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RESUME

La signalisation oncogénique dynamise la restructuration des microfilaments d’actine et des
adhésions au substrat qui sont essentielles a la fois a 1’étalement cellulaire et a la migration
cellulaire. Des travaux antérieurs suggerent que la transformation et la progression tumorale
sont associées a I’expression de groupements glycosylés qui sont le fruit de I’enzyme Mgat5
(pour Golgi p1,6-acetylglucosaminyltransferase V). Ces branchements peuvent étre liés par la
galectine-3 qui, par ses aptitudes a former des pentameres, permet 1’agrégation de nombreuses
protéines de surface, parmi lesquelles on retrouve les protéines de la famille des intégrines. A
I’aide de 3 lignées cellulaires de carcinomes mammaires exprimant des niveaux différentiels
de Mgat5, nous nous sommes dans un premier temps intéressé a I’implication de 1’enzyme
Mgat5 et de la galectine-3 dans la fibrillogenese de la fibronectine. Nous avons pu démontrer
que D’absence de I’enzyme Mgat5 entralnait une déficience dans la glycosylation de
I’intégrine B1, une réduction de I’expression des adhésions fibrillaires, une réduction de
I’activation de I’intégrine o581, une réduction de la vitesse de recyclage de ’actine qui se
matérialisent par une déficience dans la migration cellulaire et dans le remodelage de la
matrice de fibronectine. Tous ces phénomeénes dépendent étroitement de la liaison de Ila
galectine-3 aux branchements générés par Mgat5. Par la suite, nous avons concentré nos
travaux sur I’implication du treillis formé par les branchements Mgat5 et la galectine-3 dans
la dynamique des adhésions focales. Ces adhésions se distinguent des adhésions fibrillaires au
niveau de leur fonction, structure et localisation. Nos résultats mettent en avant une action
concertée entre le treillis Mgat5/Gal-3 et la forme phosphorylée de la cavéoline-1 dans la
dynamique des adhésions focales. La cavéoline-1 est une protéine responsable de la biogenese
de structures endocytiques connues sous le nom de cavéoles, mais elle joue également un role
important dans la signalisation cellulaire a travers, notamment, la phosphorylation de son
résidu Tyrosine 14. L’action positive de la phosphorylation de ce résidu de la cavéoline-1 sur
la dynamique des adhésions focales se traduit par une stimulation de la motilité cellulaire. Le
nouveau rdle que nous avons découvert pour la forme phosphorylée de la cavéoline-1 a
ensuite été confirmé dans toute une série de lignées tumorales du sein, de la prostate ou du
colon. Ces résultats penchent en faveur d’une action positive de la cavéoline-1 dans la
progression tumorale, dont 1’implication reste controversée. En conclusion, ces études ont
permis de mettre en évidence 1I’importance de stimuli extracellulaires (treillis Mgat5/Gal-3) et
intracellulaires (cavéoline-1) dans la dynamique des adhésions au substrat et dans leur

implication dans la migration des cellules tumorales.
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I. Introduction

I. INTRODUCTION GENERALE

A. LA MIGRATION CELLULAIRE :

1. Migration, késako ? Les bases moléculaires de la migration cellulaire.

La migration cellulaire est étudiée depuis des décennies. Elle fascine et me fascine. Et pour cause.
Observer la migration orientée d’une cellule unique de Dictyostélium en réponse a un gradient
d’AMPc ou la « chasse » d’une bactérie par un neutrophile a pour moi et d’autres quelquechose de

fascinant (http://www.hopkinsmedicine.org/cellbio/devreotes/videos.htm). Plus sérieusement, la

migration cellulaire est un processus fondamental que I’on trouve aussi bien chez les organismes
unicellulaires tels que les amibes (dont la fonction principale est la recherche de nourriture et la
reproduction (Manahan et al., 2004)) que chez les organismes multicellulaires que sont les
mammiféres. La complexité des organismes multicellulaires exige une spécialisation des tissus qui est
conférée suite a 1’organisation tissulaire, 1’organogenése et ’homéostasie : la migration cellulaire y
joue un role principal (Ridley et al., 2003). En effet, chez les mammiféres, la migration cellulaire
s’avere indispensable pour ’embryogeneése, la réponse immunitaire, les phénomeénes de cicatrisation,
mais également et malheureusement, elle est essentielle a la formation de métastases (Lauffenburger
and Horwitz, 1996). Plus récemment, la migration s’est révélée importante dans 1’ingénierie tissulaire,
notamment dans 1’¢élaboration de biomatériaux et de stratégies pour la régénération neuronale (Huang
and Huang, 2006).

