shows the same cell (boxed in (ii)),while the neighboringMKs are indicatedwith red and green arrowheads. (iv)
Ahighermagnification electronmicrograph of the boxed areas; no intracellular pre-DMSwas detected on this section. (b)CLEMof bonemarrowcryosections.
Upper panel: MKs of interest are precisely located on immunostained-cryosections and first imaged by fluorescence confocal microscopy. The alphabetic finder
grids are then inserted in the TEM for correlative studies. Lower panel: CLEM of bone marrow cryosections showing superimposed IF and EM images at three
magnifications (i-iii). The immunostainings are indicated, the white boxes define the region of interest and the arrows indicate the presence of F-actin within an
MKprotrusion deforming the endothelial surface. Bars: 25 µm in (i), 5 µm in (ii) and 500 nm in (iii). (c) Intravital CLEM. Upper panel: Calvarium bonemarrow
is imaged using confocal intravital microscopy. To delineate the vasculature and the MKs within the bone marrow, anaesthetized mice are injected intravenously
with anti-glycoprotein 1b AlexaFluor488 and Cy5-dextran. Calvarium is then removed, fixed and embedded in resin. Lower panel: NIRB marking. Confocal
images of a green-fluorescent MK close to a red-fluorescent sinusoid (*) in the bone marrow of a double-fluorescent Cre reporter mouse (mT/mG x Pf4-cre)
before (a) and after (b-c) NIRB marking. The marking is visible in DIC and by autofluorescence (length: 50 µm). Bar: 10 µm.
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Intravital CLEM Experiments

CLEM is most rewarding when it is used to relate dynamic
events, only visible in live cells, to an ultrastructure (live-cell
CLEM). By combining intravital fluorescence microscopy with
EM, the elegant study of Brown et al. recently provided a direct
link between the dynamic processes of MK extrusion into sinu-
soids and 3D ultrastructure [21]. These authors demonstrated that
MKs predominantly extend into sinusoids as large protrusions.
Furthermore, they established that the mechanism of protrusion
migration differs from that of proplatelet extension. In vitro,
elongation of proplatelets involves the dynein-driven sliding of
microtubules, whereas microtubule bundles were not detected in
the large in vivo protrusions, challenging the current view of how
platelets are generated in vivo. While intravital CLEM has opened
up new ways of imaging rare cellular events or structures in
complex BM tissues with ultrastructural resolution, its main chal-
lenge is the localization of the MK structures on the z-axis. Thus,
an innovative method has been developed using a two-photon
laser to burn reference marks into the tissue, termed near infrared
branding (NIRB) [59,60] (Figure 5c).

Conclusion

We have briefly reviewed the current status of the wide range of
EM techniques available to study MKs, each having advantages
and limitations. One solution is to combine and correlate different
readouts from the same specimen, which opens new avenues to
explore structure-function relationships in MKs. In particular, the
combination of live-imaging and EM is promising to investigate
processes occurring in fully mature MKs in their natural environ-
ment. Similarly, the recently developed volume EM approaches
should enable us to visualize MKs across a range of length scales
and in 3D, to localize rare cellular events or structures in complex
bone marrow with ultrastructural resolution. Importantly, the use
of cryo-preparation and imaging techniques will eliminate arti-
facts induced by plastic embedding and the staining of the sam-
ples will be circumvented. We anticipate that the recent
developments in cryo-EM techniques (such as cryo‐ET analysis
of cryo‐FIB lamellas or correlative cryo LM and TEM), will
provide fresh views of unstained MKs in an unperturbed bone
environment and at the molecular level. In the future, we can
safely forecast that EM will remain at the forefront of research in
MK biology in health and disease.
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Heparan sulfates are critical regulators of
the inhibitory megakaryocyte-platelet
receptor G6b-B
Timo Vögtle1, Sumana Sharma2, Jun Mori1, Zoltan Nagy1, Daniela Semeniak3,
Cyril Scandola4, Mitchell J Geer1, Christopher W Smith1, Jordan Lane5,
Scott Pollack5, Riitta Lassila6,7, Annukka Jouppila8, Alastair J Barr9,
Derek J Ogg10, Tina D Howard10, Helen J McMiken10, Juli Warwicker10,
Catherine Geh10, Rachel Rowlinson10, W Mark Abbott10, Anita Eckly4,
Harald Schulze3, Gavin J Wright2, Alexandra Mazharian1, Klaus Fütterer11,
Sundaresan Rajesh12, Michael R Douglas13,14,15, Yotis A Senis1,4*

1Institute of Cardiovascular Sciences, College of Medical and Dental Sciences,
University of Birmingham, Birmingham, United Kingdom; 2Cell Surface Signalling
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3Institute of Experimental Biomedicine, University Hospital Würzburg, Würzburg,
Germany; 4Université de Strasbourg, Institut National de la Santé et de la
Recherche Médicale, Etablissement Français du Sang Grand Est, Unité Mixte de
Recherche-S 1255, Fédération de Médecine Translationnelle de Strasbourg,
Strasbourg, France; 5Sygnature Discovery Limited, Nottingham, United Kingdom;
6Coagulation Disorders Unit, Department of Hematology, Comprehensive Cancer
Center, University of Helsinki, Helsinki University Hospital, Helsinki, Finland;
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Hospital Research Institute, Helsinki, Finland; 9Department of Biomedical Science,
Faculty of Science & Technology, University of Westminster, London, United
Kingdom; 10Peak Proteins Limited, Alderley Park, Cheshire, United Kingdom;
11School of Biosciences, College of Life and Environmental Sciences, University of
Birmingham, Birmingham, United Kingdom; 12Institute of Cancer and Genomic
Sciences, College of Medical and Dental Sciences, University of Birmingham,
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Medical and Dental Sciences, University of Birmingham, Birmingham, United
Kingdom; 14Department of Neurology, Dudley Group NHS Foundation Trust,
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Birmingham, United Kingdom

Abstract The immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif (ITIM)-containing receptor G6b-B
is critical for platelet production and activation. Loss of G6b-B results in severe
macrothrombocytopenia, myelofibrosis and aberrant platelet function in mice and humans. Using a
combination of immunohistochemistry, affinity chromatography and proteomics, we identified the
extracellular matrix heparan sulfate (HS) proteoglycan perlecan as a G6b-B binding partner.
Subsequent in vitro biochemical studies and a cell-based genetic screen demonstrated that the
interaction is specifically mediated by the HS chains of perlecan. Biophysical analysis revealed that
heparin forms a high-affinity complex with G6b-B and mediates dimerization. Using platelets from
humans and genetically modified mice, we demonstrate that binding of G6b-B to HS and
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multivalent heparin inhibits platelet and megakaryocyte function by inducing downstream signaling
via the tyrosine phosphatases Shp1 and Shp2. Our findings provide novel insights into how G6b-B
is regulated and contribute to our understanding of the interaction of megakaryocytes and
platelets with glycans.
DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.001

Introduction
Platelets are highly reactive anucleated cell fragments, which are produced by megakaryocytes
(MKs) in the bone marrow, spleen and lungs. In an intact vasculature, platelets circulate in the blood
stream for 7–10 days and are finally cleared by the reticulo-endothelial system in the spleen and

liver. Upon vascular injury, however, platelets adhere to the exposed vascular extracellular matrix
(ECM), become activated and form a hemostatic plug that seals the wound. Platelet activation must
be tightly regulated to avoid hyperactivity and indiscriminate vessel occlusion (Bye et al., 2016;

Jackson, 2011). The mechanisms that inhibit platelet activation include extrinsic factors, such as
endothelial-derived nitric oxide and prostacyclin, and intrinsic factors, such as immunoreceptor tyro-
sine-based inhibition motif (ITIM)-containing receptors (Coxon et al., 2017; Nagy and Smolenski,

2018).
G6b-B is a unique platelet ITIM-containing receptor that is highly expressed in mature MKs and

platelets (Coxon et al., 2017; Senis et al., 2007). It is a type I transmembrane protein that consists

of a single N-glycosylated immunoglobulin-variable (IgV)-like domain in its extracellular region, a sin-
gle transmembrane domain and a cytoplasmic tail containing an ITIM and an immunoreceptor tyro-
sine-based switch motif (ITSM). The central tyrosine residues embedded in the consensus sequences

of the ITIM ([I/V/L]xYxx[V/L]) and ITSM ([T]xYxx[V/I]) become phosphorylated by Src family kinases
(SFKs) and subsequently act as docking sites for the Src homology 2 (SH2) domain-containing pro-
tein-tyrosine phosphatases (Shp)1 and 2 (Mazharian et al., 2012; Senis et al., 2007). The canonical

mode of action of ITIM-containing receptors is to position these phosphatases, as well as the SH2
domain-containing inositol polyphosphate 5-phosphatase 1 (SHIP1) in close proximity to ITAM-con-
taining receptors, allowing them to dephosphorylate key components of the ITAM signaling pathway
and to attenuate activation signals. The inhibitory function of G6b-B has been demonstrated in a

heterologous cell system, by antibody-mediated crosslinking of the receptor in platelets and G6b-B
knockout (KO) mouse models (Mazharian et al., 2012; Mori et al., 2008; Newland et al., 2007).
Findings from these mice demonstrated that the function of G6b-B goes beyond inhibiting signaling

from ITAM-containing receptors (Mazharian et al., 2013; Mazharian et al., 2012). These mice
develop a severe macrothrombocytopenia, myelofibrosis, and aberrant megakaryocyte and platelet
function, establishing G6b-B as a critical regulator of platelet activation and production. This pheno-

type was also observed in a G6b-B loss-of-function mouse model (Mpig6bdiYF) in which the tyrosine
residues within the ITIM and ITSM were mutated to phenylalanine residues, abrogating the binding
of Shp1 and Shp2 to G6b-B and downstream signaling (Geer et al., 2018). Moreover, expression of

human G6b-B in mouse platelets rescued the phenotype of G6b-B-deficient mice, demonstrating
that human and mouse G6b-B exert the same physiological functions (Hofmann et al., 2018). Impor-
tantly, null and loss-of-function mutations in human G6b-B have been reported to recapitulate key

features of the Mpig6b KO and loss-of-function mouse phenotypes, including a severe macrothrom-
bocytopenia, MK clusters in the bone marrow and myelofibrosis (Hofmann et al., 2018;
Melhem et al., 2016). Despite the vital role of G6b-B in regulating platelet production and function,

its physiological ligand was not known. Although a previous study demonstrated that G6b-B binds
to the glycosaminoglycan (GAG) heparin, the functional significance of this interaction was not
known (de Vet et al., 2005).

Proteoglycans comprise a heterogeneous family of macromolecules, consisting of a core protein
and associated unbranched GAG side-chains. Heparan sulfates (HS) are a specific subgroup of
GAGs, defined by their basic disaccharide unit. They are structurally related to heparin, which is pro-

duced as a macromolecular proteoglycan by tissue-resident mast cells (Lassila et al., 1997)
and which, following chemical or enzymatic processing, serves as an anti-coagulant
(Chandarajoti et al., 2016; Meneghetti et al., 2015). One of the best studied and abundant HS
proteoglycans is perlecan, which is synthesized and secreted by endothelial and smooth muscle cells
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into the vessel wall. It is comprised of a large 400-kDa core protein and has three HS chains attached
to its N-terminus. A number of proteins reportedly interact with the HS chains and protein core of

perlecan, among them are structural components of the ECM, including laminin, collagen IV and
fibronectin, and fibroblast growth factor-2 (Nugent et al., 2000; Whitelock et al., 2008). Of note,

the proteolytically released C-terminal fragment of perlecan, called endorepellin, binds to integrin
a2b1 and enhances collagen-mediated platelet activation (Bix et al., 2007). Perlecan has also been
shown to exert anti-thrombotic properties in an ovine vascular graft model through its HS side-

chains, although the underlying mechanism has not been defined (Lord et al., 2009).
In this study, we identified the physiological ligand of G6b-B, the molecular basis of the G6b-B

ligand interactions and the mechanism underlying physiological effects. Our findings demonstrate
that G6b-B binds the HS chains of perlecan, as well as to heparin, eliciting functional responses in
MKs and platelets. Moreover, we also show that a cross-linked, semisynthetic form of heparin, called

anti-platelet anti-coagulant (APAC) (Lassila and Jouppila, 2014), beyond inhibiting collagen-medi-
ated platelet aggregation, induces robust phosphorylation and downstream signaling of G6b-B. Col-
lectively, these results reveal that HSs regulate G6b-B signaling and function, providing a novel

mechanism by which MK and platelet function is regulated.

Results

Identification of perlecan as a ligand of G6b-B
To identify the tissue expressing the physiological ligand of G6b-B, we generated a recombinant

mouse G6b-B Fc-fusion protein (mG6b-B-Fc), consisting of the murine G6b-B ectodomain and the
human IgG-Fc tail (to mediate dimer formation), which we used to stain frozen mouse tissue sec-
tions. We consistently observed prominent staining in large vessels, including the vena cava and

aorta, and also in smaller vessels in the liver and spleen, that were not observed with the negative
control (IgG-Fc) (Figure 1), suggesting the presence of G6b-B ligand in vessel walls. The highly vas-

cularized bone marrow sections showed a more diffuse staining, indicative of the presence of the
ligand in the bone marrow ECM (Figure 1).

Because of the strong signals and easy accessibility of the vena cava, we incubated vena cava
homogenates with mG6b-B-Fc and protein G sepharose beads to precipitate and identify G6b-B
binding partners. SDS-PAGE and colloidal coomassie staining revealed bands of high molecular
weight that were absent in the negative control (IgG-Fc pulldown, Figure 1—figure supplement 3).

Bands were excised and proteins identified by mass spectrometry, revealing basal membrane-spe-
cific HS proteoglycan (HSPG) core protein or perlecan as the most abundant protein specifically

pulled-down with mG6b-B-Fc (Table 1).
The interaction with perlecan was verified using an in vitro binding assay, which measured the

binding of soluble mG6b-B-Fc to immobilized molecules. mG6b-B-Fc bound robustly to perlecan,

but not to bovine serum albumin (BSA) (control) or other ECM molecules, including collagen I and
IV, various forms of laminin (111, 411, 421, 511 and 521), fibronectin or the related and recombi-

nantly expressed HSPGs syndecan-2 or agrin (Figure 2A). Hence, the laminin and collagen identified
by G6b-B pulldown and mass spectrometry (Table 1) most probably represented perlecan-associ-
ated proteins (Battaglia et al., 1992) rather than direct binding partners of G6b-B. Human G6b-B-Fc

(huG6b-B-Fc) showed binding characteristics similar to those of mG6b-B-Fc (Figure 2A).
Treatment of perlecan with the enzyme heparinase III, which removes the HS side-chains, signifi-

cantly reduced G6b-B binding to immobilized perlecan (Figure 2B), indicating that G6b-B binds to

the HS side-chains rather than the protein core. This observation was further supported by a compe-
tition assay, in which the addition of soluble HS inhibited the binding of G6b-B to immobilized perle-

can (Figure 2C). Of note, unfractionated heparin, which is closely related to HS, also interfered with
G6b-B binding to perlecan and streptavidin-immobilized biotin-conjugated heparin and also bound
directly to G6b-B-Fc (Figure 2A).

