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Titre : Etude du rôle des sites de contact membranaires mediés par VAPA dans la migration 
cellulaire collective 
 
 
Résumé : La migration cellulaire collective est impliquée dans de nombreux processus physio-
pathologiques, dont le cancer. Il est maintenant clairement établi que la capacité des cellules 
épithéliales cancéreuses à migrer en groupe participe activement aux processus 
métastatiques dans différents types de cancer d'origine épithéliale. L'objectif de ma thèse est 
de comprendre l'implication de la protéine VAPA (VAMP-Associated-Protein A) dans la 
migration collective des cellules cancéreuses. VAPA régule la formation des sites de contact 
membranaires (SCM) qui sont des appositions de deux membranes, distantes de 10 à 30nm, 
impliquant généralement la membrane du réticulum endoplasmique (RE) et celle d'un autre 
organite. Les SCM régulent les échanges de lipides et de calcium. Nous avons émis l'hypothèse 
que VAPA, à travers la régulation de l'assemblage des SCM entre le RE et la MP, pourrait 
influencer le transfert de phosphoinositides et par conséquent la migration. Les résultats que 
j'ai obtenus montrent que VAPA est un acteur essentiel de la motilité des cellules cancéreuses, 
en la régulant à différents niveaux. Les cellules Caco2, d'adénocarcinome colorectal, déplétées 
pour VAPA (VAPA KO), montrent des défauts importants de migration collective et 
individuelle. L'organisation du cytosquelette d'actine, les adhésions focales et la dynamique 
de protrusions à l'avant des cellules VAPA KO sont affectés. Malgré la présence toujours 
importante de sites de contact membranaires dans ces cellules, j'observe un turnover des 
phosphoinositides beaucoup moins important à la membrane plasmique à l'avant des cellules, 
corrélé à une activité protrusive plus stable. En conclusion, cette étude fait émerger le rôle 
des SCM dans la migration cellulaire. 
 
 
Mots clefs : Migration cellulaire, adhésions focales, SCM, phospholipides, VAPA 
 
 
Title: The Role of VAPA mediated membrane contact sites in collective cell migration 
 
 
Abstract : Collective cell migration is a physiopathological process crucial during 
development, wound healing and cancer. It has been well established that collective 
migration of epithelial cancer cells participates actively in metastatic processes. The 
objectives of my PhD is to understand the role of the protein VAPA (VAMP-Associated-
Protein A) in the regulation of the collective cancer cell migration. VAPA regulates the 
formation of Membrane Contact Sites (MCS) defined as close appositions of 10 to 30 nm 
involving the membrane of the endoplasmic reticulum (ER) and the membrane of another 
organelle. MCS regulate lipid and calcium exchanges in cells. By regulating MCS assembly, 
we hypothesised that VAPA could regulate lipids exchanges and thereby collective cell 
migration. My PhD work showed that VAPA is a crucial actor of cancer cell motility. CaCo2 
cells, from human colorectal adenocarcinoma, depleted for VAPA (VAPA KO) exhibited 
several collective and individual migration defaults. Actin cytoskeleton organisation, focal 
adhesions and protrusions dynamics in VAPA KO cells were perturbed. Despite the presence 
of numerous MCS in absence of VAPA, I observed defaults of phosphoinositides distributions 
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at the plasma membrane correlating with more stable protrusive activity. To conclude, this 
study is demonstrating for the first time the implication of MCS in regulating cell migration. 
 
 
Keywords: Cell migration, Focal Adhesions, Membrane Contact Sites, phospholipids, VAPA 
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Introduction 
 

I. La dynamique des Adhésions Cellule-Matrice au cours de la migration  

 

1.Définition de la migration cellulaire 

 

1.1 Rôles physiologiques et pathologiques de la migration cellulaire 

 

La migration ou motilité cellulaire se définit comme étant le déplacement d’une cellule ou 

d’un groupe de cellules dans son environnement au cours du temps. La migration cellulaire 

est un processus dont les structures et les mécanismes moléculaires la régulant sont 

complexes. Ce phénomène se met en place en réponse à des signaux chimiques et/ou 

mécaniques extérieurs, qui vont activer des voies de signalisation spécifiques(Mierke, 2020, 

Mak et al., 2016). L’importance physiologique de la motilité cellulaire s’établit à différents 

niveaux. Par exemple, aux stades précoces du développement embryonnaire 

(morphogenèse), les cellules s’organisent spatialement les unes par rapport aux autres pour 

former les feuillets embryonnaires qui établiront par la suite les tissus et les organes (Aman 

and Piotrowski, 2010,Friedl and Gilmour, 2009). Il peut s’agir des cellules de la crête neurale 

ou des PGCs (primordial germ cell) chez le poisson zèbre. Le cas d’une plaie ouverte, où les 

cellules connectives migrent pour réparer et refermer le tissu endommagé est une autre 

illustration de l’importance de ces capacités migratoires (Friedl and Gilmour, 2009). La 

motilité cellulaire joue aussi un rôle crucial lors de la réponse immunitaire, lorsque par 

exemple les neutrophiles ou les macrophages se déplacent rapidement sur les lieux 

d’infections pour lutter contre des agents pathogènes (Pizzagalli et al., 2021). Il est 

intéressant de noter que la migration cellulaire peut aussi être associée à des pathologies. 

En effet, certaines cellules cancéreuses accumulent des mutations génétiques qui peuvent 

perturber la régulation de la migration. Ces cellules peuvent métastaser à travers un 

organisme et envahir plusieurs tissus. Cette capacité à migrer de manière anormale est 

associée à l’agressivité du cancer.  Des syndromes inflammatoires ou une 

immunodépression peuvent aussi être engendrés par des perturbations de la migration 

cellulaire (Worbs et al., 2017) .   
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1.2 Les différents types de migration 

 Plusieurs types de migration ont été décrits et classifiés selon un certain nombre de 

paramètres moléculaires et morphologiques. Cette classification comprend la manière dont 

le cytosquelette s’organise, la polarité de la cellule, la présence d’adhésions cellules-matrice, 

les forces appliquées sur le substrat, ainsi que les diverses modifications du tissu dans lequel 

les cellules se déplacent (Friedl and Wolf, 2010). On distingue deux grandes catégories de 

migration : i) La migration cellulaire isolée et ii) la migration cellulaire collective. Ces deux 

types de migration ont la capacité d’évoluer en 2D et en 3D en fonction de l’environnement 

et des signaux perçus. 

1.2.1 La migration isolée amiboïde et mésenchymateuse  

 

La migration cellulaire isolée se caractérise par le déplacement d’une cellule individuelle 

dans son environnement. On distingue deux principaux types de migration isolée, la 

migration mésenchymateuse et la migration amiboïde. Ces deux modes de migration ne sont 

pas strictement prédéfinis pour un type cellulaire. En effet, la plasticité cellulaire intrinsèque 

permet à une même cellule de fluctuer d’un type de migration à l’autre (Friedl and Wolf, 

2010,,Panková et al., 2010). Au cours de ces deux types de migration, le cytosquelette 

d’actine joue un rôle central. Il s’organise dans l’espace et dans le temps pour générer des 

forces qui permettront à la cellule de se déplacer.  

 Migration amiboïde  

La migration amiboïde a été particulièrement bien caractérisée chez Dictyostelium 

discoideum, et de nombreuses cellules sont capables d’adopter ce type de migration comme 

les lymphocytes, les neutrophiles, et certaines cellules cancéreuses. La migration amiboïde 

est définie principalement comme le mouvement rapide de cellules arrondies ou 

ellipsoïdales qui ne présentent pas (ou peu) d’adhésions avec la matrice extracellulaire 

(Fackler and Grosse, 2008,,Lämmermann and Sixt, 2009).Ce type de migration se caractérise 

également par l’absence de dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire dans un 

environnement en 3D (Fackler and Grosse, 2008). Les cellules de morphologie ronde 

forment des structures protrusives, indépendamment de la polymérisation de l’actine, que 
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l’on appelle « bleb » (Fackler and Grosse, 2008). Le cortex d’actine se situant sous la 

membrane plasmique est très contractile. Cette contractilité est à l’origine d’une importante 

pression hydrostatique exercée sur le cytoplasme (Charras et al., 2005). De manière 

aléatoire, un détachement local du cortex d’actine de la membrane plasmique ou une 

rupture du cortex peut avoir lieu. Le cytoplasme sous pression va alors exercer une forte 

pression sur la membrane plasmique et générer rapidement un bleb de forme arrondie 

(Charras et al., 2005,,Cunningham, 1995). Puis, le cortex d’actine va se refermer au niveau 

du bleb et sous l’influence de la contractilité de l’actomyosine ce bleb va se rétracter 

lentement (Charras et al., 2005). La cellule répètera ces cycles de protrusions rapides et de 

rétractions lentes du bleb et pourra ainsi se déplacer. 

Migration mésenchymateuse 

La migration mésenchymateuse est caractérisée par la migration de cellules polarisées, de 

morphologie allongée, qui s’attachent au substrat par l’intermédiaire d’adhésions avec la 

matrice extracellulaire (Lauffenburger and Horwitz, 1996,Trepat et al., 2012,,Le Clainche and 

Carlier, 2008) (Figure 1). Dans certains cas, généralement lors de la migration 3D, la 

dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) par des métalloprotéases est nécessaire 

pour que la cellule puisse se mouvoir dans son environnement. Pour avancer, les cellules 

forment des protrusions qui dépendent de la polymérisation de l’actine (Lauffenburger and 

Horwitz, 1996,,Trepat et al., 2012,,Le Clainche and Carlier, 2008).  La mise en place de ce type 

de migration suit différents stades (Figure 1). 

-i) La cellule établit une polarité asymétrique associée à une différence structurelle et 

moléculaire entre l’avant et l’arrière. A l’avant, la polymérisation de l’actine branchée 

engendre une force sous la membrane plasmique qui génère des structures protrusives, 

comme les lamellipodes (Pollard and Borisy, 2003). La formation de protrusions 

s’accompagne d’une redistribution des récepteurs des signaux chemo-attractant et/ou des 

intégrines qui se concentrent vers l’avant de la cellule(Sullivan et al., 1984,,Lawson and 

Maxfield, 1995,,Schmidt et al., 1993). ii) Au niveau des lamellipodes, le regroupement des 

intégrines permet la formation d’adhésions cellule-matrice qui se lient au cytosquelette 

d’actine (Izzard and Lochner, 1980,,Regen and Horwitz, 1992). Les adhésions naissantes 

apparaissent comme de petits agrégats instables à l’avant de la cellule, dont la majorité se 

désassemble pour former de nouvelles adhésions. Au fur et à mesure que la cellule migre, 
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l’autre partie des adhésions naissantes se stabilise, se lie à l’actine et leur taille augmente 

avec le temps jusqu’à leur désassemblage qui peut avoir lieu à l’avant ou à l’arrière de la 

cellule (Izzard and Lochner, 1980,,Regen and Horwitz, 1992). Ces adhésions servent de points 

d’ancrages de la cellule à la MEC. iii) Elles permettent aussi la transmission de forces de 

traction sur la MEC pour stimuler le déplacement du corps cellulaire dans le sens de 

migration (Ananthakrishnan and Ehrlicher, 2007). Ces transmissions de forces s’établissent 

notamment à travers la contractilité de l’actine via le système acto-myosine. iv) Enfin, à 

l’arrière de la cellule la rétraction du corps cellulaire est cruciale pour une migration rapide 

et dirigée. A l’arrière, les intégrines sont internalisées par endocytose et recyclées à l’avant 

pour participer à la formation de nouvelles adhésion naissantes et commencer un nouveau 

cycle de protrusion/rétraction  
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Adapté de MBInfo : What steps are involved in lamellipodia assembly ? 

 

1. Extension  

2. Adhésion  

3. Translocation  

4. Dé-adhésion  
    et rétraction  

Mouvement 
orienté 

Nouvelles 
adhésions 

Lamellipode 

Adhésions cellule 
matrice 

Direction du mouvement 

Ancienne 
adhésion 

Figure 1 : Migration mésenchymateuse. 1. L’extension du lamellipode vers le sens de migration s’effectue 

grâce à la polymérisation d’actine branchée qui pousse sous la membrane plasmique 2. L’extension du 

lamellipode s’accompagne de formation d’ACM au bout du lamellipode qui se lient à l’actine. La majorité 

de ces ACM se désassemble, l’autre partie mature 3. Les contractions de l’actomyosine génèrent des 

forces de contraction qui s’accompagnent de la rétraction du corps cellulaire et du 4. Désassemblage des 

ACM. 
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1.2.2 Migration collective 

La migration collective est un type de migration au cours duquel plusieurs cellules migrent 

ensemble de manière cohésive via la stabilisation de jonctions cellule-cellule médiées par 

les cadhérines (Bach et al., 1998,Li et al., 2012). Au cours de ce type de migration, on 

distingue deux catégories de cellules. Les cellules « leader» ou guides au front de migration 

qui se polarisent, établissent des structures protrusives et des adhésions cellules matrice 

(Figure 2). Ces cellules entraînent les cellules « follower » ou suiveuses à l’arrière. Ce type 

de migration est observé au cours du développement embryonnaire, de l’angiogenèse ou 

encore lors de la progression des cellules cancéreuses. 

Au cours de ma thèse, je m’intéresse à la migration des cellules guides. Je me focalise sur la 

dynamique des adhésions cellule-matrice, plus particulièrement sur le désassemblage de ces 

dernières. Nous verrons comment les adhésions cellules-matrice se forment et se 

désassemblent au cours de la migration et décrirons brièvement leur fonction dans la 

migration cellulaire.  

 

 

adapté de (Yamaguchi et al., 2015) et (Chen et al., 2019)  

 

Figure 2. Cellules guides et suiveuses :  A gauche : migration collective de cellules MDCK, l’encadré 

rouge montre une cellule Leader (guide), polarisée et étalée.  

A droite : Schéma de cellules follower (suiveuses) et leader (guides). L’ensemble du groupe est cohésif, à 

travers la formation de jonctions cellule-cellule (en mauve). Les cellules leader présentent des zones de 

protrusions, des ACM (en rouge) et des jonctions cellule-cellule.  
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1.3. Le rôle central des RhoGTPases 

La dynamique de l’actine et des ACM est régulée par les formes actives des RhoGTPases, chefs 

d’orchestres de la migration cellulaire. 

Les Rho (Ras homologous) GTPases sont des protéines appartenant à la superfamille 

des Ras. Les RhoGTPases contiennent au moins 20 membres dont les RhoGTPases Rac1, Cdc42 

et RhoA, les plus étudiées.  Ce sont des protéines monomériques qui fonctionnent comme des 

« switches moléculaires », oscillant entre l’état « on » et l’état « off » (Figure 3). A l’état actif 

« on », les RhoGTPases sont liées à la guanine tri-phosphate (GTP) et peuvent interagir avec 

des effecteurs. A l’état inactif « off », les RhoGTPases sont liées à la guanine di-phosphate 

(GDP). Il existe trois types de régulateurs des RhoGTPases : Les activateurs Guanine nucleotide 

Exchange Factors (GEFs) qui catalysent l’échange du GDP par le GTP ; Les inhibiteurs GTPase-

activating proteins (GAPs) qui induisent l’hydrolyse du GTP en GDP; et les Guanine nucleotide 

dissociation inhibitors (GDIs) qui se lient aux GTPases et les séquestrent dans le cytoplasme 

sous leur conformation inactive (van Buul et al., 2014, Ota et al., 2015). Au cours de la 

migration, les différentes RhoGTPases ont des fonctions qui leur sont propres sur la régulation 

du cytosquelette d’actine et la dynamique des adhésions focales (Figure 4). Ainsi, leur activité 

est régulée dans le temps et dans l’espace pour assurer ces fonctions particulières (Nobes and 

Hall, 1995, Nguyen et al., 2018). 
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Adapté de (Raftopoulou and Hall, 2004) 

 La GTPase Cdc42 se lie et active N-WASP (Rohatgi et al., 2000) qui induit la polymérisation de 

l’actine pour générer des filopodes à l’avant de la cellule (Lawson and Ridley, 2018). Aux 

lamellipodes, la GTPase Rac1 interagit avec le complexe protéique WAVE et/ou N-WASP, qui 

active le nucléateur d’actine Arp2/3 et favorise la polymérisation d’actine branchée. De plus, 

Rac et Cdc42 agissent ensemble en stimulant PAK et la kinase LIMK qui inhibe le facteur 

ADF/Cofiline (Lawson and Ridley, 2018). Proche du lamellipode, au niveau de la lamella, RhoA 

est activée et régule la polymérisation d’actine filamenteuse à travers la formine mDia1/2 

(Gupton et al., 2007). Ces structures d’actine filamenteuse se transforment en fibres de stress 

Figure 3. Régulation de l’activité des RhoGTPases. Des signaux régulent 1. Des Guanine Exchange 

Factors (GEF) qui catalysent l’association du GTP avec les RhoGTPases, ce qui leur permet d’adopter 

une conformation active et de réguler des effecteurs impliqués dans plusieurs processus, comme la 

migration cellulaire et la dynamique des ACM. 2.Des GAP vont au contraire inactiver les RhoGTPases. 

3. Les RhoGTPases peuvent également être séquestrées dans le cytoplasme par des GDI. 
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qui subissent des forces dépendantes de la myosine-II et exercent des tensions mécaniques 

sur les ACM. De plus RhoA régule la rétraction du lamellipode (Königs et al., 2014) de manière 

myosine-II dépendante. A l’arrière, RhoA est aussi active, et favorise la contractilité de 

l’actomyosine à travers l’activation de la voie ROCK/phosphatases de la Chaine Légère de la 

Myosine (CLM) et stimule la rétraction du corps cellulaire. L’activation de ces RhoGTPases 

s’effectue par la régulation et le recrutement de leur GEF aux sites de fonctions. 
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Adapté de (Raftopoulou and Hall, 2004) 
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Figure 4. Rôle des GTPase dans la dynamique de l’actine. A. Cdc42 et Rac régule de manière positive 

la formation d’actine branché à travers le recrutement des voies Scar/WAVE et WASp/N-WASP qui 

rercrutent et activent le nucléateur d’actine Arp 2/3. Ces deux RhoGTPases participent à la régulation 

de la dynamique de l’actine à travers l’activation de la cofiline. Rac inhibe RhoA. RhoA régule la 

polymérisation de l’actine filamenteuse à travers l’activation de mDia et stimule la contractilité 

actomyosine à travers la voie ROCK. B Rac agit à l’avant et RhoA à l’arrière au cours de la migration 
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2.Les adhésions Cellules Matrices (ACM) dans la migration  

 

2.1 Dynamique des ACM au cours de la migration 

 

2.1.1 Découverte des adhésions cellules matrice (ACM) 

Les adhésions cellules matrice (ACM) sont au cœur des interactions bidirectionnelles entre 

la cellule et son environnement. A travers la formation et la régulation rapide des ACM, une 

cellule peut sentir des forces extérieures et des signaux chimiques. En réponse, des protéines 

de signalisation, comme des kinases ou des phosphatases vont émettre des signaux 

intracellulaires et réguler un certain nombre de protéines et de gènes. C’est ce que l’on appelle 

la signalisation « outside-in ». Les ACM ne sont pas seulement des plateformes d’échanges de 

signaux de l’extérieur de la cellule vers l’intérieur, mais elles transmettent aussi des signaux 

intracellulaires vers l’extérieur de la cellule. Il s’agit de la signalisation « inside-out » (Brown 

and Hogg, 1996). Les ACM ont deux fonctions majeures dans la transmission de signaux et 

informations : elles régulent de nombreuses voies de signalisations comme celles impliquées 

dans la survie cellulaire, la division, la morphologie et la migration ; et elles génèrent des forces 

de tractions en reliant le substrat au réseau d’actomyosine. La compréhension de ces 

mécanismes complexes a nécessité de nombreuses études depuis plusieurs décennies. En 

1971, les ACM ont été observées par microscopie électronique et décrites comme des sites 

d’attaches proche du substrat. Une partie de ces sites est associée à des paquets de 

microfilaments obliques, qui s’étendent de la partie ventrale jusqu’à la partie dorsale de la 

cellule. Ces sites, appelés plaques d’adhésions, coïncident avec des régions sombres en IRM 

(interference reflection microscopy), traduisant leur proximité avec le substrat (Abercrombie 

and Dunn, 1975,Heath and Dunn, 1978). En 1976, Abercrombie, Izzard et Lochner ont utilisé 

cette technique d’IRM pour mieux caractériser ces contacts (Izzard and Lochner, 1976). Ils ont 

calculé que leur taille varie entre 2 et 10 microns pour une largeur allant de 0,25 à 0,5 microns. 

Ils ont défini deux types d’adhésions : les « contacts rapprochés » pour lesquels la membrane 

plasmique est séparée d’environ 30 nanomètres du substrat et les « contacts focaux » séparés 

de 10 à 15 nanomètres du substrat. En 1979, Couchman et Rees ont défini les « adhésions 

focales » comme des structures très organisées, dont la durée de vie est importante et 

révèlent une structure sombre et dense en IRM (Couchman and Rees, 1979). Ils ont proposé 

que les adhésions focales, plus sombres en IRM, possèdent plus de protéines recrutées à ce 
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niveau par rapport aux contacts focaux. Cette idée supporte l’hypothèse que plus les 

adhésions deviennent matures plus des protéines y sont recrutées. 

Au fil du temps, le terme « adhésion focale » est devenu commun. Cependant en 1995, le 

terme « complexe focale » est apparu pour différencier les adhésions qui vont se développer 

en adhésions focales matures de celles qui restent petites, transitoires et dont la durée de vie 

est courte (Nobes and Hall, 1995). Ces petites adhésions pour la plupart instables sont 

aujourd’hui appelées « adhésions naissantes ». Une petite partie va se développer en 

« complexes focaux » puis en « adhésions focales », plus importantes en taille et plus stables. 

La caractérisation des protéines constituant les ACM a été rendue possible grâce au 

développement de l’immunomarquage. Dans les années 1970, les immunomarquages étaient 

premièrement utilisés pour visualiser le cytosquelette d’actine (Lazarides and Weber, 1974). 

En 1975, Lazarides et Burridge observent l’α-actinin se répartir de manière périodique le long 

des fibres de stress mais aussi à leur extrémité, au niveau de ‘patches’ pouvant correspondre 

aux plaques d’adhésion (Lazarides and Burridge, 1975). Il a été proposé que l’α-actinin puisse 

servir d’attache entre l’actine et la membrane plasmique au niveau des ACM.  C’est 4 ans après 

que la découverte de la vinculine a permis de marquer un tournant. L’utilisation d’un anticorps 

anti-vinculine a révélé pour la première fois par microscopie photonique une protéine qui se 

concentre uniquement aux ACM (Geiger, 1979). De nombreuses autres protéines recrutées 

aux ACM ont par la suite été découvertes. Par exemple, il a été démontré rapidement que la 

taline est une protéine qui interagit avec la vinculine, les intégrines et l’actine (Burridge and 

Mangeat, 1984, Horwitz et al., 1986).  

 

2.1.2 Observation des ACM par TIRF 

 

Aujourd’hui on dénombre plus de 150 protéines qui composent les ACM et de nombreuses 

techniques ont été développées pour les étudier. L’utilisation de molécules fluorescentes des 

ACM permet de les observer en TIRF (Total internal reflection fluorescence) (Figure 5). Cette 

approche de microscopie photonique permet d’imager des molécules fluorescentes à 

l’interface cellule-lamelle de verre. Elle utilise un objectif inversé, avec un angle d’ouverture 

numérique important. La lumière excitatrice passe par cet objectif et atteint la lame de verre 

avec un grand angle d’incidence. Le faisceau lumineux incident pénètre l’échantillon et excite 
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les fluorophores dans une zone comprise entre 100 et 200 nanomètres de profondeur. Ainsi 

le microscope TIRF est adapté à l’étude des ACM et sera utilisé au cours de ma thèse (cf 

résultats). Dans la prochaine partie, nous allons étudier la dynamique des ACM au cours de la 

migration. Le terme « ACM » sera employé pour désigner au sens large tous les contacts 

formés entre la cellule et la matrice extracellulaire.  

 

 

 

Adapté (Chiu and Leake, 2011) et(Legerstee and Houtsmuller, 2021) 

 

 

 

Figure 5. Adhésions Cellule-matrice observées au TIRF. En haut : Schéma d’illumination de l’échantillon 

en épifluorescence (à gauche) par rapport à l’illumination en TIRF (à droite). En épifluorescence, 

l’illumination est globale alors qu’en TIRF les rayons incidents pénètrent l’échantillon de 100 à 200 

nanomètres excitant les fluorophores dans cette fine épaisseur. En bas : Paxilline en vert (marqueur des 

ACM) imagée en épifluorescence à gauche vs TIRF à droite. L’épifluorescence laisse apparaître le signal 

non spécifique du cytoplasme alors que le signal en TIRF est plus spécifique des ACM.  
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2.2 Formation et maturation des adhésions focales 

 
 

2.2.1 L’activation des intégrines  

 
Les intégrines sont importantes pour réguler les adhésions cellules-matrice, la forme de la 

cellule, la prolifération et la migration cellulaire (van der Flier and Sonnenberg, 2001, Aplin et 

al., 1999). Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires qui forment des 

récepteurs reconnaissant des molécules de la MEC. Ce sont des hétérodimères qui sont 

formés de sous unités α et β liées de manière non covalente (Hynes, 2002). Il existe 8 sous 

unités β et 18 sous unités α pouvant s’assembler de manière à générer 24 différentes 

combinaisons d’intégrines (Hynes, 2002). C’est la combinaison des sous unités α et β qui 

confère la spécificité d’interaction avec un ligand. La partie extracellulaire des intégrines, 

importante en taille, se lie à différents éléments de la MEC, comme le collagène, les laminines 

ou encore la fibronectine.  Les intégrines se lient à des motifs spécifiques sur le ligand, comme 

par exemple le motif RGD (Arg-Gly-Asp) de la fibronectine. Une fois les intégrines attachées à 

la MEC, leur court domaine cytoplasmique relie l’actine via le recrutement de protéines 

adaptatrices du cytosquelette au niveau de la face interne de la membrane plasmique, comme 

la taline, la vinculine et la paxilline et forme des ACM (Sastry and Burridge, 2000). Les cellules 

peuvent interagir avec la même molécule de la matrice mais en engageant différentes 

intégrines, ce qui va affecter la dynamique des ACM et de la migration cellulaire. Les intégrines 

les plus étudiées sont les intégrines α5β1 et αvβ3 qui reconnaissent la fibronectine et la 

vitronectine. Il a été montré que la sous unité β3 favorise une migration plus persistante alors 

que la sous unité β1 est associée à une migration plus aléatoire (Danen et al., 2005). De plus, 

l’expression de αvβ3 dans les mélanomes corrèle avec un phénotype d’invasion plus 

important (Seftor et al., 1992). L’augmentation de l’affinité des intégrines pour leur ligand 

modifie également le comportement cellulaire lors de la migration. Par exemple, le fait de 

bloquer l’affinité des intégrines αvβ3 affecte le profil d’adhésions avec le substrat et altère la 

migration dirigée des cellules endothéliales (Kiosses et al., 2001). Ainsi, le répertoire des 

intégrines et leur affinité pour leur ligand est associé à de multiples réponses cellulaires et 

régulations de voies de signalisations. 
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 L’activation des intégrines et leur maintien dans cet état sont des étapes importantes 

pour réguler leur fonction au cours de la migration cellulaire. L’activation se fait à travers deux 

étapes majeures (Figure 6). i) Depuis l’extérieur de la cellule via l’association de la partie α des 

intégrines avec le ligand et ii) depuis l’intérieur de la cellule via l’interaction de la sous unité β 

des intégrines avec la taline et la kindline (Luo et al., 2007). Ces deux procédés sont couplés, 

et permettent d’aboutir à l’activation complète des intégrines (Sun et al., 2019). Du point de 

vue moléculaire, cet état se caractérise par une conformation « étendue et ouverte » du 

domaine extracellulaire des intégrines, associée à une forte affinité pour le ligand. De plus, 

l’activation des intégrines se caractérise par la dissociation des deux domaines intracellulaires 

des sous unités α et β (Wang, 2012, Song et al., 2012). A l’état inactivé, les hétérodimères 

d’intégrines sont courbés et présentent peu d’affinité avec leur ligand. Les domaines 

intracellulaires des sous unités α et β sont rapprochés. Cette conformation dite « courbée-

fermée » est thermodynamiquement favorisée car elle possède une faible énergie libre (Li et 

al., 2017, Li and Springer, 2017). Dans le modèle canonique d’activation « inside-out » des 

intégrines, les protéines adaptatrices taline et kindline sont connues pour être indispensables 

à l’activation des intégrines. La taline, en s’homodimérisant, génère des changements de 

conformation des intégrines et ainsi permet leur transition vers l’état activé. Ce qui permet la 

liaison du ligand avec une forte affinité (Anthis and Campbell, 2011).  
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adapté de How is integrin activated? | MBInfo (mechanobio.info) 

 

 

Figure 6. Activation des intégrines. En A, la partie extracellulaire des sous unités alpha et beta est 

courbée, les parties cytoplasmiques de ces sous unités sont proches. Cette conformation inactive 

présente peu d’affinité pour le ligand. En B La taline et la kindline génèrent des changements de 

conformation des intégrines qui se traduisent par le dépliement de la partie extracellulaire et 

l’éloignement des queues intracellulaires des sous unités alpha et beta, ce qui augmente l’affinité 

avec le ligand. En C, les intégrines s’associent à l’actine, ce qui génère des forces sur les intégrines et 

augmente l’affinité du ligand pour son récepteur. 

https://www.mechanobio.info/what-is-mechanosignaling/what-is-the-extracellular-matrix-and-the-basal-lamina/what-is-integrin/how-is-integrin-activated/
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La taline possède en N-terminal un domaine FERM (Four-point-one-

protein/Ezrin/Radixin/Moesin) qui contient 3 sous domaines F1, F2 et F3 (Anthis and 

Campbell, 2011, Moser et al., 2009, Critchley, 2009) (Figure 7). Le domaine F3 du domaine 

FERM interagit avec le motif NPxY de la sous unité β et permet la dissociation des deux 

domaines courts des sous unités α et β. Au repos, la taline est dans un état d’auto-inhibition, 

adoptant une conformation repliée sur elle-même. Les résidus 482 à 2541 en C-terminal 

(taline RS) interagissent avec le domaine F3, inhibant ainsi l’interaction de la taline avec la sous 

unité β des intégrines (Wang, 2012) (Figure 7). De plus, le domaine F2/F3 de la taline, chargé 

positivement, est masqué par le domaine RS chargé négativement. Ainsi, le domaine RS 

éloigne la taline de la membrane plasmique, chargée négativement (Song et al., 2012). Cette 

double inhibition peut être levée selon un mécanisme de « pull and push » au niveau des 

zones de la membrane plasmique enrichies en PI(4,5)P2, chargé négativement (Wang, 2012, 

Goksoy et al., 2008)(Figure 7). Dans ce modèle, le PI(4,5)P2 active la taline en attirant (pull) le 

domaine F2/F3 vers la membrane et en même temps en repoussant (push) le domaine taline-

RS. Ainsi le domaine F3 libéré interagit avec la sous unité β et permet l’activation des 

intégrines. L’interaction de la taline avec la partie cytosolique de la sous unité β est renforcée 

par le PI(4,5)P2. De plus, la taline se lie et active la kinase phosphatidylinositol phosphate de 

type Iγ (Martel et al., 2001, Ling et al., 2002). Ce qui renforce la production locale de PI(4,5)P2, 

le recrutement de la taline, l’activation des intégrines et la mise en place d’ACM. L’interaction 

entre la taline et les intégrines est régulée de plusieurs autres manières. Par exemple, la 

phosphorylation du domaine FERM de la taline par la kinase cycline-dépendante 5 (Cdk5) évite 

l’ubiquitination et la dégradation de la taline et permet ainsi de stabiliser l’engagement des 

intégrines (Huang et al., 2009). La taline relie directement l’actine par son domaine C-terminal  

ou indirectement via le recrutement de la vinculine et la paxilline (Gingras et al., 2008). 