Une migration cellulaire efficace nécessite 1’intégration fonctionnelle et physique de signaux locaux et
transitoires a des variations de 1’architecture cellulaire (Gupton and Waterman-Storer, 2006;
Lauffenburger and Horwitz, 1996; Schwartz and Horwitz, 2006). C’est un mécanisme cyclique en 5

étapes majeures au cours

----- -
i — duquel la cellule 1) opére
. - o une polarisation, 2) génere
(( l; 4 : des extensions membranaires
F E— E -3 f-\ e .
, L nariing ou protrusions, 3) forme des
Actin network < “Net movement - E\‘;ge
Focal adhesions s v . 5 \
Focal complexes & sites d’attachement a la
Microtubules
el matrice extracellulaire

FOrces on SubSirate sge
Forces on cell cortex = = =

Figure 1. La migration cellulaire : un mécanisme intégré (MEC), 4) produit des forces

complexe contractiles pour finalement
(Adapté d’apres Horwitz and Parsons, 1999)

La migration est une combinaison de différents processus dont
le résultat est la traction de la cellule sur son substrat pour d’attachement a D’arriére de
générer un sensible mouvement en avant.

5) détacher les sites

la cellule et rétracter son

corps cellulaire (Figure 1)
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(Lauffenburger and Horwitz, 1996). Tout récemment, une autre démonstration évidente apportée par
une étude de I’équipe du Dr. Waterman-Storer révele comment les phénoménes d’adhésion, de
protrusion et de contraction sont intégrés pour optimiser la migration cellulaire (Gupton and

Waterman-Storer, 2006).

a) La polarisation cellulaire

Dans le but de migrer, la cellule se doit d’adopter une asymétrie spatiale lui permettant de transformer
des forces intracellulaires en une translocation de son corps cellulaire. L’une des plus flagrantes
manifestations de cette asymétrie est la morphologie polarisée qu’adopte une cellule motile avec la
formation d’un «avant» et d’un «arriere » de la cellule. Des molécules telles que la petite
RhoGTPase Cdc42, les protéines PAR (PAR 6 et PAR 3) ou I’atypique Protéine Kinase C (aPKC) ont
été impliquées dans Dinitiation du processus de polarisation (Macara, 2004). La production de
phosphatidylinositol triphosphate (PIP3) a I’avant de la cellule par I’enzyme phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) a également ét¢ impliquée dans ce phénoméne. PTEN, une phosphatase de PIP3, est
particuliérement localisée a I’arriére de la cellule et participe a la régulation des niveaux de PIP3
(Leslie et al., 2005). Des changements architecturaux tels que la réorganisation du centre organisateur
de microtubules (MTOC), des microtubules et de 1’appareil de Golgi, accompagnent cette polarisation
(Gotlieb et al.,, 1981; Watanabe et al., 2005). Tout récemment et de maniére particuliérement
intéressante pour mes travaux, la cavéoline-1 et les cavéoles ont été impliquées dans la régulation de la
polarisation cellulaire et présentent elles-mémes une distribution asymétrique (Grande-Garcia et al.,
2007; Navarro et al., 2004; Parat et al., 2003). Une fois la polarisation initi¢e, celle-ci est maintenue
par des boucles positives et rétroactives impliquant la PI3K, les microtubules, les RhoGTPases, les

intégrines et le transport vésiculaire.

b) Polymérisation d’actine et protrusion

Par la suite, la cellule entreprend I’étape de protrusion a travers des extensions membranaires
intimement contrlées par la polymérisation de I’actine, véritable chef d’orchestre. L’assemblage des
filaments d’actine en réseau produit une force physique qui croit sous la membrane plasmique (Pollard
and Borisy, 2003). IIs sont eux-mémes polarisés et présentent une extrémité « barbelée » a croissance
rapide, contre une extrémité « pointue » a croissance lente. Les protrusions peuvent prendre la forme
de filopodes dans lesquels les filaments d’actine sont organisés de maniére paralléle, ou de
lamellipodes ou I’actine est organisée selon un réseau « dendritique » arborisé. Alors que les filopodes
agissent plutdt telle une sonde qui explore 1’environnement proche de la cellule, les lamellipodes
forment une large structure protrusive en direction de la protrusion sur laquelle se base la cellule pour