To gain further insights into the structural requirements of the G6b-B–ligand interaction, we
tested heparin oligomers of different lengths (4, 8, 12 and 20 saccharide units, degree of polymeriza-

tion (dp)4, dp8, dp12 and dp20, respectively) and selectively desulfated heparin molecules for their
binding to G6b-B. In a competition assay, only oligomers of at least eight saccharides were able to
block binding of G6b-B to heparin-biotin partially, suggesting that this is the minimum length
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required for this interaction (Figure 2—figure supplement 1A). In addition, high sulfation of the gly-

can was found to be important for G6b-B binding, as a loss of occupancy of one sulfation site

resulted in a significant drop in the ability of the oligomer to block G6b-B binding to native heparin

(Figure 2—figure supplement 1B).
As the binding assay results suggested that the G6b-B ligand was primarily composed of HS gly-

cans, we opted to confirm and extend these finding using a genome-scale cell-based CRISPR KO

screening approach to identify all of the genes that are required for the synthesis and cell surface

display of the G6b-B ligand (Sharma et al., 2018). We observed that a highly avid recombinant

G6b-B molecule, consisting of the entire ectodomain of biotinylated human G6b-B clustered around

phycoerythrin (PE)-conjugated streptavidin, robustly stained several human cell lines, providing the

basis for a cellular genetic screen (Figure 3A). A genome-wide mutant cell library was generated by

transducing Cas9-expressing HEK293 cells with a library of lentiviruses, each encoding a single

gRNA from a pool of 90,709 individual gRNAs targeting 18,009 human genes (Sharma et al., 2018).

Transduced cells that had lost the ability to bind to the recombinant protein were isolated using

fluorescent-activated cell sorting, and genes that are required for cell surface binding of G6b-B were

identified by comparing the relative abundance of gRNAs in the sorted versus unsorted control

Figure 1. Prominent binding of mG6b-B-Fc to the vessel wall. Immunohistochemistry staining of frozen mouse

tissue sections with mG6b-B-Fc or human IgG-Fc fragments (control). Bound protein was visualized using a

secondary anti-human-Fc-HRP antibody and DAB substrate, prior to counterstaining with hematoxylin. The images

were captured by a Zeiss Axio Scan.Z1 slidescanner, and images were exported using the Zeiss Zen software. (A)
Overview and (B) zoomed-in images for the indicated tissues. lu, vessel lumen. Larger overview sections of the

tissues are shown in Figure 1—figure supplements 1, 2.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.002

The following figure supplements are available for figure 1:

Figure supplement 1. Overview sections of tissues stained with mG6b-B-Fc or negative control.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.003

Figure supplement 2. Overview sections of tissues stained with mG6b-B-Fc or negative control.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.004

Figure supplement 3. Pull-down of G6b-B binding partners from vena cava lysates.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.005

Vögtle et al. eLife 2019;8:e46840. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840 4 of 43

Research article Biochemistry and Chemical Biology Cell Biology



populations (Li et al., 2014). Using this strategy, we unambiguously identified many genes

that are required for HS biosynthesis, beginning with the generation of the tetrasaccharide linkage

on the serine residue of the protein backbone (B3GAT3, XYLT2, B4GALT7), the commitment

towards the HS pathway (EXTL3), HS chain polymerization (EXT1/2), and HS chain modification

(NDST1, HS2ST1) (Figure 3B). Of particular note, genes encoding the enzymes chondroitin sulfate

N-acetylgalactosaminyltransferase 1 and 2 (CSGALNACT1/2), which are essential for the

Table 1. List of proteins immunoprecipitated with mG6b-B-Fc from vena cava lysates

Accession number Name Peptides Protein score Protein score negative control FE

E9PZ16 Basement membrane-
specific heparan sulfate
proteoglycan core
protein (perlecan)

131 607.22 n.d.

E9QPE7 Myosin-11 103 468.02 719.71 0.7

F8VQJ3 Laminin subunit gamma-1 75 434.43 9.66 45.0

Q5SX39 Myosin-4 80 328.62 587.14 0.6

Q8VDD5 Myosin-9 81 318.18 513.68 0.6

P97927 Laminin subunit alpha-4 56 285.20 n.d.

Q61292 Laminin subunit beta-2 63 262.37 n.d.

B2RWX0 Myosin, heavy polypeptide 1,
skeletal muscle, adult

61 244.66 446.14 0.5

P02469 Laminin subunit beta-1 57 236.87 n.d.

J3QQ16 Protein Col6a3 61 232.99 14.76 15.8

G3UW82 MCG140437,
isoform CRA_d

54 214.75 378.87 0.6

B7FAU9 Filamin, alpha 58 202.67 139.51 1.5

Q3UHL6 Putative uncharacterized
protein — fibronectin

48 192.76 n.d.

Q9JKF1 Ras GTPase-activating-
like protein IQGAP1

31 107.79 68.57 1.6

M0QWP1 Agrin 21 84.47 n.d.

P19096 Fatty acid synthase 27 74.68 23.81 3.1

Q61001 Laminin subunit alpha-5 23 73.24 n.d.

E9QPX1 Collagen alpha-1(XVIII) chain 16 59.16 n.d.

A2AJY2 Collagen alpha-1(XV) chain 14 53.53 n.d.

B7ZNH7 Collagen alpha-1(XIV) chain 15 43.27 3.09 14.0

P26039 Talin-1 11 42.29 29.93 1.4

Fold enrichment (FE)=score G6b-B-FC precipitation/score negative control; n.d. = not detectable. Proteins that are prominently present in the negative

control (FE < 2) are shown in italic. The protein score was calculated using the SEQUEST HT search algorithm and is the sum of all peptide Xcorr values

above the specified score threshold (0.8 + peptide_charge ! peptide_relevance_factor where peptide_relevance_factor is a parameter with a default value

of 0.4). The full data set, including the mass spectrometry result for the respective band of a G6b-B-FC only sample, is found in Table 1—source data 1–

3. A picture of a gel and the bands excised for mass-spectrometric analysis are shown in Figure 1—figure supplement 3.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.006

The following source data is available for Table 1:

Source data 1. Mass spectrometry results for proteins precipitated from vena cava lysates with mG6b-B-Fc.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.007

Source data 2. Mass spectrometry results for proteins precipitated from vena cava lysates with Fc control protein.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.008

Source data 3. Mass spectrometry results for the proteins detected at the respective height after loading mG6b-B-Fc only (no vena cava lysate).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.009
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Figure 2. G6b-B-Fc binds to heparan sulfate side-chains of perlecan. (A) 96-well plates were coated with the

indicated substrates (5 mg/ml) and incubated with mouse G6b-B-Fc (10 mg/ml), human G6b-B-Fc (30 mg/ml) or Fc-

control (10 mg/ml). Bound protein was detected with an anti-human-Fc-HRP antibody and 3,30,5,50-

tetramethylbenzidine (TMB) substrate. n = 2–4; SA, streptavidin. (B) Perlecan and bovine serum albumin (BSA)

were treated or not with heparinase III (5 mU/ml) prior to blocking, and mG6b-B-Fc binding was measured. n = 4.

(C) mG6b-B binding to immobilized perlecan was measured in the presence of the indicated concentrations of

heparin and heparan sulfate. n = 3. P-values were calculated using ordinary one-way ANOVA with Dunnett’s post-

hoc test and asterisks denote statistical significance compared to the respective control. ***, p<0.001. Source files

of all binding assays are available in Figure 2—source data 1.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.010

The following source data and figure supplement are available for figure 2:

Source data 1. Source data for graphs shown in Figure 2A–C.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.012

Figure supplement 1. Loss of heparin sulfation impairs interaction with G6b-B.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.011
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Figure 3. The heparan sulfate biosynthesis pathway is required for G6b-B binding to HEK293 cells. (A) Recombinant G6b-B, produced as a monomeric

biotinylated protein and conjugated to streptavidin-PE to generate an avid probe, binds to HEL, HEK293 and COLO-320-HSR cells. (B) A genome-wide

loss-of-function approach identifies the HS biosynthesis pathway as the factor required to mediate the binding of recombinant G6b-B to HEK293 cells

(left panel). X- and y-axis represent the log-fold-change (LFC) and robust rank aggregation (RRA) score calculated using the MAGeCK software,

respectively. Circles represent individual genes and sizes represent the false-discovery rate (FDR): large circle = FDR < 1%, small circle = 1% < FDR <

5%. Genes with FDR < 5% are color coded according to their functional annotation and genes corresponding to the HS biosynthesis pathway are

additionally named. The HS biosynthesis pathway is depicted in the right panel with the genes identified in the loss-of-function approach highlighted.

Similar results were obtained in HEL cells (not shown). (C) G6b-B binding to HEK293 cells was measured by flow cytometry in the presence or absence

Figure 3 continued on next page
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commitment towards the biosynthesis of chondroitin sulfate chains, were not identified, demonstrat-

ing that G6b-B binding to HEK293 cells is mediated by HS, but not by chondroitin sulfate

(Figure 3B). Moreover, the addition of heparin, but not chondroitin sulfate, inhibited G6b-B binding

to HEK293 cells (Figure 3C). We also identified SLC35B2 (Solute Carrier Family 35 Member B2), a

gene encoding a transporter protein that translocates 30-phosphoadenosine-50-phosphosulfate from

the cytosol into the Golgi apparatus, where it is used as a sulfate donor for the sulfation of glycopro-

teins, proteoglycans, and glycolipids. We validated the involvement of sulfated HSs in mediating

G6b-B binding to cells by individually targeting SLC35B2 and were able to demonstrate that this led

to a loss of G6b-B binding relative to the parental cell line (Figure 3D). Together, this genetic screen

provides further evidence that the physiological ligand of G6b-B is negatively charged HS, corrobo-

rating our in vitro binding data.

Molecular basis of G6b-B interaction with the HS side-chains of
perlecan
The extracellular domain of G6b-B is enriched in positively charged residues, especially arginines (12

in 125 amino acids; 9.6% vs 5.6% average frequency in mammalian membrane proteins

[Gaur, 2014]), which are known to mediate strong binding to heparin (Margalit et al., 1993). Prior

to obtaining the crystal structure, we generated a structural model of G6b-B using template-based

tertiary structure prediction (RaptorX Structure Prediction server) and used this model to aid

in the identification of candidate residues for mutagenesis. Examination of the model showed four

basic residues (Lys54, Lys58, Arg60 and Arg61) in close spatial proximity to each other on a solvent-

exposed loop. We tested whether these amino acids are involved in heparin binding by generating a

mutant G6b-B (K54D, K58D, R60E, R61E; Figure 4—figure supplement 1A) and by comparing hep-

arin binding to WT G6b-B in transiently transfected CHO cells. An anti-G6b-B monoclonal antibody

demonstrated a robust cell surface expression of mutant G6b-B that was comparable to that of WT

G6b-B, suggesting that the quadruple mutation did not disrupt protein folding or expression (Fig-

ure 4—figure supplement 1B). Cells expressing WT G6b-B showed an increase in heparin binding

compared to that in non-transfected cells, whereas the cells expressing mutant G6b-B showed

impaired binding when compared to WT G6b-B expressing cells, demonstrating that these amino

acids (or a subset thereof) are involved in ligand binding (Figure 4—figure supplement 1C).

The crystal structure of the G6b-B extracellular domain (ECD)–dp12–
Fab complex
Subsequent to the tertiary structure prediction, we were able to generate crystals of the ternary

complex of the ectodomain of G6b-B bound to the heparin oligosaccharide dp12, scaffolded by a

G6b-B-specific Fab fragment, and we determined the structure of this complex by X-ray crystallogra-

phy to 3.1 Å resolution (Figure 4 and Table 2). The construct that was used was N32D, S67A, S68A,

S69A, T71A. The N32D mutation was made to remove the single potential N-linked glycosylation

Figure 3 continued

of the indicated concentration of heparin or chondroitin sulfate. One representative out of three experiments is shown. (D) G6b-B loses its binding to

cell lines when SLC35B2, encoding a transporter required for the sulfation of glycosaminoglycans (GAGs), is targeted. To ensure that the KO cells lack

GAGs, a known HS binding protein, FGFRL1, is used as a control that confirms the loss of binding on these cell lines. Source data for the genomic

screens in HEK293 and HEL cells are available in Figure 3—source data files 1–2 and 3–4, respectively.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.013

The following source data is available for figure 3:

Source data 1. Raw read counts from the screen carried out in HEK293 cells.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.014

Source data 2. MAGeCK output for gene-wise ranking from the screen carried out in HEK293 cells.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.015

Source data 3. Raw read counts from the screen carried out in HEL cells.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.016

Source data 4. MAGeCK output for gene-wise ranking from the screen carried out in HEL cells.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.017
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site. Intact mass spectrometry also revealed that after having made the N32D mutation, the mea-

sured mass of the protein was 948 Da greater than expected, consistent with O-glycosylation. Sub-
sequent analysis identified five Ser and Thr residues as O-glycosylation sites, of which four were

mutated to Ala in successful crystallization experiments.
The solved complex encompasses six protein subunits, a dimer of G6b-B and two Fab fragments.

As expected for a Fab-scaffolded structure, crystal packing contacts occur predominantly between
the Fab fragment subunits (Figure 4—figure supplement 2A), but sparse direct contacts between

symmetry-related G6b-B subunits also occur (Figure 4—figure supplement 2B).
Confirming the fold of the predicted model, the ectodomain of G6b-B forms an immunoglobulin-

like fold of a topology closely resembling the structure of a variable immunoglobulin (Ig) domain
(Figure 4C) (Brändén and Tooze, 2009). A disulfide bond between cysteine residues 35 and 108

(strands B and F, respectively) stabilizes the immunoglobulin (Ig) fold (Figure 4C). The backbone

does not form the canonical strand C00, and only a very short strand D. In a canonical Ig domain,
strand A is part of the sheet formed by strands B–E–D, but in the case of G6b-B, it is part of the

opposite sheet (strands C0–C–F–G). The two G6b-B subunits (peptide chains E and F in the coordi-

nate set) superimpose closely relative to the core b-sandwich structure, but divert markedly from
each other in the loop connecting strands C0 and D (residues 66 to 81; Figure 4C). This loop includes

several putative O-glycosylation sites (Figure 4D), which were mutated to Ala to ensure homoge-
nous glycosylation of the protein. However, the O-linked glycosylation site Thr73 was retained, and

electron density shows the presence of three saccharides attached to Thr73 in both peptide chains

(Figure 4—figure supplement 3). Although the electron density (resolution 3.1 Å) does not allow
the unequivocal identification of the saccharides, the groups could be modeled as galactose, a-N-

acetyl-D-galactosamine and O-sialic acid, respectively. These glycosyl groups are well separated

from the heparin oligosaccharide.
The ectodomain of G6b-B assembles into an apparent dimer with a pseudo two-fold symmetry

oriented perpendicular to the extended b-sheet that forms the heparin binding site (Figure 4C).