L’actine, incorporée aux adhésions naissantes, applique des tensions mécaniques sur la sous 

unité β pour stabiliser la conformation active des intégrines et stimuler le regroupement 

(‘clustering’) des intégrines. 

De plus, il a été montré que la kindline participe au renforcement de l’activation des intégrines 

par la taline et agit comme co-activateur (Lu et al., 2022). La kindline possède un domaine 

FERM qui interagit avec les intégrines mais, contrairement à la taline, la kindline n’induit pas 

de changement de conformation des intégrines (Bledzka et al., 2012). La surexpression de la 
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kindline n’entraine pas l’activation des intégrines à elle seule mais nécessite au moins la 

présence de la partie N-terminal de la taline (Shi et al., 2007, Lu et al., 2022, Ma et al., 2008). 

Une étude récente a montré que des homodimères de taline forment des complexes avec la 

paxilline et la kindline et permettent, dans cette conformation, l’activation et le regroupement 

des intégrines (Lu et al., 2022). En outre la kindline relie l’actine via le recrutement de 

protéines adaptatrices comme la filamine, la migfiline, FAK, VASP ou α-actinine et pourrait 

ainsi participer à la transmission de forces sur les intégrines (Karaköse et al., 2010,Nordenfelt 

et al., 2016).  
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adapté de (Wang, 2012) 

Ainsi, à l’état initial de l’assemblage des ACM, les intégrines activées et regroupées sont 

enrichies en taline, kindline et lient l’actine via la taline, la vinculine et la paxilline. Ce qui leur 

permet d’être engagées mécaniquement et moléculairement par le recrutement séquentiel 

d’autres protéines d’adhésions focales, comme la zyxine, la kinase des adhésions focales FAK. 

Les intégrines activées et engagées sont le point de départ de la formation et de la stabilisation 

des adhésions naissantes, qui vont se transformer en complexe focaux puis adhésions focales 

(Figure 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Activation de la taline par le PI(4,5)P2 selon le modèle « pull and push ». A gauche : Le 

domaine Taline-RS s’associe au domaine F3 de la taline, la privant de toute interaction avec le domaine 

intracellulaire de la sous unité beta. Au même moment, les charges négatives du domaine Talin-RS 

repoussent la taline de la membrane. A droite : Lorsque la membrane est bien plus négativement 

chargée, le domaine F2/F3 de la taline est attirée par la membrane (pull) et au même moment la 

membrane repousse le domaine Taline-RS (push), ce qui génère un changement de conformation, 

libérant le domaine d’interaction avec la partie cytosolique de la sous unité beta. 
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adapté de (Nieberler et al., 2017) et (Humphries et al., 2007) 
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Figure 8. Dynamique des ACM au cours de la migration. A Regroupement des intégrines. Lorsque les 

intégrines sont activées, ces dernières se regroupent, se lient à l’actine et transduisent un signal selon 

la voie « « outside-in ».B Au cours de la migration 1. Les intégrines s’activent et forment des adhésions 

naissantes. Une majorité se désassemble et une minorité se stabilise (2). Puis elles se regroupent, se 

lient à l’actine et s’engagent dans la voie de signalisation « outside-in ». Elles se stabilisent et forment 

des complexes focaux (3). et adhésions focales qui se 4. Désassemble à l’arrière de la cellule. 
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2.2.2 Régulation de la formation et de la maturation des ACM  

 

Lorsque les intégrines sont activées et engagées, des cascades de voies de signalisation 

s’opèrent. Les RhoGTPases Rac1, Cdc42 et RhoA, décrites précédemment, jouent un rôle 

central dans cette régulation .  

 Formation des Adhésions focales 

Il existe un « cross-talk » entre les RhoGTPases au cours de la vie des ACM. Initialement aux 

adhésions naissantes, l’activité de RhoA diminue alors que celle de Rac1 augmente. Puis au 

cours de la maturation des adhésions focales, l’activité de RhoA augmente et celle de Rac1 

diminue (Figure 9). 

La formation et la stabilité des adhésions naissantes aux lamellipodes dépend du remodelage 

et de l’organisation de l’actine (Alexandrova et al., 2008,Geiger, 1979). De plus, selon un 

phénomène d’amplification, les ACM vont à leur tour réguler la dynamique de l’actine. De 

manière intéressante, les cellules qui ont un faible réseau d’actine, comme les leucocytes, 

présentent des petites adhésions focales peu abondantes (Smith et al., 2005). Rac1 orchestre 

la polymérisation d’actine branchée en activant le complexe WAVE et le nucléateur d’actine 

Arp 2/3 (Machesky and Insall, 1998, Miki et al., 1998). Par ailleurs, l’utilisation de la 

cytochalasine D, qui inhibe la polymérisation d’actine, est marquée par l’absence de formation 

de nouvelles adhesions (Choi et al., 2008). Ainsi, à travers la formation de réseaux d’actine et 

de protrusions Rac1 joue un rôle clé dans la formation des adhésions (Nobes and Hall, 1995, 

Routray et al., 2011) qui à leur tour vont favoriser la dynamique de protrusions des 

lamellipodes (Barnhart et al., 2017).  

La régulation de Rac1 au cours de la formation d’adhésions naissantes se fait à travers 

l’activation de certaines GEFs et GAPs en aval du regroupement des intégrines et de leur 

engagement. Cela implique l’interaction de certaines protéines des adhésions naissantes avec 

ces GEFs et GAPs (Lawson and Burridge, 2014). Plus précisément, cet ensemble de facteurs 

implique la participation de protéines adaptatrices et des tyrosine kinases, comme la paxilline 

et la kinase FAK qui se lient directement ou indirectement aux GEFs et GAPs (Lawson and 

Burridge, 2014 ,Brown and Turner, 2004). Le recrutement de FAK aux intégrines, entraine son 

autophosphorylation sur la tyrosine 397 et le recrutement de la kinase Src (Mitra and 
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Schlaepfer, 2006). Les deux kinases stimulent leur activité mutuellement en se phosphorylant 

et agissent en synergie. Le complexe FAK-Src phosphoryle la paxilline et la p130Cas, ce qui 

permet à ces deux protéines de se lier à Crk et la paxilline d’interagir avec GIT2 (Turner et al., 

1999, Lamorte et al., 2003). Ainsi Crk et GIT2 recrutent les GEFs de Rac1 β-Pix et DOCK180 et 

permettent l’activation de Rac1 aux adhésions naissantes (ten Klooster et al., 2006, Kiyokawa 

et al., 1998a, Kiyokawa et al., 1998b). Certaines GEFs de Rac1 sont recrutées aux ACM, comme 

Tiam1 qui interagit avec la taline (Wang et al., 2012). Tiam1 forme un complexe avec la forme 

active de Ras-GTP à travers un domaine d’interaction avec Ras et active Rac1 (Lambert et al., 

2002, 1). De plus, Tiam1 peut être activé par des phosphorylations sur des tyrosines médiées 

par Src et ainsi activer Rac1 via le complexe FAK-Src (Lambert et al., 2002, 1). D’autres GEFs 

sont recrutées aux adhésions naissantes pour activer Rac1, en fonction du contexte et du type 

cellulaire (Lawson and Burridge, 2014). De plus, il a été montré que l’engagement des 

intégrines est associé à une diminution de l’activité de RhoA. Cette inhibition est régulée par 

l’activation de la RhoGAP p190 de RhoA par Src (Arthur and Burridge, 2001, Arthur et al., 

2000). Le complexe formé par FAK et p120RasGAP peut également activer RhoGAP p190 au 

cours de la migration et inhiber RhoA aux adhésions naissantes. 

Maturation des adhésions focales : 

Lorsque les adhésions naissantes ne se désassemblent pas, elles évoluent en ACM plus larges 

et stables, appelés complexes focaux. Ces complexes focaux résident entre la lamella de la 

cellule et le lamellipode. Au fur et mesure que des protéines du cytosquelette d’actine sont 

recrutées et que des forces mécaniques y sont appliquées, ces complexes focaux  forment des 

adhésions focales, qui vont éventuellement atteindre l’arrière de la cellule (Chrzanowska-

Wodnicka and Burridge, 1996). Ces ACM matures présentent plusieurs protéines adaptatrices, 

qui peuvent servir de marqueurs, comme la vinculine, la paxilline, la zyxine et l’α-caténine. 

Elles sont également associées avec la kinase FAK et sont reliées à l’actine.  Ces étapes de 

maturation dépendent de la formation de fibres de stress et de la contractilité de l’acto-

myosine II, tous les deux régulés par RhoA (Parsons et al., 2010),(Chrzanowska-Wodnicka and 

Burridge, 1996). En effet, le blocage de RhoA et de la contractilité de la myosine inhibent la 

maturation des adhésions focales (Chrzanowska-Wodnicka and Burridge, 1996). L’activité de 

la RhoGTPase RhoA augmente au fur et mesure qu’on s’éloigne de l’avant de la cellule. Comme 

pour Rac1, l’activité de RhoA est finement contrôlée par différentes GEFs et GAPs. Après 
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l’engagement des intégrines, la GEF p190Rho se lie et active RhoA, ce qui stimule la maturation 

des adhésions focales (Lim et al., 2008, Miller et al., 2012). Cette GEF est recrutée aux 

adhésions focales par l’intermédiaire de l’interaction directe avec FAK (Zhai et al., 2003). 

D’autres GEF sont recrutées aux adhésions focales, par exemple les GEFs LARG et GEF-H1, 

s’associent et activent RhoA en réponse à des forces mécaniques appliquées sur les intégrines 

(Guilluy et al., 2011). Cependant, l’activation de ces deux GEF s’établit à travers différentes 

voies de signalisation. LARG est activée par la tyrosine kinase Fyn, appartenant à la famille Src 

alors que l’activation de GEF-H1 est stimulée par ERK et Ras (Guilluy et al., 2011). 

L’augmentation de l’activité de RhoA est associée à une diminution de l’activité de Rac1. 

L’inhibition de Rac1 s’établit par l’activation de ses différentes GAPs, comme RacGAP1 ou 

FilGAP. Le rôle de la tension intracellulaire sur l’inhibition de Rac1 a été étudiée (Parsons et 

al., 2010). Le recrutement de β-pix aux ACM corrèle de manière négative avec la contractilité 

générée par l’acto-myosine (Parsons et al., 2010). Ainsi, RhoA actif est restreint dans les zones 

contractiles. 

Une fois activée, RhoA agit à différents niveaux. RhoA active la kinase Rho (ROCK) qui 

phosphoryle la chaine légère de la myosine (CLM) et inhibe les phosphatases de la chaine 

légère. L’augmentation de la phosphorylation de la CLM entraine l’activation du complexe 

hexamèrique Myosine-II et son interaction avec les filaments d’actine. La Myosine II exerce 

des forces contractiles sur les fibres de stress, augmentant ainsi la tension sur l’actine. Cette 

tension est en partie transmise aux adhésions focales, et permet de maintenir le 

regroupement des intégrines, leur activation et la maturation des adhésions focales. De plus, 

ROCK phosphoryle la kinase LIM, ce qui inactive la cofilin, un régulateur négatif de l’actine. 

Ainsi ROCK stabilise l’actine filamenteuse. RhoA active également mDia qui augmente la 

polymérisation de l’actine et la formation des fibres de stress. 

En conclusion, la régulation spatiale et temporelle des RhoGTPases permet d’orchestrer les 

événements nécessaires à la formation d’adhésion naissantes à l’avant de la cellule, puis à la 

formation d’adhésions de plus en plus matures, qui se rapprochent de l’arrière de la cellule au 

fur et mesure que cette dernière migre. La dernière étape est le désassemblage des ACM qui 

peut avoir lieu à l’avant ou à l’arrière de la cellule et est contrôlé selon différents mécanismes 

moléculaires.  
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 3.Désassemblage des ACM et turnover 

 

Au cours de la migration les adhésions focales s’attachent au substrat pour transduire des 

forces permettant à la cellule d’avancer. Pour continuer son mouvement dirigé, la cellule 

doit rétracter son corps cellulaire à l’arrière et se détacher du substrat à travers le 

désassemblage des adhésions focales (Webb et al., 2002, Broussard et al., 2008). Le 

désassemblage d’ACM a lieu aussi à l’avant des cellules. Dans les deux cas, les composants 

des adhésions, en particulier les intégrines, qui se désassemblent peuvent être recyclés pour 

former de nouvelles adhésions (turnover). On pourrait penser que le désassemblage et le 

turnover des adhésions focales s’établissent uniquement par l’inhibition des mécanismes 

qui régulent leur assemblage, à travers l’inhibition de RhoA ou de Rac1, par exemple. Mais 

ce sont d’autres mécanismes qui désassemblent les adhésions focales. Trois mécanismes 

majeurs seront décrits : i) la signalisation de FAK/Src ii) le clivage protéolytique des 

composants des ACM iii) et le rôle des microtubules et de l’endocytose. 

3.1 La signalisation FAK/Src dans le désassemblage des ACM 

 

Le rôle de FAK sur la dynamique des adhésions focales est beaucoup plus important sur leur 

désassemblage que sur leur maturation (Ilić et al., 1995).(Figure 9). En effet, dans les cellules 

déficientes pour FAK, la durée de vie et le nombres d’adhésions focales augmentent, 

suggérant des défauts de désassemblage (Ilić et al., 1995). Dans les cellules de fibroblastes 

FAK nulles, la vitesse du désassemblage est diminuée de 14 fois par rapport aux fibroblastes 

contrôles (Webb et al., 2004). L’analyse de ces cellules a montré que le désassemblage des 

adhésions focales dépend du recrutement de Src à travers la phosphorylation de la tyrosine 

kinase 397 de FAK, et de l’activité de Src. De manière similaire, la phosphorylation de la 

paxilline et p130Cas est aussi importante pour le désassemblage des adhésions focales. De 

plus, la phosphorylation de FAK par Src est nécessaire pour le recrutement de Grb2 qui 

interagit avec la dynamine (Ezratty et al., 2005). La dynamine est recrutée à la surface 

interne de la membrane plasmique formant un anneau autour des adhésions focales et 

favorise l’endocytose des intégrines qui est dépendante des microtubules (Ezratty et al., 

2005). Ainsi, FAK est un régulateur central du désassemblage des adhésions focales au cours 

de la migration. 
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adapté de What is the role of Rho GTPases in the regulation of focal adhesion assembly? | MBInfo 

(mechanobio.info) 

 

3.2 Clivage protéolytique par les calpaïnes  

 

 Les calpaïnes sont des hétérodimères composés d’une petite et d’une grande sous 

unité régulatrice (Undyala et al., 2008). Ces enzymes clivent les composants des adhésions 

focales et leur activité protéolytique dépend du calcium. L’importance des calpaïnes dans le 

désassemblage des adhésions focales a été montrée par le fait que leur inhibition stabilise 

les adhésions focales périphériques et diminue le détachement des cellules en cours de la 

migration (Huttenlocher et al., 1997, Undyala et al., 2008).  Les calpaïnes ont plusieurs 

Figure 9. Rôle des RhoGTPases dans la dynamique des ACM. Initiation. Au niveau du lamellipode, Rac 

inhibe RhoA et il existe une boucle de rétroaction positive entre l’actine et les adhésions naissantes. 

Rac stimule la formation d’actine branchée qui régule positivement l’activation des intégrines et la 

formation des ACM. Les adhésions naissantes recrutent FAK qui à son tour régule Rac de manière 

positive. Maturation. RhoA inhibe Rac et Rho active la voie ROCK qui phosphoryle la chaine légère de 

la myosine-II, ce qui permet d’établir une tension sur les ACM et ainsi de promouvoir leur maturation. 

Désassemblage. Le désassemblage a lieu à l’avant (pas montré ici) et à l’arrière de la cellule grâce aux 

microtubules, le clivage protéolytique et FAK.  

 

https://www.mechanobio.info/what-is-mechanosignaling/what-is-the-extracellular-matrix-and-the-basal-lamina/what-are-focal-adhesions/what-is-the-role-of-rho-gtpases-in-the-regulation-of-focal-adhesion-assembly/
https://www.mechanobio.info/what-is-mechanosignaling/what-is-the-extracellular-matrix-and-the-basal-lamina/what-are-focal-adhesions/what-is-the-role-of-rho-gtpases-in-the-regulation-of-focal-adhesion-assembly/


33 
 

substrats comme la taline, la paxilline, la vinculine, FAK et la zyxine (Franco et al., 2004, 

Franco and Huttenlocher, 2005, Chan et al., 2010, Cortesio et al., 2011). La taline est le 

substrat de la calpaïne-2 le mieux caractérisé et dont le clivage est crucial pour le 

désassemblage des adhésions focales (Cortesio et al., 2011). En effet, lorsque des 

fibroblastes expriment une forme exogène de la taline résistante aux calpaïnes, la durée de 

vie des adhésions focales augmente et le désassemblage n’est pas compensé par le clivage 

d’autres protéines. Enfin le désassemblage des adhésions focales par la calpaïne-2 dépend 

également des microtubules, selon un mécanisme encore incertain (Bhatt et al., 2002). 

3.3. Le Rôle des microtubules dans le désassemblage des ACM 

 

Au cours de la migration, il a été observé que les microtubules projettent vers l’avant 

et l’arrière de la cellule et ciblent les ACM (Rid et al., 2005, Kaverina et al., 1999). Cette 

observation est corrélée avec le désassemblage des ACM. Dans ce contexte, l’usage du 

nocodazole a été nécessaire pour synchroniser les ACM et étudier leur dynamique. Le 

nocodazole se lie à la bêta-tubuline et favorise la dépolymérisation des microtubules, ce qui 

est corrélée avec une accumulation d’adhésions focales de taille importante mais aussi la 

phosphorylation de FAK et de la paxilline (Bershadsky et al., 1996). La présence de 

nocodazole inhibe donc le désassemblage des ACM (Figure 10). Le lavage du nocodazole est 

ensuite associé à une re-polymérisation des microtubules dont l’extrémité (+) co-localise 

avec les ACM, et entraîne une vague de désassemblage synchronisé des ACM (Ezratty et al., 

2005, Kaverina et al., 1999). Cette expérience a montré que le désassemblage des ACM 

s’établit, en tout cas en partie, grâce aux microtubules. 
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Adapté de (Fokkelman et al., 2016) 

 

L’association de l’extrémité-plus des microtubules avec les ACM s’établit selon 3 

étapes. Tout d’abord les microtubules sont « guidés » vers les ACM par le cytosquelette 

d’actine. Des protéines de liaisons, comme la spectraplakine ACF7 se lient à l’extrémité des 

microtubules et à l’actine (Kodama et al., 2003). ACF7 permet aux microtubules en cours de 

polymérisation de suivre les structures d’actine vers les adhésions focales (Kodama et al., 

2003,  Wu et al., 2008, 7).  De plus, les protéines formines mDia1/2 sont aussi nécessaires à 

l’alignement des microtubules sur l’actine (Ishizaki et al., 2001, 1, Palazzo et al., 2001). Les 

microtubules peuvent également glisser le long des filaments intermédiaires, via 

l’association du facteur de liaison APC, et dont l’orientation est modulée par les moteurs 

Figure 10. Le nocodazole et le désassemblage des ACM. En haut. Le traitement des cellules par du 

nocodazole entraîne l’arrêt du désassemblage des ACM (vert), qui paraissent plus importantes en 

taille (au centre) par rapport aux cellules contrôles traitées au DMSO. Le traitement au nocodazole 

synchronise les ACM. Le lavage du nocodazole (à droite) permet de rétablir le désassemblage des 

ACM. En bas, un schéma de l’effet du traitement des cellules avec du DMSO ou du nocodazole puis 

du lavage du nocodazole sur les ACM. 
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kinésine et dynéine des microtubules. Ensuite, lorsque l’extrémité du microtubule atteint la 

région des ACM cette dernière est « capturée ». Il s’agit de la capture corticale qui s’effectue 

grâce à l’interaction des protéines associées à l’extrémité-plus des microtubules, comme 

EB1-binding protein, CLIP-170 et CLASP, avec des facteurs corticaux comme IQGAP1 (Cao et 

al., 2015). Pour finir, une fois capturés, les extrémités-plus des microtubules sont stabilisées, 

généralement par des facteurs MAPs qui empêchent la dépolymérisation des microtubules 

et des événements de catastrophes (Dehmelt and Halpain, 2005). De plus, il a été montré 

que RhoA et mDia2 contrôlent la stabilité des microtubules de manière indépendante de la 

dynamique et des structures d’actine (Bartolini et al., 2008).  

Les microtubules à proximité des ACM agissent à différents niveaux pour réguler leur 

désassemblage. Il a été proposé que les microtubules servent de ‘plateforme’ pour 

transporter différents cargos vers ou depuis les ACM. Au cours du recyclage des intégrines, 

elles sont internalisées et voyagent à travers les chemins de recyclage court ou long qui 

dépendent des microtubules (Loubéry et al., 2008, De Franceschi et al., 2015). Le chemin de 

recyclage court se caractérise par un recyclage rapide des intégrines à la membrane 

plasmique à travers les endosomes précoces Rab4-positif (De Franceschi et al., 2015). Les 

intégrines qui circulent à travers le chemin long se localisent dans les endosomes de 

recyclage péri-nucléaires Rab11-positif avant de rejoindre la membrane plasmique (De 

Franceschi et al., 2015). Ces deux voies de recyclage dépendent des moteurs moléculaires 

kinésine-1/2 et de la dynéine qui contribuent au mouvement des endosomes sur les 

microtubules (Loubéry et al., 2008). En plus de jouer un rôle dans le trafic vésiculaire, les 

microtubules sont impliqués dans le processus d’internalisation des intégrines à travers le 

transport de facteur de désassemblage vers les ACM. Par des approches de protéomiques 

une étude a permis de mettre en évidence le rôle de la kinase MAP4K4 dans ce processus 

(Yue et al., 2014, 4). MAP4K4 est un facteur qui s’associe à l’extrémité-plus des microtubules 

par l’interaction avec EB2 et IQSEC1. La déplétion de cette kinase entraine la stabilisation 

des adhésions focales ainsi que des phénotypes sévères de migration et de cicatrisation. 

IQSEC1 est une GEF activatrice d’Arf6 qui a son tour stimule l’internalisation des intégrines, 

ce qui contribue au désassemblage des ACM (Yue et al., 2014, 4).  De plus, la dynamine et la 

clathrine sont enrichies autour des adhésions focales dans les cellules traitées au nocodazole 

et sont importantes pour la formation et la scission des vésicules d’endocytose (Ezratty et 
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al., 2005, Ezratty et al., 2009). A ce jour, les microtubules ont été proposés comme aidant le 

transport de la clathrine, de la dynamine et des protéines adaptatrices vers les ACM même 

si leur accumulation aux adhésions focales est indépendante des microtubules (Ezratty et 

al., 2009, Nolte et al., 2021). Une autre manière de désassembler les ACM est de couper les 

intégrines attachées à la MEC via les métalloprotéines. Au cours de la migration, les 

métalloprotéases de type 1 (MMP Type1) sont recrutées aux adhésions focales et dégradent 

localement la MEC, ce qui est requis pour l’internalisation des intégrines (Takino et al., 2007, 

Wang and McNiven, 2012,  Shi and Sottile, 2011). Le recrutement des MMP Type 1 aux ACM, 

se fait par l’activation de Src et le complexe FAK/p130Cas (Wang and McNiven, 2012). Le 

transport des vésicules contenant ces MMP Type 1 jusqu’à la surface de la cellule s’effectue 

à travers le réseau des microtubules et dépend des moteurs moléculaires kinésines KIF5B, 

KIF3A/3B (Wiesner et al., 2010). Un autre mécanisme de désassemblage des adhésions 

focales par les microtubules consiste à supprimer localement la contractilité de l’acto-

myosine, ce qui génère une relaxation de la tension au niveau des ACM et leur 

désassemblage. La RhoGEF GEF-H1 a un rôle crucial dans ce processus. GEF-H1 est actif 

lorsque ce facteur n’est pas associé aux microtubules ou lorsque ces derniers se 

dépolymérisent. GEF-H1 active la protéine kinase D qui stimule le recrutement de Rab6 aux 

ACM et favorise le turnover des ACM. De plus la GEF-H1 active RhoA, ce qui augmente la 

contractilité de l’actomyosine et la maturation des ACM. Lorsque les microtubules se 

polymérisent, la dynéine Tctex-1 recrute GEF-H1 aux microtubules et agit ainsi comme un 

régulateur négatif de la contractilité de l’acto-myosine. Les microtubules agissent comme 

séquestreurs de GEF-H1, et permettent ainsi de déstabiliser les ACM localement et de 

favoriser leur désassemblage (cf partie RhoGTPase).  

Bien que le rôle principal des microtubules soit associé au désassemblage des ACM, 

certaines études montrent leur importance pour la maturation des ACM. Plus 

particulièrement, les microtubules peuvent s’associer au réticulum endoplasmique au 

niveau des ACM, ce qui qui favorise leur maturation. Dans ce contexte, le réticulum 

endoplasmique s’associe aux microtubules à travers le complexe Kinectine-Kinesine. La 

kinectine est une protéine résidente du réticulum endoplasmique. La dissociation de 

l’interaction entre la kinésine et la kinectine cause une réduction du recrutement de la 

paxilline et de la vinculine aux ACM de la lamella, ce qui est associé à une réduction de leur 
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taille. La kinectine interagit également avec Rab18, une GTPase qui contrôle le transport 

antérograde du réticulum endoplasmique sur les microtubules de manière kinésine 

dépendante. De plus, l’association des microtubules avec le réticulum endoplasmique 

contribue à la dynamique des ACM à travers le recrutement de la protéine PTP1B aux ACM. 

PTP1B serait impliqué notamment dans l’activation de Src-FAK qui favoriserait la maturation 

des ACM.   