aller de ’avant (Ridley et al., 2003). Au sein des filopodes, les filaments d’actine s’allongent au
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niveau des leurs extrémités barbelées et se désintégrent a leur extrémité pointue relachant des
monomeres d’actine qui agissent tel un tapis roulant fournissant la force protrusive. Les protéines
Ena/WASP, qui se lient aux extrémités barbelées et empéchent 1’encapsulation et 1’arborisation des
filaments, ainsi que la protéine Fascine, qui les empaquette, augmentent de maniére significative la
capacité des filopodes a pousser la membrane plasmique en avant (Welch and Mullins, 2002). A
I’inverse, les structures hautement complexes que sont les lamellipodes se forment a travers une
arborisation des filaments d’actine qui poussent la membrane plasmique en avant. Le complexe
protéique Arp2/3 y joue un rdle essentiel en liant la pointe d’un filament d’actine préexistant et en
induisant la formation d’un nouveau filament, telle une branche qui pousserait a partir d’une autre
(Pollard and Borisy, 2003; Welch and Mullins, 2002). Le complexe Arp2/3 est localement activé au
niveau de la membrane plasmique par un autre complexe WASP/WAVE, eux-mémes cibles des
RhoGTPases Rac et Cdc42 (Welch and Mullins, 2002). Enfin, tous ces phénomeénes de polymérisation
d’actine sont étroitement contrélés par des protéines liant I’actine, dont le réle est de controler le pool
de monomeres d’actine et d’extrémités libres. Parmi elles, on retrouve la profiline qui, d’une part, lie
les monomeéres d’actine et empéchent ainsi 1’auto-nucléation des filaments d’actine et, d’autre part,
dirige ces monomeres vers les extrémités barbelées (Pollard and Borisy, 2003). Des protéines de
capsulation terminent la polymérisation de filaments, la restreignent a ceux situés sous la membrane
plasmique, alors que les protéines de la famille ADF/Cofilin facilitent la désintégration de filaments
existants a leur extrémité pointue et générent des monomeres d’actine nécessaires a la polymérisation
a Pautre extrémité. Enfin, des molécules telles que la cortactine, la filamine A ou I’a-actinine sont
utiles a la stabilisation des branches d’actine ainsi qu’a leur « cross-linking » (Pollard and Borisy,

2003).

c) Formation des points focaux d’adhésion

Pour qu’une cellule avance, les protrusions créées suite a la polymérisation de 1’actine doivent étre
capables de « s’accrocher » a leur environnement proche de telle sorte a pouvoir générer des forces
contractiles. Celle-ci permettent a la cellule de se déplacer vers ’avant, un peu comme un lombric
avance, se contracte et rétracte sa queue pour avancer. Ces points d’ancrage sont générés par des
protéines appelées « intégrines » qui sont des molécules transmembranaires permettant a la cellule de
créer un lien physique entre le cytosquelette d’actine et la MEC. Derniérement, la polymérisation de
I’actine au niveau de lamellipodes (décrite ci-dessus) a été démontrée comme étant capable, en plus de
générer un mouvement de poussée de la membrane plasmique, de lier et contréler un mouvement
latéral d’intégrines. Ces mouvements conduisent a I’agrégation et au positionnement d’intégrines
« activées » sans pour autant qu’elles soient liées a leur ligand constitué par le MEC (Galbraith et al.,
2007). Les intégrines sont les protéines majeures de ce lien entre la MEC et la cellule et forment les
«pieds » de cette derniére. Par une signalisation «inside-out», a savoir une signalisation