Dimer formation of G6b-B is driven by the heparin ligand, as demonstrated by size exclusion chro-

matography (Figure 5). Although G6b ECD was eluted at approximately 12.9 kDa, matching the
molecular weight of the monomeric protein, the addition of the heparin oligomer dp12 (3.6 kDa)

resulted in a complex of around 30.8 kDa, corresponding to the weight of two G6b-B molecules and

one dp12 molecule (Figure 5).
The interface between chains E and F buries approximately 800 Å2 of solvent accessible surface

area. In line with the modest surface area buried between the two subunits, the interface analysis

using the PISA software does not predict a stable complex (Krissinel and Henrick, 2007), consistent

with the observation that ectodomain dimerization is induced by the heparin ligand. Non-covalent
contacts between the two chains consist almost entirely of van der Waals (vdW) and hydrophobic

interactions, with Trp65F and Pro62F positioned centrally in the interface, contacting Pro62E and
Arg61E, while Trp65E forms vdW contacts with Val77F. There are very few H-bond interactions

(Ser57E-Og – Ala66F-O/Ala68F-N; Lys58E-Nz – Arg43F-O) across the interface, and notably the cen-

tral b-sheet (strands C0–C–F–G–A) is not continuous in that it lacks main chain – main chain hydrogen
bonds between the C0 strands of opposing protomers (Figure 4B). Nevertheless, dimerization cre-

ates a deep cleft, into which the heparin ligand inserts (Figure 6A). Crystallization involved a

dodeca-saccharide, of which eight residues are visible in the electron density map (Figure 6—figure
supplement 1), with the central residues 4 and 5 representing sulfated L-iduronic acid (IDS) and

D-glucosamine (SGN), respectively. Although the ligand-binding cleft provides partial charge com-

plementarity to the sulfate groups of the heparin ligand (Figure 6A), perhaps surprisingly, only one
sulfate group (residue SGN5) forms ionic interactions with basic side-chains (SGN5-O2S – Arg60F-Ne

3.3 Å, SGN5-O3S– Lys109F-Nz 3.2 Å, where the superscript refers to the chain ID; Figure 6B,C). The
other eight polar contacts (within a distance cut-off of 4 Å) involving sulfate groups are with back-

bone amides (Arg60E, Glu113E, His112E; 2.8–3.3 Å) rather than side-chains, while nine residues,

including Lys109E, form vdW interactions with the ligand (Figure 6B,C). There is exquisite shape
complementarity between the heparin and the surface of the G6b-B dimer, even though the

S-shaped ligand only partially fills the ligand-binding cleft.
We next measured the binding affinities of G6b-B for the various ligands using surface plasmon

resonance (SPR). The human G6b-B-Fc-His6 homodimer and the human G6b-B-Fc-His6/Fc-StreptagII
heterodimer were used as dimeric and monomeric G6b-B molecules, respectively. It is important to
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Figure 4. Ribbon representation of the ternary complex of the extracellular domain (ECD) of human G6b-B bound

to heparin and the Fab fragment of a G6b-B-specific antibody. (A) Overview of the structure, with G6b-B colored

in magenta and dark green, heparin shown as spheres, and the Fab fragment chains in light green/light blue,

respectively. The assembly represents the asymmetric unit of the crystal lattice (space group C2). (B) Close-up view

illustrating the position of the heparin ligand relative to the secondary structure of the G6b-B dimer. Heparin

residues (shown as sticks) are sulfated D-glucosamine (SGN) and L-iduronic acid (IDS). The color coding of heparin

atoms is: C, yellow; O, red; N, blue; and S, green. b-strands in G6b-B are labeled according to the canonical Ig-

fold. (C) Superposition of chains F (various colors) and E (gray) of the G6b-B ECD. Strands are labeled according to

the canonical b-sandwich topology of the variable Ig domain. The fold of G6b-B deviates from the canonical Ig

Figure 4 continued on next page
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note that SPR measures the overall avidity rather than the direct binding affinity of the interactions,

factoring in the effects of the multivalent nature of both the receptor (bivalent dimeric form) and the

ligands themselves. In the configuration with chip-immobilized G6b-B molecules, heparin bound to

both monomeric and dimeric G6b-B with high affinity (low nanomolar range). Similar values were

obtained for fractionated (9 kDa) HS and the 12 saccharide heparin oligomer dp12. The binding

affinity of perlecan was 366-fold weaker than that of heparin, in the low micromolar range (Table 3

and Figure 7A). The reverse configuration was also tested, in which ligands were biotinylated and

immobilized on streptavidin chips. The binding avidity of dimeric G6b-B to perlecan, fractionated HS

and heparin was comparable to that measured in the ligand-immobilized configuration (Table 3 and

Figure 7A). Interestingly, in the ligand-immobilized configuration, differences in the binding of

monomeric and dimeric G6b-B were observed for both heparin and fractionated HS, with the bind-

ing of the monomer being approximately 100-fold weaker than that of the dimer (Table 3 and

Figure 7B). The apparent decrease in the potency of monomer in the ligand-immobilized configura-

tion versus that in the G6b-B-immobilized configuration is likely to be the result of the ligands them-

selves being multi-site molecules that are able to bind several sites on the immobilized G6b-B

protein surface. Even when the monomeric form of G6b-B is immobilized in the standard assay con-

figuration, the ligands’ size and avidity allows them to bind multiple immobilized monomers simulta-

neously. When the configuration is reversed and the monomeric G6b-B is passed over the flow cell,

only a weaker one-to-one binding mode is observed. More efficient binding of the dimeric form in

this assay configuration correlates with our crystallography data showing that ligand binding induces

dimer formation.

Biological effects of perlecan, heparin and HS on platelets and MKs
Having established HS as ligand for G6b-B, we examined the effect of surface-bound ligand on

platelet function, using an in vitro platelet adhesion assay, in which human platelets were incubated

on different substrates and their adhesion was quantified colorimetrically. Platelets bound to fibrino-

gen, as expected, but failed to adhere to perlecan (Figure 8A). However, removal of the HS side-

chains by heparinase III treatment resulted in robust adhesion to perlecan. This adhesion might be

mediated by interaction of integrin a2b1 with the perlecan protein core (Bix et al., 2007), but the

contribution of other receptors cannot be excluded. Importantly, perlecan also inhibited the adhe-

sion to fibrinogen and collagen when immobilized together with these substrates. Again, this anti-

adhesive effect was abolished upon treatment with heparinase III (Figure 8A). These results suggest

that the HS side-chains of perlecan negatively regulate platelet adhesion.

Figure 4 continued

fold in missing strand C0 0, and as strand A is part of the b-sheet of strands B, E and D. Chain F is color ramped

from blue (N-terminus) to red (C-terminus), and the position of the disulfide bond (Cys35–Cys108) is indicated by

sticks in magenta. The glycosylation site Thr73 is shown (sticks) with glycosyl groups omitted from the view. (D)
Multiple sequence alignment of G6b-B orthologs across mammalian species with secondary structure elements

indicated above the sequence. Residue numbers refer to the sequence of human G6b. Conserved residues are

boxed, with identities shown as white letters on a red background. Species abbreviations are: Hs, Homo sapiens;

Pg, Pan troglodytes (chimpanzee); Mm, Mus musculus (mouse); Rn, Rattus norvegicus (rat); Oc, Oryctolagus

cuniculus (rabbit); Cl, Canis lupus familiaris (dog); Sc, Sos scroftus (wild boar); and Bt, Bos taurus (cattle). G6b_mut

is the sequence of the recombinant human G6b-B ECD used in crystallization, with mutations of the five putative

glycosylation sites (marked with M). GY indicates the retained O-glycosylation site and DS indicates the disulfide

cysteine residues.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.018

The following figure supplements are available for figure 4:

Figure supplement 1. Mutations in G6b-B abolish heparin binding.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.019

Figure supplement 2. Representation of the crystal lattice.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.020

Figure supplement 3. Unbiased sA-weighted difference density map demonstrating the presence of the O-linked

glycosyl groups at Thr73.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.021
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To determine whether this inhibitory effect of perlecan on platelet adhesion is mediated via G6b-
B, we performed platelet adhesion experiments with platelets from WT and G6b-B knockout

(Mpig6b–/–) mice (Figure 8B). WT mouse platelets exhibited adhesion characteristics that were simi-

lar to those of human platelets, with the exception that they adhered weakly to heparinase III-

treated perlecan (Figure 8B). Importantly, co-coating of fibrinogen together with perlecan reduced

the adhesion of WT but not of G6b–/–platelets, resulting in enhanced adhesion of Mpig6b–/–platelets

under this condition. Pre-treatment of perlecan with heparinase III abolished this difference

(Figure 8B). Adhesion of WT platelets to collagen was inhibited by perlecan in a similar manner as

human platelets (data not shown). Platelets from Mpig6b–/–could not be meaningfully evaluated on

collagen, because of the severe reduction in GPVI surface expression (Mazharian et al., 2012). Col-

lectively, these findings demonstrate that the G6b-B–HS interaction inhibited the adhesion of human

platelets to the perlecan protein core, collagen and fibrinogen, suggesting an inhibitory effect on

integrin and GPVI signaling.

Table 2. Crystallographic data collection and refinement statistics for the G6b-B ECD–dp12–Fab
complex.
X-ray diffraction data

Beamline I03, Diamond Light Source

Wavelength (Å) 0.97624

Space group C2

Cell parameters (Å) 183.8, 72.34, 131.0, b = 124.5˚

Complexes per asymmetric unit 1

Resolution range (Å) 65.27–3.13

High resolution shell (Å) 3.18–3.13

Rmerge (%)* 17.0 (146.6)

Total observations, unique reflections 74,255/24,543

I/s(I)* 4.0 (0.7)

Completeness (%)* 97.2 (98.2)

Multiplicity* 3.0 (3.1)

CC1/2
*, † 0.991 (0.348)

Refinement

Resolution range 63.1–3.13

Unique reflections 24,543

Rcryst, Rfree (%) 22.6, 26.0

Number of non-H atoms 7852

RMSD bonds (Å) 0.01

RMSD angles (˚) 1.18

B-factors

Wilson (Å2) 77.5

Average overall (Å2) 84.7

RMSD B-factors (Å2) 5.737

Ramachandran statistics‡

Favored regions (%) 91.2

Allowed regions (%) 8.3

Disallowed (%) 0.5

* parentheses refer to the high resolution shell.
† as defined in Karplus and Diederichs (2012).
‡ calculated using molprobity (Williams et al., 2018).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.022
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We next investigated the morphological changes in platelets that are adherent to perlecan by
microscopy. In contrast to human platelets adhering to fibrinogen, which exhibited characteristic

spreading and actin stress fiber formation, platelets adhering to perlecan were small in size and did

not spread. The removal of the HS chains of perlecan resulted in a modest increase in size,

although the platelets were still much smaller than the platelets adhering to fibrinogen alone

(Figure 8C).
Mouse WT platelets, like human platelets, did not spread on perlecan and were small

(Figure 8D), although platelets from Mpig6b–/–mice spread to a greater extent, indicating their acti-

vation. This was not simply due to the larger size of the Mpig6b–/–platelets, as they did not differ in

size from WT platelets when spread on fibrinogen, in line with previous findings (Mazharian et al.,

2012). Moreover, this size difference was abolished upon heparinase III treatment of perlecan, dem-

onstrating that HS also has an activating effect on platelets, presumably through an activation

receptor that is inhibited by G6b-B. Of note, platelets from Mpig6bdiY/F mice, which express physio-

logical levels of a signaling-incompetent G6b-B, recapitulated the enhanced spreading phenotype of

Mpig6b KO platelets (data not shown). Hence, we conclude that G6b-B signaling is required to

inhibit platelet activation in the presence of HS.
We next investigated the potential effect of perlecan on MKs. Staining of WT mouse bone mar-

row sections revealed perlecan expression in vessel walls, which co-localized with the sinusoid

marker endoglin (CD105) (Figure 9A and Figure 9—figure supplement 1). This raised the possibility

that MK G6b-B is likely to come into direct contact with the HS chains of perlecan in sinusoidal ves-

sels during MK maturation and proplatelet formation. The same observation was made in the bone

marrow of G6b-B-deficient animals (Figure 9A). Consistent with previous findings (Mazharian et al.,

2012), however, we observed an increased number of MKs in Mpig6b–/–animals (Figure 9B), distrib-

uted throughout the bone marrow as atypical clusters (Figure 9C and Figure 9—figure supplement

2). Despite the increase in the number of MKs, Mpig6b–/–mice showed similar frequencies of the dif-

ferent maturation stages of MKs, as quantified by EM (Figure 9D,E), arguing against an overall

defect of MK maturation in Mpig6b–/–mice.
To investigate the impact of the G6b-B interaction with HS on MKs, we analyzed the spreading

and adhesion of bone marrow-derived MKs on different surfaces in vitro (Figure 10). We found that

Figure 5. Heparin induces G6b-B dimer formation. Size exclusion chromatography of G6b-B ECD. Protein was

either analyzed immediately or incubated at 4˚C for 1.5 hr in the presence of dp12 before analysis on a Superdex

75 10/300 GL column. Molecular weights were estimated using a calibration curve. Values of 30.8 kDa and 12.9

kDa were obtained for G6b-B ECD in the presence and absence of dp12 (approx. 3.6 kDa), respectively.

Ribonuclease A (13.7 kDa) and carbonic anhydrase (29 kDa) are shown for comparison.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.023
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Figure 6. Electrostatic surface potential of the G6b-B ECD and representation of non-covalent contacts between

heparin and G6b. (A) The G6b-B dimer is shown with a translucent surface colored according to electrostatic

surface potential (calculated using CCP4mg). The heparin ligand is shown as a stick model and polar contacts are

indicated by dashed lines in magenta. Selected residues are labeled with superscripts indicating the relevant

G6b-B protein chain. (B, C) Representation of non-covalent contacts between heparin and the G6b dimer. (B)
Residues of G6b-B forming non-covalent contacts with heparin. Polar contacts are indicated by dashed lines in

magenta, van der Waals interactions are visualized by showing the relevant residues with their (transparent)

molecular surface. Superscript capitals designate the G6b-B protein chain. (C) LigPlot representation of the

heparin–G6b-B contacts, with van der Waals or hydrophobic interactions indicated by the bent comb symbol, and

polar contacts shown as dashed lines with distance indicated in units of Å.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.024

The following figure supplement is available for figure 6:

Figure 6 continued on next page
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only very few WT and Mpig6b–/–MKs adhered to a perlecan-coated surface (Figure 10). Whilst perle-

can-adherent WT MKs were small in size, Mpig6b–/–MKs spread to a greater degree on the same

substrate. The same effect was observed when perlecan was co-immobilized with fibrinogen, and

heparinase III treatment abolished the difference (Figure 10). Hence, similar to platelets, exposure

of MKs to HS resulted in increased size in the absence of G6b-B, confirming the inhibitory function

of this receptor.
We next investigated the biological effects of G6b-B ligands on platelet aggregation in response

to collagen, which activates platelets via the ITAM-containing receptor complex GPVI-FcR g-chain

(Nieswandt and Watson, 2003). Heparin and HS both enhanced platelet aggregation in response

to subthreshold concentrations of collagen (Figure 11). This is in line with previous reports and may

be explained by binding of these ligands to multiple platelet receptors (Gao et al., 2011;

Saba et al., 1984; Salzman et al., 1980), resulting in an overall aggregation-promoting response.