4 Fonction des ACM dans la migration   

 
Les ACM ont deux fonctions majeures, elles servent de centre de signalisation et de points 

de traction de forces qui permettent la formation de protrusions au cours de la migration. 

4.1 La signalisation aux ACM au cours de la migration 

 

 Les voies de signalisations régulées par les ACM sont primordiales pour contrôler la 

polarité de la cellule, les remaniements du cytosquelette d’actine et les forces appliquées 

sur le substrat pendant la migration. Ces voies de signalisation sont majoritairement activées 

par la kinase FAK, qui joue un rôle central dans la migration. La kinase FAK, après son 

autophosphorylation, recrute Src pour activer Rac1, et ainsi contrôler localement la 

polymérisation de l’actine et la formation de protrusion. L’association de FAK avec la kinase 

PI3K et avec Grb7 régule également la migration (Han and Guan, 1999, Han et al., 2000, 

Reiske et al., 1999) . En effet, Grb7 est une protéine adaptatrice qui interagit avec FAK via 

son domaine SH2. Grb7 peut être phosphorylée par FAK, indépendamment de Src, et stimule 

la migration (Han et al., 2000). De plus, Grb7 contient un domaine pleckstrin homology (PH), 

qui permet son association avec les phosphoinositides de la membrane plasmique au niveau 

des ACM (Shen et al., 2002). Le recrutement de la kinase PI3K aux ACM par FAK a lieu 

également de manière indépendante de Src. La kinase PI3K est impliquée dans l’activation 

de la voie Akt et l’activation de Rac, ce qui stimule la polymérisation de l’actine et la 

migration. La kinase PI3K phosphoryle le PI(4,5)P2 en PI(3,4,5)P3,  second messager activant 

Arp2/3. Ainsi la kinase PI3K favorise la polymérisation d’actine branchée et la formation de 

lamellipode. Enfin, l’interaction et la phosphorylation de N-WASP stimule son recrutement 

à l’avant de la cellule. N-WASP est un nucléateur d’actine qui va en partie activer Arp2/3 et 

ainsi promouvoir la formation d’actine branchée au cours de la migration (Wu et al., 2004).  
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D’autres mécanismes peuvent stimuler la migration, de manière FAK-indépendant. Par 

exemple, les protéines SHC peuvent être phosphorylés par des tyrosine kinases puis recruter 

un certain nombre d’adaptateurs pour activer la protéine kinase MAPK et la voie de 

signalisation PI3K/Akt, importante pour la migration cellulaire (Ahmed and Prigent, 2017).  

 
 

4.2 Les ACM et la dynamique des protrusions 

 
Au cours de la migration, les cellules étendent et rétractent leur lamellipode en 

suivant le sens de migration. Ce phénomène peut être accompagné d’une propagation 

latérale du lamellipode, qui est comparée à la dynamique d’une vague (« waving »). La 

régulation de ces mécanismes est très complexe et fait appel à l’imbrication de boucles de 

rétroactions positives et négatives (Innocenti, 2018). Les protrusions d’actine et leur 

rétraction dépendent de l’équilibre formé entre la polymérisation de l’actine branchée et le 

flux rétrograde de l’actine (Koestler et al., 2008, Giannone et al., 2007, Gardel et al., 2010) . 

Au cours de la migration, les intégrines engagées forment des ACM auxquels s’attachent des 

filaments d’actine qui se polymérisent et s’orientent vers l’avant de la cellule (Parsons et al., 

2010). La polymérisation de l’actine génère des forces contre la membrane plasmique et en 

contrepartie pousse l’actine vers le centre de la cellule. Ce mouvement centripète de l’actine 

est appelé flux rétrograde de l’actine. Ce flux rétrograde est renforcé par la contractilité du 

cytosquelette d’actomyosine et atténue les protrusions. Ainsi l’extension nette du 

lamellipode dépend de la différence entre les forces générées par la polymérisation de 

l’actine vers l’avant de la cellule et le mouvement du flux rétrograde. En effet, l’inhibition de 

la contractilité de l’actomyosine, et donc l’atténuation du flux rétrograde, augmente la 

vitesse de protrusion (Cai et al., 2006, Even-Ram et al., 2007). Les ACM ont un rôle crucial 

dans la dynamique du lamellipode. L’inhibition de la taline inhibe la formation de 

protrusions, soulignant l’importance des ACM dans la formation de protrusions (Sydor et al., 

1996). Les ACM sont des plateformes d’ancrage de l’actine, qui permettent à cette dernière 

de véhiculer des forces de tractions sur le substrat et ainsi de contrôler la formation de 

protrusions. Les zones d’adhésions naissantes corrèlent avec de fortes tensions appliquées 

sur le substrat. La présence d’adhésions focales naissantes à l’avant de la cellule permet 

donc la formation des protrusions via l’ancrage de la cellule au substrat. Dans le cas 
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contraire, où les ACM seraient désengagées de l’actine, les forces produites par la 

polymérisation d’actine ne permettraient pas la formation de protrusions. De plus, la 

formation d’adhésions naissantes diminue la vitesse du flux rétrograde d’actine, et ainsi 

favorise l’élongation du lamellipode vers l’avant (Alexandrova et al., 2008). Enfin, la 

rétraction du lamellipode s’établit notamment à travers la régulation négative des 

nucléateur d’actine, comme VASP ou Arp2/3, ce qui change l’équilibre entre le flux 

rétrograde et la polymérisation de l’actine. Erin  Barnhart et al ont suggéré un modèle de 

dynamique des protrusions dans lequel les adhésions focales séquestrent et éloignent le 

facteur VASP du front de migration, favorisant ainsi le cycle de protrusion/rétraction 

(Barnhart et al., 2017).  

Ainsi les ACM sont des structures complexes et dynamiques qui sont essentielles à la 

régulation de la migration. Une catégorie de lipides, les phosphoinositides, sont des 

messagers membranaires qui recrutent les différents acteurs nécessaires à la dynamique 

des ACM, de l’actine et des protrusions. Nous verrons comment les phosphoinositides 

jouent le rôle de ‘compas’ moléculaires, définissant des territoires membranaires et 

permettant à la cellule d’établir une polarité avant/arrière. Nous étudierons également 

comment ces lipides sont régulés. 
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II. Les phosphoinositides et la migration cellulaire  

Les membranes des compartiments cellulaire sont composées de différents types de lipides, 

comme le cholestérol et les sphingolipides. Ici nous nous intéressons aux phosphoinositides 

qui sont une classe de phospholipides. A la membrane plasmique, les phosphoinositides 

contribuent à réguler dans le temps et dans l’espace la dynamique des adhésions focales, 

mais aussi d’autres structures comme le cytosquelette d’actine, la polarité cellulaire ou la 

division cellulaire. On s’intéresse ici aux fonctions les mieux caractérisées des 

phosphoinositides PI4P, PI(4,5)P2, PI(3,4)P2 et PI(3,4,5)P3 au cours de la migration cellulaire. 

1.Les phosphoinositides dans la migration cellulaire  

 

1.1 Métabolisme des phosphoinositides : du RE aux kinases et phosphatases 

  

Les phosphoinositides (PPI) sont présents en faible abondance dans la bicouche lipidique de 

chaque organelle. Comme les autres phospholipides, les PPI sont des molécules amphiphiles 

qui présentent des caractéristiques hydrophiles et hydrophobes (Kim et al., 2011) 

L’extrémité polaire hydrophile des PPI possède une tête inositol, contenant un ou plusieurs 

groupes phosphates chargés négativement (Kim et al., 2011). Cette tête polaire est orientée 

vers le cytoplasme. L’extrémité hydrophobe est composée de deux chaines aliphatiques 

d’acide gras, l’une saturée et l’autre insaturée. Cette longue chaine est ancrée dans la 

bicouche lipidique membranaire (Figure 11). Les deux extrémités des PPI sont liées par un 

résidu glycérol. Par convention, la position D1 de la tête inositol correspond au groupe –OH 

hydroxyle qui forme une liaison phosphodiester avec le squelette diacyglycerol du PPI (Kim 

et al., 2011). 

Le phosphatidylinositiol (PI), précurseur de tous les PPI, est principalement synthétisé dans 

le réticulum endoplasmique (Agranoff et al., 1958, Balla, 2013, Kim et al., 2011).(Figure 12) 

La synthèse du PI est réalisée par l’association de la myo-inositol avec le CDP-DAG 

(diacyglycerol) par l’enzyme PI synthase PIS selon le cycle du PI (Nikawa and Yamashita, 

1997, Tanaka et al., 1996, Balla, 2013). Cette synthèse a lieu dans des régions dynamiques 

du RE qui établissent des contacts avec d’autres membranes facilitant ainsi les échanges du 

PI avec d’autres compartiments (Kim et al., 2011). Le CDP-DAG et le myo-inositol 
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proviennent de la membrane plasmique, à partir de l’hydrolyse du PI(4,5)P2 en Inositol tri 

phosphate (IP3) et en DAG. Une fois le PI synthétisé au RE ce dernier est transporté vers les 

membranes de différents compartiments via trafic vésiculaire ou non vésiculaire (à travers 

les sites de contact membranaires) (Voelker, 1990, Lev, 2010) . Au niveau de la membrane 

plasmique le PI, métabolisé en PI(4,5)P2, permet la production d’IP3 et de DAG pour former 

à nouveau du PI au RE. 

 

 

 

adapté de (Wen et al., 2012) et (Hughes et al., 2000) 
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Figure 11. Structure des PPI et insertion dans une bicouche lipidique. A gauche est représenté une 

bicouche lipidique dans laquelle un phospholipide (en bleu) est inséré. Les chaines aliphatiques d’acide 

gras sont ancrées dans la bicouche lipidique et le groupe inositol est orienté vers le cytosol. Cette tête 

inositol peut être phosphorylée en position 3, 4 ou 5.  
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adapté de (Balla, 2013) 

Parmi les 6 groupes hydroxyles de la tête inositol du PI, seules les positions D3, D4 et D5 sont 

susceptibles d’être phosphorylées de manière réversible par des kinases (Kim et al., 2011). 

(Figure 13). Au contraire, des phosphatases peuvent déphosphoryler les PPI (Kim et al., 2011). 

Ces rapides modifications peuvent donner jusqu’à 7 différents PPI, qui ont des propriétés et 

des rôles qui leur sont propres (Hammond and Burke, 2020). Ces PPI participent à la définition 

de « l’identité membranaire » des organites (Figure 13). Par exemple, le PI4P est 

majoritairement localisé à la membrane du trans-Golgi, des endosomes et la membrane 

plasmique (Raghu et al., 2019). Cette dernière est également enrichie en PI(4,5) et en 

PI(3,4,5)P3. Le PI(4,5)P2 est également enrichi à la membrane des vésicules d’endocytose 

clathrine-dépendante. Le PI(3,5)P2 est majoritairement localisé dans la membrane du 

lysosome et des endosomes tardifs. Chez les mammifères, on dénombre 18 réactions d’inter-

conversion des PPI régulées par l’activité de 19 kinases et de 28 phosphatases (Sasaki et al., 

2009). Ces kinases et phosphatases sont classifiées, en fonction de leur substrat, de leur lieu 

d’action et de leur structure. Par exemple, les kinases PI4KIIIβ et PI4Iiα, spécifiques du trans-

Golgi, phosphorylent le PI en PI4P (Sasaki et al., 2009, Bankaitis et al., 2012). Ainsi, la synthèse 

des PPI se fait de manière spécifique et locale à travers de nombreuses enzymes. L’interaction 

Figure 12. Le cycle de synthèse du PI. 1. A la membrane plasmique le PI(4,5)P2 est hydrolysé en DAG 

et IP3 (Ins (1,4,5)P3). 2. Le DAG est métabolisé en PtdOH par DGK et transite au RE selon un mécanisme 

par encore connu.3. Au RE le PtdOH est métabolisé en CDP-DG par l’enzyme CDS. 4.Puis l’inositiol issu 

de la déphosphorylation séquentielle de l’IP3 est conjugué avec le CDP-DG pour former du PI à l’aide 

de l’enzyme PIS.   
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des PPI avec les protéines s’effectue généralement à travers le domaine pleckstrin homology 

(PH) des protéines. Ces interactions sont importantes pour activer localement des voies de 

signalisation qui vont réguler de nombreuses fonctions cellulaires. Le domaine PH canonique 

est un domaine de 100 à 120 acides aminés qui consiste en 7 feuillets β et 1 hélice α associés 

de manière à former une poche chargée positivement grâce à des résidus arginine et lysine 

(Baraldi et al., 1999,Reckel et al., 2017). Cette poche interagit avec les groupement 

phosphates, chargés négativement, de la tête inositol des PPI. L’interaction entre les protéines 

contenant un domaine PH et les PPI est spécifique (Singh et al., 2021). Par exemple, les 

domaines PH de RasGAP et de la phospholipase C (PLCδ) ont une forte spécificité pour le 

PI(4,5)P2 à la membrane plasmique (Harlan et al., 1994, Lemmon et al., 1995) et la protéine 

Akt se lie au PI(3,4,5)P3 avec une forte sélectivité (James et al., 1996).  Il est important de 

noter que ces interactions spécifiques entre ces protéines et le PI(4,5)P2 ou le PI(3,4,5)P3 ont 

permis de développer des outils pour détecter ces PPI dans les cellules. La sonde PH-PLC δ 

couplée à une molécule fluorescente permet par exemple de visualiser le PI(4,5)P2.  
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Adapté de (Jang and Lee, 2016)et de (Nakada-Tsukui et al., 2019) 

 

 

Figure 13. Identité membranaire et Synthèse des PPI. En haut, les PPI définissent l’identité des 

membranes. Par exemple, le PI(4,5)P2 et PI(3,4,5)P3 sont enrichis à la MP, le PI4P est enrichit au Golgi 

et le PI(3,5)P2 aux endosomes. En bas, synthèses des PPI à partir du PI par les kinases et phosphatases. 

La tête inositol peut être phosphorylée (représenté par un P entouré) ou déphosphorylée, par des 

kinases et phosphates en position 3,4 et/ou 5 donnant 7 PPI possibles. 
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1.2 L’importance des kinases et phosphatases dans la migration : l’exemple de la PI3K et de 
PTEN 

 

Parmi les kinases et phosphatases présentées dans la partie précédente, la kinase PI3K et la 

phosphatase PTEN sont connues depuis de nombreuses années pour leur rôle central dans 

la migration cellulaire (Tamura et al., 1998),(Meili et al., 1999). La kinase PI3K phosphoryle 

le PI(4,5)P2 en PI(3,4,5)P3 et la phosphatase PTEN déphosphoryle ce dernier en PI(4,5)P2. La 

stimulation de la migration par des chimio-attractants, comme l’AMP cyclique, entraîne une 

redistribution spatiale de ces enzymes(Funamoto et al., 2002),(Iijima and Devreotes, 

2002),(Servant et al., 2000). La PI3K est recrutée à la membrane plasmique au niveau du 

front de migration, là où la concentration en chimio-attractant est la plus importante. PTEN, 

quant à elle, se localise au niveau de la membrane plasmique à l’arrière de la cellule. PTEN 

favorise l’accumulation et le maintien du PI(3,4,5)P3 à l’avant de la cellule(Huang et al., 

2003),(Funamoto et al., 2002),(Iijima and Devreotes, 2002). En effet, les cellules PTEN nulles 

présentent un front de migration plus large enrichi en PI(3,4,5)P3(Huang et al., 2003). De 

plus, les neutrophiles nuls pour PTEN présentent des défauts de réponses à des chimio-

attractant et présentent des défauts de migration dirigée(Heit et al., 2008). Par ailleurs, 

l’utilisation de l’inhibiteur de la PI3K LY294002 entraine une perte rapide de la polarité de la 

cellule et de la migration dirigée(Chung et al., 2001). Dans les cellules privées des différentes 

iso formes de la PI3K, des phénotypes similaires de défauts de directionnalité, de vitesse des 

cellules et de polarité sont mesurés même après stimulation par l’AMP cyclique(Takeda et 

al., 2007). La PI3K est importante au maintien de la polarité avant/arrière en favorisant la 

production locale de PI(3,4,5)P3 à l’avant de la cellule. 

De plus, le produit de ces enzymes (PI(4,5)P2 ou PI(3,4,5)P3) recrute un certain nombre 

d’effecteurs qui vont jouer de multiples rôles dans la migration, comme la régulation de la 

dynamique de l’actine, des ACM et du trafic vésiculaire. 
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2. Le rôle du PI(4,5)P2 et PI(3,4,5)P3 dans la migration cellulaire 

 

2.1 Rôle du PI(4,5)P2 et PI(3,4,5)P3 dans la dynamique de l’actine 

 
Le PI(4,5)P2 et le PI(3,4,5)P3 sont les PPI les mieux caractérisés dans la régulation de la 

dynamique de l’actine à travers le recrutement d’acteurs, généralement à la membrane 

plasmique (Figure 14). En général, le PI(4,5)P2, plus abondant, interagit directement avec 

certaines protéines se liant à l’actine (PLA) alors que le PI(3,4,5)P3 recrute et active les 

nucléateurs de l’actine à travers l’activation des RhoGTPases (Saarikangas et al., 2010). Le 

PI(4,5)P2 inhibe les PLA qui favorisent le désassemblage de l’actine, comme l’ADF/Cofiline, 

la profiline et les protéines de « capping » gelsoline (Mandal, 2020). En revanche, le PI(4,5)P2 

active les protéines ERM, N-WASP et les formines mDia1/2 qui régulent de manière positive 

la polymérisation de l’actine. A l’état inactivé, ces régulateurs positifs sont  localisés dans le 

cytosol et adoptent une conformation inactive. Le PI(4,5)P2 situé à la membrane plasmique 

modifie leur conformation et les active. Par exemple, les extrémités NH2 et COOH de la 

protéine N-WASP interagissent entre elles, ce qui permet à la protéine de masquer ses 

domaines présentant de l’affinité pour le nucléateur d’actine branchée Arp2/3 (Rohatgi et 

al., 2000). Dans cette conformation la protéine est inactive. L’interaction du PI(4,5)P2 avec 

N-WASP entraine la diminution de l’affinité entre les deux extrémités de la protéine, qui 

adopte une conformation ouverte, permettant ainsi d’activer Arp2-3 (Rohatgi et al., 2000). 

De manière importante, le PI(4,5)P  active N-WASP de manière coopérative avec Cdc42, Rac1 

et Nck. De plus, le PI(4,5)P2 favorise l’inhibition des régulateurs négatifs de l’actine en les 

séquestrant physiquement à la membrane plasmique (Zhao et al., 2010). Par exemple, 

l’ADF/Cofiline se lie à l’actine et favorise sa dépolymérisation (Bernstein and Bamburg, 

2010). Lorsque la densité en PIP2 à la membrane plasmique varie, l’ADF/Cofiline se détache 

de l’actine et se lie au PI(4,5)P2, libérant ainsi l’actine de ce régulateur négatif (Zhao et al., 

2010). Plusieurs études révèlent que les PLA interagissent avec la membrane à travers des 

motifs, moins complexes que le domaine PH, qui contiennent des résidus basiques et 

hydrophobes qui interagissent avec les charges négatives des groupements phosphates des 

PPI (Tomasevic et al., 2007, Zhao et al., 2010,  Gorbatyuk et al., 2006,  Janmey and Stossel, 

1987). Cependant, la dynamique et l’affinité avec laquelle les PLA se lient au PI(4,5)P2 sont 

différentes et corrèlent avec leur fonction (Senju et al., 2017). Les PLA agissent 
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comme senseurs du niveau du PI(4,5)P2 (Figure 14). Les formines mDia2 et la protéine N-

WASP ont une affinité importante pour le PI(4,5)P2 à la membrane plasmique, ce qui permet 

d’établir une interaction rapide et durable avec les membranes (Senju et al., 2017) favorisant 

ainsi, dans les zones protrusives, l’assemblage et la nucléation de l’actine. En revanche, les 

régulateurs négatifs de l’actine comme la profiline et la cofiline ont peu d’affinité avec le 

PI(4,5)P2. Ils s’associent de manière moins durable avec le PI(4,5)P2 et restent éloigné des 

membranes là où ils régulent le désassemblage de l’actine. De manière intéressante, les 

protéines ezrine, radixine et moesine (ERM) ont une très forte affinité pour les membranes 

contenant du PI(4,5)P2. Ces protéines établissent un lien entre la MP et l’actine cortical tout 

autour de la cellule et nécessitent des niveaux moins importants en PI(4,5)P2 pour être 

recruté à la MP (Senju et al., 2017). 
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de (Senju and Lappalainen, 2019) 

 

La dynamique de l’actine est régulée par les formes actives des RhoGTPase, chefs 

d’orchestres de la migration cellulaire (cf figure 14). La GTPase Cdc42 se lie et active N-WASP 

(Rohatgi et al., 2000) qui induit la polymérisation de l’actine pour générer des filopodes à 

l’avant de la cellule (Lawson and Ridley, 2018). Aux lamellipodes, la GTPase Rac1 interagit 

avec le complexe protéique WAVE et/ou N-WASP, qui active le nucléateur d’actine Arp2/3 

et favorise la polymérisation d’actine branchée. De plus, Rac et Cdc42 agissent ensemble en 

Figure 14. Le PI(4,5)P2 régule la dynamique de l’actine. La cofilin, N-WASP et les protéines ERM se 

lient au PI(4,5)P2 avec différentes affinités. Les cofiline, régulateurs négatifs de l’actine, sont inactivées 

par le PI(4,5)P2, ce qui leur permet de rester dans une conformation active lorsqu’elles sont éloignées 

de la membrane plasmique. N-WASP a une forte affinité pour le PI(4,5)P2 et régule de manière positive 

la polymérisation de l’actine dans les zones enrichies en PI(4,5)P2. Les protéines ERM qui régulent 

l’actine corticale et la forme de la cellule sont recrutées tout autour de la cellule. Elles ne nécessitent 

pas d’une importante densité en PI(4,5)P2 pour être recrutées car elles possèdent beaucoup d’affinité 

pour ce phospholipide. 
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stimulant PAK et la kinase LIMK qui inhibe le facteur ADF/Cofiline (Lawson and Ridley, 2018). 

Proche du lamellipode, au niveau de la lamella, RhoA est activée et régule la polymérisation 

d’actine filamenteuse à travers la formine mDia1/2 (Lawson and Ridley, 2018, (Gupton et 

al., 2007). Ces structures d’actine filamenteuse se transforment en fibres de stress qui 

subissent des forces dépendantes de la myosine-II et exercent des tensions mécaniques sur 

les ACM. De plus RhoA régule la rétraction du lamellipode (Königs et al., 2014)de manière 

myosine-II dépendante. A l’arrière, RhoA est aussi active, et favorise la contractilité de 

l’actomyosine à travers l’activation de la voie ROCK/phosphatases de la Chaine Légère de la 

Myosine (CLM) et stimule la rétraction du corps cellulaire. L’activation de ces RhoGTPases 

s’effectue par la régulation et le recrutement de leur GEF aux sites de fonctions. La présence 

de PI(3,4,5)P3 augmente l’activité de Vav, une GEF des RhoGTPase de la famille des Rho et 

l’activité de SOS et α-Pix, des GEF de Rac (Han et al., 1998, Nimnual et al., 1998, Yoshii et al., 

1999) . Le niveau du PI(3,4,5)P3 à la membrane plasmique est important pour activer et 

recruter les RhoGTPase Cdc42 et Rac1 puisque l’inhibition de la production du PI(3,4,5)P3 

empêche l’activation de ces RhoGTPases (Benard et al., 1999, Hawkins et al., 1995). De plus 

le PI(4,5)P2 active RhoA (Staruschenko et al., 2004). Les RhoGTPases Rac1 et RhoA activent 

la kinase PI(4)P-5K qui phosphoryle le PI(4)P en position D5 et augmente le niveau de 

PI(4,5)P2 (Oude Weernink et al., 2000, Yang et al., 2004). Rac1, mais pas Cdc42, active la PI3K 

et génère l’accumulation du PI(3,4,5)P3 à l’avant de la cellule (Srinivasan et al., 2003, 3). 

Ainsi RhoA et Rac1 exercent une boucle de rétroaction positive qui amplifie localement la 

synthèse des PPI qui les activent. 

Principalement, les GEFs se lient aux PPI grâce à leur domaine PH et activent les RhoGTPases 

à la membrane plasmique. Par exemple, la perturbation de l’intégrité structurelle du 

domaine PH de la GEF Dbs de RhoA et Cdc42 est associée à un défaut d’adressage de la GEF 

à la membrane plasmique (Whitehead et al., 1999). Les GEF PIX et Tiam-1 de Rac1 possèdent 

une domaine PH qui se lie au PI(3,4,5)P3. De plus, le PI(4,5)P2 est aussi important pour 

l’adressage des GEF à la membrane plasmique. Par exemple, une étude récente a montré 

que la GEF DOCK8 de Cdc42 se localise dans les zones enrichies en PI(4,5)P2 grâce à son 

domaine DHR-1 (Sakurai et al., 2021, 8). Cependant, le domaine DHR-1 de DOCK8 est capable 

de se lier également au PI(3,4,5)P3  (Premkumar et al., 2010). 
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Ainsi le PI(4,5)P2 et le PI(3,4,5)P3 sont d’importants messagers qui permettent de réguler la 

dynamique de l’actine au cours de la migration.  

2.2 Rôle du PI(4,5)P2 et PI(3,4,5) dans la dynamique des adhésions focales 

  

La dynamique des ACM dépend majoritairement plus du PI(4,5)P2 que du PI(3,4,5)P3. Le 

PI(4,5)P2 se lie à de nombreuses protéines des adhésions focales, comme la taline, la 

vinculine, la paxilline et la kinase FAK et sert d’intermédiaire entre les ACM et l’actine 

(Mandal, 2020). Le PI(4,5)P2 intervient dans le processus d’assemblage et/ou de 

désassemblage des ACM en fonction du type cellulaire et du contexte. En effet, dans les 

cellules du colon HCT116 la déplétion de la kinase PIPKIγ entraine une réduction du pool de 

PI(4,5)P2 jusqu’à quarante pourcent par rapport aux cellules contrôles (Wu et al., 2011). 

Cette diminution corrèle avec l’inhibition de la formation des ACM. Par ailleurs, la 

surexpression de cette kinase augmente la vitesse d’assemblage et de désassemblage des 

ACM (Wu et al., 2011), suggérant une régulation des différentes étapes de la dynamique des 

ACM qui est dépendante de la quantité de PI(4,5)P2 à la membrane plasmique. Au contraire, 

dans les cellules MDA-MB-231, la déplétion optogénétique du pool de PI(4,5)P2 à la 

membrane plasmique entraîne l’accumulation d’ACM de taille importante suggérant un 

défaut de désassemblage (D’Souza et al., 2020). Au cours de l’assemblage et de la 

maturation des ACM, plusieurs adaptateurs, comme la vinculine sont recrutés à la 

membrane plasmique pour lier les ACM à l’actine. La vinculine est importante au cours de la 

formation des adhésions naissantes car elle recrute d’autres protéines adaptatrices comme 

la taline, l’α-actinine et la paxilline (Hüttelmaier et al., 1998). La vinculine adopte une 

conformation fermée dans le cytosol, qui masque les sites d’interactions avec les protéines 

adaptatrices (Hüttelmaier et al., 1998, Johnson and Craig, 1994, Johnson and Craig, 1995, 

Kroemker et al., 1994). De plus, la vinculine possède deux sites d’interaction avec certains 

PPI acides (chargés négativement) (Bakolitsa et al., 1999, Johnson et al., 1998). Par exemple, 

l’association de la vinculine au PI(4,5)P2 et sa phosphorylation par la kinase PKC permet à la 

vinculine d’adopter une conformation ouverte et de recruter les protéines adaptatrices des 

ACM. De plus, la kinase PKC nécessite la liaison au PI(4,5)P2 pour phosphoryler la vinculine 

(Ziegler et al., 2002). Le PI(4,5)P2 recrute et active également FAK, dont l’activité est 

importante pour réguler l’assemblage mais aussi le désassemblage des ACM au cours de la 
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migration. Le recrutement de FAK à la membrane plasmique est associé à un changement 

de conformation et à son oligodimerisation (Acebrón et al., 2020). L’activation de FAK 

s’effectue via son autophosphorylation au niveau des résidus tyrosines entre son domaine 

FERM et le domaine kinase. Cette phosphorylation entraine le recrutement de Src qui 

phosphoryle et active FAK. FAK se lie au PI(4,5)P2 de la membrane plasmique grâce aux 

résidus basiques de son domaine FERM (Cai et al., 2008). La liaison au PI(4,5)P2 entraine une 

oligodimerisation de FAK via son domaine FERM, qui confère une conformation propice à 

son autophosphorylation et donc à son activation (Goñi et al., 2014).  Ainsi, le PI(4,5)P2 à la 

membrane plasmique agit comme activateur des protéines des ACM. De plus, l’endocytose 

est un mécanisme important qui permet de favoriser l’internalisation et le recyclage des 

ACM. L’endocytose est également régulé par le PI(4,5)P2 

2.3 Rôle du PI(4,5)P2 et PI(3,4,5) dans le trafic vésiculaire  

 

L’endocytose médiée par la clathrine est une voie majeure d’internalisation de différents 

récepteurs, de molécules transmembranaires, et des intégrines. Au cours de la migration, 

l’endocytose des facteurs de croissance et des intégrines permet de transmettre leurs 

signaux à l’intérieur de la cellule. Au niveau de la membrane plasmique, la formation d’un 

manteau de clathrine est couplée à la courbure de la membrane générée par différentes 

protéines. Cette étape est suivie de la formation de vésicules qui se séparent de la 

membrane et suivent les routes d’endocytoses. De manière importante, l’actine joue un rôle 

de génération et de transmissions des forces dans le processus de courbure des membranes 

et dans la scission des vésicules. Le PI(4,5)P2 est également important pour réguler 

l’endocytose médié par la clathrine en recrutant des protéines adaptatrices (Figure 15). Par 

exemple, le complexe AP2, les protéines AP180, la dynamine, Num et Dab2 s’associent au 

PI(4,5)P2 à la membrane plasmique et participent au recrutement local de la clathrine 

(Bairstow et al., 2006, Ford et al., 2002, Posor et al., 2015). De plus, les kinases PIPKIs, qui 

génèrent le PI(4,5)P2, se lient et recrutent l’adaptateur AP2 de la clathrine (Krauss et al., 

2006). AP2 est composé de deux petites sous unités µ2-adaptine et σ-adaptine et de deux 

sous unités α-adaptine et β-adaptine plus larges. Le PI(4,5)P2 se lie à la sous unité α-adaptine 

et génère un changement de conformation de AP2 et le recrutement de la clathrine. 