We did not find an effect of perlecan on collagen-mediated platelet aggregation at

the concentrations tested, suggesting that perlecan must be immobilized to surface in order to pro-

vide HS chains at a sufficient density to observe the inhibitory effects observed in adhesion experi-

ments (Figures 8 and 9). In addition, multiple direct and indirect effects on platelets through the

perlecan protein core, as described previously (Bix et al., 2007), may mask an effect of the HS chains

in this assay.
To overcome this limitation, we took advantage of the multivalent semisynthetic heparin proteo-

glycan mimetic APAC (Lassila and Jouppila, 2014; Lassila et al., 1997) in this assay. APAC consists

of unfractionated heparin covalently coupled to a human albumin core, providing a high local density

of heparin molecules. In contrast to single-chain heparin, APAC dose-dependently inhibited

Figure 6 continued

Figure supplement 1. Unbiased sA-weighted difference density map demonstrating the presence of the heparin

ligand.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.025

Table 3. Surface plasmon resonance affinities.
Immobilized G6b-B receptor (standard configuration)

Ligand G6b-B Kon Koff KD (M)

Heparin Monomer 1.12 ± 0.39!106 2.01 ± 0.54!10"3 2.00 ± 1.17!10"9

Dimer 0.60 ± 0.56!106 3.16 ± 1.17!10"3 7.76 ± 5.30!10"9

Fractionated HS Monomer 1.33 ± 0.01!105 9.99 ± 0.16!10"4 7.47 ± 0.17!10"9

Dimer 1.20 ± 0.08!105 1.71 ± 1.11!10"3 14.0 ± 8.26!10"9

Perlecan Monomer 1.94 ± 1.72!102 1.01 ± 0.37!10"4 7.32 ± 4.64!10"7

Dimer 5.79 ± 6.94!103 2.28 ± 2.51!10"3 4.74 ± 1.34!10"7

dp12 Monomer 0.31 ± 0.27!106 2.39 ± 1.79!10"3 8.12 ± 1.22!10"9

Dimer 2.50 ± 2.72!106 4.60 ± 5.01!10"3 1.84 ± 0.01!10"9

Immobilized ligand (reversed configuration)

Ligand G6b-B Kon Koff KD (M)

Heparin Monomer 1.30 ± 0.29!105 8.85 ± 0.40!10"2 6.99 ± 1.25!10"7

Dimer 3.28 ± 0.53!105 1.73 ± 0.04!10"3 5.33 ± 0.75!10"9

Fractionated HS Monomer 9.22 ± 2.67!103 6.40 ± 0.33!10"3 7.31 ± 2.47!10"7

Dimer 3.76 ± 4.69!104 4.58 ± 6.32!10"4 7.70 ± 7.21!10-9

Perlecan Monomer 6.73 ± 3.38!103 1.28 ± 0.24!10"3 2.28 ± 1.51!10"7

Dimer 4.90 ± 2.16!104 6.78 ± 2.57!10"4 1.41 ± 0.09!10"8

Values are means ± SD from two independent experiments.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.027
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collagen-induced platelet aggregation (Figure 11), with an almost complete block observed at 0.5

mM, as previously described (Lassila and Jouppila, 2014).
We next examined the effect of heparin and APAC on WT and G6b-B deficient platelets using a

flow-cytometric approach, sufficing much smaller sample volumes than aggregation assays, using

integrin aIIbb3 activation (fibrinogen-A488 binding) and degranulation-dependent TLT-1 surface

exposure (Smith et al., 2018) as markers for platelet activation. APAC and heparin had no detect-

able effect on WT platelets, but APAC induced robust integrin activation and platelet secretion in

G6b-B deficient platelets, demonstrating a platelet-activating effect of this compound in the
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Figure 7. High-affinity interaction between G6b-B and its ligands. Representative traces of the surface plasmon

resonance experiments, results of which are presented in Table 3. (A) Binding of the indicated compound to

immobilized dimeric G6b-B in the standard configuration. (B) Results from the reversed configuration, depicting

traces of dimeric and monomeric G6b-B binding to immobilized heparin.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.026
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Figure 8. Heparan sulfate removal of perlecan facilitates platelet adhesion. The indicated substrates were coated

alone or in combination onto wells in 96-well plates (2.5 mg/ml collagen and 10 mg/ml for all other substrates)

overnight. Where indicated, wells were treated with 5 mU/ml heparinase III. Platelets from (A) humans or (B) mice

were allowed to adhere for 1 hr and adhesion was quantified colorimetrically with 4-nitrophenyl phosphate(pNPP).

(A) Human, platelets; n = 4–5 individual donors from 3 to 4 independent experiments; P-values were calculated

using one-way ANOVA with Sidak’s post-hoc test. (B) Mouse platelets; n = 4 samples/condition/genotype from

two independent experiments. Owing to severe thrombocytopenia, platelets from up to five mice were pooled for

one KO sample. P-values for differences between WT and Mpig6b–/–mice were calculated using two-way ANOVA

with Sidak’s post-hoc test. (C, D) Adhesion of (C) human or (D) WT and G6b–/–platelets on fibrinogen and

perlecan. (i) Mean surface area of individual platelets quantified by KNIME software analysis. In panel (C) (i) n = 5

donors from two independent experiments. P-values were calculated using one-way ANOVA with Sidak’s post-hoc

test. Total number of cells analyzed: fibrinogen, 1957; perlecan, 239; perlecan + heparinase III, 686.

In panel (D) (i) n = 5–7 mice/condition/genotype from 2 to 3 independent experiments. P-values were calculated

using two-way ANOVA with Sidak’s post-hoc test. Total number of cells analyzed: 134–176 for perlecan conditions,

and 913–1277 for fibrinogen conditions. *, p<0.05; **, p<0.01; and ***, p<0.001. (ii) Representative images of

platelets stained for actin with phalloidin-Alexa-488; scale bar: 5 mm; hep III, heparinase III.

Figure 8 continued on next page
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absence of G6b-B (Figure 12A). Next, we aimed to investigate the impact of G6b-B ligands on

ITAM-mediated platelet activation in WT and Mpig6b KO mice. Owing to severe reduction of GPVI

receptor levels in G6b-B deficient animals, we stimulated platelets with an antibody directed against

the hemi-ITAM receptor CLEC-2, expression of which is not affected by G6b-B deficiency

(Mazharian et al., 2012). APAC, but not heparin, significantly inhibited platelet degranulation and

fibrinogen binding in response to CLEC-2 stimulation in WT platelets. Importantly, this inhibitory

effect of APAC on degranulation was not observed in platelets from G6b-B-deficient animals

(Figure 12B). Fibrinogen binding was also significantly reduced by APAC in G6b-B-deficient mice,

but to a lesser extent than in WT platelets (Figure 12B). The inhibitory effect of APAC was also

absent in the platelets from Mpig6bdiY/F mice, which express a signaling-incompetent form of G6b-B

(Figure 12C). Hence, we conclude that APAC suppresses CLEC-2-mediated platelet activation via

G6b-B by recruiting the downstream phosphates Shp1 and Shp2. Overall, these findings demon-

strate that multivalent G6b-B ligands inhibit platelet activation via (hemi)ITAM receptors, whereas

soluble single-chain molecules do not.

Conjugated heparin induces the phosphorylation of G6b-B and
downstream signaling
We performed signaling studies to gain mechanistic insights into the opposing effects of soluble

heparin vs. conjugated heparin. Washed human platelets were incubated with heparin or APAC, and

their lysates were immunoblotted with an anti-phospho-tyrosine antibody (p-Tyr). Both heparin or

APAC induced moderate changes in whole-cell tyrosine phosphorylation as compared to collagen,

with APAC having a stronger effect (Figure 13A). The most pronounced change observed in

response to G6b-B ligation was an increase in the signal intensity of a 150 kDa protein, as well as

of a doublet in the heparin- and APAC-treated sample migrating at 27 and 32 kDa, which correlated

with glycosylated and non-glycosylated human G6b-B. Hence, we assessed the phosphorylation sta-

tus of G6b-B using custom phospho-tyrosine-specific G6b-B antibodies directed against phosphory-

lated ITIM and ITSM of G6b-B (Figure 13A), and by immunoprecipitating the receptor and blotting

with the p-Tyr antibody (Figure 13—figure supplement 1A). Heparin, and to a greater extent

APAC, enhanced the basal phosphorylation of G6b-B, which was accompanied by an increase in

Shp1 and Shp2 association (Figure 13A and Figure 13—figure supplement 1). Similar results were

obtained with HS, but to a lesser extent than with either heparin or APAC (Figure 13—figure sup-

plement 1B). Perlecan did not induce the phosphorylation of G6b-B, in line with our observation in

the aggregation assay, suggesting perlecan must be surface-immobilized to have an effect on plate-

lets (Figure 13—figure supplement 1A).
Using a quantitative capillary-based gel electrophoresis platform (ProteinSimple Wes), we investi-

gated the effects of heparin and APAC on the phosphorylation status of the tyrosine phosphatases

Shp1 (pTyr562) and Shp2 (p-Tyr580 and p-Tyr542), which are essential effectors of G6b-B signaling

(Geer et al., 2018). Strikingly, APAC induced prominent phosphorylation of Shp1 and Shp2,

whereas heparin only induced modest changes in Shp2 phosphorylation (Figure 13B). We also

observed a marginal increase in SFK phosphorylation (p-Tyr418) in platelets treated with heparin and

APAC, correlating with increased phosphorylation of G6b-B under these conditions (Figure 13B).
Subsequently, we compared the effects of heparin and APAC on GPVI signaling in response to an

intermediate concentration of collagen (3 mg/ml). Although both compounds further enhancing col-

lagen-induced phosphorylation of G6b-B, and although APAC also enhances the phosphorylation of

Shp phosphatases (Figure 13B), whole-cell phosphorylation remained largely unaltered

(Figure 13A). Similarly, we also found no inhibitory effect of heparin or APAC on Src (p-Tyr418) and

Syk (p-Tyr525/6) phosphorylation, both critical kinases for initiating and propagating GPVI signaling

(Senis et al., 2014) (Figure 13B).

Figure 8 continued

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.028

The following figure supplement is available for figure 8:

Figure supplement 1. Mean surface area of individual adherent platelets.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.029
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Figure 9. Megakaryocytes come into contact with perlecan in the bone marrow. (A) Analysis of immunofluorescent

images of murine femur sections from WT and Mpig6b–/–mice. Sinusoids were marked using anti-endoglin

(CD105) and MKs by anti-GPIX antibodies. Perlecan is abundantly expressed within the bone marrow

cavity, present in intersinusoidal spaces and part of basement membranes in sinusoids and arterioles. MKs come

into contact with perlecan. Scale bar: 20 mm. (B) Quantification of MKs in the bone marrow of WT and

Mpig6b–/–mice; three animals of each genotype with five images per animal were analyzed. (C) Analysis of MK

clustering, with % of clustered MKs per visual field with a total number of three mice per genotype analyzed; P

values were calculated with Mann-Whitney U-test **, p<0.01. (D) Classification of the MK according to their

maturation stage: stage I (absence of granules), stage II (granules and developing demarcation membrane system

(DMS) not yet organized), stage III (DMS organized in cytoplasmic territories). Data are reported as the percentage

of the total number of MK. Bars represent the mean ± SEM in three bone marrow samples (total number of MK

Figure 9 continued on next page
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Figure 9 continued

counted 395–469). (E) Representative transmission electron microscopy (TEM) images of bone marrow from WT

and Mpig6b"/" mice. Bars: 10 mm.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.030

The following figure supplements are available for figure 9:

Figure supplement 1. Overview sections of the bone marrow from WT and Mpig6b–/–mice.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.031

Figure supplement 2. Mpig6b–/–megakaryocytes form clusters.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.032

Figure 10. G6b knockout megakaryocytes show enhanced spreading on perlecan. Adhesion of WT and

Mpig6b–/–MKs on perlecan. (i) Mean surface area of MKs was quantified with ImageJ. n = 4–6 mice/condition/

genotype from three independent experiments; total cell numbers analyzed per condition/genotype were 77–188

for conditions with perlecan only and 1671–2866 for conditions with fibrinogen. P values were calculated using

two-way ANOVA with Sidak’s post-hoc test, ***, p<0.001; *, p<0.05. (ii) Representative images of platelets stained

for tubulin (green) and DAPI (blue); scale bar: 20 mm.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.033
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To corroborate that the APAC-induced increase in Shp1 and Shp2 phosphorylation are mediated
by G6b-B, we conducted signaling experiments in platelets from WT and Mpig6b–/–mice. APAC
treatment of WT platelets recapitulated the effects observed in human platelets, showing only a
modest change in overall phosphorylation pattern, and an increase in Shp1 and Shp2 phosphoryla-
tion (Figure 13C,D). By contrast, APAC-induced robust tyrosine phosphorylation in G6b-B-deficient
platelets (Figure 13C), indicative of reduced inhibitory signaling and platelet hyperreactivity the
absence of G6b-B. Strikingly, this was accompanied by reduced tyrosine phosphorylation of Shp1
and Shp2 in these platelets compared with WT platelets (Figure 13D). Collectively, these findings
demonstrate that heparin and APAC have a direct effect on G6b-B phosphorylation, however, only
the high-density ligand APAC is able to induce robust downstream inhibitory signaling via G6b-B,
culminating in Shp1 and Shp2 binding and tyrosine phosphorylation.

Discussion
In this study, we present evidence that establishes G6b-B as a functional receptor of HS and heparin.
Little was known about the effects of GAGs on platelet and megakaryocyte function and the underly-
ing molecular mechanisms, thus these findings represent a major advance in our understanding of
the interaction, and of the biological and biochemical effects, of GAGs on these cells. Using a mass-
spectrometry-based approach and subsequent in vitro binding assays, we identified the HS chains of
perlecan as a physiological binding partner of G6b-B. The binding of G6b-B to HS was corroborated
by a cell-based CRISPR KO screening, which identified molecules involved in the HS synthesis path-
way as a prerequisite of G6b-B binding. There are two possible explanations as to why this assay did
not identify perlecan, nor any other individual HSPGs as binding partners of G6b-B: first, the CRISPR
screening approach will not identify genes that are essential for cell viability; and second, it will not
identify proteins that have redundant functions. Given that perlecan is secreted from endothelial and
smooth muscle cells, it is possible that there could be HSPGs other than perlecan (syndecans/glypi-
cans) on the cell surface that carry the GAG chains in HEK cells. As the molecules in the HS synthesis
pathway are essential for their respective synthesis, they can be identified in this approach more eas-
ily. This potential redundancy of HSPGs may also exist in vivo, and we cannot exclude the possibility
that G6b-B may interact with other HSPGs in the cardiovascular system.

As with many other HS-binding molecules, G6b-B also binds structurally related heparin (Xu and
Esko, 2014). Indeed, the interaction between heparin and G6b-B had been described previously,
but the molecular details of the interaction and their functional significance had not been deter-
mined (de Vet et al., 2005). HS chains are not homogenously sulfated; instead, highly sulfated resi-
dues are clustered in domains along the polymer (called N-sulfated (NS) or sulfated (S) domains),
which are interspersed by stretches of N-acetylated disaccharides (NA domains) that are largely
devoid of sulfate groups (Murphy et al., 2004; Xu and Esko, 2014). Heparin, a degradation product
derived from HS isolated from porcine intestine, shows larger NS domains and a greater degree of
sulfation than HS. Hence, it is often used as an analogue for the NS domains of HS, despite the limi-
tation that it may lack the protein binding properties of less sulfated HS. Our structural analysis of
the G6b-B ligand complex shows that G6b-B interacts with multiple sulfates in the heparin oligosac-
charide. Hence several observations, including the higher potency of heparin in inducing G6b-B
phosphorylation as compared to HS, and the shift in dose-response curve in aggregometry, may be
due to the larger NS domains in the heparin molecule. In addition, synthesis of HS is not template-
driven, therefore, the length and distribution of such domains is regulated in a tissue- or cell-specific
manner, adding additional complexity to the regulatory role of HS.