L’inhibition des kinases PIPKIβ ou PIPKIg est associée à des défauts d’endocytose de la 
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transferrine, soulignant notamment l’importance du PI(4,5)P2, produit de ces kinases 

(Padrón et al., 2003, Bairstow et al., 2006).Le PI(4,5)P2 influence également le recrutement 

des protéines à domaine BAR, qui vont réguler la formation d’actine. Par exemple, la 

protéine SNX9 à domaine BAR se lie directement au facteur N-WASP et favorise la 

polymérisation d’actine (Yarar et al., 2007). De plus, le PI(4,5)P2 est important pour la 

scission des vésicules car il recrute et active la dynamine(Zoncu et al., 2007, Zheng et al., 

1996). La dynamine est une GTPase qui forme un anneau concentrique entre la membrane 

plasmique et la vésicule d’endocytose en cours de formation. Une fois activée, la dynamine 

change de conformation, ce qui entraîne la scission du lien entre la vésicule et la membrane. 

De plus, le PI(4,5)P2 joue un rôle crucial dans le trafic/recyclage des intégrines au cours de 

la migration. Par exemple, la kinase FAK, la taline et la kinase PIPKIgi2 s’associent avec les 

intégrines pour les maintenir dans une conformation active au cours de leur internalisation 

et de leur recyclage (Nader et al., 2016). Ainsi, le maintien de l’activation des intégrines à 

l’aide de la coopération de ces différents facteurs permet de reformer rapidement des 

adhésions naissantes à l’avant de la cellule en cours de migration.  

Ainsi, à travers le recrutement de différents facteurs, le PI(4,5)P2 et le PI(3,4,5)P3 sont des 

PPI importants pour la régulation de la dynamique de l’actine, des ACM, du trafic vésiculaire, 

et plus généralement de la migration (Figure 16). 
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adapté de (Swan, 2013) 

 

 

 

Figure 15. Rôle du PIP2 dans l’internalisation des intégrines. A la membrane plasmique, les zones 

enrichies en PI(4,5)P2 recrutent l’AP2, adaptateur de la clathrine. Les protéines FCHo 1/2 participent à 

l’initiation de l’internalisation des cargos, comme les intégrines. 

 

 



54 
 

 

 

3. L’implication d’autres phosphoinositides dans la migration : Le PI(4)P et le 
PI(3,4)P2 

 

3.1 Rôle du PI(4)P au Golgi et le trafic vésiculaire 

 

Le rôle du PI4P dans la migration est peu caractérisé mais son implication dans la migration 

cellulaire fait l’objet de plus en plus d’études. Au trans Golgi, le niveau de PI4P peut être 

régulé par les kinases PI4KIIIβ et PI4KIIα qui phosphorylent le PI en PI4P, et la phosphatase 

SAC1 qui déphosphoryle le PI4P en PI (Bankaitis et al., 2012). L’inhibition de la PI4KIIIβ 

entraîne la diminution du PI4P au trans Golgi et cela corrèle avec un défaut d’invasion des 

cellules du cancer du sein (Tokuda et al., 2014). En revanche, l’inhibition de SAC1 entraîne 

l’accumulation du PI4P et stimule l’invasion de ces cellules cancéreuses (Tokuda et al., 2014). 

La réorientation du Golgi suivant l’axe de migration mais également son architecture sont 

des caractéristiques importantes pour assurer la migration cellulaire (Kupfer et al., 1982, 

Millarte and Farhan, 2012, Millarte and Farhan, 2012). En effet, l’utilisation de drogues qui 

perturbent l’architecture du Golgi inhibe la migration. En particulier, l’inhibition de la Golgin-

160 et GMAP120 génère une fragmentation du Golgi associée à des défauts de migration 

(Yadav et al., 2009). Le repositionnement du Golgi en suivant l’axe de migration et sa 

structure allongée s’établissent grâce au lien physique avec le cytosquelette d’actine (Xing 

et al., 2016, Dippold et al., 2009). Dans ce contexte, le PI4P sert d’ancrage à la protéine 

GOLPH3, qui se lie à l’actine via l’interaction avec la Myosine 18A non conventionnelle qui 

génère des forces de tensions sur le Golgi. La surexpression de GOLPH3 favorise le 

repositionnement du Golgi le long de l’axe de migration et accélère la migration. De plus 

l’inhibition de GOLPH3 et de la Myosine 18A entraine un défaut d’orientation du Golgi et de 

la migration cellulaire. En plus de réguler la forme du Golgi, le complexe 

Figure 16. Récapitulatif des rôles du PI(4,5)P2 et PI(3,4,5)P3 dans la migration. Le PI(4,5)P2 stimule la 

dynamique des ACM, en recrutant par exemple la taline, la paxilline, et FAK. Il participe au trafic des 

intégrines, en recrutant les adaptateurs de la clathrine à la MP. Le PI(4,5)P2 régule la dynamique de 

l’actine à travers les PLA et l’activation de RhoA. Le PI(3,4,5)P3 active les RhoGTPase Rac1 et Cdc42 qui 

régulent la formation des lamellipodes et des filopodes. Le PI(3,4,5)P3 participe à la dynamique des 

ACM.  
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PI4P/GOLPH3/Myosine18A/F-actine est requis pour la formation de vésicules et la mise en 

place du trafic polarisé du Golgi vers la membrane plasmique. Lorsque GOLPH3 interagit 

avec le PI4P du trans Golgi, sa boucle β hydrophobe s’insère dans la membrane du Golgi et 

entraine sa courbure, ce qui favorise la formation de tubules et de vésicules (Rahajeng et al., 

2019). L’utilisation d’une forme de GOLPH3 incapable de se lier au PI4P montre l’absence de 

formation de tubules du Golgi, indiquant que le PI4P est nécessaire à cette fonction. Il est 

établi qu’au cours de la migration, le Golgi régule le trafic polarisé de vésicules vers la 

membrane plasmique, à l’avant de la cellule (Millarte and Farhan, 2012). La composition de 

ces vésicules n’est pas encore bien caractérisée. Cependant des études ont montré que 

GOLPH3 est impliqué dans la sécrétion de facteurs pro-invasifs (Halberg et al., 2016, Zhou et 

al., 2013). En effet, l’inhibition de GOLPH3 est associée à une réduction de la sécrétion des 

métalloprotéases MMP2 et MMP14 dans les gliomes et diminue leur capacité d’invasion. De 

plus, l’effecteur du PI4P PITPNC1 recrute Rab1b au Golgi. Rab1b recrute à son tour GOLPH3 

ce qui facilite la formation de vésicules et la sécrétion de facteurs pro-invasif et pro-

angiogenèse comme MMP1, HTRA1 et PDGFA. Ainsi à travers ses effecteurs GOLPH3 et 

PITPNC1, le PI4P au trans-Golgi est important pour réguler la migration des cellules.   

 

3.2 Rôle du PI(3,4)P2 dans la polarité cellulaire   

 

Un nombre croissant d’études révèle l’importance du PI(3,4)P2 au cours de la 

migration. Certains effecteurs du PI(3,4)P2 sont communs avec le PI(3,4,5)P3, comme les 

protéines Akt/PKB. D’autres effecteurs du PI(3,4)P2 sont spécifiques, comme la 

lamellipodine qui régule la formation de structures protrusives et la dynamique de l’actine 

(Krause et al., 2004, Yoshinaga et al., 2012, Hansen and Mullins, 2015). La dérégulation de la 

lamellipodine, à travers sa surexpression ou inhibition, entraine des défauts de motilité (Li 

et al., 2016). Par exemple, la surexpression de la lamellipodine entraine l’accélération de la 

vitesse d’extension des lamellipodes ; alors que son inhibition impact la formation de ces 

derniers et leur vitesse d’expansion (Krause et al., 2004). La lamellipodine se lie à l’actine, 

recrute le complexe Ena/VASP au bout des lamellipodes et augmente son activité de 

polymérisation de l’actine (Hansen and Mullins, 2015). Au cours de la migration stimulée par 

le facteur SDF, la lamellipodine est recrutée dans les zones protrusives de la membrane 
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plasmique enrichies en PI(3,4)P2, via son domaine PH. Ce recrutement à la membrane 

plasmique souligne l’importance du PI(3,4)P2 au cours de la migration (Li et al., 2016). En 

plus de recruter des régulateurs de l’actine, le PI(3,4)P2 joue un rôle important dans le trafic 

des intégrines et la dynamique des ACM. Dans les cellules MDA-MB-231, la phosphatase 

SHIP2 déphosphoryle le PI(3,4,5)P3 en position D5 et génère du PI(3,4)P2 aux adhésions 

focales.  Le PI(3,4)P2 favorise le turnover des ACM puisque l’inhibition de SHIP2 entraîne le 

développement des ACM, augmente l’étalement des cellules et diminue leur capacité 

d’invasion (Fukumoto et al., 2017). Par ailleurs, la production de PI(3,4)P2 aux invadopodes 

par la kinase PI3K et la phosphatase SHIP2 promeut la formation de vésicules de clathrine et 

stimule l’internalisation des intégrines (Feng and Yu, 2021, Posor et al., 2013). 

L’enrichissement local de PI(3,4)P2 permet le recrutement des protéines SNX9 et de la 

dynamine DNM2. SNX9 est une protéine possédant un domaine PX-BAR qui contribue à la 

courbure membranaire et à l’internalisation des intégrines-β3. Le PI(3,4)P2 est aussi 

important pour la régulation de l’activation de la kinase PI3K au cours de la maturation des 

invadopodes (Erami et al., 2019). Plus particulièrement, l’activation de l’iso-forme PI3Kβ 

nécessite la production de PI(3,4)P2 par la phosphatase SHIP2 (Erami et al., 2019). Au cours 

de la migration, le PI(3,4)P2 ne s’accumule pas uniquement à l’avant des cellules. Chez 

Dictyostelium, le PI(3,4)P2 s’accumule à la MP au cours de la rétraction des protrusions (Li 

et al., 2018,(Saarikangas et al., 2010). Ce phénomène s’accompagne de la formation de 

vésicules de macropinosomes, enrichies en PI(3,4)P2 qui sont transportées vers l’arrière de 

la cellule. Ces vésicules fusionnent avec la MP et génère l’accumulation locale du PI(3,4)P2 

à l’arrière des cellules. Chez Dictyostelium, le PI(3,4)P2 inhibe l’activation de Ras, qui est une 

GTPase importante dans la régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine (Lim et al., 

2002). Ainsi, chez Dictyostelium, la régulation spatiale du PI(3,4)P2 permet de réguler 

finement la polarité de la cellule et la dynamique du front de migration.  
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III. Les Sites de Contacts Membranaires et la migration cellulaire 

L’homéostasie des PPI est régulée par les kinases/phosphatases au cours de la migration. 

Par ailleurs, le métabolisme et le transport des PPI peuvent aussi s’établir à travers des 

mécanismes de transport non vésiculaire au niveau des sites de contacts membranaires.  

 

1. Définition et exemples de SCM  

 

1.1 Définition 

Les sites de contacts membranaire (SCM) sont des zones d’apposition membranaire entre 

deux compartiments cellulaires, sans fusion membranaire (Figure 17). Ces zones de contact 

font intervenir des complexes protéiques qui remplissent différentes fonctions. Il existe deux 

types d’apposition membranaire : des contacts homotypiques et des contacts 

hétérotypiques (Scorrano et al., 2019). Les contacts homotypiques s’établissent entre deux 

organites identiques par exemple entre peroxysomes ou entre mitochondries. Les contacts 

hétérotypiques, les plus étudiés, s’établissent entre deux organites différents et font 

généralement intervenir le RE. Le RE peut établir des contacts hétérotypiques de quelques 

dizaines voire centaines de nanomètres de long avec la membrane plasmique, les 

endosomes, les mitochondries, le trans-golgi, les lysosomes, les gouttelettes lipides, les 

peroxysomes et le noyau (Friedman and Voeltz, 2011). Ces SCM présentent plusieurs 

caractéristiques. Tout d’abord, les membranes apposées sont distantes de 10 à 80 nm et 

sont les lieux de formation de multiples complexes protéiques (Scorrano et al., 2019). Dans 

la majorité des cas, des protéines ancrées au RE recrutent et interagissent avec des protéines 

cytosoliques ou ancrées à la membrane apposée. L’ensemble du complexe permet de 

maintenir les deux membranes en contact (Eisenberg-Bord et al., 2016). Ces SCM ont 

différentes fonctions : ils régulent les échanges et le métabolisme des lipides, les flux de 

Ca2+, l’autophagie, le trafic, la dynamique membranaire, le positionnement et la dynamique 

des organites cellulaires (Prinz et al., 2020). Au cours de mon travail de thèse, en raison de 

la thématique du laboratoire, je me suis focalisé sur la fonction de transfert de lipides ayant 

lieu au niveau des SCM, mettant de côté les échanges de calcium. Cependant, il est 
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important de préciser que les études récentes montrent que ces deux fonctions sont inter-

dépendantes, ce qui sera discuté dans la partie discussion du manuscrit.  

 

Adapté de (Meneses-Salas et al., 2020) et (Jing et al., 2020) 

1.2 Des échanges asymétriques de lipides aux SCM : l’exemple du cycle du PI   

 

Les échanges non vésiculaires de lipides s’établissent à travers trois mécanismes. Par 

les échanges monomériques de lipides entre différentes membranes, par la diffusion 

latérale de lipides ou par les échanges de lipides au sein d’une même bicouche lipidique 

catalysés par des flipases (Lev, 2010). Les échanges lipidiques monomériques entre deux 

membranes s’établissent de manière spontanée ou sont accélérés grâce à des protéines de 

transferts de lipides (PTL) qui agissent aux SCM (Lev, 2010). Les PTL possèdent une poche 

hydrophobe qui se lie à un lipide, l’extrait d’une membrane et le transfert à une autre 

Figure 17. Schéma de la structure du RE et SCM. A Image acquise en microscopie électronique à 

transmission donnant un exemple de site de contact membranaire entre les endosomes tardifs et le RE 

(fléches) dans des cellules CHO WT. B Schéma des principaux sites de contacts membranaires 

hétérotypiques entre le RE et les organites cellulaires. Le RE s’étend du noyau à la membrane plasmique et 

entre en contact avec tous les organites cellulaires.  
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membrane. Ce processus de transfert ne nécessite pas de consommation d’énergie mais 

dépend de la composition lipidique locale des membranes (Lev, 2010). Les échanges de 

lipides sont généralement asymétriques et se déroulent en plusieurs étapes. Tout d’abord, 

la plupart de ces PTL est soluble et se lie à des protéines ancrées au RE, comme les protéines 

VAPs. De plus, ces PTL se lient généralement à la membrane apposée grâce à leur domaine 

PH. Elles transfèrent un type de lipide du RE vers la membrane apposée et par contre-

échange transférèrent un lipide d’un type différent de la membrane apposée vers le RE. Ce 

contre échange n’est pas obligatoire. Il peut y avoir le transfert d’un lipide vers une 

membrane dans un seul sens uniquement. De plus, d’autres PTLs aux SCM RE-MP peuvent 

moduler le transfert de lipides sans interagir avec les protéines résidentes du RE. Par 

exemple, les protéines ORP5/8 qui sont ancrées au RE, se lient et échangent le PI4P de la MP 

contre du phosphatidylsérine (PS), ce qui permet de réguler le niveau de PI4P à la MP (Chung 

et al., 2015). L’un des exemples le mieux caractérisé d’échanges asymétriques de lipides 

concerne le cycle du PI entre la RE, la MP et le Golgi (Figure 18). Les SCM et la présence de 

kinases/phosphatases permet de réguler localement le métabolisme et la quantité de 

certains phosphoinositides, ou d’autres lipides, ce qui a un impact sur les voies de 

signalisation (Prinz et al., 2020) . Aux SCM RE-MP médiés par les protéines VAPs, les 

protéines Nir2 transfèrent le PI du RE vers la MP. En contrepartie, l’acide phosphatique (AP) 

est transféré de la MP au RE. A la MP, les kinases PI4K peuvent phosphoryler le PI en position 

4 pour synthétiser du PI4P. Ce PI4P peut être métabolisé en PI(4,5)P2 et PI(3,4,5)P3 ou peut 

être transféré au RE par les complexes VAPs-ORP3. Cependant, le lipide qui est échangé en 

contrepartie n’est pas encore clairement caractérisé. Au RE, la phosphatase Sac1 

déphosphoryle le PI4P en PI, qui peut être ensuite transféré à la MP. De la même manière 

aux SCM RE-trans Golgi médiés par les protéines VAPs, les protéines Nir2 transfèrent du PI 

du RE vers le trans-Golgi qui peut être métabolisé en PI4P par les kinases PI4K. En échange, 

l’AP est échangé du trans-Golgi vers le RE. OSBP, à travers son interaction avec les protéines 

VAPs, transfère le PI4P du trans-Golgi au RE où Sac 1 peut déphosphoryler le PI4P en PI qui 

peut être à nouveau transféré au trans-Golgi. En échange OSBP transfert le cholestérol du 

RE vers le trans-Golgi, contre son gradient de concentration.  

Ainsi, à travers cet exemple, les SCM hétérotypiques sont d’importantes plateformes 

d’échanges de lipides qui maintiennent et régulent l’homéostasie de certains lipides dans 
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les membranes cellulaires. Au cours de ma thèse je me suis concentré sur les protéines VAPs 

et la régulation du pool des PPI à la MP. Pour expliquer mes résultats, je m’intéresse dans la 

partie discussion de ce manuscrit aux partenaires des protéines VAPs ORP3 et Nir2, dont le 

rôle dans la migration a déjà été caractérisé et fait l’objet de la partie suivante.   
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Adapté de (Prinz et al., 2020) 

 

 

Figure 18. Le cycle du PI aux SCM. En haut, aux SCM RE-MP médiés par les protéines VAPs, les protéines 

Nir2 transfèrent le PI du RE vers la MP. Les kinases PI4K peuvent phosphoryler le PI en position 4 pour 

synthétiser du PI4P. Ce PI4P peut être métabolisé en PI(4,5)P2 et PI(3,4,5)P3 ou peut être transféré au RE 

par les complexes VAPs-ORP3. Au RE, la phosphatase Sac1 déphosphoryle le PI4P en PI, qui peut être  ensuite 

transféré à la MP. De manière similaire, au Golgi, le PI peut être transféré du RE au trans-Golgi par le 

complexe VAPs/Nir2. Les kinases PI4KB peuvent phosphoryler le PI en PI4P qui peut être transporté au RE à 

travers le complexe VAPs/OSBP. Au RE, Sac1 peut déphosphoryler le PI4P en PI, qui peut être à nouveau 

transféré au trans-Golgi. 
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2.Les protéines VAPs ancrées au RE et leur partenaire ORP3 et Nir2 dans la 
migration cellulaire.  

 

2.1 Structure des protéines VAPs 

 

Les protéines VAPs ont été clonées pour la première fois en 1995 à l’aide du système de 

double hybride chez Aplysia californica (Skehel et al., 1995). Une protéine de 33 kilodaltons 

a été identifiée et nommée VAMP-associated protein (VAP). Les protéines VAMP sont des 

protéines SNARE impliquées dans la fusion des vésicules synaptiques et qui interagissent 

avec SNAP-25 et les syntaxines (Chen and Scheller, 2001). Dans ce contexte, cette étude a 

montré que les protéines VAPs interagissent avec les protéines VAMP et régulent 

l’exocytose de neurotransmetteurs. Les protéines VAPs sont conservées chez les eucaryotes. 

Elles sont localisées principalement dans le RE et possèdent un domaine cytosolique (Lev et 

al., 2008). La famille des protéines VAPs inclue les protéines VAPA, VAPB et les protéines 

MOSPD 1/2/3 (Loewen and Levine, 2005, Di Mattia et al., 2018, Cabukusta et al., 2020, Di 

Mattia et al., 2018, James and Kehlenbach, 2021). Les protéines VAPs possèdent, en N-

terminal, un domaine MSP (Major Sperm domain), à l’exception de MOSPD2 pour lequel le 

domaine MSP est central (Figure 19). Elles possèdent également un ou plusieurs domaines 

transmembranaire (TMD) en C terminal, permettant l’ancrage au RE (Figure 19). Les 

protéines VAPA et VAPB possèdent 63% de similarité. Ces deux protéines possèdent un 

domaine coiled-coil en leur centre. Au RE, les protéines VAPA et VAPB peuvent 

s’homodimeriser ou s’hétérodimeriser à travers leur domaine transmembranaire contenant 

un motif de dimérisation GxxxG et à travers leur domaine coiled-coil (Kaiser et al., 2005). Le 

domaine MSP des protéines VAPA et VAPB permet l’interaction avec de nombreux 

partenaires, généralement via leur motif FFAT (two phenylalanine in an acidic tract (Kaiser 

et al., 2005). La cristallographie de VAPA en complexe avec le motif FFAT d’ORP1 révèle que 

deux motifs FFAT interagissent avec deux domaines MSP. Plus particulièrement, la face 

chargée positivement du domaine MSP se lie aux résidus anioniques du domaine FFAT. La 

substitution des résidus du domaine MSP qui interagissent avec le domaine FFAT par des 

résidus acides suffit à abolir l’interaction. Par exemple, les mutations K94D et M96D 

(autrement appelée KD/MD) dans le domaine MSP de VAPA ou les mutations K87D et M89D 

dans le domaine MSP de VAPB, qui modifient la charge de VAP, empêchent l’interaction avec 
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le motif FFAT, sans modifier la structure du domaine MSP. De plus d’autres résidus dans le 

domaine MSP sont importants pour établir cette interaction comme les résidus K45, T47 et 

K118 (Loewen and Levine, 2005). Ainsi, les domaines MSP peuvent conférer une certaine 

spécificité d’interaction aux protéines VAPs : par exemple,  les protéines MOSPD1 et 

MOSPD3 dont la séquence du domaine MSP diverge par rapport à celui de VAPA, VAPB et 

MOSPD2, reconnaissent et interagissent avec des motifs FFAT différents (Neefjes and 

Cabukusta, 2021).  

 

de (James and Kehlenbach, 2021) 

Les protéines VAPA et VAPB possèdent plus de 250 partenaires dont 50% sont en commun 

(James and Kehlenbach, 2021). La plupart de ces partenaires interagissent avec les protéines 

VAPA et VAPB à travers leur motif FFAT et ces partenaires sont souvent impliqués dans le 

transfert de lipides aux SCM (Figure 20). On peut prendre l’exemple des partenaires Nir2 et 

ORP3, qui interagissent avec VAPA et VAPB. De plus, il est important de noter que tous les 

Figure 19. Structure des protéines VAPs et localisation aux SCM. A Structure des protéines VAPs. Les protéines 

VAPA et VAPB possèdent un domaine MSP d’interaction avec le motif FFAT de ses partenaires en N-terminal. 

Elles possèdent un domaine coiled coil (CC) en leur centre et un domaine transmembranaire (TMD) en C-

terminal. Les protéines MOSPD sont dépourvues de domaine coiled coil. MOSPD1 et 3 ont un domaine MSP et 

deux domaines TMD. MOSPD2 possède un domaine TMD, MSP et un domaine CRAL-TRIO en C-terminal. 
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partenaires des protéines VAPs possédant un motif FFAT, ne sont pas forcément impliqués 

dans le transfert de lipides. Par exemple la protrudine régule le trafic des endosomes tardifs 

et la morphologie du RE. La protrudine, ancrée au RE, possède un motif FFAT qui lui permet 

d’interagir avec les protéines VAPs sans échanger de lipides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adapté de (Lev et al., 2008) 
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2.2 Structure des protéines PTL (protéines de transfert de lipides) s’associant aux 
protéines VAPs : Les exemples de Nir2 et ORP3  

 

Généralement, les protéines PTLs possédant un motif FFAT et qui interagissent avec 

les protéines VAPs, sont cytosoliques. On distingue plusieurs familles de PTLs pouvant 

former un complexe avec les protéines VAPs, comme les oxysterol binding protein OSBP-

related proteins ORPs, les ceramide transfer protein ( de la famille START), et les 

phosphatidylinositol transfer protein PITP qui regroupe les protéines Nir1/2/3 (Murphy and 

Levine, 2016). Parmi ces familles de protéines, nous nous intéressons aux protéines ORP3 et 

Nir2 qui appartiennent aux familles ORPs et PITP respectivement (Figure 21). Ces protéines 

sont recrutées au RE par les protéines VAPs (Loewen et al., 2004, Wyles and Ridgway, 2004, 

Amarilio et al., 2005,(Kawano et al., 2006). Le motif FFAT consensus consiste en une 

séquence E1F2 F3D4A5x6E7 précédée par une région adjacente, vers le côté N-terminal, 

composée d’acides aminés acides anioniques (Loewen et al., 2003). Le motif FFAT, de charge 

négative, forme une boucle étendue qui interagit avec la face chargée positivement du 

domaine MSP des protéines VAPs. De plus, les résidus F2 et A5 établissent des interactions 

van-der-Walls avec deux poches hydrophobes du domaine MSP (Kaiser et al., 2005, Murphy 

and Levine, 2016). Il a été montré qu’initialement la liaison du domaine FFAT avec le 

domaine MSP se fait à travers l’interaction de la région adjacente acide du domaine FFAT 

avec la face chargée positivement du domaine MSP. Ensuite, cette liaison est renforcée par 

les liaisons spécifiques des acides aminés phénylalanine F2 et alanine A5 du domaine FFAT 

avec le domaine MSP (Furuita et al., 2010). Le motif FFAT peut contenir quelques variations 

de séquences. L’une des plus connues est la substitution des acides aminés phénylalanine 

(F) par des acides aminés qui peuvent être phosphorylés comme la sérine ou la thréonine et 

donc peuvent être chargés négativement (Di Mattia et al., 2020). On appelle ces motifs les 

phospho-FFAT dont la phosphorylation permet l’interaction avec les protéines VAPA et 

VAPB. Une même PTL peut avoir des motifs FFAT canonique et phospho-FFAT. C’est le cas 

Figure 20. Liste exhaustive des partenaires de VAPA et VAPB.  Les protéines VAPA et VAPB 

possèdent de nombreux partenaires. Ces partenaires peuvent être spécifiques, comme la protéine 

NS5A du virus de l’hépatite C qui interagit spécifiquement avec VAPB. D’autres partenaires des 

protéines VAPs sont en commun, comme les protéines Nir2 et ORP3 (carré rouge). Nir2 et ORP3 

interagissent avec VAPA et VAPB via leur domaine FFAT. Ces partenaires sont des PTL.  
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de la protéine ORP3, qui peut être phosphorylée par la kinase PKC (Gulyás et al., 2020). En 

revanche, Nir2 possède un seul motif canonique FFAT. Ainsi, la présence des motifs 

phospho-FFAT permet de réguler la localisation d’ORP3 aux SCM par des 

kinases/phosphatases et de favoriser la formation de SCM RE-MP (Gulyás et al., 2020). Par 

ailleurs il est important de préciser que les protéines MOSPD1 et MOSPD3 possèdent un 

domaine MSP qui interagit avec un motif FFAT non conventionnel appelé FFNT (two 

phenylalanines in a neutral tract. Ce motif ne possède pas ou peu de résidus qui 

correspondent à la région adjacente acide du FFAT conventionnel. En revanche, cette région 

adjacente comporte des résidus neutres (James and Kehlenbach, 2021). Au RE, les protéines 

VAPA, VAPB et MOSPD2 recrutent les PTL à travers l’interaction avec leur motifs FFAT 

conventionnels et les phospho-FFAT alors que les protéines MOSPD1 et MOSPD3 s’associent 

avec les protéines possédant un motif FFNT. De manière importante, les PTL possèdent un 

domaine qui permet leur association avec la membrane apposée au RE. Généralement ces 

domaines reconnaissent les lipides que les PTL extraient de la membrane et transfèrent au 

RE. Par exemple, les protéines de la famille ORP, comme ORP3, possèdent un domaine PH 

au niveau de la partie N-terminale reconnaissant le PI4P (Wu et al., 2018). Les protéines de 

la famille PITP, comme Nir2 possèdent en C-terminal un domaine LNS2 qui reconnait l’AP à 

la membrane plasmique. En général, ces PTL établissent un transfert monomérique de lipide 

au cours duquel un lipide est chargé et transporté dans une poche hydrophobe qui se trouve 

au niveau du cœur de la protéine (Figure 22). Ce domaine, appelé ORD pour les protéine 

ORP3 et domaine PITP pour les protéines Nir2, possède un « couvercle » qui protège le lipide 

transporté de la phase aqueuse du cytosol et qui s’ouvre lors de l’apport du lipide et du 

chargement d’un autre lipide à la membrane apposée (Wong et al., 2019). Dans certains cas, 

des changements de conformation très rapides sont induits lorsque que la PTL s’associe à la 

membrane, ce qui permet notamment l’ouverture de la poche hydrophobe, le chargement 

du lipide et son transfert vers la membrane apposée. De plus, la poche hydrophobe des PTL 

est souvent bispécifique, traduisant la possibilité de lier deux types de lipides différents et 

d’établir ainsi des échanges asymétriques entre membranes. Les PTL oscillent donc entre la 

conformation fermée et ouverte aux SCM, ce qui est possible à travers leur recrutement au 

RE via le domaine FFAT et à la membrane apposée grâce au domaine PH et à leur domaine 

de transfert de lipides.  
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Adapté de (Wong et al., 2019) 

 

Figure 21. Exemples d’organisation de PTLs possédant un domaine FFAT. Les protéines Nir2 possèdent en N-

terminal un domaine de transfert de lipide PITP. Elles possèdent un domaine FFAT de liaison aux motifs MSP 

des protéines VAPs et un domaine de liaison à l’acide phosphatique (AP) LNS2 en C-terminal. Les protéines 

ORP3 possèdent un domaine PH de liaison aux phosphoinositides, un domaine FFAT canonique et non 

canonique et un domaine de transfert de lipide, domaine ORD en C-terminal.  
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2.3 Fonctions des protéines VAPs 

Les protéines VAPs sont très conservées entre les organismes eucaryotes, que ce soit 

chez les plantes, la souris, les nématodes ou encore chez les mouches et sont ubiquitaires 

dans les cellules humaines (Amarilio et al., 2005, Kors et al., 2022). Les protéines VAPs sont 

impliquées dans de nombreux processus cellulaires. Elles régulent la stabilité du réseau des 

microtubules (Amarilio et al., 2005) ou la réponse UPR (Kagiwada et al., 1998). Les protéines 

VAPs interagissent avec les protéines non structurales NS5A et NS5B du virus de l’hépatite 

C, ce qui est essentiel pour la réplication du virus (Gao et al., 2004,Hamamoto et al., 2005). 