Our size-exclusion chromatography data demonstrate that the dimerization of G6b-B is induced
by the heparin ligand. The crystal structure of heparin-bound G6b-B reveals the mode of ligand
binding and how the binding of this ligand induces ectodomain dimerization. The contact surfaces
between the G6b-B dimer and the Fab fragments are spatially separated from the heparin-binding
site, suggesting that the presence of the Fab fragments does not interfere with heparin binding.
Heparin-dependent, non-constitutive dimerization of G6b-B is consistent with the small interface
between the G6b-B subunits and the absence of main chain-main chain hydrogen bonds across the
b-sheet of the binding surface. Among 34 entries currently in the PDB of structures containing hepa-
rin as a ligand, dimeric assemblies (or multimeric assemblies with a two-fold rotation axis) are com-
mon (Figure 14—figure supplement 1), but the anti-parallel alignment of two Ig-like domains in the
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Figure 11. Effects of G6b-B ligands on platelet aggregation. Human platelet rich plasma (PRP) was incubated with

the indicated compound for 90 s prior to agonist addition. Aggregation traces were recorded on a Chronolog four

Figure 11 continued on next page
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heparin-bound structure of G6b-B appears to be unique (Cai et al., 2015; Dahms et al., 2015;

Fukuhara et al., 2008; Pellegrini et al., 2000; Schlessinger et al., 2000). The involvement of the b-

sheet surface in heparin binding is somewhat reminiscent of how carbohydrate-binding modules

(CBM) bind saccharide ligands (Abbott and van Bueren, 2014). CBMs are non-enzymatic domains

often associated with carbohydrate-active enzymes, which contribute to carbohydrate binding and

discrimination (Boraston et al., 2004).
The crystal structure of G6b-B shows a prominent positively charged electrostatic surface area,

but this positive surface patch runs perpendicular to the central cleft of the G6b-B dimer. Indeed,

the heparin oligosaccharide lines up with the cleft, rather than extending along the positive surface

patch. Comparison with other heparin-bound structures (Figure 14—figure supplement 1) suggests

that charge complementation is not the sole determinant of the mode of heparin binding, and that

the depth and shape of the docking site are likely to be important as well. Nevertheless, charge

complementing ionic interactions lock the ligand in to register at the center of the G6b-B binding

cleft, where the sparsity of sulfate-Arg or sulfate-Lys interactions is surprising. The crystal structure

rationalizes the diminished binding of G6b-B transfected HEK293 cells to biotinylated heparin when

the four basic residues Lys54, Lys58, Arg60 and Arg61 are simultaneously mutated. Among these

four side-chains, the key interaction appears to be with Arg60, as Arg61 is shielded through G6b-B

dimerization from the ligand, Lys54 is well separated from the binding cleft and Lys58 is situated

within a 4 Å-radius of heparin, but makes no polar interactions. The heparin ligand does not exhaust

the possibilities for specificity-determining interactions with G6b-B in the ligand-binding cleft. For

instance, Arg60F and Lys109F, but not their counterparts in chain E on the opposite side of the

cleft, are involved in ionic interactions with the same sulfate group. It is conceivable that the physio-

logical HS ligand of G6b-B may have a different pattern of sulfate groups that engage both

Arg60 and Lys109, perhaps in addition to Lys58.
Since G6b-B shows a considerable degree of glycosylation, the question arises as to whether this

might modulate the ligand interaction. Through the course of our structural analysis of G6b-B, we

identified multiple glycosylation sites (N32, S67, S68, S69, T71, T73) in the G6b-B ectodomain.

Although most of these sites can be mutated to increase protein homogeneity for crystallization

studies, the final structure of the G6b-B–heparin complex revealed that all of these glycosylation

sites are spatially separated from the ligand-binding surface, and are not likely to impede ligand

binding sterically. All of the recombinant G6b-B molecules used in this study were produced in mam-

malian cell lines and are therefore glycosylated. We previously showed that MK and platelet G6b-B

migrate at the same molecular weight by Western blotting (Mazharian et al., 2012), suggesting

that G6b-B is not differentially glycosylated in MKs and platelets. We currently have no evidence

that the glycosylation of G6b-B alters ligand binding.
Investigating the functional consequences of this interaction revealed that heparin and HS have

complex effects on platelet function and that G6b-B is a key regulator in this process. Our data dem-

onstrates that, to induce robust inhibitory biological or signaling effects, G6b-B ligands need to be

either immobilized to a surface, as in the case of perlecan-coated plates, or multivalent, as in the

case of APAC. By contrast, single-chain heparin and HS enhanced rather than inhibited platelet

aggregation. These findings are in line with numerous previous reports, showing enhancing effects

of heparin on platelet aggregation in platelet-rich plasma (Gao et al., 2011; Saba et al., 1984;

Salzman et al., 1980). This most likely also contributes to a mild drop in platelet counts in patients

receiving heparin, referred to as non-immune heparin-induced thrombocytopenia (Cooney, 2006).

On the basis of our signaling data and size-exclusion chromatography data, we assume that heparin,

despite being able to dimerize the receptor, fails to cluster G6b-B sufficiently into higher-order

oligomers to induce robust downstream signaling (Figure 14A,B). It remains to be determined

whether the enhancing effects of heparin and HS on platelet aggregation is mediated by

Figure 11 continued

channel aggregometer. Averaged aggregation traces (left) and area under the curve (AUC) quantification (right) of

platelet aggregation (n = 3–5 per condition). P-values were calculated using one-way ANOVA with Dunnett’s post-

hoc test and refer to the untreated control. ***, p<0.001; **, p<0.01; and *, p<0.05.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.034
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Figure 12. APAC inhibits CLEC-2-mediated degranulation in WT but not Mpig6b KO platelets. Mouse blood,

diluted 1:10 in Tyrode’s buffer was incubated with the indicated compounds (0.05 mM) in the (A) absence or (B)
presence of a stimulating CLEC-2 (3 mg/ml) for the indicated time. Samples were fixed and TLT-1 surface levels, a

marker for platelet degranulation or fibrinogen-Alexa488 binding (a measure of integrin activation), were

determined by flow cytometry. n = 5–6 mice/condition/genotype from two independent experiments. P-values

were calculated using (A) two-way ANOVA with Sidak’s post-hoc test (comparison of WT APAC vs Mpig6b–/–

APAC) or (B) two-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test, and refer to the difference between WT and Mpig6b–/–.

***, p<0.001; **, p<0.01; and *, p<0.05. (C) Mouse blood was incubated with the indicated compounds for 20 min.

Samples were fixed and TLT-1 surface levels were determined by flow cytometry. n = 6–8 mice/condition/

genotype from three independent experiments. P-values were calculated using two-way ANOVA with Tukey’s

post-hoc test. ***, p<0.001; and **p<0.01. Source data are available in Figure 12—source data 1.

Figure 12 continued on next page
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reducing the inhibitory effects of G6b-B alone or by additional effects on other platelet receptors,

which promote platelet activation, such as the integrin aIIbb3, previously shown to bind heparin

(Fitzgerald et al., 1985; Gao et al., 2011; Sobel et al., 2001).
In contrast to these soluble, monovalent ligands, the HS side-chains of immobilized perlecan

exerted an inhibitory effect on platelets, as evidenced by the impaired adhesion of platelets to colla-

gen and fibrinogen. This extends observations from previous reports describing the anti-adhesive

properties of the HS chains of perlecan, although the underlying mechanism was not known

(Klein et al., 1995; Lord et al., 2009). Moreover, heparinized polymers showed less platelet adhe-

sion than their non-heparinized counterparts (Han et al., 1989; Lindhout et al., 1995; Olsson et al.,

1977). Our results with platelets from G6b-B-deficient mice demonstrate that heparin or HS engage-

ment by G6b-B on these surfaces induces an inhibitory signal, blocking platelet activation and

adhesion.
The failure of perlecan to have an effect on collagen-mediated platelet aggregation and platelet

signaling in solution might simply be a consequence of the test conditions and suggests that it must

be immobilized to a surface in order to present HS chains at a density sufficient to induce the inhibi-

tory effects observed. Hence, to determine the effect of G6b-B clustering in solution, we took advan-

tage of APAC, which mimics naturally occurring macromolecular heparin proteoglycans and harbors

a higher GAG density than perlecan. On the basis of our findings, and given the dependence of

G6b-B binding to sulfate groups and the common use of heparin as an analog for the NS domains of

HS (Xu and Esko, 2014), we concluded that the inhibitory effect of both APAC and the HS chains of

perlecan is mediated by clustering G6b-B. We compared the effect of APAC to that of single-chain

heparin, which differ only by the clustering of the chains, but not the structure or composition of the

polysaccharide chains. Similar to previous reports (Kauhanen et al., 2000; Lassila and Jouppila,

2014; Lassila et al., 1997), we found that APAC inhibited platelet activation via the ITAM-containing

GPVI-FcR g-chain receptor complex, and also via the hemi-ITAM-containing receptor CLEC-2. Thus,

by increasing the clustering capacity of heparin to a multivalent form, an inhibitory effect on platelet

function was achieved in solution. In line with this observation, we found that APAC induced stron-

ger phosphorylation of G6b-B, which was accompanied by the association and phosphorylation of

the tyrosine phosphatases Shp1 and Shp2, which is not observed in G6b-B-deficient platelets. We

therefore conclude that clustering of G6b-B receptor dimers into higher-order oligomers by an

immobilized or multivalent ligand is required for the inhibitory effect on platelet function

(Figure 14C).
Perlecan is secreted by endothelial and smooth muscle cells into the extracellular space of the

vessel wall and hence is inaccessible by platelet G6b-B in an intact blood vessel (Murdoch et al.,

1994; Saku and Furthmayr, 1989; Segev et al., 2004). Only upon vascular injury will the interaction

between platelet G6b-B and perlecan occur, resembling the interaction of other platelet receptors

with ligands that are expressed in the vessel wall, including collagen, laminin and fibronectin

(Bergmeier and Hynes, 2012). Given the results of our adhesion assay, we speculate that the inter-

action of platelet G6b-B with perlecan negatively regulates the initial steps of thrombus formation,

preventing thrombi from forming unnecessarily.
The G6b-B-HS interaction may also be relevant for triggering the directional formation of propla-

telets by MKs towards sinusoidal blood vessels at sites of platelet production. A key, yet unresolved,

question is how MKs remain relatively refractory and do not release platelets into the ECM-rich envi-

ronment of the bone marrow despite expressing the same repertoire of cell-surface receptors as pla-

telets. G6b-B is highly expressed in mature MKs and G6b-B KO and loss-of-function mice show a

severe macrothrombocytopenia resulting from impaired proplatelet formation and platelet produc-

tion, which is accompanied by an increase in MK numbers in the bone marrow (Geer et al., 2018;

Mazharian et al., 2012). Here, we provide first evidence for a potential role of perlecan in regulating

Figure 12 continued

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.035

The following source data is available for figure 12:

Source data 1. Source data for graphs shown in Figure 12A–C.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.036
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Figure 13. APAC induces G6b-B phosphorylation and downstream signaling. (A) Washed human platelets (5 !

108/ml) were incubated for 90 s with 0.05 mM APAC, 0.7 mM heparin or buffer in the presence of 10 mM integrilin.

Where indicated, platelets were additionally stimulated with 3 mg/ml collagen for 90 s following compound

treatment. Samples were lysed and whole cell lysates (WCL) were analyzed by western blotting. Representative

western blots are from n = 3–5 independent experiments. (B) Lysates were also analyzed by quantitative capillary-

based gel electrophoresis with the indicated antibodies. Representative data are displayed as blots on the left and

as quantified peak areas on the right. (C, D) Washed mouse platelets (5 ! 108/ml) were incubated for 90 s with

0.05 mM APAC or buffer in the presence of 10 mM lotrafiban. Samples were analyzed as described above. The

Mpig6b–/–samples show IgG light chain fragments, which result from IgG binding to the platelet surface. P-values

were calculated using one-way ANOVA with Sidak’s post-hoc test. ***, p<0.001; **, p<0.01; and *, p<0.05. p-Tyr,

anti-phosphotyrosine (4G10).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.037

The following figure supplement is available for figure 13:

Figure supplement 1. Effects of G6b-B ligands on G6b-B phosphorylation.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.038
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MK function by demonstrating that G6b-B-deficient, but not WT, MKs increase their size in the pres-

ence of the HS side-chains of perlecan, indicating cellular activation. Because it has been shown in

vitro (Mazharian et al., 2012) and ex vivo (this publication) that G6b-B-deficient MKs have no overt

maturation defect and as an increase in size was only observed in the presence of the HS chains of

perlecan, it seems unlikely that the increase in size results from an overall maturation defect of the

MKs. In addition, findings from our study and others demonstrate that perlecan is abundantly

expressed in the bone marrow ECM and comes into contact with mature MKs (Farach-Carson et al.,

2014). We hypothesize that the MK G6b-B-HS interaction might play a role in regulating polarized

proplatelet formation in the sinusoidal blood vessel lumen.
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Figure 14. Simplified model of glycan-mediated regulation of G6b-B function. (A) In the absence of any ligand,

G6b-B is mainly present in a monomeric state and phosphorylated to a low degree. (B) Small soluble ligands,

for example heparin, induce the dimerization of the receptor, but induce only mild G6b-B phosphorylation and

downstream signaling. (C) Multivalent ligands, for example the HS chains of vessel-wall perlecan (not shown) or the

heparin molecules in APAC, cluster G6b-B dimers into higher-order oligomers. Hence, they facilitate downstream

signaling of G6b-B, including robust phosphorylation of G6b-B and downstream Shp1 and Shp2 phosphatases,

resulting in the inhibition of platelet activation. SFK, src family kinase.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.039

The following figure supplement is available for figure 14:

Figure supplement 1. Selected structures of proteins with a heparin ligand.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840.040
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Despite sharing a common structure, the biophysical details of HS are tissue- or cell-specific,
including variability of sulfation patterns, suggesting that the regulatory role of HS occurs in a spatio-

temporal manner in different tissues and at different developmental and pathological stages. Hence,

future research is needed to investigate whether and to what extent G6b-B interacts with other HS

proteoglycans and to determine the physiological relevance of these interactions under normal and

pathological conditions, such as cardiovascular disease in which the composition of the vascular gly-

cocalyx is altered (Kim et al., 2017). Moreover, our results also demonstrate that platelets and MKs

from G6b-B-deficient mice showed an activation response towards the HS chains of immobilized per-

lecan and, in case of platelets, also towards APAC, even in the absence of a classical platelet agonist

such as collagen. Hence, one of the key functions of G6b-B in vivo may not be solely restricted to

the inhibition of platelet function upon vascular injury, but may also retain platelets in a resting state

by inhibiting other HS-binding platelet receptors, which remain to be identified. Notably, the HSPGs

syndecan-1 and "4 are expressed on the surface of endothelial cells that form an integral part of the

glycocalyx (Marki et al., 2015). As platelets marginate to the vessel wall, the interaction of G6b-B

on circulating platelets within the glycocalyx may induce a low level inhibitory signal that helps to

maintain platelets in an inactive state, in line with the basal phosphorylation of G6b-B in resting

platelets.
In summary, our findings establish the interaction of G6b-B with heparan sulfate as a novel mech-

anism regulating platelet reactivity, and demonstrate important implications of this interaction in the

regulation of platelet production and the adverse effects upon soluble heparin administration.