Une mutation dans le gène codant VAPB a été identifiée dans trois formes de maladies 

familiales de neurones moteurs (Nishimura et al., 2005, Nishimura et al., 2004). De plus, les 

protéines VAPs, régulent la morphologie du RE, à travers l’interaction des VAPs avec ses 

partenaires possédant un motif FFAT, comme par exemple la protrudine ou les protéines 

Nir2/3 (Hashimoto et al., 2014, Amarilio et al., 2005). Mais leur rôle principal consiste à 

réguler le transport non vésiculaire de lipide (figure 23) et le trafic des endosomes (Lev et 

al., 2008).  

Régulation des PPI par les protéines VAPs 

Dans les cellules rénales HEK293T, l’inhibition des protéines VAPs est associée à une 

augmentation du niveau du PI4P au Golgi (Mao et al., 2019). Cependant, il existe des 

résultats contradictoires, liés peut-être au type cellulaire. En effet, l’inhibition des protéines 

VAPs dans les cellules HeLa est associée à une diminution de la quantité de PI4P au Golgi 

détectée à l’aide de la sonde PH-OSBP-GFP (Peretti et al., 2008). Cette sonde fluorescente, 

qui est le domaine PH de la protéine OSBP fusionné à la GFP, est régulièrement utilisée par 

visualiser le PI4P intracellulaire. La diminution du PI4P au Golgi s’accompagne d’une 

diminution de la SM et du DAG au Golgi. En effet dans cette condition, la protéine CERT n’est 

plus adressée au Golgi, ce qui inhibe le transfert de la Céramide, précurseur de la SM et du 

Figure 22. Transfert monomérique de lipide entre membranes. En haut est représenté une poche hydrophobe 

d’un domaine échangeur de lipides d’une PTL. A gauche, la poche hydrophobe expose la tête hydrophile du 

lipide au milieu aqueux du cytoplasme. A droite un « couvercle » protège le lipide du milieu aqueux. En bas, le 

transfert d’un lipide nécessite plusieurs étapes : Le chargement du lipide de la membrane A dans la poche 

hydrophobe, la rotation de la poche contenant le lipide dans l’espace inter-membranaire, la réception et 

l’ancrage du lipide dans la membrane B. 
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DAG, au Golgi. Une autre étude a montré que la déplétion des protéines VAPs dans les 

cellules HeLa est associée à l’augmentation de l’abondance du PI4P dans les endosomes 

(Dong et al., 2016). De manière intéressante, ce phénotype est sauvé par la surexpression 

de la forme VAPA ou VAPB exogène, suggérant une redondance entre VAPA et VAPB pour la 

régulation du PI4P au Golgi. Dans ces cellules HeLa, les VAPs régulent la nucléation de 

l’actine WASH-dépendante et le trafic des endosomes vers le Golgi. En effet, dans les cellules 

déplétées pour les VAPs, l’accumulation d’actine autour des endosomes entraine la 

formation de comètes d’actine. L’apparition de ce phénotype est liée à l’abondance 

anormale de PI4P aux endosomes puisque dans les cellules déplétées pour OSBP on retrouve 

également une accumulation de PI4P et la formation de comète d’actine aux endosomes. 

De plus, l’inhibition des kinases PI4K aux endosomes réduit de manière significative 

l’abondance d’actine aux endosomes. En plus de réguler le niveau de PI4P au Golgi et aux 

endosomes, les protéines VAPs régulent la quantité de PI4P à la MP de la levure. Les 

orthologues Scs2 et Scs22 sont les protéines VAPs chez la levure (Manford et al., 2012). Dans 

les doubles mutants Scs2/Scs22 le niveau de PI4P à la MP est 3 fois plus important par 

rapport au contrôle. Chez la levure les protéines Scs2/Scs22 peuvent activer Sac1 aux SCM 

RE-MP et ainsi permettre de phosphoryler le PI4P de la MP en PI. En absence des protéines 

Scs2/Scs22, la phosphatase Sac1 n’est plus recrutée aux SCM RE-MP, ce qui corrèle avec 

l’accumulation de PI4P à la MP dans les doubles mutants.  

Les protéines VAPs, régulent le transfert de nombreux lipides par l’interaction leurs 

partenaires. Par exemple aux SCM RE/Golgi les protéines VAPs ancrées au RE interagissent 

avec des partenaires PTL comme Nir2, CERT et OSBP. CERT se lie au PI4P du trans-Golgi via 

son domaine PH et s’associe aux protéines VAPs du RE (Kumagai and Hanada, 2019). CERT 

transfère le céramide du RE au Golgi grâce à son domaine StART. Le céramide est 

métabolisée en shingomyéline (SM) et en DAG au Golgi. OSBP se lie également au PI4P du 

trans-Golgi grâce à son domaine PH et interagit avec les protéines VAPs (Mesmin et al., 

2017). OSBP transfère du cholestérol contre son gradient de concentration du RE vers le 

trans-Golgi grâce au transfert du PI4P du trans-Golgi vers le RE (Mesmin et al., 2017). Ceci 

nécessite la production de PI4P au trans-Golgi. En effet, l’inactivation de la kinase PI4KIIIβ 

qui hydrolyse le PI en PI4P génère des vagues de PI4P au trans-golgi qui sont dues à 

la kinase PI4KIIα. Ces vagues sont associées à un déplacement des SCM RE-Golgi dans 
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les zones du trans-golgi enrichies en PI4P. Ce transfert de PI4P par VAPs/OSBP peut 

être facilité également par Nir2 qui transfert du PI du RE au Golgi, générant ainsi un 

pool de précurseur du PI4P (Amarilio et al., 2005). 

Régulation du trafic des endosomes par les protéines VAPs 

Les protéines VAPs régulent d’autres fonctions cellulaires comme le trafic des endosomes 

tardifs sur les microtubules vers les extrémités moins (-) et plus (+). Le trafic des endosomes 

tardifs est régulé par le niveau de cholestérol notamment détecté par les SCM RE-

endosomes médiés par VAPs/ORP1L. Lorsque le niveau de cholestérol aux endosomes 

tardifs est bas, ORP1L s’associe à VAPA. Cette association inhibe l’association des 

endosomes avec la dynéine à travers le complexe RILP-Rab7 et empêche leur mouvement 

vers l’extrémité (-) des microtubules. Aux SCM ORP1L/VAPA, le cholestérol peut être 

transféré du RE vers les endosomes. Lorsque le niveau de cholestérol est plus important aux 

endosomes, la protéine ORP1L adopte une conformation qui ne permet plus son association 

avec VAPA. Ainsi, la dynéine peut s’associer aux endosomes et les transporter vers 

l’extrémité (-), en direction du centre de la cellule (van der Kant et al., 2013, Rocha et al., 

2009). De plus aux SCM RE-endosome, les protéines VAPs peuvent s’associer avec la 

protrudine et Rab7, qui favorisent le chargement de la kinésine sur les endosomes tardifs et 

régulent leur trafic vers l’extrémité (+) des microtubules, du centre de la cellule vers la MP 

(Raiborg et al., 2015). Ainsi les protéines VAPs régulent de nombreuses fonctions et jouent 

un rôle important dans la régulation du niveau du PI4P à la membrane du trans-golgi, des 

endosomes et de la MP.  
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de (Wu et al., 2018) 

2.4 Rôle des PTL partenaires des VAPs dans la migration cellulaire 

2.4.1 Rôle de la protéine ORP3 dans la migration cellulaire 

Parmi les protéines ORPs, la protéine ORP3 est connue pour son implication dans la 

dynamique des ACM. Dans les cellules HEK293, ORP3 co-localise avec des marqueurs du RE 

(Lehto et al., 2008). De plus, la forme endogène d’ORP3 se localise à la MP et se concentre 

à l’extrémité des structures protrusives comme les filopodes. ORP3 régule la dynamique de 

l’actine et la formation de protrusions. En effet, la surexpression d’ORP3 est associée à la 

formation de longues protrusions alors que l’inhibition d’ORP3 diminue considérablement 

la formation de filopodes et perturbe les structures du cytosquelette d’actine. Ce phénotype 

de protrusions n’est pas lié à l’interaction d’ORP3 avec les protéines VAPs mais dépendant 

de son adressage à la membrane plasmique. En effet, lorsqu’une forme d’ORP3 inactive pour 

Figure 23. Les protéines VAPs et le transfert de lipides à travers la cellule. SCM médiés par les 

protéines VAPs et ses partenaires au Golgi, endosomes, peroxisome, et à la membrane plasmique. 

En bas à droite, ORP5 ne nécessite pas d’interagir avec les protéines VAP pour transférer des lipides. 

Le complexe VAPs/Protrudine ne régule pas l’échange de lipide, mais la position des endosomes 

tardifs. 
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son motif FFAT est surexprimée, les protrusions induites par ORP3 ne sont pas différentes 

de celles observées avec la forme d’ORP3 sauvage. En revanche, la surexpression d’une 

forme d’ORP3 déplétée de son domaine PH inhibe la formation de longues protrusions. 

ORP3 est un important facteur pour réguler également la formation d’adhésions focales. 

Dans les cellules HEK293, la déplétion d’ORP3 entraine l’augmentation de l’étalement sur 

fibronectine, suggérant un défaut des ACM. La déplétion d’ORP3 est accompagnée d’une 

inhibition de la formation des ACM (Lehto et al., 2008). ORP3 possède deux motifs FFAT. Le 

motif FFAT1 est un motif consensus canonique et le domaine phospho-FFAT2 est susceptible 

d’être phosphorylé (Weber-Boyvat et al., 2015). Ces deux motifs sont importants pour 

réguler la dynamique des ACM. La phosphorylation d’ORP3 stimulée par le traitement à la 

PMA permet son association avec VAPA à la MP. Cette association dépend également du 

domaine PH d’ORP3. L’interaction VAPA/ORP3 recrute R-Ras, une GTPase importante au 

cours de la migration. La voie PI3K/Akt est une cible majeure de cette GTPase (Marte et al., 

1997). Le complexe VAPA/ORP3 active R-Ras et stimule l’activation des intégrines β1. De 

plus, l’activation des intégrines est amplifiée lorsque les forme sauvages d’ORP3 et VAPA 

sont surexprimées (Weber-Boyvat et al., 2015). En revanche, cette stimulation n’est pas 

observée lorsque la forme d’ORP3 mutée dans ses domaines FFAT1 et FFAT2 est 

surexprimée. Récemment, il a été montré qu’ORP3 participe au désassemblage des ACM. 

ORP3 est recrutée à la MP en réponse à l’influx de Ca2+, du niveau du PI4P et du PI(4,5)P2 à 

la MP et de la phosphorylation de son phospho-FFAT médié par la protéine kinase C (PKC). 

Aux SCM RE-MP, ORP3 s’associe avec la GTPase IQSec1, dont son activation est stimulée par 

l’influx de Ca2+. La GTPase IQSec1 active Arf5, qui favorise le désassemblage des ACM. Ainsi 

aux SCM RE-MP proche des ACM, le complexe ORP3/IQSec1/Arf5 régule la dynamique des 

ACM.  

2.4.2 Rôle de la protéines Nir2 dans la migration cellulaire 

Nir2 interagit avec VAPA et VAPB (Lev et al., 2008) et s’associe également à RhoA (Tian 

et al., 2002) . Tout d’abord, Nir2 joue un rôle structurel du RE (Amarilio et al., 2005). Nir2 se 

localise principalement au Golgi et peut se trouver dans le RE dans les cellules en interphase. 

La surexpression de Nir2 et entraine la déformation du RE. La formation de structures 

granulaires de taille hétérogène apparait autour du noyau et à travers le cytoplasme. Ces 

structures ne se forment pas lorsqu’une forme mutante du domaine FFAT de Nir2 est 
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surexprimée, suggérant que c’est à travers l’interaction Nir2 avec les protéines VAPs que ce 

phénotype s’établit. En microscopie électronique ces structures granulaires sont associées à 

des empilements de saccules du RE.  De manière intéressante, la surexpression de Nir3 affecte 

l’organisation du RE différemment et agit sur les microtubules qui apparaissent plus épais. Le 

RE forme des structures tubulaires à travers la cellule et autour du noyau dans ces conditions. 

Ensuite, en réponse à l’EGF, IGF-I ou à la neureguline 1, il a été montré que Nir2 se localise à 

la MP (Kim et al., 2013,(Keinan et al., 2014). En plus de dépendre de facteurs de croissance, la 

localisation de Nir2 à la MP dépend également de la présence d’acide phosphatique (AP) 

généré à partir de l’hydrolyse du PI(4,5)P2. Nir2 agit donc comme senseurs du niveau d’acide 

phosphatidique (AP) (Chang and Liou, 2015, Kim et al., 2013). La déplétion de Nir2 entraîne la 

diminution de l’invasion des cellules MDA-MB-231 et MCF10A à travers le matrigel. Ces 

cellules déplétées pour Nir2 présentent un niveau d’ARN messager pour les métalloprotéases 

MMP2 , MMP9 et MMP14 moins important par rapport au contrôle, corrélant avec les défauts 

d’invasion. . Dans les cellules MDA-MB-231 déplétées pour Nir2, Akt, qui régule la 

transcription des MMP9 chez les cellules MDA-MB-231 (Cho et al., 2008), est moins 

phosphorylé en réponse à l’EGF par rapport au contrôle. Ceci suggère que Nir2 est impliquée 

dans la migration des cellules à travers la voie PI3K/Akt (Keinan et al., 2014). Cette voie dépend 

notamment de la signalisation médiée par les PPI à la MP. En effet, le PI(3,4,5)P3 active la voie 

Akt et le PI(4,5)P2 hydrolysé en IP3 et DAG active les voies MAPK et ERK1/2 (Kim et al., 2013, 

2). La déplétion de Nir2 entraîne la diminution de la quantité relative de PI(4,5)P2 et 

PI(3,4,5)P3 à la MP, ce qui corrèle avec une diminution de l’activité de voies Akt, MAPK et 

ERK1/2. 

Ainsi, Nir2 est recrutée à la MP en réponse à une diminution du PI(4,5)P2 qui se traduit par 

une augmentation en AP. A la MP Nir2 interagit avec la protéine VAPs au RE et régule de 

manière positive le niveau des PPI de la MP et les voies de signalisation associées qui 

contrôlent la migration cellulaire. 

3. Outils d’études des Sites de Contact Membranaire  

La résolution des microscopes photoniques n’est pas suffisante pour suivre la dynamique des 

SCM dont leur taille est nanométrique, mais plusieurs approches ont été développées pour 

les observer sur cellules vivantes ou fixées. L’identification des SCM par l’étude des distances 

entre les membranes apposées nécessite l’utilisation d’un microscope électronique. En effet, 
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ces distances varient de 10 nm à 80 nm ou peuvent être plus restreintes, entre 10 et 30 nm 

en fonction des études(Scorrano et al., 2019). Globalement, la résolution d’un microscope 

électronique à transmission (TEM) est proche de 0.1 nanomètre en X et Y, ce qui offre une 

résolution suffisante pour l’identification des SCM. En revanche, l’observation de 

l’ultrastructure des SCM en TEM s’effectue sur des coupes de 50 à 200 nm d’épaisseur, ce qui 

représente une petite partie de la cellule. Une possibilité serait d’effectuer des coupes en série 

et de reconstruire la cellule en 3D pour avoir la distribution globale des SCM. Cette approche 

demande une certaine expertise, du temps, et n’est pas adaptée à l’étude des SCM en 

dynamique. De plus, l’approche en microscopie électronique requiert l’utilisation de fixateurs, 

comme les formaldéhydes qui peuvent générer des artéfacts de structures. La visualisation de 

l’ultrastructure des SCM ne révèle pas les protéines qui y sont engagées. Plusieurs approches 

de microscopie photonique sont utilisées pour définir les protéines des SCM qui sont 

physiquement proches et qui interagissent potentiellement entre elles. L’utilisation de la PLA 

(proximity ligation assay) nécessite des anticorps primaires des protéines d’intérêts et des 

anticorps secondaires couplés à des oligonucléotides (sondes de PLA) (Alam, 2018). Lorsque 

les protéines d’intérêts sont proches (environ 40 nm), les sondes de PLA se liguent et l’ADN 

circulaire qui en résulte s’amplifie. Cette amplification est détectée par un signal ponctiforme 

fluorescent indiquant les lieux d’interactions potentielle des protéines d’intérêts. Cependant, 

cette approche ne permet pas d’étudier l’étendue du SCM et sa dynamique. Le FRET (Förster 

Resonance Energy Transfert) et l’approche par complémentation de molécules fluorescentes 

sont utilisées pour détecter, en dynamique, la proximité de deux membranes. Le FRET, 

consiste en un transfert d’énergie entre un donneur et un accepteur dont l’efficacité de 

transfert est inversement proportionnelle à la distance entre ces deux acteurs. Cette approche 

a permis d’identifier par exemple la proximité du réticulum endoplasmique avec les 

mitochondries (Csordás et al., 2010). Cependant, cette technique a des limites comme la 

nécessité d’effectuer de nombreux contrôles et de s’assurer que les sondes FRET sont 

exprimées de manière équimolaire. La complémentation de molécules fluorescentes consiste 

en la fragmentation en deux d’un fluorophore, comme la GFP. L’adressage des deux fragments 

de la GFP aux organites d’intérêts peut s’effectuer avec une séquence différente de celle des 

protéines des SCM. Lorsque les membranes des deux organites sont proches, la 

complémentation de la GFP a lieu et laisse apparaître un signal de fluorescence (Kakimoto et 

al., 2018). La complémentation de ce système est thermodynamiquement stable, ce qui 
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stabilise les SCM. Ainsi, l’étude de la dynamique de ces SCM n’est pas physiologique et peut 

être dans certains cas toxique pour la cellule. Une autre méthode consiste à utiliser des sondes 

réversibles. Par exemple, la sonde GFP MAPPER (figure 24). La sonde GFP-MAPPER, 

développée en 2013, est utilisée pour suivre les SCM RE-MP basés notamment sur la 

localisation de STIM1 (Chang et al., 2013). STIM1 est une protéine ancrée au RE qui interagit 

avec Orai1 à la MP aux SCM (Hogan, 2015). En N terminal, la sonde GFP MAPPER possède le 

domaine Signal Peptide (SP) et le domaine transmembranaire (TM) de STIM1 qui sont séparés 

par la GFP. Ces domaines permettent l’adressage et l’ancrage de la sonde au RE et à la GFP de 

se situer dans la lumière de cet organite. Pour éviter d’altérer la taille des SCM et leur stabilité, 

des liens souples entourent le domaine FRB. En C terminal, un domaine polybasique PB de la 

GTPase Rit permet de se lier aux phospholipides de la membrane plasmique (chargée 

négativement). Lorsque cette sonde est transfectée dans les cellules, elle s’accumule dans les 

SCM RE-MP sans les stabiliser. En microscopie photonique, l’accumulation du GFP MAPPER 

aux SCM RE-MP se présente sous la forme de structures ponctiformes, dynamiques et 

associées au RE. Pour tester l’efficacité de leur sonde à suivre les SCM RE-MP, Chang et al ont 

déplété le pool de Calcium au RE en utilisant la thapsigargine (TG) (Hogan, 2015). Des études 

précédentes ont montré que l’utilisation de la TG augmente le nombre de SCM RE-MP 

observés en microscopie électronique (Orci et al., 2009, Wu et al., 2006). La TG entraîne 

l’oligomérisation de STIM1 aux SCM RE-MP et permet d’induire un influx de Ca2+ 

extracellulaire vers le cytosol à travers l’activation d’Orai1 et l’assemblage des canaux 

Stim1/Orai1. Dans leur étude, STIM1 se localise dans les structures marquées par le GFP 

MAPPER dont la densité augmente après le traitement avec la TG. Cette approche indique que 

le GFP MAPPER permet de suivre la dynamique des SCM RE-MP dans ce contexte.  
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adapté de (Chang et al., 2013) 

Figure 24. GFP MAPPER, senseur des SCM RE-MP. En haut, structure du GFP MAPPER. Le peptide 

signal (SP) et transmembranaire (TM) permettent l’adressage et l’ancrage de la sonde au RE. La GFP 

est entre ces deux domaines. Au centre se trouve un linker et un domaine FRB puis en C-terminal un 

domaine polybasique (PB) capable de se lier aux phospholipides de la membrane plasmique. En bas, 

le GFP MAPPER s’accumule dans le RE sous forme de structures ponctiformes.  
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Objectif de ma thèse 

 
 Au cours de la migration des cellules, les PPI ont un rôle crucial pour réguler un certain 

nombre de voies moléculaires. Nous avons vu que les PPI contrôlent la dynamique de l’actine, 

des ACM, le trafic vésiculaire et la polarité de la cellule en cours de migration. Pour réguler ces 

fonctions, les PPI sont finement régulés dans le temps et dans l’espace. Les kinases et les 

phosphatases sont des acteurs bien caractérisés dans cette régulation spatio-temporelle des 

PPI. Cependant le rôle des SCM dans la régulation des PPI au cours de la migration reste peu 

connue.  

 Dans le but de comprendre quelle est l’implication des SCM dans la migration 

cellulaire, nous avons décidé de nous intéresser aux SCM médiés par VAPA. En effet, VAPA est 

un organisateur majeur des LTPs, qui régulent les échanges des PPI à de nombreux SCM de la 

cellule.  

-Le premier objectif de ma thèse était de générer une lignée, dérivée d’un carcinome 

colorectal humain (CaCo-2), déplétée pour le gène VAPA. Les cellules CaCo-2 sont utilisées 

comme modèle de la migration cellulaire. Nous avons utilisé le système de CRISPR Cas9 double 

nickase offrant une grande spécificité tout en diminuant les effets off-targets. 

-Le deuxième objectif de mes travaux, en utilisant cette lignée, consistait à caractériser 

le rôle de VAPA dans la migration collective et individuelle des cellules. Mes travaux de thèse 

ont permis de montrer que VAPA régule la vitesse et la directionnalité des cellules mais 

également leur étalement. 

-Le troisième objectif de ma thèse visait à comprendre quelles sont les voies 

moléculaires régulées par VAPA au cours de la migration. Nous avons mis en évidence 

l’importance de VAPA dans le contrôle du désassemblage des ACM induit par les microtubules, 

de la dynamique du lamellipode et des structures d’actines. De manière importante, VAPA 

régule spécifiquement la quantité de PI(4,5)P2 à la membrane plasmique. 

-Le quatrième objectif de ma thèse consistait à comprendre la dynamique des SCM 

entre le RE et la membrane plasmique (RE-MP) au cours de la migration. Nous avons observé 

une population stable de SCM RE-MP ancrée au substrat. Une partie de cette population est 

accolée aux ACM lors de leur désassemblage de manière VAPA dépendante.  
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L’ensemble de ces objectifs nous a permis de construire un modèle selon lequel les SCM RE-

MP médiés par VAPA régulent localement les échanges de PPI, ce qui permet de réguler la 

dynamique des ACM, des lamellipodes et ainsi de la migration cellulaire.  
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Résultats  
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The tether protein VAPA is required for proper cell motility and for the 

anchoring of ER-PM contact sites to focal adhesions 
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ABSTRACT 

Membrane contact sites (MCS) serve as platforms for direct calcium fluxes and lipid exchange 

between two organelles. Despite growing knowledge on the molecular composition of MCS, 

their roles in physio-pathological processes are barely studied. Cell motility processes highly 

depend on membrane dynamics of PInst, giving rise to cytoskeleton reshaping and membrane 

trafficking modulation. Here, we show that an ER-resident MCS tether, VAPA, plays a crucial 

role during cell motility. CaCo2 adenocarcinoma epithelial cells depleted for VAPA (VAPAKO) 

exhibit several collective and individual migration defects, disorganized actin cytoskeleton and 

altered protrusive activity. These observations are accompanied by a perturbation of PInst 

homeostasis at the plasma membrane of VAPAKO cells, but not in other membrane 

compartments, indicating that VAPA regulates lipid exchange at ER-plasma membrane (PM) 

contact sites in these conditions. Importantly, we show that during migration, VAPA mediates 

the anchoring of ER-PM contact sites to focal adhesions at the time of FA disassembly. As a 

consequence, focal adhesions fail to properly disassemble in VAPAKO cells. We propose that 
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during migration, VAPA could regulate the local pool of PInst at focal adhesions, thus favouring 

their turnover. To conclude, this study reveals the importance of VAPA-mediated MCS as local 

regulators of cell motility, thus opening new roads in the understanding of patho-physiological 

functions of lipid exchange through MCS. 

 

INTRODUCTION 

The lipid identity of cell membrane compartments is highly regulated and plays key roles in a 

diversity of cellular processes. During cell motility, lipids, and in particular Phosphoinositides 

(PInst), can serve as local instructors for molecular events leading to cell polarization, actin-

driven formation of protrusions and turnover of focal adhesions (FA) (Hammond and Burke, 

2020; Tsujita and Itoh, 2015). PI(4,5)P2, the most abundant PInst at the plasma membrane, 

controls FA dynamics by regulating the binding of talin to integrins (Martel et al., 2001; Thapa 

et al., 2012) and the polarized trafficking of integrins (Nader et al., 2016).  PI(4,5)P2 is 

described as a modulator of actin cytoskeleton organization and dynamics, either directly 

through the recruitment of several actin-binding proteins (Senju et al., 2017), or indirectly by 

regulating the activation of RhoA (Lacalle et al., 2007; Xu et al., 2010) and Cdc42 GTPases 

(Daste et al., 2017). The product of PI(4,5)P2 phosphorylation, PI(3,4,5)P3, also plays a crucial 

role in cell motility at the PM. Several in vitro and in vivo studies have shown that PI(3,4,5)P3 

acts as a “compass lipid” that stabilizes the direction of migration (Hannigan et al., 2002; 

Funamoto et al., 2002; Lam et al., 2012) through activation of Rac1 (Kunisaki et al., 2006; 

Welch et al., 2002; Yoshii et al., 1999).  