Materials and methods

Key resources table

Reagent type
(species) or
resource Designation

Source or
reference Identifiers

Additional
information

Genetic reagent
(Mus musculus)

Mpig6b–/– PMID: 23112346 Dr. Yotis Senis
(University of
Birmingham
and EFS Grand Est,
Inserm UMR-S1255)

Genetic reagent
(M. musculus)

Mpig6bdiYF/diYF PMID: 29891536 Dr. Yotis Senis
(University of
Birmingham
and EFS Grand Est,
Inserm UMR-S1255)

Cell line
(Cricetulus griseus)

A5 CHO other provided by
Dr. Ana Kasirer-Friede
and Dr. Sanford Shattil
(University of
California,
San Diego)

Antibody anti-perlecan
(rat monoclonal)

Santa Cruz
Biotechnologies

clone A7L6;
sc-33707;
RRID:AB_627714

(1:100); used for
IF staining
of bone marrow
(BM)

Antibody anti-mouse CD105
(Endoglin)
(rat monoclonal)

eBioscience/Thermo Fisher
Scientific

#MA5-17943;
clone MJ7/18;
RRID:AB_2539327

(1:100); used for
IF staining of BM

Antibody anti-GPIX-Alexa488
(rat monoclonal)

other clone 56F8 1.4 mg/ml;
used for IF
staining of BM,
custom made
lab reagent

Antibody anti rat IgG
Alexa 647
(goat polyclonal)

Invitrogen #A-21247;
RRID:AB_141778

(1:300); used for
IF staining of BM

Continued on next page
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Continued

Reagent type
(species) or
resource Designation

Source or
reference Identifiers

Additional
information

Antibody anti rat IgG
Alexa 546
(goat polyclonal)

Invitrogen #A-11081;
RRID:AB_141738

(1:300); used for
IF staining of BM

Antibody anti-actin
(mouse monoclonal)

Sigma-Aldrich #A4700, clone AC-40;
RRID:AB_476730

(1:1000)

Antibody Anti-a-tubulin
(mouse monoclonal)

Sigma-Aldrich #T6199, clone DM1A;
RRID:AB_477583

(1:1000)

Antibody anti-GAPDH
(rabbit monoclonal)

Cell Signaling
Technology

#2118, clone: 14C10;
RRID:AB_561053

(1:10) dilution,
on 0.05 mg/ml lysates for Wes

Antibody anti-Src p-Tyr418
(rabbit polyclonal)

Sigma-Aldrich #44660G;
RRID:AB_1500523

(1:10) dilution,
on 0.05 mg/ml
lysates for Wes

Antibody anti-Shp1 p-Tyr564
(rabbit monoclonal)

Cell Signaling
Technology

#8849, clone: D11G5;
RRID:AB_11141050

(1:10) dilution,
on 0.2 mg/ml
lysates for Wes

Antibody anti-Shp2 p-Tyr542
(rabbit polyclonal)

Cell Signaling
Technology

#3751;
RRID:AB_330825

(1:10) dilution,
on 0.2 mg/ml lysates for Wes

Antibody anti-Shp2 p-Tyr580
(rabbit polyclonal)

Cell Signaling
Technology

#3703;
RRID:AB_2174962

(1:10) dilution,
on 0.2 mg/ml
lysates for Wes

Antibody anti-Syk p-Tyr525/6
(rabbit polyclonal)

Cell Signaling
Technology

#2711;
RRID:AB_2197215

(1:50) dilution,
on 0.2 mg/ml
lysates for Wes

Antibody anti-SH-PTP1/Shp-1
(rabbit polyclonal)

Santa Cruz sc-287 (C19);
RRID:AB_2173829

(1:1000)

Antibody anti-SH-PTP2/Shp-2
(rabbit polyclonal)

Santa Cruz sc-280 (C18);
RRID:AB_632401

(1:1000)

Antibody anti-phosphotyrosine
(mouse monoclonal)

Merck-Millipore 05–321,
clone 4G10;
RRID:AB_309678

(1:1000)

Antibody anti-human G6b-B
(mouse monoclonal)

other clone 17–4 10 mg/ml,
custom-made lab
reagent

Peptide,
recombinant
protein

purified human
IgG-Fc fragment

Bethyl
Laboratories

P80-104

Peptide,
recombinant
protein

recombinant Mouse
Syndecan-2/CD362
protein, CF

R&D
Systems

6585-SD-050

Peptide,
recombinant
protein

recombinant
human
Agrin protein,
N-terminal, CF

R&D
Systems

8909-AG-050

Peptide,
recombinant
protein

rec. human
laminin 111

Biolamina LN111-02

Peptide,
recombinant
protein

rec. human
laminin 411

Biolamina LN411-02

Peptide,
recombinant
protein

rec. human
laminin 421

Biolamina LN421-02

Peptide,
recombinant
protein

rec. human
laminin 511

Biolamina LN511-02

Continued on next page
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Continued

Reagent type
(species) or
resource Designation

Source or
reference Identifiers

Additional
information

Peptide,
recombinant
protein

rec. human
laminin 521

Biolamina LN521-02

Chemical
compound,
drug

heparan sulfate
proteoglycan

Sigma-Aldrich H4777 alternative
name: perlecan

Chemical
compound,
drug

heparin Iduron HEP001 https://iduron.co.uk/
product/Heparin-1

Chemical
compound,
drug

heparin
oligosaccharide
dp4

Iduron HO04 https://iduron.co.uk/
product/Heparin-1

Chemical
compound,
drug

heparin
oligosaccharide dp8

Iduron HO08 https://iduron.co.uk/
product/Heparin-1

Chemical
compound,
drug

heparin
oligosaccharide dp12

Iduron HO12 https://iduron.co.uk/
product/Heparin-1

Chemical
compound,
drug

heparin
oligosaccharide dp20

Iduron HO20 https://iduron.co.uk/
product/Heparin-1

Chemical
compound,
drug

2-O-
desulphated heparin

Iduron DSH001/2

Chemical
compound,
drug

6-O-
desulphated
heparin

Iduron DSH002/6

Chemical
compound,
drug

N desulphated
heparin

Iduron DSH003/N

Chemical
compound,
drug

N-desulphated re
N-acetylated
heparin

Iduron DSH004/Nac

Chemical
compound,
drug

heparan
sulphate

Iduron GAG-HS01

Chemical
compound, drug

HS fraction III
approx. mol.
wt. 9 kDa

Iduron GAG-HS III

Chemical
compound, drug

APAC Aplagon Oy

Chemical
compound, drug

heparinase III
(heparitinase I)
Flavobacterium
heparinum (EC 4.2.2.8)

AMSBiotechnology AMS.HEP-ENZ III

Chemical
compound, drug

Heparin"biotin
sodium salt

Sigma-Aldrich B9806-10MG

Chemical
compound, drug

fibronectin Cabiochem Cat #341631

Chemical
compound, drug

fibrinogen Enzyme Research
Laboratories

Fib 3 3496L

Chemical
compound, drug

collagen I Takeda 1130630 collagen reagens
horms

Chemical
compound, drug

Cultrex Mouse
Collagen IV

Trevigen 3410-010-01 purchased via
R & D Systems

Continued on next page
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Continued

Reagent type
(species) or
resource Designation

Source or
reference Identifiers

Additional
information

Chemical
compound, drug

Laminin from EHS
murine sarcoma
basement
membrane

Sigma-Aldrich L2020 refers to mouse
laminin-111 in
this study

Chemical
compound, drug

streptavidin Sigma-Aldrich S4762

Software Cell Profiler (2.2.0) Broad Institute http://
cellprofiler.org/ RRID:SCR_007358

Software Fiji PMID: 22743772 https://imagej.
net/Fiji;
RRID:SCR_002285

Mice
Mpig6b (Mpig6b–/–) and Mpig6bdiY/F knock-in (Mpig6bdiYF/diYF) mice were generated on a C57BL/6

background by Taconic Artemis (Cologne, Germany) as previously described (Geer et al., 2018;

Mazharian et al., 2012). Control mice were pure C57BL/6 (Mpig6b+/+), referred to as WT. All proce-

dures were undertaken with UK Home Office approval (project license No P46252127) in accordance

with the Animals (Scientific Procedures) Act of 1986.

Reagents and antibodies
See Key Resources Table for information on the sources of key reagents used in this study.

p-nitrophenyl phosphate (pNPP) and goat anti-human IgG–HRP antibody were obtained from
Sigma-Aldrich, Dorset, UK. The semisynthetic macromolecular conjugate of unfractionated heparin

and a human serum albumin, APAC, was from Aplagon Oy, Helsinki, Finland. Blocking medium

(2.5% horse serum) and 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) peroxidase substrate for

immunohistochemistry were purchased from Vector Laboratories, Peterborough, UK and 3,3,5,5 tet-

ramethylbenzidine (TMB) was from BD Biosciences, Wokingham, UK. Polyclonal phospho-specific

G6b-B antibodies were generated by Biogenes, Berlin, Germany. Phalloidin-Alexa 488 was from Invi-

trogen Life Technologies, Paisley, UK. All other antibodies and chemicals were either purchased or

generated as previously described (Mazharian et al., 2012).

Constructs
Recombinant proteins: the cDNA encoding the mouse G6b-B extracellular domain was amplified by

PCR using the primers GATC AAGCTT ATG GCC TTG GTC CTG CCG CTG (forward) and GATC

GGATCC ACT TAC CTG T CTC GTA CCC GTG GGT AGA TCC (reverse) from a mouse megakaryo-

cyte cDNA library template. The PCR product was cleaved using Hind III and Bam HI and ligated

into pCDNA3Ig, which was comprised of the genomic human IgG1 hinge-C2-C3 Fc region cloned

into the HindIII and Not I sites of pcDNA3. This creates a construct encoding the extracellular part of

G6b, spliced in frame with the IgG1 hinge, producing a G6b-B-Fc chimeric dimer. The resulting pro-

tein, mG6b-B-Fc, was expressed in COS-7 cells and then purified via affinity chromatography. The

human G6b-B-Fc dimer (hG6b-B-Fc) construct was produced using an identical approach to the

murine construct, using the primers GATC AAGCTT ATG GCT GTG TTT CTG CAG CTG (forward)

and GATC GGATCC ACTTACCTGT CTG GGG ATA CAC GGA CCC ATG (reverse). Similarly,

untagged monomeric G6b-B (residues 18–142) as well as His-tagged versions were produced —

human G6b-B (residues 18–142)-Fc-His6 (expressed as a homodimer) and human G6b-B (residues

18–142)-Fc-His6/Fc-streptagII (heterodimer, monomeric for G6b-B; Peak Proteins Limited, Alderley

Park) — for use in surface plasmon resonance measurements. All human constructs were expressed

transiently in HEK293-6E cells.
Cell culture: The cDNA encoding the full length of human G6b-B protein was amplified by PCR

from a human cDNA library. This PCR fragment was first cloned into the pCR-Blunt vector (Invitro-

gen), and then subcloned into the pCDNA3 vector, for the expression of untagged G6b-B in heterol-

ogous cell systems. Subsequently, the G6b-B mutant that is mutated in the potential heparin
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binding site (hG6b-B K54D/K58D/R60E/R61E) was generated with the Quick Change Site-directed

mutagenesis kit (Agilent Technologies, Stockport, UK).

Immunohistochemistry
Immunohistochemistry stainings were performed according to standard protocols. In brief, frozen

mouse tissue sections (Zyagen, San Diego, CA, USA) were thawed and washed once in phosphate

buffered saline (PBS). After blocking for 20 min (min) at room temperature (RT), tissues were incu-

bated with mG6b-B-Fc or human IgG-Fc fragment (negative control, 5 mg/ml in PBS) for 75 min at

RT. After three washing steps in PBS, slides were fixed in acetone/PFA for 4 min and endogenous

peroxidase was blocked with 3% H2O2 in methanol (5 min). Slides were incubated with anti-human

IgG–HRP antibody (1:600 in PBS, 0.1% Tween 20) and the signal developed with DAB substrate.

Subsequently, tissue sections were counterstained with hematoxylin. Images were acquired on a

Zeiss Axio Scan.Z1 (Zeiss, Cambridge, UK) equipped with an 3CCD color 2MP Hitachi 1200 ! 1600

HV-F202SCL camera, using a 10x (NA 0.45) or 20x (NA 0.8) plan apochromat air objective. Images

were acquired and exported with the Zeiss Zen software.

Femur sectioning and staining
Femurs of mice aged 6–12 weeks were sectioned and stained as described previously (Kawa-

moto, 2003; Semeniak et al., 2016). In brief, femora were isolated, fixed for 4 hr at 4˚C in 4% PFA

before being transferred along a sucrose gradient from 10%, 20% and 30%, each for 24 hr. Next,

femora were embedded in SCEM medium (Section lab, Hiroshima, Japan) and frozen at "80˚C until

sectioning. Megakaryocytes were stained with anti-GPIX-Alexa488 antibody, and CD105 was used

as an endothelial cell marker. Additional stainings were performed using antibodies against perle-

can. Corresponding secondary antibodies were used at a 1:300 dilution. Slides were mounted in Flu-

oromount G including DAPI (Thermo Fisher Scientific). Recording was performed using a Leica TCS

SP8 confocal laser scanning microscope (Leica, Wetzlar, Germany) with an 40x oil objective at 20˚C.

The numerical aperture (NA) of the objective lens was 1.3 and the software used for data acquisition

was LAS X (Leica). Subsequently, images were processed with ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA).

No 3D reconstruction, gamma adjustments or deconvolution were performed.
For reconstruction of whole femora sections, single images were taken with a resonant scanner

and digitally stitched using LAS X software.

Electron microscopy studies
Bone marrow samples obtained by flushing mouse femora with 0.1 M sodium cacodylate buffer

were fixed in 2.5% glutaraldehyde and embedded in Epon as described (Eckly et al., 2012). Thin

sections were stained with uranyl acetate and lead citrate, and examined under a JEOL 2100Plus

transmission electron microscope at 120 kV (Jeol, Tokyo, Japan). Megakaryocytes were counted on

whole transversal sections and the number of cells was expressed as a density per unit area (defined

as one square of the grid, i.e. 13 000 mm2). Megakaryocytes at stages I, II and III were identified

using distinct ultrastructural characteristics: stage I, a cell 10–50 mm in diameter with a large nucleus;

stage II, a cell 20–80 mm in diameter containing platelet-specific granules; stage III, a megakaryocyte

containing a well-developed demarcation membrane system defining cytoplasmic territories and a

peripheral zone. Samples from three mice of each genotype were examined in each case.

Pull-down and identification of the ligand
Venae cavae were dissected from wild-type mice and fat and connective tissue were removed. The

endothelial tissue was placed in lysis buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1

mM EDTA, 1% IGEPAL CA-630, 5 mM Na3VO4, 0.5 mM 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride

hydrochloride, 5 mg/ml leupeptin, 5 mg/ml aprotinin, 0.5 mg/ml pepstatin) and homogenized with a

PowerGen homogenizer (Fisher Scientific, Loughborough, UK). Lysates were centrifuged at

13,000 ! g for 10 min at 4˚C. Supernatants were collected and re-centrifuged under the same condi-

tions. Protein lysate was precleared with Protein G sepharose (PGS, 50% slurry) and human IgG-Fc

fragment by agitation for 1 hr at 4˚C. The lysate was then split into two samples which received

either mG6b-B-Fc or human IgG-Fc fragment (negative control). After 1.5 hr, PGS was added and

samples were agitated for another 1.5 hr at 4˚C. Finally, PGS was washed three times in lysis buffer
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and bound proteins were eluted by boiling the PGS pellet for 5 min in 40 ml 2x SDS sample buffer.

Samples were then resolved on a NuPage 4–12% Bis-Tris-Gradient Gel (Invitrogen), alongside

mG6b-B-Fc (additional negative control) and stained with colloidal coomassie. Bands appearing in

the mG6b-B-Fc pulldown, but not in the negative controls, were excised and subjected to mass

spectrometry analysis (Orbitrap, Thermo Fisher Scientific, Paisley, UK). Corresponding areas from

the control pulldown were cut and analyzed in parallel to account for background signals.

In vitro binding assay
Nunc MaxiSorp plates (Thermo Fisher Scientific) were coated overnight with 50 ml of substrates,

diluted in PBS (supplemented with 0.9 mM CaCl2 and 0.5 mM MgCl2 for laminins) at a concentration

of 5 mg/ml. Plates were washed three times with Tris buffered saline (TBS) containing 0.1% Tween 20

(TBS-T) and blocked for 1.5 hr at 37˚C with 2% fat free milk in TBS and 0.02% Tween 20. For heparin

immobilization, biotinylated heparin (5 mg/ml) was added to streptavidin-coated wells for 1 hr at RT

prior to the blocking step. After one washing step, recombinant G6b-B-Fc or human IgG-Fc frag-

ment (negative control) in 3% BSA in TBS-T was added and incubated for 2 hr at 37˚C. In competi-

tion assays, this incubation step was performed in the presence of the indicated compound. After

five washing steps, wells were incubated with HRP-conjugated anti-human IgG antibody for 1 hr at

RT at low agitation. Alternatively, monomeric, untagged G6b-B was incubated with anti-G6b-B anti-

body, and bound complexes were detected with HRP-conjugated anti-mouse IgG antibody. Plates

were washed seven times and the signals were developed with TMB. The reaction was stopped by

the addition of 2 M H2SO4 (50 ml/well) and absorbance at 450 nm and 570 nm (background) was

measured with a Versa max plate reader (Molecular Devices, Wokingham, UK).

Genome-wide cell-based genetic screening
The cell-based genome-wide genetic screen was performed essentially as described (Sharma et al.,

2018). In brief, 3 ! 107 Cas9-expressing HEK293 cells were transduced with a library of lentiviruses,

each encoding a single gRNA from a pool of 90,709 individual gRNAs targeting 18,009 human

genes at a low multiplicity of infection of 0.3 to increase the chances that each cell received a single

gRNA. Ten million lentivirally transduced cells were selected using a blue fluorescent protein (BFP)

marker three days after transduction using fluorescence-activated cell sorting. The sorted cells were

placed back into culture and further selected for five days with 2 mg/mL puromycin. On day nine

post transduction, 100 ! 106 cells were stained with a recombinant protein consisting of the entire

ectodomain of biotinylated human G6b-B clustered around phycoerythrin (PE)-conjugated streptavi-

din for an hour at room temperature. The cells were sorted using an XDP flow sorter and the BFP+/

PE- population collected, representing ~1% of the total cell population. A total of 600,000 cells were

collected from which genomic DNA was extracted, and gRNA sequences were amplified by PCR

before their abundances were determined by next generation sequencing. The enrichment of gRNA

sequences targeting specific genes in the sorted versus unsorted populations were quantified from

the sequence data using MAGeCK software (Li et al., 2014) as previously described (Sharma et al.,

2018).
FGFRL1 was used as a positive control for testing the KO of SLC35B2, as it is known to interact

with heparan sulfate (Trueb, 2011). Both G6b-B and FGFRL1 were produced as biotinylated proteins

in HEK293 cells by co-transfection with a plasmid encoding a secreted form of the Escherichia coli

biotin ligase, BirA (Bushell et al., 2008). The ectodomain of FGFRL1, aa 1–378, was subcloned from

the Origene plasmid sc123844 by PCR with KOD enzyme and primers containing the Not-AscI

restriction sites, and cloned into an expression vector containing a rat Cd4 domains 3 and 4 (CD3+4)

tag and biotinylatable sequence. Avid fluorescent binding forms of the proteins were generated by

conjugating the biotinylated recombinant ectodomain of FGFRL1 with streptavidin-PE. Parental and

cells in which SLC35B2 was targeted were stained with the fluorescent reagent as described before

(Sharma et al., 2018).

Surface plasmon resonance
The interaction of the recombinant heterodimeric (‘monomer’) and homodimeric (‘dimer’) human

G6b-B extracellular domain with different ligands was quantified using a BIAcoreTM 8K instrument

(GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Recombinant G6b-B proteins were immobilized on CM5 sensor

Vögtle et al. eLife 2019;8:e46840. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840 33 of 43

Research article Biochemistry and Chemical Biology Cell Biology



chips (GE Healthcare) via an Fc antibody using the Human Antibody Capture Kit (GE Healthcare).

Immobilization levels ranged from 7800 to 9000 response units (RU) for the Fc antibody and 3000 to

4000 RU for the G6b-B proteins. Single cycle kinetics (SCK) measurements were undertaken with

perlecan, heparin, fractionated HS and dp12. The analytes were injected in increasing concentrations

of 0.1, 1, 10, 100 and 1000 nM. Analytes were flowed over the immobilized G6b-B surface at 30 ml/

min with 60 s injection time and 60 s dissociation per concentration. In the ‘reversed configuration’,

biotinylated heparin, HS and perlecan were immobilized on streptavidin sensor chips (GE Health-

care); fractionated HS and perlecan were biotinylated using the Lightning-Link Biotinylation kit

(Innova Biosciences, Cambridge, UK). Immobilization levels of the biotinylated species were between

900 and 1000 RU. The SCK of ‘monomeric’ and ‘dimeric’ G6b-B were evaluated at 0.05, 0.5, 5, 50

and 500 nM. The analytes were flowed over the immobilized peptides at 10 ml/min with 180 s injec-

tion time and 360 s dissociation at each concentration. Data were collected from two replicates per

experiment type and analyzed using the BIA evaluation software (GE Healthcare). Sensorgrams were

double referenced prior to global fitting the SCK sensorgrams to one-to-one binding models in

order to determine the rate constant of association (kon) and dissociation (koff). Binding affinities (KD)

were calculated from the equation KD = koff/kon.

Theoretical modeling of G6b-B structure
The G6b-B ectodomain model was generated by submitting the amino acid sequence for G6b-B res-

idues 18–142 to the RaptorX Structure Prediction server (http://raptorx.uchicago.edu/)

(Källberg et al., 2012). Subsequent modeling of the K54D, K58D, R60E, R61E G6b-B mutants and

all molecular graphics figure generation was carried out using PyMOL (The PyMOL Molecular

Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC.). The electrostatic surfaces of both wild-type and

mutant G6b-B models were calculated using the APBS suite (Jurrus et al., 2018).

Crystallography
Production of recombinant G6b-B and the anti-G6b-B Fab fragment. The G6b-B extracellular domain

(ECD) construct encompassing residues 18–133 which include the mutations N32D, S67A, S68A,

S69A, T71A was expressed in mammalian HEK293 cells and purified by cation exchange and size-

exclusion chromatography. The N32D mutation was used to remove the single potential N-linked

glycosylation site that we showed by SDS-PAGE and mass spectrometry to be partially utilized.

Intact mass spectrometry also revealed that after having made the N32D mutation, the measured

mass of the protein was 948 Da greater than expected, a mass that is consistent with a common

O-linked oligosaccharide, 2x sialic acid, galactose, N-acetyl galactosamine. The O-glycosylation was

located using TOF-mass spectrometry of a chymotryptic digest of a region encompassing residues

66–80 with the sequence ASSSGTPTVPPLQPF. Each of the five potential sites was mutated to Ala

individually in tandem with N32D. This showed that the predominant site was T73, although other

Ser or Thr residues could be modified to a lesser degree. Finally, two constructs were made and

tested for crystallization, one with four residues mutated to Ala but leaving T73 and one with all five

residues mutated to Ala. The construct with four changes crystallized more readily and enabled us

to solve the structure. The recombinant anti-G6b-B Fab fragment was also produced in HEK cells,

synthetic genes for light and heavy chains were obtained from Invitrogen GeneArt. The G6b-B ECD-

Fab complex was formed by incubating the components together for 2 hr at room temperature with

G6b-B ECD in a 1.5 molar excess, and the complex was subsequently purified by size-exclusion chro-

matography. Protein was concentrated to 12 mg/ml in 20 mM Hepes (pH 7.1) and 75 mM NaCl, and

finally incubated with 2 mM (10-fold molar excess) of the heparin oligosaccharide dp12 for 1 hr at 4˚

C prior to setting up the crystallization experiment.
Production of crystals and solving of structure. Crystals were grown by vapor diffusion at 20˚C in

50 mM MES (pH 6.2), 10% PEG 550MME, 5% v/v glycerol, and 50 mM CaCl2, and appeared within 3

days. Crystals were harvested straight out of the growth drop and cryo-cooled in liquid nitrogen.

X-ray diffraction data were collected at 100K on beamline I03 at Diamond Light Source and proc-

essed using XDS (Kabsch, 2010) and Aimless (Evans and Murshudov, 2013) via AutoPROC

(Vonrhein et al., 2011). The crystal was in space group C2 with the cell dimensions of a = 183.80 Å,

b = 72.34 Å, c = 131.04 Å, b = 124.52˚, and extended to 3.1 Å resolution (Table 2).
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The structure was initially solved by molecular replacement using the program Phaser
(McCoy et al., 2007) and with a model of the Fab fragment generated from the PDB structure 4K2U

(Chen et al., 2013) as the search model. This resulted in the placement of two Fab molecules in the

asymmetric unit (Phaser Z-score after translation search = 10.2). Examination of the resulting elec-

tron density maps showed substantial unmodeled density in the vicinity of the CDR regions of both

Fab molecules, which were interpreted as bound G6b-B ECD. Multiple rounds of model building in

Coot (Emsley and Cowtan, 2004) and refinement using Refmac5 (Murshudov et al., 1997) resulted

in a model encompassing about 90% (101 out of 116 residues) of the of G6b-B ECD chain. Residual

density at that stage was identified as a single molecule of dp12-bound heparin, with the density

covering 8 of the 12 saccharide units in dp12.
The final model represents a complex of G6b-B ECD, dp12 and Fab fragment chains in the ratio

2:1:2, respectively. The refined structure of G6b-B ECD chain has observable electron density for res-

idues Pro19 to Thr38, Arg43 to Arg83 and Ile91 to Cys129. The G6b-B ECD, as expected, is shown

to be a member of the IgV superfamily, with the solved structure comprising two antiparallel b-

sheets formed by strands ABDE and A0CC0FG. There is also evidence from the electron density for

O-linked glycosylation at Thr73 in both copies of the G6b-B ECD. Final refinement statistics for the

G6b-B ECD-dp12-Fab dimer complex are given in Table 2.

Size chromatography of G6b-B ECD
The G6b-B ECD protein encompassing residues 18–133 (N32D, S67A, S68A, S69A, T71A) was either

analyzed immediately, or after incubation with heparin oligosaccharide dp12. A Superdex 75 10/300

GL column (GE Healthcare) was both equilibrated and run in 20 mM Hepes (pH 7.1) and 75 mM

NaCl. dp12 was added to the G6b-B ECD at a 4-fold molar excess (150 mM final concentration).

After the addition of dp12, the sample was aspirated gently and incubated for 90 min on ice, prior

to SEC analysis. Columns were run at 0.3 ml/min, and 400 ml of G6b-B ECD samples were loaded

(200 mg). A calibration curve was prepared in the same buffer using conalbumin (75 kDa), ovalbumin

(44 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), ribonuclease A (13.7 kDa) and aprotinin (6.6 kDa) (LMM gel

filtration standard kit, GE Healthcare). This calibration curve was then used to estimate the molecular

weight of both G6b-B ECD and G6b-B ECD +dp12 in order to determine their polymeric states.

Flow-cytometric analysis of heparin binding in transfected CHO cells
A5 CHO cells were kindly provided by Ana Kasirer-Friede and Sanford Shattil (University of Califor-

nia, San Diego). A test for mycoplasma contamination was negative. Transfections of WT or mutant

hG6b-B into CHO cells were carried out in 6-well plates (3 ! 105 cells in 2 ml DMEM medium, sup-

plemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM glutamin) using polyethylenimine (Sigma-Aldrich) as

described (Ehrhardt et al., 2006). Cells were harvested 2 days after transfection by detaching them

with accutase, and resuspended in PBS containing 0.2 mg/ml BSA and 0.02% sodium azide. Cells

were incubated with heparin-biotin (10 mg/ml) and mouse anti-human G6b-B antibody for 45 min at

RT, washed twice, and incubated with streptavidin-PE (BD Biosciences) and anti-mouse-alexa488

antibody (Invitrogen). Cells were fixed with 1% formaldehyde and analyzed on a BD FACSCalibur

(BD Biosciences).

Aggregometry
Platelet rich plasma (PRP) was prepared from blood collected from healthy drug-free volunteers as

described previously (Dawood et al., 2007). Donors gave full informed consent according to the

Helsinki declaration. Ethical approval for collecting blood was granted by Birmingham University

Internal Ethical Review (ERN_11–0175 and ERN_15–0973). In brief, 9 volumes of blood were col-

lected into 1 vol of 4% (w/v) sodium citrate solution. Blood was centrifuged at 200 ! g for 20 min at

RT and PRP was collected. Platelet aggregation was measured using a lumi-aggregometer (Chrono-

Log, Abingdon on Thames, UK, Model 700).

Platelet adhesion assay
This assay was performed as described previously (Bellavite et al., 1994). In brief, Nunc MaxiSorp

plates were coated overnight with 50 ml of substrates, diluted in PBS at a concentration of 10 mg/ml,

except for collagen which was used at 2.5 mg/ml. Plates were then washed three times and blocked
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with 2% BSA in PBS for 1 hr at 37˚C. After washing, 50 ml heparinase III (5 mU/ml) or buffer (20 mM

Tris-HCl (pH 7.5), 0.1 mg/ml BSA and 4 mM CaCl2) were added to each well and incubated for 1.5

hr. After three washing steps, 50 ml of platelet suspension modified Tyrode’s buffer, prepared as

previously described (Pearce et al., 2004), at a concentration of 1 ! 108/ml were added and incu-

bated for 1 hr at 37˚C. After three washing steps with PBS, 140 ml of substrate solution was added to

each well and incubated on a rocker at RT for 40 min. Then, 50 ml of 3M NaOH was added and the

signal was quantified 5 min later by measuring the absorbance at 405 nm and 620 nm (background).

Percentage of adhesion was calculated by normalizing the measured ODs to the signal obtained by

directly lysing 50 ml of platelet suspension.

Flow cytometric analysis of platelet activation
5 ml staining solution, containing 1.5 mg fibrinogen-Alexa488 conjugate (Invitrogen) and 1 mg of anti-

TLT-1-Alexa 647 antibody (Biotechne, Abingdon, UK) and 5 ml of whole blood were provided in a

well of a 96-well plate. Stimulation was started by adding 40 ml of heparin, APAC (0.05 mM final con-

centration) or buffer, with or without CLEC-2 antibody (3 mg/ml final concentration; Bio-Rad, Oxford,

UK). The plate was incubated in the dark for the indicated time and the reaction was stopped by

addition of 200 ml 1% ice-cold formalin. Samples were analyzed on a BD Accuri flow cytometer. Pla-

telets were gated using forward and side scatter.