Lipids are synthetized in the Endoplasmic Reticulum (ER) and delivered to membranes 

through vesicular transport, but also through non-vesicular transport at so-called Membrane 

Contact Sites (MCS) (Jackson et al., 2016). MCS are sites of close apposition between two 

membranes, often the ER membrane and the membrane of another organelle, at a distance 

of 10nm to ~80nm, where exchanges of lipids, Ca2+ and metabolites take place (Prinz et al., 

2020; Scorrano et al., 2019; Wu et al., 2018). While the activity of lipid transfer at MCS was 
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observed decades ago (Vance, 1990), their implication in patho-physiological processes such 

as cell motility has gained interest only recently. 

In this work, we studied the role of a tethering protein, VAPA, during cell motility. VAPA is a 

member of the highly conserved VAP family of proteins, together with VAPB. VErreur ! Signet 

non défini.APA is an integral ER membrane protein bridging the ER membrane to the 

membrane of other compartments by assembling with Lipid Transfer Proteins (LTPs), such as 

Nir proteins and OSBP-related (ORP) proteins, through a conserved N-terminal MSP (Major 

Sperm Protein) domain on VAPs and a FFAT (2 phenyl alanines in an acidic tract) motif on 

their partner proteins. VAPA also contains a central coiled-coil dimerization domain and an ER 

transmembrane domain in its C-terminus (Murphy and Levine, 2016). VAPA is involved in 

several cellular functions such as lipid transport, membrane trafficking, UPR (Unfolded Protein 

Response) pathway and microtubules organization (Lev et al., 2008; Kamemura and Chihara, 

2019). VAPs/LTP complexes have been shown to control the homeostasis of PInst and sterols 

at various intracellular locations. At ER-PM contact sites, the VAPs/Nir2 and VAPs/ORP3 

complexes regulate the transport of Phosphoinositol (PI) and PI(4)P respectively. Together 

with membrane-associated kinases and phosphatases, they contribute to  modulating locally 

the pool of PI(4)P, PI(4,5)P2 and PI(3,4,5)P3 at the PM (Gulyás et al., 2020; Chang and Liou, 

2015; Kim et al., 2013). In addition, the association of VAPs with members of the OSBP-related 

family of proteins modifies the level of PI(4)P at endosomal membranes and at the Golgi 

respectively, therefore regulating trafficking events in these two compartments (Mesmin et al., 

2013; Dong et al., 2016; Kawasaki et al., 2022). Moreover, VAP proteins facilitate cholesterol 

transport at ER-Golgi, ER-endosome and ER-peroxisome MCS (Hua et al., 2017; Mesmin et 

al., 2013; Dong et al., 2019; Wilhelm et al., 2017). Depending on the cell type and organism, 

the loss of VAPA and VAPB proteins can lead to either a reduction (Peretti et al., 2008) or an 

accumulation (Mao et al., 2019) of PI(4)P levels in the Golgi membranes and its redistribution 

on endosomes (Dong et al., 2016). In yeast, depleting VAP orthologs results in the 

accumulation of PI(4)P at the PM (Stefan et al., 2011).  
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Altogether, these observations prompted us to hypothesize that VAPA, by regulating PInst 

homeostasis, could modulate cell motility processes, which heavily rely on regulation of PM 

PInst. Importantly, two partners of VAPA at ER-PM contact sites, ORP3 and Nir2, have been 

shown to regulate cell motility processes through different pathways (Lehto et al., 2008; Weber-

Boyvat et al., 2015; D’Souza et al., 2020; Keinan et al., 2014). Here, we show that the depletion 

of VAPA strongly affects the motile behaviour of human adenocarcinoma Caco2 cells and 

impacts the organization of the actin cytoskeleton, the dynamics of protrusions and the 

turnover of FA. The role of VAPA stands mainly at the PM where it regulates the level of 

PI(4,5)P2, the stability of ER-PM contact sites, their local anchoring at FA, to regulate their 

disassembly. 

 

RESULTS 

VAPA is required for proper cell migration and cell spreading 

To assess the role of VAPA during cell motility, we generated, using CRISPR/Cas9 gene 

editing, stable Caco-2 cells either depleted for VAPA (VAPAKO), or expressing non-targeting 

sequences (Ctrl). VAPAKO cells exhibited a complete and specific depletion of VAPA protein 

(Fig.1A and 1B) without affecting the levels of VAPB or its distribution in the ER (Sup Fig.1A). 

We first assessed the capacity of VAPAKO and Ctrl monolayers to migrate collectively upon 

space release on fibronectin-coated glass. In these conditions, VAPAKO monolayers filled the 

open space less efficiently than Ctrl monolayers (Fig.1C and 1D). The analysis of leader cells 

trajectories revealed that VAPAKO leader cells were displacing faster but with a remarkable 

lack of directionality compared to Ctrl leader cells (Fig.1E and 1F), which could account for the 

slower colonization capacity by VAPAKO monolayers. This collective migration impairment 

was at least partially cell-intrinsic, as single VAPAKO cells displacing on a 2D surface exhibited 

identical velocity defects compared to VAPAKO leader cells in monolayers (Fig.1G). Moreover, 

upon plating, VAPAKO cells were spreading much faster than Ctrl cells, indicating once more 
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a general intrinsic motility defect arising in these cells (Fig.1H and 1I). Together, these results 

identify VAPA as a novel actor of collective and individual cell motility processes. 

 

VAPA regulates focal adhesions and actin cytoskeleton through its MSP domain  

In order to characterize the motility defects of VAPAKO cells, we studied the organization of 

cell-matrix adhesions and actin cytoskeleton in these cells. To facilitate the analysis, we 

decided to focus our investigations on leader cells standing at the leading edge of migrating 

monolayers, as these cells displace in a given direction with a polarized and reproducible 

morphology. We observed an alteration of cell-matrix adhesions in VAPAKO cells that formed 

larger FA compared to Ctrl cells (Fig. 2A, 2B). Importantly, the expression of an exogenous 

wild-type form of VAPA in VAPAKO cells restored the size of FA, but it was not the case when 

VAPA was mutated in its, LTP-binding, MSP domain (VAPA KDMD), indicating that VAPA 

regulates FA size through its association with proteins containing a FFAT motif. The expression 

of exogenous VAPA (WT and KDMD) was verified by fluorescence microscopy (Sup Fig.1B). 

We then compared the organization of actin cytoskeleton in both Ctrl and VAPAKO cell lines. 

In Ctrl cells, the F-actin and cortactin stainings revealed the presence of numerous and thick 

parallel transverse actin arcs at the front, accompanied by cortactin-rich subdomains of 

branched actin standing at the front edge corresponding to lamellipodial extensions (Fig.2C). 

We indeed observed periodic waves of protrusion-retraction arising in these cells every 15 

minutes in average (Fig.2E and 2F). By contrast, VAPKO cells exhibited disorganized and 

thinner transverse actin arcs, wider cortactin-rich subdomains occupying most of the leading 

edge and giving rise to long-lasting protrusions (Fig.2D, 2E and 2F). Similarly to the FA 

phenotype, we were able to recover the size of cortactin-rich domains by expressing a wild-

type form of VAPA but not the MSP mutant (VAPA KDMD) (Fig.2G). To conclude, we show 

that VAPA controls different aspects of cell motility, by maintaining the size of FA and 

preserving the spatial and temporal organization of the actin cytoskeleton. This function 

depends on the VAPA binding-site in the MSP domain for FFAT-motif containing proteins such 

as LTPs, suggesting that lipid transfer is probably required.  
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VAPA controls PInst homeostasis at the PM, but not in other compartments 

We then intended to decipher the mechanisms by which VAPA could regulate cell motility 

processes. To test the lipid transfer hypothesis, we first characterized to which extend its 

deletion affected PInst homeostasis. Previous studies have shown that depleting both VAPA 

and VAPB affected the levels of PI(4)P at the Golgi and PM (Mao et al., 2019; Stefan et al., 

2011), and eventually induced the accumulation of PI(4)P in early endosomes (Dong et al., 

2016). Using the GFP-PH-OSBP probe, we detected a major intra-cellular pool of PI(4)P 

enriched at similar levels in the Golgi compartment in Ctrl and VAPAKO cells (Fig.3A, 3B and 

3C). Importantly, the depletion of VAPA alone was not sufficient to observe an accumulation 

of PI(4)P in early endosomes or in the trans-Golgi network (Fig.3A, 3B and 3C), as previously 

described by Dong et al upon re-expression of VAPB in VAPA/VAPB double knock-out (Dong 

et al., 2016). This result suggests that VAPB might compensate for the absence of VAPA at 

ER-Golgi and ER-endosome contact sites thus maintaining PI(4)P homeostasis at the Golgi 

and endosomes in VAPAKO Caco-2 cells. However, at the PM, the depletion of VAPA induced 

a decrease of PI(4,5)P2, the product of PI(4)P phosphorylation. This decrease was visible 

either directly on endogenous levels of PI(4,5)P2 detected at the dorsal side of cells by 

immunofluorescence staining (Fig.3D and 3E), or indirectly on the PM/cytoplasm ratio of RFP-

PH-PLC probe for PI(4,5)P2, which is enriched at the protrusive leading edge of migrating 

cells (Fig.3F and G). Altogether, these results show that in Caco-2 cells, VAPA is required to 

maintain a certain level of PI(4,5)P2 specifically at the PM, but is dispensable for PI(4)P 

homeostasis in the Golgi and endosomal compartment. 

 

VAPA stabilizes ventral ER-PM contact sites at the front of migrating cells 

Based on our observation pointing to a specific role of VAPA at the PM, we questioned the 

spatio-temporal distribution of ER-PM contacts sites during cell migration and the role of VAPA 

in this organization. To reach the necessary spatial and temporal resolution, we took 

advantage of a fluorescent probe, called GFP-MAPPER, which selectively labels ER-PM 
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contact sites (Chang et al., 2013a). When overexpressed in Caco-2 cells, GFP-MAPPER 

distributed as puncta along ER tubules (Fig.4A) and appeared at ER-PM appositions detected 

by TIRF microscopy at the cell bottom (Fig.4B). At the front of leader cells, GFP-MAPPER 

puncta divided in two subpools: the dorsal subpool ongoing forward movement together with 

the migrating cell and the ventral subpool remaining immobile relative to the substrate, 

suggesting that ventral ER-PM contact sites might be anchored to cell-matrix adhesions 

(Fig.4C). Using electron microscopy, we were indeed able to identify numerous ER-PM contact 

sites sitting at the leading edge of migrating cells (Fig.4D). At the ultrastructural level, the 

depletion of VAPA had no significant effect on ER-PM contact sites (Sup Fig.2). However, the 

dynamic analysis of GFP-MAPPER puncta revealed that ventral ER-PM contact sites, which 

barely moved (400nm/min on average) and persisted for long times (more than 10 minutes) in 

Ctrl cells, were significantly less stable both spatially and temporally in VAPAKO cells (Fig.4E). 

To conclude, our results identify a subpool of ER-PM contact sites, docked to the substrate at 

the front of migrating cells, and whose spatio-temporal stability requires VAPA. Together with 

the fact that FAs size is altered in VAPAKO cells, these results prompted us to hypothesize 

that VAPA might accomplish a local function at FAs.  

 

VAPA regulates microtubule-dependent FA disassembly 

To further investigate the role of VAPA in FAs turnover, we studied more precisely FA 

dynamics in Ctrl and VAPAKO cells during cell migration by TIRF microscopy. While the 

assembly rate of FAs was similar in both cell lines, their disassembly rate was slower in 

VAPAKO cells (Fig.5A, B and C). In addition, VAPAKO FAs exhibited a longer lifetime in 

average, with a majority lasting more than 50 minutes (Fig.5D and E). To test whether VAPA-

mediated disassembly of FAs relied on the microtubule network, we synchronized FA 

disassembly by nocodazole treatment and washout and measured the evolution of FA size, as 

described previously (Ezratty et al., 2005). Our results clearly show that VAPAKO FAs failed 

to disassemble upon microtubule recovery, which was not the case of Ctrl FAs, that lost half 

of their size as early as 15 minutes after nocodazole washout (Fig.5F and 5G). These results 
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demonstrate that FA disassembly is regulated in a microtubule-dependent mechanism in Ctrl 

cells, and VAPA is required for microtubule-dependent FA disassembly. 

 

VAPA mediates the anchoring of ER-PM contact sites to FAs  

To understand the local function of VAPA at FAs, we analyzed the repartition and the dynamic 

of ER-PM contact sites relative to FAs by TIRF microscopy. In Ctrl cells, the majority of vinculin-

stained FAs (80%) established a contact with ventral ER-PM contact sites whereas it was the 

case for only 40% of FAs in VAPAKO cells (Fig.6A and 6B). Moreover, when focusing on single 

FAs ongoing a complete cycle of assembly and disassembly, we observed the accumulation 

of GFP-MAPPER signal in the perimeter of the FA at the time of its disassembly (Fig.6C, D 

and 6E). Thus, we show that the apposition of ER-PM contact sites to FAs starts upon FA 

disassembly and that VAPA is necessary for their proper mutual anchoring.  

 

DISCUSSION 

In this work, we identify VAPA as a new crucial regulator of cell motility, with implications in in 

different aspects of this process. We show that VAPA controls both single and collective cell 

migration, cell spreading, protrusive waves, actin cytoskeleton dynamics and FAs turnover.  

Our study reveals for the first time a non-redondant function of VAPA among the VAPs family. 

Indeed, the presence of VAPB in VAPAKO cells was not sufficient to compensate the loss of 

VAPA, indicating that VAPA and VAPB do not have redundant functions during cell motility. 

The function of VAPA in cell migration seems to arise from its specific role at ER-PM contact 

sites where it was necessary to maintain high levels of PI(4,5)P2 independently of VAPB. It 

was not the case at the Golgi membrane where the depletion of VAPA alone had no effect on 

PI(4)P levels in agreement with previous observations (Dong et al., 2016), suggesting that 

VAPB might compensate for the absence of VAPA at ER-Golgi contact sites and that migration 

defects in VAPAKO cells were not a result of Golgi or endosome dysfunction. Together, our 

results converge to the idea that VAPA and VAPB might fulfill both redundant and specific 

tasks in lipid homeostasis and cellular functions. 
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PI(4,5)P2 and its phosphorylation product PI(3,4,5)P3 have been described for decades as 

central orchestrators of cell motility through regulation of actin dynamics, FA maturation and 

turnover, membrane organization and curvature, and intracellular trafficking (Mandal, 2020; 

Tsujita and Itoh, 2015). The phenotypes observed in VAPAKO cells – namely disorganization 

of actin arcs, lack of retraction events at the leading edge and loss of directional movement - 

point to a probable lack of contractility that could be due to a lower RhoA activation which 

depends on PI(4,5)P2 levels (Lacalle et al., 2007; Xu et al., 2010). Thus, one could think that 

the function of VAPA during cell motility would be restrained to the maintenance of PI(4,5)P2 

homeostasis at the PM. However, our results clearly point to an additional function of VAPA at 

FAs where it is required to anchor ER-PM contact sites, favors their stability, is necessary for 

microtubule-dependent FAs disassembly. Importantly, we could follow the dynamics of ER-PM 

contact sites during migration and observed for the first time that anchoring of ER-PM contact 

sites to FAs correlated temporally with FAs disassembly. Based on these results, we propose 

a model in which VAPA, through local regulation of lipid transfer in the vicinity of FA would 

induce the internalization of integrins through clathrin-mediated endocytosis which depends 

on PI(4,5)P2 levels (Chao et al., 2010; Nader et al., 2016). Interestingly, MCS have already 

been shown to directly regulate endocytosis in yeast (Encinar del Dedo et al., 2017).  

Which proteins could control the anchoring of VAPA-mediated ER-PM contact sites to FAs? 

Previous studies have highlighted the role of ER proteins in FAs turnover and maturation that 

could be potential candidates. Kinectin, an integral ER membrane protein interacting with 

kinesin, has been shown to control the apposition of ER to FAs through microtubule-dependent 

transport (Guadagno et al., 2020; Ng et al., 2016). The phosphatase PTP1B, which localizes 

to the cytoplasmic face of the ER and was identified as a partner of VAPA using a BioID 

approach (Antonicka et al., 2020), is targeted to newly formed FAs and contributes to their 

maturation through dephosphorylation of its substrate p130Cas (Dadke and Chernoff, 2002; 

Hernández et al., 2006; Liu et al., 1998). On the other hand, we demonstrate that the function 

of VAPA at FAs depends on the interaction with its partners through the MSP domain. 

Importantly, two LTPs functioning with VAPA at ER-PM contact sites, Nir2 and ORP3, have 
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been previously described as regulators of cell motility, establishing them as potential drivers 

for the specific function of VAPA at FAs. Nir2, which interacts with VAPs at ER-PM and ER-

Golgi contact sites and regulates PI transport (Chang and Liou, 2015; Kim et al., 2013b; Peretti 

et al., 2008), favors epithelial-mesenchymal transition and tumor metastasis (Keinan et al., 

2014). Similarly to VAPAKO cells, the depletion of Nir2 in HeLa cells induced a decrease of 

PI(4,5)P2 levels at the PM (Kim et al., 2013), indicating that a part of VAPA effect on PInst 

homeostasis could be supported by VAPA/Nir2-mediated lipid transfer. ORP3, which extracts 

PI(4)P from the PM at ER-PM contact sites (Gulyás et al., 2020), positively regulates the R-

Ras pathway promoting cell-matrix adhesion (Lehto et al., 2008; Weber-Boyvat et al., 2015). 

Recently, ORP3 was found to be recruited to disassembling FAs upon calcium influx and to 

favor their turnover through lipid exchange. Interestingly, the authors highlight a crosstalk 

between ORP3-mediated lipid exchange and STIM1/Orai1-mediated calcium influx at FAs 

(D’Souza et al., 2020). Therefore, the role of VAPA at FAs could not only be the local 

modulation of lipid transfer, but also the establishment of a common platform with STIM1, 

anchored to FAs at ER-PM contact sites controlling lipid and calcium exchanges and driving 

FAs maturation and turnover. 

To conclude, our study reveals unprecedented functions of VAPA in cell motility processes 

through regulation of PInst homeostasis and local anchoring of ER-PM contact sites to FAs. It 

offers a new picture describing the role of MCS-mediated lipid transfer in cell motility.  Finally, 

this works opens new roads to decipher the precise molecular determinants of VAPA function 

and to explore the role of VAPA during cancerogenesis. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

Cell culture  

CaCo-2 cells, originally acquired from ATCC, were kindly provided by Dr. D. Delacour (Jacques 

Monod Institute, Paris). CaCo-2 CRISPR control and VAPA knock-out cell lines were 

maintained in culture in DMEM (1x) GlutMax 5g/L D-glucose + pyruvate medium (Gibco) 
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supplemented with 20% of fetal bovine serum (Gibco), 100 units/mL penicillin, 100 µg/mL 

streptomycin and 2 µg/Ml (Gibco) puromycin in 5% CO2 at 37°C.  

 

Cell transfection 

0.5 million of cells were used for transient nucleofection using the Amaxa nucleofactor Kit 

(Lonza). Cell medium was completely removed and 100 µL of the T solution from the kit T 

Amaxa Cell Line Nucleofactor (Lonza) were used to re-suspend the cells. 2 µg of plasmid DNA 

was added to the mixture. This mixture was placed inside a nucleofector cuve and put inside 

the Amaxa Nuclefector II machine. The B024 program was set to nuclofect the CaCo-2 cells. 

CaCo-2 transfected cells were then re-suspended with 37 degrees-CaCo-2 medium and 

incubated at 37°C. 24 hours later, the CaCo-2 medium was changed and replaced by fresh 

medium.  

 

Antibodies, reagents and plasmids  

The following primary antibodies were used : mouse anti-EEA1 monoclonal antibody (BD 

transduction, 610456) for early endosomes; rabbit anti-VAPB (atlas antibody HPA 013144); 

mouse anti-VAPA (Sigma 10355-4C12); rabbit anti-TGN46 (abcam ab50595) for trans-golgi; 

mouse anti-paxilline (Merck, 05-417) for analysis of focal adhesions; mouse anti-cortactin 

(Merck, 05-180). The following secondary antibodies were used : goat anti-mouse IgM Alexa 

fluor 555 (Invitrogen, A21426) or alexa fluor 488 (Invitrogen, A21042); goat anti-mouse IgG 

Alexa fluor 555 (Invitrogen, A21424) or alexa fluor 488 (Invitrogen, A31620); goat anti-rabbit 

IgG Alexa fluor 555 (Invitrogen, A21429) or alexa fluor 488 (Invitrogen, A11033); phalloidine 

Alexa fluor 647 (Invitrogen, A22287).  

Following reagents were used: fibronectin Hu Plasma Fibronectine EMD Milipore Corp; 

Fluoromont-G with DAPI (Invitrogen, 00-4959-52).  

The following plasmids were used : GFP-MAPPER was a kind gift from Jen Liou (Chang et al., 

2013b), pmCherry-Vinculin was a gift from Chinten James Lim (Addgene plasmid # 80024 ; 

http://n2t.net/addgene:80024 ; RRID:Addgene_80024) (Lee et al., 2013); EGFP-OSBP-PH 



92 
 

was a gift from Marci Scidmore (Addgene plasmid # 49571 ; http://n2t.net/addgene:49571 ; 

RRID:Addgene_49571) (Moorhead et al., 2010); and PH-PLCD1-GFP was a gift from Tamas 

Balla (Addgene plasmid # 51407 ; http://n2t.net/addgene:51407 ; RRID:Addgene_51407) 

(Várnai and Balla, 1998). mRFP-KDEL plasmid was a kind gift from Nihal Altan-Bonnet. 

 

VAPA CRISPR Cas9 lines generation  

Cells were transfected as describe above using the double nickase CRISPR Cas9 plasmid 

(Santa Cruz, sc-424440-NIC) and a control plasmid (Santa Cruz, sc-437281). The following 

day cells were incubated with puromycin at 2 µg/mL. After antibiotic selection, GFP positive 

cells were individually isolated using FACS. Clones were maintained in culture with puromycin 

and the absence of VAPA protein was detected by western blot and immunofluorescence. 

Rescue lines were generated from VAPA KO clone. The pmCherry-VAPA and pmCherry-

VAPA KD/MD plasmids, kindly gifted by Fabien Alpy, were modified to resist to the CRISPR 

Cas9 system and transfected in VAPA KO cells. Geneticin (Gibco) selection was performed 

and positive population was isolated using FACS. 

 

Western Blot 

Confluent cells were lysed in 100 mM Tris pH 7.5,150 mM NaCl, 0.5% NP40, 0.5% triton-X100, 

10% glycerol,1X protease inhibitor cocktail (Roche) and 1X phosphatase inhibitor 

(Phosphostop, Roche) for 20 minutes at 4°C. Insoluble debris were centrifuged for 15 minutes 

at 13000 g and supernatants were recovered. Protein concentration was quantified by Bradford 

assay (BioRad), SDS PAGE and electrotransfer were performed on 4-12% Bis-Tris gel (Novex) 

using mini gel tank and iBlot transfer systems (Invitrogen). Non-specific sites were blocked 

with 5% non-fat dry milk in PBS 0.1% Tween 20. Primary antibodies were diluted (1/1000) in 

PBS 0.1% Tween 20 and incubated overnight at 4ºC. After three washes in PBS 0.1% Tween 

20, secondary HRP antibodies diluted in PBS 0.1% Tween 20 (1/10000) were incubated for 1 

hour and washed 3 times with PBS 0.1% Tween 20. Immunocomplexes of interest were 

detected using Supersignal west femto maximum sensitivity substrate (ThermoFisher) and 
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visualized with ChemiDoc chemoluminescence detection system (Biorad). Quantification of 

Western blots by densitometry was performed using the Gel analyzer plug in from Image J.  

 

Cell migration assay 

2-well silicon inserts from ibidi were used to perform migration assays. Glass cover slips were 

incubated with fibronectin solution at 20 µg/mL in water, for 1h at room temperature. Cover slip 

surface were washed using sterile water and dried. Ibidi inserts were sticked to the fibronectin 

coated surface and 40.000 cells were loaded inside each well of the ibidi insert. For 

fluorescence live imaging, cells were directly inserted after transfection in the well. After 3 to 4 

hours of incubation, cell division was blocked using mitomycin at 10 µg/mL in CaCo-2 culture 

medium, for 1 hour. After overnight incubation in a fresh CaCo-2 culture medium, the ibidi 

insert was removed. Experiments were next performed 24h to 48h after ibidi insert removal. 

For individual cell migration, cell division was blocked using mitomycin at 10 µg/mL in CaCo-2 

culture medium, for 1 hour. After overnight incubation in a fresh CaCo-2 culture medium, cells 

were detached and plated on a glass coverslip coated with fibronectin. After 6 hours of 

spreading cells were imaged for 24h.  

Collective and individual cell migration assays were performed using a Zeiss Wide-Field 

Microscope and imaged at 1 frame every 10 minutes. Movement of migrating cells were 

analyzed using Manual Tracking from Fiji. 

 

Electron microscopy  

Migrating cells were fixed in a 2% PFA/1% glutaraldehyde in PBS solution for 1h at room 

temperature, then washed in PBS. Cells were embedded in a 10% BSA and 10% gelatin gel. 

Post fixation was performed in 1% OsO4+1% K3Fe(CN)6 in water at 4°C for 1h. After extensive 

washes, cells were incubated in 1% Thiocarbohydrazine in water for 20 min at room 

temperature and then washed and incubated with 2% OsO4 in water for 30 min at room 

temperature. After washes, cells were contrasted with 1% uranyl acetate overnight at 4°C. The 

following day, the uranyl acetate solution was removed and the samples washed using pure 
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water. Cells were incubated with a pH 5.5 lead nitrate in aspartic acid solution for 30 min at 

60°C, washed in water and dehydrated in successive ethanol baths. Cells were embedded in 

Agar Low Viscosity Resin (R1018 Kit from agar Scientific).  70 nm-thick thin sections were cut 

using a UC6 ultramicrotome from Leica and deposited on EM grids. Electron microscopy 

acquisitions were performed using a 120kV Tecnai 12 electron microscope (ThermoFisher) 

equiped with a OneView 4K camera (Gatan).  

 

Measurement of focal adhesion assembly and disassembly 

Cells were transfected as described above using the mCherry-Vinculine plasmid and migration 

assays were performed on fibronectin coated 1.5H Glass bottom Dishes from ibidi. Cells were 

imaged using a TIRF microscope at 1 frame every minute for 1 to 2 hours. Focal adhesion 

assembly and disassembly rates were obtained using the focal adhesion analysis server 

(https://faas.bme.unc.edu/). Movies were converted into grayscale, compressed into TIFF 

format using Fiji and uploaded to the server. Focal adhesion assembly and disassembly rates 

tracks were generated. The tracks with a R-squared equals to or greater than 0.8 were used 

for the analysis. 

Berginski ME, Gomez SM. (2013) The Focal Adhesion Analysis Server : a web tool for 

analyzing focal adhesion dynamics [v1; ref status: indexed, http://f1000r.es/yc]F1000Research 

2013, 2:68 (doi: 10.3410/f1000research.2-68.v1) 

 

PIP2 immunolabelling and imaging 

All steps were performed on ice. After cell spreading for 24h on fibronectin coated cover slips, 

cells were washed using cold PBS and fixed for 1h in a solution of 3.7% PFA and 0.1 

glutaraldehyde diluted in PBS. Then cells were incubated in a PBS solution containing 0.1M 

of glycine for 15 min and then were incubated in a blocking buffer composed of 0.5% saponin, 

2.5% BSA and 5% of fetal bovine serum for 30 min. Cells were incubated with the primary IgM 

mouse anti-PI(4,5)P2 antibody (Echelon Biosciences ZP045) for 1h in the incubating solution 

https://faas.bme.unc.edu/
http://f1000r.es/yc%5DF1000Research
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of 0.1% saponin, 2.5% BSA and 5% fetal bovine serum diluted in PBS. After 3 washes using 

PBS, cells were incubated for 1h with the secondary Alexa-fluor 555 goat anti-mouse IgM 

(Invitrogen A21426) diluted in the same incubating solution. Samples were washed and 

mounted on slides. Cells were then imaged using a Lsm780 confocal microscope from Zeiss 

with the same microscope settings. 

 

 

Immunofluorescence 

Cells were fixed in a 4% PFA diluted in 1x PBS solution for 15 min at 30 degrees. PFA solution 

were next washed 3 times using 1x PBS solution and cells were incubated in the 

permeabilizing 1x Saponine 1% BSA in PBS solution for 30 min at RT. Cells were incubated 

with primary antibodies that were diluted in 1x Saponine 1% BSA in PBS solution for 1h at RT. 

Samples were washed 3 times using the permeabilizing solution. Cells were next incubated 

with the secondary antibodies for 1h at RT used in the permeabilizing solution. All the highly 

cross-adsorbed Alexa 488 and Alexa 555 anti-mouse IgG and anti-rabbit IgG secondary 

antibodies were coming from Invitrogen. Secondary antibodies were removed using a 1x PBS 

solution. Coverslips were mounted on glass using fluoromont with DAPI. 

 

Nocodazole experiment  

Cell migration assay were performed as described in the collective cell migration assay section 

but cells were placed in ibidi inserts in starving conditions (1% of fetal bovine serum, 1% of 

penicillin/streptomycin in DMEM GlutaMax medium). After 48h of starvation, migrating cells 

were treated with 10 µM of nocodazole in starved conditions for 2h. Then, nocodazole wash-

out was performed and cells were incubated with fresh starved medium for 0, 15, 30 and 60 

min and then fixed using PFA 4% solution. Focal adhesions were labeled using a mouse anti-

paxillin antibody as described above. 
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Phosphoinositide quantifications at the PM, TransGolgi and EEA1-positive endosomes  

Cells were transiently transfected with PH-PLC-mRFP probe as described in the cell 

transfection section to visualize the pool of PM PI(4,5)P2. PM to cytosol signal ratio of the PH-

PLC-mRFP probe was measured along lines of 5 to 15 microns in cell clusters and at the front 

of migrating cells. Ratio was performed between the maximum of the peak intensity and the 

mean value of the PH-PLC-mRFP signal in the local cytosol. For each cell, at least 3 lines were 

drawn at the PM and the mean of the PM/cytosol ratio per cell was used for the analysis. 

Anti-PI(4,5)P2 antibodies were used as described above for measuring the relative quantity of 

PM PI(4,5)P2 in cluster cells. Confocal imaging was performed using the same acquisition 

parameters between control and VAPA KO cells. For one z-section, 3 lines were drawn per 

cell and the maximum of fluorescence intensity at the peak were used for the analysis.  

To visualize the intracellular pool of PI(4)P, cells were transiently transfected with OSBP-PH-

GFP probe. The trans-Golgi and the early endosomes of migrating cells were labeled using 

anti-TGN46 and anti-EEA1 antibodies as described above, respectively. Colocalization 

between the OSBP-PH-GFP and TGN46 signals or the OSBP-PH-GFP and EEA1 signals 

were obtained using Fiji Pearson coefficient plugins. Next, the ratio between the signal of 

OSBP-PH-GFP at the trans-Golgi or at the EEA1 positive endosomes and the signal in the 

cytosol were measured using Fiji.  

  

Spreading experiment 

Cells were incubated for 1h on fibronectin coated coverslips and fixed with PFA 4% solution 

as described in the immuno labelling section. Phalloidin was used to label actin. Coverslips 

were mounted on slides and samples were imaged using a Zeiss Apotome fluorescence 

microscope equipped with a 10x objective.  

 

Images acquisition and analysis  

For live-microscopy experiments, the samples were placed in a chamber equilibrated at 37°C 

under 5% CO2 atmosphere.  
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Fluorescence live microscopy imaging were acquired using a Yokogawa CSU-X1 Spinning 

Disk confocal mounted on an inverted motorized Axio Observer Z1 (Zeiss) and equipped with 

a sCMOS PRIME 95 (photometrics) camera and a 63 X oil immersion objective or using a 

ELYRA TIRF microscope from Zeiss equipped with EMCCD, iXon 897 (512*512, 16 microns 

of pixel size) camera and 63 X oil immersion objective.  

ER-PM MCS proximity to focal adhesions were imaged using TIRF microscopy. 10 to 30 focal 

adhesions were randomly selected per cell. GFP-MAPPER sharing at least one pixel was 

counted as one ER-PM MCS in close proximity to focal adhesions.  

For fixed samples, images were acquired with a Zeiss Apotome fluorescence microscope 

equipped with a 63 X oil immersion objective or with a Zeiss LSM 780 confocal microscope 

equipped with a 63 X oil immersion objective at a resolution of 0.3 μm z-stacks. Image 

processing and analysis were done on Fiji software. Cell spreading and focal adhesions area 

were analyzed by thresholding the image and applying an “analyze particules” which gives the 

number and the area of the objects.  

Electron microscopy images were analyzed using Fiji. Endoplasmic Reticulum to the plasma 

membrane appositions distant less than 30 nm were taken into account for the analysis. 

Protrusions and retractions analysis  

Migrating cells were imaged using DIC components mounted on a Zeiss Wide-Field 

Microscope at 1 frame every 3 seconds for 30 minutes. By using FIJI, kymographs were 

obtained along drawing lines following cell protrusions. Positive slopes were counted as 

protrusions and negative slopes as retractions. For each cell 2 to 4 kymographs were 

performed and the mean of the time spent in protrusion and the number of protrusions were 

used for the analysis. 
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Figure 1. VAPA is required for proper cell migration and cell spreading.  

A. Western blot analysis. CaCo-2 cells were transfected with CRISPR/Cas9 double nickase 

control or VAPA-targeting gene. Stable clones were selected and lysates from control and 

VAPA KO pools were immunoblotted for VAPA protein and tubulin. B. Confocal acquisitions. 

Control and VAPA KO clones were immunostained with anti-VAPA antibody (white) and nuclei 

(blue) were stained using DAPI. Scale bar 20 µm. C. Collective cell migration assay. The 

trajectory of a control or VAPA KO leader cell is shown in green. D. Empty space surface area 

(µm2) colonized in 20h in control (black dots) and in VAPA KO (red dots) cells, mean (±SEM); 

number of positions analyzed: Control n=8 VAPA KO n=7. E. Leader cell velocity in µm*min-1 

and F. leader cell directionality coefficient of control (black dots) and VAPA KO (red dots) cells, 

mean (±SEM); number of cells analyzed: Control n=33 VAPA KO n=36. G. Cell velocity in 

µm*min-1 of individual control (black dots) and VAPA KO (red dots) cells, mean (±SEM); 

number of cells analyzed: Control n=55 VAPA KO n=24 in 2 independent experiments. H. 1h-

cell spreading of control and VAPA KO cells by apotome microscopy. Actin (white) was labeled 

using phalloidin and nuclei (blue) were stained with DAPI to identify isolated cells I. Surface 

area in µm2 of control (black dots) and VAPA KO (red dots) spreading cells. mean (±SEM); 

number of cells analyzed: Control n=170 VAPA KO n=163. Data were analyzed using non 

parametric Mann-Whitney t-test (ns: non significant; ***P-values <0.001). 

Figure 2. VAPA regulates focal adhesions and actin cytoskeleton through its MSP 

domain.  

A. Confocal imaging of paxillin-labeled focal adhesions in leader cells of control, VAPA KO, 

VAPA KO stably expressing wild-type mCherry-VAPA, or KD/MD mutant mCherry-VAPA cell 

lines. Scale bar: 20 µm (5 µm in insets). B. Size of focal adhesion (µm2) obtained from A, in 

control (n=2968 focal adhesions, n=20 cells), VAPA KO (n=4329 focal adhesions, n=22 cells), 

VAPA KO expressing mCherry-VAPA, (n= 3818 focal adhesions, n= 24 cells) and, VAPA KO 

expressing KD/MD mCherry-VAPAshort (n=2801 focal adhesions, n= 19 cells). C. Confocal 

acquisitions of control and VAPA KO leader cells showing branched actin and F-actin using an 
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anti-cortactin antibody and phalloidin labeling, respectively. Scale bar: 20 µm. D. Length of the 

cortactin-rich protrusions (µm) in control (black) and in VAPA KO (red) cells, mean (±SEM); 

number of cells analyzed: Control n= 77 VAPA KO n=72 E. Image of control (top) and VAPA 

KO (bottom) leader cells from a 30 min Differential Interference Contrast (DIC) movie at 1 

frame every 3 seconds. Scale bars: 20 µm. Yellow lines were used to perform kymographs to 

follow membrane protrusion and retraction events. On the right, kymographs of the control 

(top) and VAPA KO (bottom). The x-axis represents the distance in µm and the y-axis shows 

the time. Positive slopes are associated with protrusions and negative slopes represent 

retractions. Scale bars: 5 µm. F. Number of protrusions in 30 min resulting from the 

kymographs analysis in control (black) and VAPA KO (red) cells, mean (±SEM); number of 

cells analyzed: Control n=16 VAPA KO n=21,  2 to 3 kymographs were calculated per cell. 

Data were analyzed using non parametric Mann-Whitney t-test (ns: non significant, ***P-values 

<0.001). G. Proportion of the leading edge occupied by cortactin in control, VAPA KO, VAPA 

KO expressing wild-type mCherry-VAPA and VAPA KO expressing KD/MD mCherry-VAPA. 

Between 5 and 10 cells were analyzed in one experiment. 

Figure 3. VAPA controls PInst homeostasis at the PM, but not in other compartments 

A. Confocal acquisitions of control (top) and VAPA KO (bottom) leader cells transiently 

transfected with OSBP-PH GFP (green) and immunostained with an anti-EEA1 antibody (left) 

to label early endosomes (magenta) or with an  anti-TGN46 antibody (magenta) to label the 

trans Golgi (right). B. Pearson coefficient between the OSBP-PH GFP and the TGN46 signal 

(left) or the TGN46 signal (right) in control (black dots) and VAPA KO (red dots) cells. mean 

(±SEM); number of cells analyzed: Control n=9 and 12 respectively and VAPA KO n=9 and 

12, respectively. C. On the left, normalized ratio between the OSBP-PH GFP signal at the 

TGN46 and in the cytosol in control (black dots) and VAPA KO (red dots) cells. mean (±SEM); 

number of cells analyzed: Control n=7 VAPA KO n=8. Normalized ratio between the OSBP-

PH GFP signal at early endosomes (EEA1-positive compartment, right), or the trans-Golgi 

network (TGN46, left) and in the cytosol in control (black dots) and VAPA KO (red dots) cells. 
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mean (±SEM); number of cells analyzed: Control n=12 VAPA KO n=11. D. XZ view of PM 

PI(4,5)P2 immunostained with an antibody in control and VAPA KO cluster cells acquired using 

identical confocal microscope settings. Each acquisition represents one cell. Scale Bar: 5 µm. 

E. Relative quantity of PM PI(4,5)P2 in control (black) and VAPA KO (red) cells obtained from 

D.; mean (±SEM); number of cells analyzed: Control n=58  VAPA KO n=53. F. PI(4,5)P2-

selective PH-PLC mRFP probe transiently transfected in control (top) and VAPA KO (bottom) 

leader cells. Confocal acquisitions show PH-PLC mRFP (white) in actin-based cell protrusions 

labeled with phalloidin (magenta). Scale bar: 10 µm. G. Normalized Ratio between the signal 

of PH-PLC-mRFP at the ruffles and the cytosol in control (black dots) and VAPA KO (red dots) 

cells obtained from C. ; mean (±SEM); number of cells analyzed: Control n=27 VAPA KO n=26. 

Data were analyzed using non parametric Mann-Whitney t-test (ns: non-significant, ***P-

values <0.001) 

 

Figure 4. VAPA stabilizes ventral ER-PM contact sites at the front of migrating cells 

A. Acquisition of GFP MAPPER (in green) and RFP KDEL (in magenta) by TIRF microscopy 

in control and VAPA KO cells. Scale bar: 5 µm. B. Time series in TIRF microscopy of the 

accumulation of the GFP MAPPER (green) in ER structures (magenta) close to the PM. Scale 

bar: 1 µm. C. spinning disk acquisition. Time series of GFP MAPPER at the top z-plans 

(magenta) and the bottom z-plans (in green) in control cells. In blue are circled 2 GFP MAPPER 

labeled- ER-PM MCS at the top of the migrating cell and in red are circled 2 GFP MAPPER 

labeled- ER-PM MCS at the bottom of the migrating cell. Scale bar: 5 µm. D. TEM acquisition 

of ER-PM membrane contact sites at the front of migrating cells. Scale bar 1 micron (top) and 

100 nanometers in the squares 1 and 2. E. Time scale of ER-PM MCS in control (top) and 

VAPA KO (bottom) acquired by TIRF microscopy. Scale bar 1 µm. Schemes below represent 

the positions of the circled ER-PM MCS used as example. On the right, life time in seconds of 

ER-PM MCS (top) and speed in µm*s-1 of ER-MP MCS in control (black dots) and in VAPA KO 

(red dots) (bottom), mean (±SEM); at least 10 ER-PM MCS were analyzed per cell and number 
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of cells analyzed were Control n=8 and VAPA KO n=6. All data were analyzed using non 

parametric Mann-Whitney t-test (***P-values <0.001). 

 

Figure 5. VAPA promotes focal adhesion disassembly.  

A. Assembly and B. disassembly rate in min-1 of focal adhesion. in control (black) and in VAPA 

KO (red) cells, mean (±SEM); number of cells analyzed during 1 to 2h movies: Control n=9 

VAPA KO n=8. C. Time scale of focal adhesion life span in minutes in control and VAPA KO 

by TIRF microscopy. Scale Bar 1 µm. D. Distribution of focal adhesion life time in minutes in 

control (black) and VAPA KO (red) cells E. Mean of focal adhesion life time in minutes in control 

(black dots) and VAPA KO (red dots) cells obtained from TIRF live imaging; mean (±SEM); 

number of cells analyzed: Control n=9 VAPA KO n=8 F. Nocodazole treatment (10 µM for 2h) 

in starved conditions in control and VAPA KO cells. Nocodazole was washed-out and cells 

fixed 0,15,30 or 60 min post washout. Paxillin staining with an antibody was used to label focal 

adhesions. Scale bar: 10 µm (2 µm in insets). G Focal adhesions size in µm2 were calculated 

and normalized to the time point 0 min post washout in control (black) and VAPA KO (red) 

cells.  Control cells (black):  washout :n=6053 focal adhesions for n=25 cells, 15 min post 

washout: n=5146 focal adhesions for 25 cells, 30 min post washout: n=5543 focal adhesions 

for 25 cells, and 60 min post washout: n=3913 focal adhesions for 22 cells).VAPA KO (red): 

washout: n=4481 focal adhesions for n= 23 cells, 15 min post washout:  n=3878 for 24 cells, 

30 min post washout: n= 4165 focal adhesions for 22 cells, and 60 min post washout: n=4889 

focal adhesions for 23 cells,. mean (±SEM). Data were analyzed using non parametric Mann-

Whitney t-test (***P-values <0.001). 

 

Figure 6. VAPA regulates microtubule-induced focal adhesion disassembly. 

A. TIRF acquisitions of leader control and VAPA KO cells showing transiently transfected  

GFP-MAPPER and mCherry-Vinculin. Scale bars: 10 µm (1 µm in insets 1,2,3 and 4). B. 
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Percentage of focal adhesions in close proximity (TIRF microscopy) to ER-PM MCS in control 

(black dots) and in VAPA KO (red dots) cells, mean (±SEM); number of cells analyzed: Control 

n=12 VAPA KO n=10. C. Time series of the GFP MAPPER and mCherry-Vinculin acquired by 

TIRF microscopy in control leader cell. Scale bar: 1 µm. and D. Temporal correlation between 

mCherry-Vinculin (magenta) and GFP MAPPER ( green) signals in the area of the focal 

adhesion pointed with the white arrow in (C). Fluorescence intensities are given in arbitrary 

units. Data were analyzed using non parametric Mann-Whitney t-test ( ***P-values <0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



111 
 

SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS 

Supplemental Figure 1 

A. Control and VAPA KO clones were immunostained with anti-VAPB antibody. Scale bar 20 

µm. B. Confocal acquisitions of VAPA KO cells lines stately expressing mCherry-VAPA short 

Wild-Type form and mCherry-VAPA short KD/MD form. Scale bar: 20 µm. 

 

Supplemental Figure 2 

A. Transmission Electron Microscopy (TEM) acquisitions of ER-related Membrane Contact 

Sites between Endoplasmic (ER) Reticulum and the Plasma Membrane (PM). Scale bar: 0.3 

µm. A scheme represents the ER in orange and the PM in green. B. Quantification of the ER 

portion in contact with the PM in control (black dots) and in VAPA KO (red dots) in µm, mean 

(±SEM); the number of cells analyzed: Control n= 25 and VAPA KO n= 14. ns: non-significant 

C. Percentage of the PM in contact with the ER in control (black dots) and in VAPA KO (red 

dots), mean (±SEM); the number of cells analyzed Control n= 25 and VAPA KO n= 14. ns: 

non-significant.All data were analyzed using non parametric Mann-Whitney t-test. 
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Discussion et perspectives  
 

1. Rappel des résultats principaux et modèle   

 

Au cours de ma thèse, nous avons démontré que VAPA est un régulateur essentiel de 

la migration cellulaire (figure 25) : 

VAPA régule la capacité des cellules à coloniser un espace vide mais également leur vitesse 

et directionnalité. 

VAPA contrôle la taille des ACM à travers la régulation du désassemblage des adhésions 

focales. En effet, dans les VAPA KO, nous avons mesuré que la vitesse de désassemblage des 

ACM est plus lente que dans les contrôles. Ce résultat peut expliquer l’accumulation d’ACM 

plus importante en taille dans les VAPA KO par rapport aux contrôles. De plus, ce phénotype 

dépend de l’interaction de VAPA avec ses partenaires via son domaine MSP. Nous avons 

également montré que le désassemblage des ACM induit par les microtubules dépend de 

VAPA.  

VAPA régule le réseau d’actine et la dynamique du lamellipode au cours de la migration. 

Dans les cellules contrôles, on mesure deux fois plus de phases de protrusions/rétractions 

que dans les cellules VAPA KO. Ce phénotype s’accompagne d’un défaut des structures 

d’actine pour lesquelles les fibres de stress sont plus petites et moins épaisses en absence 

de VAPA.  

La dynamique des ACM et du réseau d’actine dépendent en partie du pool de 

phosphoinositides à la membrane plasmique. Nous avons mesuré moins de PI(4,5)P2 à la 

membrane plasmique des cellules VAPA KO par rapport au contrôle. De plus, nous n’avons 

pas observé de perturbation du pool du PI4P intracellulaire dans les VAPA KO. Ce résultat 

montre que VAPA régule spécifiquement la quantité de PI(4,5)P2 à la membrane plasmique.  

Pour étudier la dynamique des SCM RE-MP, nous avons utilisé la sonde GFP MAPPER qui les 

marque spécifiquement. Nous avons caractérisé la présence d’une population de SCM RE-

MP ancrée au substrat dans les contrôles et VAPA KO. Nous avons identifié une population 

à proximité des ACM dont la présence corrèle avec le désassemblage des adhésions focales 

dans les contrôles. De manière intéressante, cette proximité entre ACM et SCM RE-MP au 
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cours de leur désassemblage est moins fréquente dans les VAPA KO. De plus, nous avons 

mesuré que la stabilité des SCM RE-MP est régulée par VAPA. En effet dans les VAPA KO, 

nous avons mesuré que la durée de vie des SCM RE-MP est moins importante que dans les 

contrôles.  

En microscopie électronique nous avons mesuré que l’absence de VAPA ne perturbe pas la 

formation de SCM RE-MP. De plus dans les VAPA KO, nous avons observé que la taille du RE 

qui s’appose à la membrane plasmique est similaire à celle du contrôle. Nous avons 

également calculé que le pourcentage de la membrane plasmique en contact avec le RE est 

similaire dans les contrôles et VAPA KO.  
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Figure 25. Récapitulatif des résultats. A gauche : représentation d’une cellule guide contrôle. Les SCM 

RE-MP sont stables et accolés aux ACM. A travers les échanges des PPI les SCM RE-MP maintiennent 

l’homéostasie des lipides, ce qui favorise la dynamique des ACM et des protrusions/rétractions des 

lamellipodes. A droite, représentation d’une cellule guide VAPA KO. L’instabilité des SCM RE-MP est 

associé à un niveau moins important en PPI à la MP, ce qui dérégule la dynamique des ACM et des 

vagues d’actine. 

 

 



122 
 

 

Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives qui sont explorées ci-dessous selon 

plusieurs points : 

  -  Ancrage des SCM RE-MP aux ACM  

- Lien direct entre les SCM RE-MP et le désassemblage des ACM 

- Rôle de Nir2 dans la régulation du PI(4,5)P2 à la MP 

- Le PI(4,5)P2 dans le désassemblage des ACM induit par les microtubles 

- Rôle d’ORP3 dans le désassemblage des ACM  

- ORP3 dans la régulation de l’activité lamellipodiale 

- Interdépendance entre les ACM et les protrusions membranaires 

- Dialogue entre les SCM RE-MP d’échanges de lipides et de Calcium  

- Implication de VAPA dans des processus physiopathologiques  

- Modèle du rôle de VAPA dans la migration  

 2.Ancrage des SCM RE-MP aux ACM  

Dans les cellules contrôles, les SCM RE-MP au niveau du substrat sont stables et accolés 

aux ACM. Alors que dans les VAPA KO, les SCM RE-MP sont moins stables et moins associés 

aux ACM. VAPA régule donc la stabilité des SCM RE-MP et leur ancrage aux ACM. Pour 

expliquer ces résultats, nous pouvons émettre plusieurs hypothèses. Tout d’abord à travers 

l’interaction de VAPA avec ses partenaires (comme ORP3 et Nir2) les SCM RE-MP peuvent 

s’établir de manière stable à la MP. En effet, l’ensemble du complexe formé entre VAPA et 

ses partenaires permet de maintenir les deux membranes apposées en contact (Eisenberg-

Bord et al., 2016). Cependant, en absence de VAPA, la formation de SCM RE-MP est toujours 

possible, notamment à travers l’interaction de VAPB avec ses partenaires. En revanche, dans 

les VAPA KO, nous avons observé un défaut de recrutement d’ORP3. Basé sur ce résultat, 

nous pouvons émettre l’hypothèse que des défauts de recrutement d’autres partenaires des 

protéines VAPs peuvent avoir lieu dans les VAPA KO. Ce qui permettrait d’expliquer pourquoi 

les SCM RE-MP ont une durée de vie environ 4 fois plus importante dans les contrôles que 
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dans les VAPA KO. Ensuite, VAPA interagit avec les microtubules (Skehel et al., 2000). Or les 

microtubules sont proches des ACM au cours de leur désassemblage. On peut émettre 

l’hypothèse que le RE interagit avec les microtubules à travers VAPA au cours du 

désassemblage des ACM. Ainsi, dans les contrôles, les microtubules peuvent servir de 

support pour transloquer le RE à proximité de la membrane plasmique. En conséquences, 

VAPA se retrouverait proche de la membrane plasmique et favoriserait la formation des SCM 

RE-MP accolés aux ACM lors de leur désassemblage. Ainsi cette hypothèse permettrait 

d’expliquer comment VAPA et les microtubules pourraient réguler la proximité des SCM RE-

MP avec les ACM. 

 

3. Lien direct entre les SCM RE-MP et le désassemblage des ACM 

Mes résultats montrent que VAPA contrôle le désassemblage des ACM. De plus, j’ai 

montré que VAPA régule la proximité des SCM RE-MP avec les adhésions focales. Ces 

résultats suggèrent que la dynamique des ACM est régulée par les SCM médiés par VAPA.  

Notre étude se place dans un contexte où les travaux récemment réalisés par D’Souza et al., 

2020 ont montré qu’ORP3, partenaire de VAPA, est recrutée à la MP et contrôle le 

désassemblage des adhésions focales en réponse à l’influx de calcium dans les cellules MDA-

MB-231. Les auteurs ont montré qu’ORP3 est recruté dans des structures ponctiformes et 

co-localise avec des protéines des SCM RE-MP comme E-Syt1 et STIM1 en réponse au 

Calcium, au cours de la migration. De plus, ils ont montré que dans les zones de rétractions 

du lamellipode, ORP3 est accolé aux ACM et que cela corrèle avec leur désassemblage. Nos 

résultats vont dans le même sens que cette étude en montrant pour la première fois qu’une 

partie de la population de SCM RE-MP corrèle avec le désassemblage des ACM. De manière 

similaire à leur étude, dans nos cellules ORP3 pourrait être recruté aux SCM RE-MP médiés 

par VAPA et réguler la dynamique des ACM. Cependant, nous avons montré que la 

corrélation entre la présence de SCM RE-MP et le désassemblage des ACM s’établit au 

niveau de la lamella malgré la présence de SCM RE-MP dans les zones de protrusions. En 

plus d’établir un lien de corrélation entre la présence de SCM RE-MP et le désassemblage 

des ACM, notre étude a permis de caractériser la dynamique des SCM RE-MP au cours de la 

motilité. En effet, depuis des décennies la visualisation des SCM s’est majoritairement faite 

sur des échantillons fixés en microscopie électronique. Depuis quelques années seulement 
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certains outils ont été développés pour étudier la dynamique des SCM.  Ici, la sonde GFP 

MAPPER nous a permis de caractériser la dynamique des SCM RE-MP au cours de la 

migration. J’ai observé que les SCM RE-MP s’établissent du côté ventral et dorsal de la cellule 

au cours de la migration. Nous avons défini deux populations : Une accolée au substrat, pour 

laquelle les SCM RE-MP sont stables (environ d’une durée de vie de 11 min) et peu mobiles 

et dont une partie se localise à proximité des ACM, comme observé dans l’étude de 

(Dingsdale et al., 2013). Et une population du côté dorsal de la MP dont les SCM RE-MP sont 

stables et suivent le mouvement de la cellule en migration. L’étude de (Dingsdale et al., 

2013) révèle qu’une partie des jonctions entre le RE et la MP sont dynamiques au cours de 

la rétraction de l’arrière des cellules PANC-1 au cours de la migration. Ils ont identifié 

également une population de jonctions plus stables proches des ACM et des structures 

d’actines au niveau du front de migration. Leur étude et nos résultats obtenus dans les CaCo-

2 ouvrent plusieurs possibilités. Parmi l’ensemble des SCM RE-MP, on peut émettre 

l’hypothèse que des sous populations peuvent réguler localement des voies moléculaires 

différentes et avoir plusieurs fonctions au cours de la migration. Tout d’abord d’après notre 

étude, les SCM RE-MP médiés par VAPA pourraient recruter différents partenaires LTPs 

comme ORP3 et Nir2.  A travers les échanges de phosphoinositides et la régulation du niveau 

du PI(4,5)P2 à la MP ces SCM RE-MP pourraient modifier localement les propriétés de la 

membrane plasmique et recruter un certain nombre de facteurs impliqués dans le 

désassemblage des ACM, comme par exemple RhoA et la clathrine. De plus, les SCM RE-MP 

pourraient localement réguler la traduction de certaines protéines au cours de la migration. 

On sait par exemple que des ARNm du complexe Arp2/3 sont transportés à l’avant de la 

cellule, où ils sont traduits localement (Mingle et al., 2005). Les SCM RE-MP pourraient 

faciliter la traduction locale des protéines Arp2/3, ce qui favoriserait la formation d’actine 

branchée et des protrusions.  

Pour établir un lien direct entre les SCM RE-MP et le désassemblage locale des adhésions 

focales, notre étude pourrait être complétée par des expériences d’optogénétique dans nos 

cellules. En effet, nous avons établi un lien de corrélation entre VAPA, les SCM RE-MP et la 

dynamique des ACM. Dans les VAPA KO, le phénotype de désassemblage des ACM que nous 

avons décrit pourrait être associé à des effets indirects liés à l’absence de VAPA. Pour 
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s’affranchir de cette limite, nous voulons utiliser la sonde optogénétique LiMETER pour 

former/stabiliser des SCM RE-MP localement (figure 26). 

La sonde LiMETER (pour light-inducible membrane tethered peripheral endoplasmic 

reticulum) est une sonde optogénétique ancrée au RE qui s’associe à la MP après activation, 

permettant de manipuler les SCM RE-MP de manière réversible. La partie ancrée au RE 

possède un peptide signal (SP) et le domaine transmembranaire (TM) de STIM1 qui sont 

séparés par la GFP. La partie cytosolique possède un linker, le domaine photosensible LOV2 

et du domaine polybasique de la GTPase Rit. Le domaine LOV2 change de conformation en 

présence d’une longueur d’onde comprise entre 450 et 490 nm. Dans le noir le domaine 

polybasique est masqué par le domaine LOV2. En présence d’une lumière bleue, le domaine 

LOV2 libère le domaine polybasique qui s’associe à la MP. Lorsque l’excitation est 

interrompue, la sonde optogénétique change de conformation et retrouve son état fermé 

initial. La sonde LiMETER module donc de manière réversible la formation/stabilité des SCM 

RE-MP. 