Preparation and culture of mouse megakaryocytes
Megakaryocytes were prepared as previously described (Dumon et al., 2006; Mazharian et al.,

2011). In brief, bone marrow cells were obtained from mouse femurs and tibias by flushing, and cells

expressing lineage-specific surface markers (CD16/CD32, Gr1, B220, or CD11b) were depleted using

immunomagnetic beads (sheep anti-rat IgG Dynabeads, Invitrogen). The remaining population was

cultured in 2.6% serum-supplemented StemPro medium with 2 mM L-glutamine, penicillin/strepto-

mycin, and 20 ng/mL of murine stem cell factor at 37˚C under 5% CO2 for 2 days, and for a further 4

days in the presence of stem cell factor and 50 ng/mL thrombopoietin (37˚C, 5% CO2). Mature meg-

akaryocytes were then enriched using a 1.5%/3% bovine serum albumin gradient under gravity (1 g)

for 45 min at room temperature.

Microscopical analysis of platelet and MK adhesion
Glass Coverslips (5 mm diameter) were incubated with 50 ml of perlecan (25 mg/ml), fibrinogen (25

mg/ml) or both overnight at 4˚C. Surfaces were then blocked with denatured BSA (5 mg/ml) for 1 hr

at room temperature. After washing, 50 ml heparinase III (12.5 mU/ml) or buffer were added to each

well and incubated for 1.5 hr at 37˚C. Platelets (2 ! 107/ml, 50 ml) were transferred to the slides and

incubated at 37˚C for 45 min in a humid atmosphere. Mature megakaryocytes (6 ! 103/ml, 100 ml)

were incubated for 5 hr. Non-adherent cells were removed by gently washing wells with PBS and

adherent cells were fixed with 3.7% paraformaldehyde and permeabilized with 0.2% Triton-X 100 in

water. MKs were stained with tubulin-antibody for 1 hr followed by anti-mouse-Alexa-488 and rhoda-

min-conjugated phalloidin for 30 min, and coverslips were mounted onto microscope slides for

imaging using or Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen). Platelets were stained with phalloidin-

Alexa-488 for 1 hr and coverslips were mounted using Hydromount (National Diagnostics, Notting-

ham, UK). Images were captured by a Zeiss Axio Observer.Z1/7 epifluorescence microscope using

ZEN Software and 20x (MK) or 63x oil immersion (platelet) plan apochromat objectives.
For platelets, each coverslip was imaged in three random areas. For analysis, the central quarter

of each field of view was cropped (1024 ! 1024 pixels) and ilastik pixel classifier software was used

to outline a binary segmentation (Sommer et al., 2011). To distinguish touching platelets, KNIME

analytic platform was used to identify the centre of individual platelets manually (Berthold et al.,

2009). These coordinates were used to produce the final segmentation of individual platelets, and

platelet size was subsequently calculated.
For MK, three tiles of 3 ! 3 images were acquired per coverslip. Average surface area per cell

was calculated by analyzing total surface area and number of cells per image by using ImageJ. Both,

imaging and analysis were performed blinded.
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Western blotting and immunoprecipitation
Washed human or mouse platelets (5 ! 108/ml) in the presence of 10 mM integrilin or lotrafiban
(integrin aIIbb3 inhibitors), respectively, were incubated with the respective compound under stirring
conditions (1200 rpm, 37˚C) for the indicated time. Platelets were lysed by the addition an equal vol-
ume of ice cold 2 x lysis buffer and insoluble cell debris was removed by centrifugation for 10 min at
13,000 x g, at 4˚C.

For immunoprecipitations, whole cell lysates (WCLs) were precleared using protein A Sepharose
(Sigma-Aldrich) for 30 min at 4˚C. G6b-B was immunoprecipitated from collagen-WCLs with anti-
G6b-B antibody and protein A sepharose overnight at 4˚C as previously described (Mazharian et al.,
2012).

WCLs were either boiled in SDS-loading buffer and analyzed by SDS-PAGE (NuPage 4–12% Bis-
Tris-Gradient Gel) and traditional western blotting or, for quantitative analysis, analyzed with an
automated capillary-based immunoassay platform (Wes, ProteinSimple, San Jose, USA), according
to the manufacturer’s instructions. Briefly, WCLs were diluted to the required concentration with
0.1X sample buffer, then prepared by adding 5X master mix containing 200 mM dithiothreitol (DTT),
5 ! sample buffer and fluorescent standards (Standard Pack 1, PS-ST01-8) and boiled for 5 min at
95˚C. Samples, antibody diluent 2, primary antibodies and anti-rabbit secondary antibody,
together with luminol S-peroxide mix and wash buffer, were displaced into Wes 12–230 kDa prefilled
microplates (pre-filled with separation matrix 2, stacking matrix 2, split running buffer two and matrix
removal buffer, SM-W004). The microplate was centrifuged for 5 min at 2500 rpm at room tempera-
ture. To start the assays, the capillary cartridge was inserted into the cartridge holder and the micro-
plate placed on the plate holder. To operate Wes and to analyze results, Compass Software for
Simple Western was used (version 3.1.7, ProteinSimple). Separation time was set to 31 min, stacking
loading time to 21 s and sample loading time to 9 s. Primary antibodies were incubated for 60 min
and the High Dynamic Range (HDR) profile was used for detection. For each antibody, a lysate dilu-
tion experiment was performed first to confirm the optimal dynamic range of the corresponding pro-
tein on Wes. This was followed by an antibody optimization experiment to compare a range of
dilutions and to select an antibody concentration that was close to saturation level to allow a quanti-
tative comparison of signals between samples. The optimized antibody dilutions and final lysate con-
centrations were as indicated in the key resources table.

Statistical analysis
All data are presented as mean ± standard deviation (SD). Statistical significance was analyzed by
one-way or two-way ANOVA, followed by the appropriate post hoc test, as indicated in the figure
legend, using GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA).
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Medical Research Council Confidence in Concept
2018

Timo Vögtle
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Vögtle et al. eLife 2019;8:e46840. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.46840 39 of 43

Research article Biochemistry and Chemical Biology Cell Biology



Hayes V, Lebedeva
T, Liu Q, Poncz M,
Arepally G, Cines D
B, Greene M I

Dahms S O, Mayer
M C, Roeser D,
Multhaup G, Than
M E

2015 X-ray structure of the amyloid
precursor protein-like protein 1
(aplp1) e2 domain in complex with
a heparin dodecasaccharide

https://www.rcsb.org/
structure/4RDA

Protein Data Bank,
4RDA

Fukuhara N, Howitt
J A, Hussain S A,
Hohenester E

2008 Drosophila Robo IG1-2 (monoclinic
form)

https://www.rcsb.org/
structure/2VRA

Protein Data Bank,
2VRA

Pellegrini L, Burke
D F, von Delft F,
Mulloy B, Blundell T
L

2000 Crystal structure of a ternary fgf1-
fgfr2-heparin complex

https://www.rcsb.org/
structure/1E0O

Protein Data Bank,
1E0O

Schlessinger J,
Plotnikov A N,
Ibrahimi O A, Eli-
seenkova A V, Yeh
B K, Yayon A,
Linhardt R J, Mo-
hammadi M

2000 Crystal structure of a ternary fgf2-
fgfr1-heparin complex

https://www.rcsb.org/
structure/1FQ9

Protein Data Bank,
1FQ9

References
Abbott DW, van Bueren AL. 2014. Using structure to inform carbohydrate binding module function. Current
Opinion in Structural Biology 28:32–40. DOI: https://doi.org/10.1016/j.sbi.2014.07.004, PMID: 25108190

Battaglia C, Mayer U, Aumailley M, Timpl R. 1992. Basement-membrane heparan sulfate proteoglycan binds to
laminin by its heparan sulfate chains and to nidogen by sites in the protein core. European Journal of
Biochemistry 208:359–366. DOI: https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.1992.tb17195.x, PMID: 1521532

Bellavite P, Andrioli G, Guzzo P, Arigliano P, Chirumbolo S, Manzato F, Santonastaso C. 1994. A colorimetric
method for the measurement of platelet adhesion in microtiter plates. Analytical Biochemistry 216:444–450.
DOI: https://doi.org/10.1006/abio.1994.1066, PMID: 8179202

Bergmeier W, Hynes RO. 2012. Extracellular matrix proteins in Hemostasis and thrombosis. Cold Spring Harbor
Perspectives in Biology 4:a005132. DOI: https://doi.org/10.1101/cshperspect.a005132, PMID: 21937733

Berthold MR, Cebron N, Dill F, Gabriel TR, Kötter T, Meinl T, Ohl P, Thiel K, Wiswedel B. 2009. KNIME-the
Konstanz information miner: version 2.0 and beyond. AcM SIGKDD Explorations Newsletter 11:26–31.
DOI: https://doi.org/10.1145/1656274.1656280

Bix G, Iozzo RA, Woodall B, Burrows M, McQuillan A, Campbell S, Fields GB, Iozzo RV. 2007. Endorepellin, the
C-terminal angiostatic module of Perlecan, enhances collagen-platelet responses via the alpha2beta1-integrin
receptor. Blood 109:3745–3748. DOI: https://doi.org/10.1182/blood-2006-08-039925, PMID: 17197432

Boraston AB, Bolam DN, Gilbert HJ, Davies GJ. 2004. Carbohydrate-binding modules: fine-tuning
polysaccharide recognition. Biochemical Journal 382:769–781. DOI: https://doi.org/10.1042/BJ20040892,
PMID: 15214846
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Formation of blood platelets: mechanisms involved in 

megakaryocytes intravasation across medullar sinusoids.  

Blood platelets are vital for the prevention of bleeding. A key and still poorly 

understood step in their formation is the passage of their precursors, megakaryocytes (MKs), 

through the endothelial barrier of the medullary sinusoids, to release cytoplasmic fragments 

into the blood, which will remodel into platelets. The aim of the present thesis is to understand 

the cellular and molecular mechanisms involved in the intravasation of MKs.  

In the first part, I characterized the invasive protrusions emitted in situ by MKs at the 

sinusoidal contact. These protrusions can invaginate deep into the endothelium until they 

cross it, leading MKs to take a transcellular route to the circulation. These structures, 

connected by a lateral actomyosin network, adopt a collective, interconnected organization, 

allowing MKs to perforate the endothelium at multiple points. The essential role of the 

actomyosin cytoskeleton in the in vivo organization of podosomes has been confirmed by 

analyzing the impact of Arp2/3 complex or myosin IIA deficiency in the megakaryocytic 

lineage. In the second part of the thesis, we focused on the role of integrins in MKs 

ŝŶƚƌĂǀĂƐĂƚŝŽŶ�ďǇ�ƵƐŝŶŐ�ɴϭ�ĂŶĚ�ɴϯ�ŝŶƚĞŐƌŝŶ�ĚĞĨŝĐŝĞŶƚ�ŵŝĐĞ͕�ĚĞŵŽŶƐƚƌĂƚŝŶŐ�ƚŚĂƚ�ƚŚĞǇ�ƉƌĞǀĞŶƚ�ƚŚĞ�
passage of whole MKs through the sinusoids. Integrins control MKs intravasation by mediating 

their anchoring in the extracellular matrix and by modulating the physical and structural 

properties of their nuclei. Finally, in the third part of the thesis, we evaluated the contribution 

of metalloproteinases in the process of MKs intravasation. By investigating the bone marrow 

of MT1-MMP deficient mice, we demonstrated that this enzyme was not required for 

podosome formation and basement membrane passage. More generally, our data reveal that 

mature MKs from marrow do not have matrix degradation activity and that MMP activity is 

not required for platelet formation in vivo.   

Our work has improved our understanding of a key step in thrombopoiesis, the 

transmigration of MKs through the sinusoids of the bone marrow. Many cell types elaborate 

these structures, including invasive cancer cells, macrophages and osteoclasts. This work 

therefore offers wider perspectives in cell biology. It provides insights into the mechanisms of 

intravasation of other blood cells as well as in a more pathological context of tumor cells. 

 

Keywords: Megakaryocytes, bone marrow, platelets production, podosomes, integrins, 

metalloproteases 
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Formation des plaquettes sanguines : étude des mécanismes 
d’intravasation des mégacaryocytes au travers des sinusoïdes 

médullaires. 

  
Les plaquettes sanguines sont vitales pour la prévention des hémorragies. Une étape 

clé et encore mal comprise dans leur formation est le passage de leurs précurseurs, les 

mégacaryocytes (MK) au travers de la barrière endothéliale des sinusoïdes médullaires, 

permettant de libérer des fragments cytoplasmiques dans le sang, lesquels se remodèleront 

ensuite en plaquettes dans la circulation. L’objectif de cette thèse a été de comprendre les 

mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans l’intravasation des MKs.               

Dans la première partie, j’ai montré que les protrusions émises in situ par les MKs au 

contact des sinusoïdes sont des podosomes. Les podosomes s’invaginent profondément dans 

l’endothélium jusqu’à le traverser, permettant aux MKs d’emprunter une voie transcellulaire 

vers la circulation. Ils sont reliés par un réseau secondaire d’actomyosine, adoptant ainsi une 

organisation collective, interconnectée, permettant aux MKs de perforer l’endothélium en de 

multiples points. Le rôle essentiel du cytosquelette d’actomyosine dans la structuration des 

podosomes in vivo, a pu être confirmé en analysant l’impact des déficits en complexe Arp2/3 

ou en myosine IIA dans la lignée mégacaryocytaire. Dans la deuxième partie de la thèse, nous 

nous sommes intéréssés au rôle des intégrines dans l’intravasation des MKs par l’utilisation 

de souris déficientes en intégrines β1 et β3. L’observation de la moelle de ces souris a mis en 

lumière le rôle essentiel des intégrines dans la prévention du passage de MKs entiers au 

travers des sinusoïdes. Les intégrines contrôlent l’intravasation des MKs en permettant leur 

ancrage dans la matrice extracellulaire et en modulant les propriétés physiques et structurales 

de leurs noyaux. Enfin, dans la troisième partie de la thèse, nous avons évalué la contribution 

des métalloprotéases dans ce processus. L’étude de la moelle osseuse de souris déficientes 

en MT1-MMP, nous a permis de démontrer que cette enzyme n’était pas nécessaire dans la 

formation des podosomes et au passage de la lame basale. Plus globalement, nos données 

révèlent que les MKs matures issus de la moelle n’ont pas d’activité de dégradation de la 

matrice et que l’activité des MMPs n’est pas nécessaire dans la formation des plaquettes in 
vivo.  

L'ensemble de nos résultats permet une meilleure compréhension des mécanismes 

cellulaires et moléculaires impliqués dans l'intravasation des MKs en identifiant l'un de ses 

principaux acteurs : le podosome.  De nombreux types cellulaires forment ces structures 

d’adhésion particulières. Ce travail ouvre ainsi des perspectives plus larges en Biologie 

Cellulaire. Il amène des pistes pour explorer les mécanismes d’intravasation des autres cellules 

sanguines en générale ou dans un contexte plus pathologique de cellules tumorales.  

 

Mots clés : Mégacaryocytes, moelle osseuse, production plaquettaire, podosome, intégrines, 

métalloprotéases 
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