Dans les cellules CaCo-2 nous avons trouvé les paramètres d’illumination locale à l’aide d’un 

module FRAP d’un spinning disk équipé d’un laser 488nm (Figure 27). Des pulses de 500 ms 

espacés de 10secondes permettent de recruter la sonde LiMETER à la MP et de moduler les 

SCM RE-MP. Dans des expériences de migration, nous aimerions utiliser cette sonde dans 

les cellules contrôles et VAPA KO. Nous aimerions recruter la sonde LiMETER, localement, 

proche des ACM et mesurer leur dynamique de désassemblage. Dans les contrôles, on 

s’attend à pouvoir déclencher le désassemblage local des ACM après activation de la sonde. 

Dans les cellules VAPA KO au contraire, moduler la dynamique de désassemblage des ACM 

ne serait pas possible. Ainsi, cette expérience permettrait de conclure sur le rôle direct et 

local des SCM RE-MP médiés par VAPA dans la régulation de la dynamique des ACM. 

Cependant, comme VAPA possède plusieurs partenaires, des expériences futures 

consisteraient à caractériser le(s) complexe(s) VAPA/PTL impliqué(s) dans la motilité des 

cellules CaCo-2. 
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adapté de (Jing et al., 2015) 

 

Figure 26. A. Structure de la sonde optogénétique LiMETER. En N terminal, le signal pepetide (SP) et 

le domaine transmembranaire (TM) sont séparés par la GFP. Les domaines SP et TM permettent 

l’adressage et l’ancrage de la sonde au RE. La partie cytosolique comprend un domaine LOV2 

photosensible et un domaine polybasique (PB) d’association avec la membrane plasmique. En B, A 

gauche, principe de fonctionnement de la sonde. En absence de lumière, le domaine LOV2 adopte 

une conformation fermée qui empêche le domaine PB d’interagir avec la membrane plasmique. En 

présence de lumière un changement de conformation du domaine LOV2 libère le domaine PB qui 

interagit avec la MP. A droite. Plan du bas et plan du milieu de la cellule transfectée avec la sonde 

LiMETER. Avant illumination, la sonde est présente dans le RE et après illumination, la sonde est 

recrutée à la MP et favorise la formation et/ou la stabilité des SCM RE-MP. 
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4. Rôle de Nir2 dans la régulation du PI(4,5)P2 à la membrane plasmique  

 

Les protéines VAPs possèdent plus de 250 partenaires (James and Kehlenbach, 2021). 

La déplétion des protéines VAPs est associée à de nombreux phénotypes. Le rôle principal 

des protéines VAPs est d’interagir avec des protéines d’échanges de lipides aux SCM pour 

maintenir l’homéostasie des lipides dans la cellule. Cependant, il existe des différences liées 

aux types cellulaires (Stefan et al., 2011, Mao et al., 2019). Par exemple, dans les levures la 

déplétion des orthologues des protéines VAPA et VAPB, Scs22 et Scs2, entraîne 

l’augmentation du niveau du PI4P à la membrane plasmique (Manford et al., 2012). Dans les 

cellules HeLa, la déplétion de VAPA et de VAPB entraîne une diminution du niveau de PI4P 

au Golgi et une accumulation du PI4P aux endosomes (Dong et al., 2016). Dans les cellules 

VAPA KO, on pourrait s’attendre à obtenir une élévation de la quantité du PI4P à la 

membrane plasmique. Pour tester cette hypothèse, j’ai transfecté les cellules avec la sonde 

P4M-SidM qui permet de visualiser le PI4P, notamment le pool à la membrane plasmique 

Figure 27. Activation de la sonde LiMETER dans les cellules CaCo-2. Acquisition au spinning disk. A 

gauche, une cellule contrôle positive pour la sonde LiMETER ancrée au RE. Le carré rouge indique la 

zone FRAP d’intérêt. A droite, activation de la sonde LiMETER dans la zone FRAP après des pulses de 

500 ms au laser 488nm espacés de 10s. On observe l’apparition de structures ponctiformes après 

illumination. 
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(Hammond et al., 2014). Malheureusement, le niveau de PI4P dans les contrôles et les VAPA 

KO est trop faible pour mesurer sa quantité relative par cette méthode. Comme le PI4P est 

un précurseur du PI(4,5)P2, une élévation du PI4P dans les VAPA KO pourrait être associée 

à une augmentation du niveau du PI(4,5)P2 à la membrane plasmique de ces cellules. Or, 

nous mesurons une diminution du niveau du PI(4,5)P2 à la membrane plasmique des VAPA 

KO par rapport aux cellules contrôles. Pour expliquer ce résultat, nous pouvons émettre 

plusieurs hypothèses.  En absence de VAPA, le cycle du PI pourrait être perturbé. Le PI est 

normalement transféré du RE à la membrane plasmique via l’interaction de Nir2 avec VAPA/ 

VAPB aux SCM RE-MP. Ce PI peut servir de précurseur du PI4P qui peut se métaboliser à son 

tour en PI(4,5)P2. Malgré la présence de VAPB dans les VAPA KO, on a mesuré une instabilité 

importante des SCM RE-MP pouvant entrainer un défaut de recrutement de Nir2 à la MP. 

Ainsi cela pourrait être associé à un défaut de transfert du PI à la MP et donc à une 

diminution du PI(4,5)P2 à la membrane plasmique. Ce résultat serait en accord avec l’étude 

réalisée par (Kim et al., 2013) qui montre que Nir2 régule le niveau de PI(4,5)P2 à la 

membrane plasmique au cours de la migration. Pour tester l’hypothèse de défaut de 

recrutement de Nir2 dans les VAPA KO, je pourrais utiliser des anticorps anti-Nir2 et 

visualiser si Nir2 est associé au GFP MAPPER dans les cellules contrôles et VAPA KO. Je 

m’attends à observer Nir2 recruté aux SCM RE-MP dans les contrôles. En revanche, dans les 

cellules VAPA KO, je m’attends à voir Nir2 localisé au Golgi et dans le cytosol. La deuxième 

hypothèse pour expliquer la diminution du PI(4,5)P2 dans les VAPA KO est indépendante du 

niveau pré existant du PI4P à la MP. En effet, l’utilisation d’inhibiteurs de la PI4K, comme la 

drogue LY294002, cause une déplétion du pool de PI4P. Cet inhibiteur a des effets mineurs 

sur le pool de PI(4,5)P2 à la membrane plasmique des cellules COS-7 (Hammond et al., 2012). 

Cette étude indique qu’il y’a au moins une autre source de précurseur permettant de 

synthétiser du PI(4,5)P2 à la membrane plasmique. Les travaux de (Szentpetery et al., 2010) 

ont permis de montrer que le pool du PI4P au Golgi peut maintenir en partie le niveau du 

PI(4,5)P2 à la membrane plasmique. Cette maintenance s’établi à travers le trafic de cargo 

enrichies en PI4P qui transitent du Golgi à la membrane plasmique et permet de générer un 

nouveau pool de PI4P qui sera ensuite métabolisé en PI(4,5)P2. Si l’on suit cette deuxième 

hypothèse, une diminution du PI(4,5)P2 à la membrane plasmique des cellules VAPA KO 

pourrait être expliqué si le niveau de PI4P au Golgi est moins important par rapport au 

contrôle ou si le trafic de cargos du Golgi vers la membrane plasmique est impacté. De 
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manière intéressante, nous avons détecté un défaut d’orientation du Golgi dans les VAPA 

KO au cours de la migration. L’axe noyau-Golgi n’est plus orienté face à la membrane 

plasmique comme mesuré dans les contrôles. Ce défaut d’orientation pourrait 

s’accompagner d’un défaut de trafic vers la membrane plasmique des cargos enrichis en 

PI4P dans les VAPA KO. Ainsi, on pourrait expliquer la diminution du PI(4,5)P2 mesurée en 

absence de VAPA. 

De plus, nous avons mesuré que le niveau de PI4P au Golgi et aux endosomes sont similaires 

dans les contrôles et VAPA KO. Ces résultats sont en accord avec les travaux réalisés par 

(Dong et al., 2016). En effet, dans les cellules HeLa KO pour VAPA et VAPB la sur-expression 

de la forme exogène de VAPB ou de VAPA suffit à rétablir les niveaux du PI4P au Golgi. Dans 

les cellules VAPA KO, nous avons montré que la quantité relative de VAPB est importante et 

similaire aux cellules contrôle. Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse que les niveaux de 

PI4P intracellulaires peuvent être régulés par VAPA ou VAPB dans les CaCo-2 et qu’il existe 

un fort niveau de redondance entre ces deux protéines en ce qui concerne la régulation des 

niveaux de PI4P au Golgi. Pour vérifier cette hypothèse, on peut utiliser des siRNA dirigés 

contre les ARNm de VAPB dans les VAPA KO. Si on observe dans cette condition une 

accumulation de PI4P dans les endosomes, notre hypothèse sera validée. Par ailleurs, si une 

redondance fonctionnelle existe entre VAPA et VAPB, comment peut-on expliquer une 

diminution de la quantité de PI(4,5)P2 à la MP dans les VAPA KO ? Dans les VAPA KO nous 

avons mesuré une instabilité importante des SCM RE-MP. Ces derniers ont un temps de vie 

environ 4 fois moins important que dans les contrôles et se déplacent environ 2 fois plus 

rapidement. Ce phénotype d’instabilité des SCM RE-MP dans les VAPA KO peut être 

accompagné d’un défaut de recrutement des partenaires de VAPB mais également d’un 

défaut de transfert des lipides entre le RE et la MP, ce qui permet d’expliquer en partie la 

diminution du PI(4,5)P2 à la MP. 

Ici, Nir2 semble être un candidat partenaire de VAPA possible pour réguler le niveau de 

PI(4,5)P2 à la membrane plasmique des cellules CaCo-2 au cours de la migration. Les 

expériences effectuées au cours de ma thèse peuvent être complétées par la génération de 

lignée KO pour Nir2 pour vérifier que le niveau de PI(4,5)P2 diminue dans ces conditions. Par 

ailleurs, pour valider l’implication directe du candidat Nir2 dans la régulation du PI(4,5)P2 à 

la membrane plasmique, mes travaux pourront être complétés par l’utilisation de sonde 
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optogénétiques. Nous développons des sondes permettant de moduler l’interaction de 

VAPA avec Nir2 aux SCM RE-MP à l’aide de pulses lumineux. Les sondes consisteront à 

générer des formes de VAPA et Nir2 exogènes, recrutées au RE et à la MP, respectivement. 

Le domaine FFAT de Nir2 pourrait être masqué par le domaine photosensible LOV2. 

L’utilisation de laser pourrait modifier la conformation de la sonde optogénétique Nir2, 

démasquant son domaine d’interaction FFAT. Je pourrais utiliser ces sondes dans les VAPA 

KO et les futures Nir2 KO pour visualiser si la quantité de PI(4,5)P2 peut être modulée. Par 

illumination globale, je m’attends à recruter la sonde aux SCM RE-MP et induire leur 

interaction. Dans les VAPA KO et futures Nir2 KO, je m’attends à pouvoir rétablir le pool de 

PI(4,5)P2 à la MP. Je pourrais ainsi conclure que Nir2 est un partenaire de VAPA impliqué 

dans la régulation du PI(4,5)P2 dans les CaCo-2 au cours de la migration cellulaire.  

Par ailleurs, le niveau de PI(4,5)P2 à la membrane plasmique est important pour recruter 

ORP3, un autre partenaire de VAPA, et d’autres protéines impliquées dans la dynamique des 

ACM. Ce point fait l’objet des parties suivantes. 

 

5. Le PI(4,5)P2 dans le désassemblage des ACM induit par les microtubules  

 

Au cours de ma thèse, nous avons montré que VAPA régule la dynamique des ACM à 

travers les microtubules. Il a clairement été établi que le désassemblage des ACM est 

dépendant des microtubules. Le traitement des cellules avec du nocodazole a permis dans 

un premier temps de synchroniser les ACM. Ensuite, le lavage du nocodazole permet de 

rétablir le désassemblage des ACM. On peut ainsi suivre l’évolution de leur taille et donc leur 

vitesse de désassemblage. Nous avons mesuré dans les contrôles que la taille des ACM 

diminue rapidement dans les premières minutes qui suivent le lavage du nocodazole. Dans 

les VAPA KO, la taille des ACM ne diminue pas après lavage du nocodazole. Cette expérience 

montre que VAPA régule le désassemblage des ACM qui est médié par les microtubules. Par 

ailleurs, il a été montré que le désassemblage des ACM au cours de la migration des cellules 

de fibroblastes s’établit à travers un mécanisme d’endocytose reliant les microtubules, la 

clathrine et des adaptateurs de la clathrine (Ezratty et al., 2009). Dans leur expériences, 

Ezratty et al., 2009 ont montré que la clathrine s’accumule à proximité des ACM pendant 

leur désassemblage induit par les microtubules. De plus, certains adaptateurs de la clathrine 
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comme Dab2 et ARH sont recrutés aux ACM. Or le recrutement de ces adaptateurs et de la 

clathrine dépendent du niveau du PI(4,5)P2 à la membrane plasmique (Di Paolo and De 

Camilli, 2006). De plus, (Chao et al., 2010) ont démontré que l’inhibition de la kinase PIPKIβ, 

qui génère du PI(4,5)P2 à la MP, bloque l’internalisation des intégrines β et la dynamique 

des ACM. Ce phénotype est notamment causé par l’absence du recrutement de la dynamine 

et de la clathrine aux ACM. (D’Souza et al., 2020) ont montré que la déplétion optogénétique 

du PI(4,5)P2 à la membrane plasmique est associé à une augmentation de la taille des ACM, 

suggérant un défaut de leur désassemblage.  

Dans les cellules CaCo-2, comme VAPA régule la quantité de PI(4,5)P2 à la membrane 

plasmique, nous émettons les hypothèses que i) VAPA régule l’endocytose clathrine-

dépendant des intégrines, qui régulerait en partie le désassemblage des ACM. Pour valider 

ces hypothèses, je propose de dépléter le pool de PI(4,5)P2 dans les cellules contrôles. Je 

m’attends à observer des défauts de recrutement de la clathrine et de la dynamique de 

désassemblage des ACM. Cette expérience me permettrait de valider que le recrutement de 

la clathrine et le désassemblage des ACM dépendent du PI(4,5)P2 dans mon système. 

Ensuite, je suivrai la dynamique du PI(4,5)P2 après traitement des cellules au nocodazole. 

Dans les cellules contrôles, je m’attends à observer après lavage du nocodazole des zones 

d’enrichissements du PI(4,5)P2 à proximité des ACM. Dans les VAPA KO, je m’attends à 

observer des zones d’enrichissement du PI(4,5)P2 qui ne seraient pas associées aux ACM. 

Cette expérience pourra être complétée par un marquage des protéines adaptatrices de la 

clathrine, comme AP-2, Dab2 et ARH pour vérifier qu’elles se localisent dans les zones 

enrichies en PI(4,5)P2 dans les contrôles après lavage du nocodazole. Dans les cellules VAPA 

KO, je m’attends à ne pas observer le recrutement des protéines adaptatrices de la clathrine 

à proximité des ACM. Cette série d’expériences permettrait de valider l’hypothèse selon 

laquelle VAPA régule l’endocytose clathrine dépendante à travers la régulation locale du 

PI(4,5)P2 à la membrane plasmique.   

 

 

 

 



132 
 

6. Rôle d’ORP3 dans le désassemblage des ACM 

 

Nous avons vu qu’ORP3, partenaire de VAPA, est un facteur important pour réguler le 

désassemblage des ACM. De plus, le recrutement d’ORP3 à la membrane plasmique dépend 

également du niveau du PI(4,5)P2. En effet, la déplétion du PI(4,5)P2 génère un défaut de 

localisation d’ORP3 au SCM RE-MP d’après les travaux de (D’Souza et al., 2020). Par ailleurs, 

dans leur étude, la sur-expression d’une forme exogène d’ORP3 mutée sur le domaine ORD 

dans les cellules déplétées pour ORP3 sauve partiellement le phénotype de défaut de 

désassemblage des ACM. Ce résultat indique que la fonction de transfert de lipides d’ORP3 

stimule le désassemblage des ACM mais n’est pas une fonction essentielle. Dans ce contexte, 

ORP3 rempli deux fonctions. La première est d’activer IQSec1 aux SCM RE-MP, qui va ensuite 

stimuler le désassemblage des ACM (cf introduction). La deuxième est d’établir des échanges 

de lipides qui vont participer au désassemblage des ACM selon un mécanisme pas encore 

caractérisé. Dans les cellules CaCo-2 contrôle, j’ai observé que la forme exogène d’ORP3 se 

localise aux SCM RE-MP et qu’elle est associée aux ACM. Ce résultat suggère, qu’ORP3 

pourrait réguler la dynamique des ACM dans les cellules CaCo-2. De manière intéressante, 

dans les cellules VAPA KO, la forme exogène d’ORP3 est cytosolique (Figure 28). Ainsi VAPA 

régule comme attendu le recrutement d’ORP3 aux SCM RE-MP dans les CaCo-2. Pour valider 

le rôle d’ORP3 dans la régulation du désassemblage des ACM dans les CaCo-2, il serait 

intéressant de générer des lignées ORP3 KO. Dans ces lignées je m’attends à observer un 

défaut du désassemblage des ACM comme observé dans les travaux de D’souza et al, 2020. 

Il serait également intéressant de mesurer la quantité de PI(4,5)P2 à la membrane plasmique 

et de voir si la déplétion d’ORP3 est associée à un défaut de la quantité de PPI à la MP des 

cellules en cours de migration. 
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Figure 28. Le GFP ORP3 est localisé dans des structures ponctiformes associées au RE. Images 

acquisent au spinning disk du GFP ORP3 et du RFP KDEL (marqueur du RE) dans les cellules contrôles 

et VAPA KO. Dans les cellules contrôles, le GFP ORP3 est associé au RE dans des structures 

ponctiformes, alors que dans les VAPA KO, le GFP ORP3 est diffus dans le cytoplasme. 
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7.ORP3 dans la régulation de l’activité lamellipodiale  

 

Au cours de ma thèse, j’ai montré que VAPA régule la dynamique de 

protrusion/rétraction des lamellipodes. Dans les cellules contrôles, nous avons mesuré deux 

fois plus de rétractions que dans les VAPA KO. A l’inverse, dans les VAPA KO nous avons 

mesuré que les protrusions du lamellipode sont plus stables que dans les contrôles. Ces 

résultats montrent que VAPA contrôle les phases de rétractions au cours de la migration des 

cellules. De plus, après une heure d’étalement sur des lamelles cotées avec de la fibronectine, 

les cellules VAPA KO s’étalent plus que les cellules contrôles. Ce phénotype s’accompagne d’un 

défaut des structures d’actines où les fibres de stress apparaissent moins nombreuses et 

moins épaisses dans les VAPA KO que dans les contrôles. Ainsi ces résultats suggèrent que 

VAPA régule la contractilité de l’actine. Ce résultat est en accord avec une étude réalisée sur 

ORP3 dans les cellules HEK293 (Lehto et al., 2008). Les cellules déplétées pour ORP3 s’étalent 

plus que les contrôles et présentent également des défauts de structures d’actine. ORP3 

interagit avec R-Ras, une RhoGTPase qui régule la migration, l’étalement des cellules et la 

dynamique des ACM. R-Ras est également importante pour contrôler la dynamique de 

protrusions et de rétractions du lamellipode au cours de la migration. Selon, Wozniak et al., 

2005, la forme active de R-Ras se trouve à l’avant de la cellule. De plus, une forme dominante 

négative de R-Ras augmente la persistance des protrusions membranaires. Dans leur étude, 

les auteurs montrent que R-Ras contrôle l’activité des RhoGTPases Rho et Rac. L’expression 

de la forme constitutivement active de R-Ras, diminue l’activité de Rac et augmente celle de 

Rho. A l’inverse, l’expression de la forme dominante négative de R-Ras augmente l’activité de 

Rac et diminue celle de Rho. Ainsi, R-Ras active spatialement Rho à l’avant de la cellule au 

cours de la migration. Or, l’activité de Rho est finement régulée à l’avant de la cellule, pour 

notamment induire la rétraction du lamellipode via la voie ROCK et la contractilité de 

l’actomyosine. Dans les cellules CaCo-2, nous avons vu que la forme exogène d’ORP3 est 

recrutée aux SCM RE-MP dans les cellules contrôles mais reste cytosolique dans les VAPA KO. 

Les défauts de rétraction des lamellipodes observés dans les VAPA KO pourraient être 

expliqués par le fait que R-Ras ne soit plus recrutée et activée à l’avant des cellules. Ainsi, à 

travers les SCM RE-MP, VAPA pourrait interagir avec ORP3, ce qui favoriserait l’activation de 

R-Ras à l’avant de la cellule et stimulerait la rétraction du lamellipode de manière Rho 

dépendant. Pour vérifier cette hypothèse, l’utilisation d’anticorps anti R-Ras pourrait nous 
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indiquer si dans les contrôles et VAPA KO, R-Ras est recruté au SCM RE-MP à l’avant de la 

cellule. Dans les cellules VAPA KO, je m’attends à observer un marquage de R-Ras diffus dans 

le cytoplasme alors que dans les contrôles je m’attends à observer R-Ras aux SCM RE-MP, à 

l’avant. Cette expérience pourrait être accompagné d’une quantification relative par 

westernblot de la quantité de la forme RhoA active (liée au GTP) par rapport au RhoA non actif 

en mesurant par exemple le ratio des intensités de la bande de la forme active sur la forme 

non active dans les contrôles et VAPA KO. Je m’attends à quantifier plus de RhoA actif dans 

les contrôle que dans les VAPA KO. 

Par ailleurs, dans les cellules VAPA KO, nous avons mesuré une diminution de la quantité du 

PI(4,5)P2 dans les zones de protrusions. Ce phénotype peut également expliquer le défaut de 

rétraction du lamellipode des cellules VAPA KO puisque l’activation de RhoA dépend du niveau 

de PI(4,5)P2 à la membrane plasmique. En effet, la déplétion du PI(4,5)P2 entraîne une 

diminution importante de l’activité de RhoA.  

8.Interdépendance entre les ACM et les protrusions membranaires 

Il a été établi que les ACM et les protrusions sont régulées par des mécanismes de 

boucles de rétroaction interdépendants. Par exemple,selon Barnhart et al., 2017, le facteur 

VASP oscille entre l’avant de la cellule et les ACM. Le facteur VASP, qui promeut la 

polymérisation de l’actine, joue un rôle dans la dynamique du lamellipode. Selon leur modèle, 

VASP est tout d’abord recruté à la membrane plasmique et favorise dans un premier temps la 

polymérisation de l’actine branchée et la formation de protrusions. Selon un mécanisme de 

boucle de rétroaction positive, les protrusions induisent la formation d’adhésion naissantes. 

Dans un second temps, VASP s’associe avec ces adhésions et se retrouve éloigné de l’avant de 

la cellule, ce qui favorise la formation de vagues de protrusions. Or le PI(4,5)P2 recrute le 

facteur VASP à la membrane plasmique. Ainsi, une diminution du pool du PI(4,5)P2 dans les 

VAPA KO peut être associé à une perturbation de la dynamique du lamellipode médiés par 

VASP.  

9.Dialogue entre les SCM RE-MP d’échanges de lipides et de Calcium  

Les défauts de rétraction du lamellipode et du désassemblage des ACM observés dans 

les VAPA KO peuvent s’expliquer également à travers une perturbation du Calcium. Tout 

d’abord, d’après les travaux de Tsai and Meyer, 2012, des cycles répétitifs de pulses de Ca2+ 

se déclenchent proche de l’avant de la cellule en cours de migration. Ces pulses régulent la 



136 
 

contraction des filaments d’actine à travers l’activation de la kinase de la chaine légère de la 

myosine et de la myosine II. Les forces générées par la myosine II sur l’actine causent la 

rétraction cyclique du lamellipode. Ensuite, l’utilisation de senseurs de Calcium a révélé que 

l’augmentation locale du niveau du Ca2+ à proximité des ACM, déclenche leur désassemblage 

(Giannone et al., 2004). De plus, aux SCM RE-MP médiés par les protéines STIM1 et Orai1, les 

influx de calcium régulent la dynamique des ACM à travers l’activation du complexe 

ORP3/IQSec1 (D’Souza et al., 2020) de l’activation des calpaines (Chen et al., 2013a) et de la 

régulation de l’actomyosine (Chen et al., 2013b). Les travaux de Lopez-Guerrero et al., 2017 

ont montré également que les protéines des SCM RE-MP STIM1 et Orai1 régulent la 

dynamique des protrusions membranaire à travers le contrôle des influx de Ca2+ dans la 

cellule.  

Dans les cellules VAPA KO, on a montré que les SCM RE-MP sont instables et présentent une 

durée de vie plus courte que dans les contrôles. Comme la sonde GFP MAPPER marque 

l’ensemble des SCM RE-MP, on peut également penser que la dynamique des SCM RE-MP 

médiés par STIM1 et Orai1 est impactée dans les VAPA KO, ce qui pourrait limiter l’influx de 

Ca2+ dans les cellules. Ainsi, dans la VAPA KO, on pourrait s’attendre à observer moins de 

pulses de Ca2+ que dans les contrôles, ce qui permettrait d’expliquer que les lamellipodes se 

rétractent moins et que la dynamique des ACM soit perturbée. Cette hypothèse soulève l’idée 

selon laquelle les SCM RE-MP médiés par VAPA et transférant des lipides peuvent également 

servir de plateforme pour recruter des protéines d’échanges de Ca2+. Pour confirmer cette 

hypothèse, il serait intéressant d’observer la dynamique de STIM1 et Orai1 dans les VAPA KO 

et de la comparer par rapport au cellules contrôles.  Je m’attends à observer un défaut de 

recrutement des protéines STIM1 et Orai1 aux SCM RE-MP dans les VAPA KO. 

10. Implication de VAPA dans des processus physiopathologiques 

 

Nous avons vu que VAPA joue un rôle important dans la migration collective et isolée des 

cellules CaCo-2. L’une des questions qui se pose est de savoir si VAPA régule la migration 

d’autre types cellulaires dans des contextes plus physiologiques. Par exemple, VAPA pourrait 

avoir un rôle dans le développement embryonnaire, au cours duquel les cellules migrent 

collectivement pour organiser les différents feuillets. VAPA pourrait également réguler la 

migration des cellules immunitaires. De manière intéressante, d’après les données du Gepia, 
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le gène VapA est surexprimé dans plusieurs cancers : cholangiocarcinome, gliobastome 

multiforme, gliome du cerveau et adénocarcinome pancréatique (GEPIA (cancer-pku.cn)), 

indiquant un rôle potentiel de VAPA dans la survenue de certains cancers. 

 

 11.Modèle du rôle de VAPA dans la migration   

L’ensemble de ces résultats nous a permis d’établir un modèle (figure 29) selon lequel 

VAPA régule la migration en modulant la quantité de PPI à la fois localement au niveau des 

ACM, mais aussi globalement le long de la MP. Dans les cellules contrôles, VAPA facilite 

l’ancrage des SCM RE MP à proximité des ACMs, ce qui favorise leur stabilisation spatiale et 

temporelle. A travers l’interaction de VAPA avec ses partenaires au niveau de ces SCM, des 

échanges de phospholipides ont lieu à proximité des ACM. Ceci permettrait de déclencher 

l’internalisation des intégrines et le désassemblage des ACM de manière microtubules 

dépendant. De plus, à travers le maintien du niveau global de PI(4,5)P2 à la membrane 

plasmique et le turnover des ACM, VAPA régulerait la dynamique de protrusions/rétractions 

du lamellipode, la polarité et la migration individuelle et collective des cellules. Les 

partenaires Nir2 et ORP3 de VAPA pourraient être impliqués dans la migration des cellules 

CaCo-2. VAPA recrute ORP3 aux SCM RE-MP. ORP3 pourrait participer au désassemblage des 

ACM à travers le recrutement et l’activation de R-RAS et du complexe Arf5/IQSec1. ORP3 

pourrait également contrôler l’activité de protrusions/rétractions du lamellipode à travers 

la régulation de RhoA. De plus, via son domaine d’interaction avec RhoA, le partenaire de 

VAPA, Nir2 pourrait aussi participer à la dynamique du lamellipode et des ACM. De plus, Nir2 

pourrait favoriser le maintien local et globale de PI(4,5)P2 à la MP, ce qui favoriserait la 

migration.  

http://gepia.cancer-pku.cn/detail.php?gene=VAPA
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Figure 29. Modèle du rôle des SCM RE-MP médiés par VAPA dans la migration. Aux SCM RE-MP 

VAPA pourrait interagir avec Nir2 et ORP3 et réguler les échanges de PPI. Dans notre modèle, VAPA 

maintient un certain niveau de PI(4,5)P2 localement, aux ACM, et globalement à la MP. Ceci 

permettrait de réguler la dynamique des ACM et des protrusions membranaires et donc la migration 

cellulaire.  
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