cytoplasmique, les intégrines sont activées en adoptant une conformation de haute affinité pour le
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ligand et débutent la formation de points focaux d’adhésions (Geiger et al., 2001a). Inversement, la
liaison de la MEC a la portion extracellulaire des intégrines conduit a des changements
conformationnels des ces derniéres en modifiant les interactions entre les domaines cytoplasmiques de
sous-unités o et B qui les constituent (Emsley et al., 2000). Cette signalisation « outside-in » entrainera
a la fois 1’agrégation des intégrines, mais également la genése biochimique et biomécanique de
signaux intracellulaires, tels que la phosphorylation de protéines, 1’activation de petites RhoGTPases
et des variations de la biosynthése de phospholipides, tous a I'origine de la formation et le
renforcement des sites d’adhésion. Ces éveénements de signalisation auront des répercussions sur la
polarité cellulaire, ainsi que sur I’organisation et la dynamique du cytosquelette d’actine (Geiger et al.,
2001a). Le mécanisme de formation de ces sites d’adhésion est une énigme que I’on commence a
peine a étudier et comprendre et qui a motivé mes travaux. De facon intéressante, la composition,
structure et taille de ces sites d’adhésion varient en fonction du type cellulaire (leucocytes versus
fibroblastes), de son état cinétique (étalement versus migration) et de la vitesse de migration (lente
versus rapide) : la compréhension et 1’¢tude de la régulation de ces phénomeénes constituent ainsi un
deéfi excitant. Par exemple, les petites Rho GTPases Rac et Cdc42 semblent a I’origine des petits
complexes focaux, alors que Rho semble guider la formation des points focaux plus larges et matures
(Rottner et al., 1999a). Au cours de leur formation, certaines protéines entrent avec la méme cinétique
au sein du point focal, laissant supposer la formation préalable d’un complexe multimoléculaire
cytoplasmique, alors que d’autres protéines empruntent une cinétique différente démontrant ainsi

qu’un événement régulateur initie 1’addition consécutive de différentes protéines (Webb et al., 2004).

d) Genese des forces contractiles

Des forces de traction sont ensuite générées depuis ces points focaux d’adhésion et a travers le
cytosquelette d’actine qui agissent telles des sondes mécaniques transmettant 1’information de I’état
physique de la MEC a l’intérieur de la cellule et modifiant les dynamiques du cytosquelette d’actine
(Galbraith et al., 2002; Lauffenburger and Horwitz, 1996). La vitesse de migration dépend a la fois de
la quantité de ligand, de I’expression des intégrines et de I’affinité intégrine-ligand (Palecek et al.,
1997).La force transmise aux sites d’adhésion implique une réaction biochimique médiée par
I’interaction physique entre la protéine myosine II et les filaments d’actine attachés a ces sites.
L’activité de la myosine II est étroitement liée a la phosphorylation de la Myosin Light Chain (MLC),
qui est elle-méme, soit induite par 1’activation de la Myosin Light Chain Kinase (MLCK), soit par la
Rho-kinase (ROCK), soit encore réprimée par la MLC phosphatase. Cette derni¢re peut également étre
inhibée par ROCK. Dans ce cas, la phosphorylation de la MLC activera la myosine II et induira la
contractilité cellulaire ainsi que la transmission de tensions aux sites d’adhésion. La morphologie des

sites d’adhésion est influencable par les propriétés physisques de la MEC (matrice extracellulaire). En
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effet, ceux-ci seront plus dynamiques sur un substrat flexible que sur un substrat rigide (Pelham and
Wang, 1997). Par ailleurs, des études publiées dernierement par 1’équipe du Dr. Sheetz montrent a
quel point I’activité biomécanique générée par ces points focaux est essentielle a la migration
cellulaire. La premiére étude réveéle que les forces de traction produites par les points focaux et le
cytosquelette d’actine sont a I’origine de 1’extension de la molécule p130Cas qui sera consécutivement
phosphorylable par la famille de protéines Src, transformant la force en une extension mécanique
initiant une réaction de phosphorylation et de signalisation biochimique (Sawada et al., 2006). Par
ailleurs, la polymérisation de I’actine semble périodiquement ¢établir un lien mécanique, le
lamellipode, entre les moteurs de myosine et 1’initiation de nouveaux sites d’adhésion (Giannone et
al., 2007). Ainsi, un mod¢le simpliste voulait que « peu » d’adhésion (faible concentration de ligands
extracellulaires) ou « trop » d’adhésion (forte concentration de ligands extracellulaires) engendraient
une faible vitesse de migration, car les forces de traction générées étaient respectivement trop faibles
ou trop fortes, rendant les cellules immobiles (DiMilla et al., 1991). L’interaction spatio-temporelle
entre 1’adhésion, la protrusion et la contraction se veut cependant plus complexe. Récemment, 1’étude
menée par Gupton et al. démontrait qu’il était possible de récapituler une vitesse de migration
optimale a des fortes concentrations de MEC en manipulant D’activit¢ de la myosine II et que
contrairement a 1’idée regue, 1’activité de ’actine, de la myosine II et des points focaux d’adhésion,
était spatialement et temporellement variable et ne présentait pas une corrélation simple a des taux

optimaux de migration (Gupton and Waterman-Storer, 2006).

e) Désassemblage des points focaux et rétraction cellulaire

Enfin, le « turnover » des points focaux d’adhésion est essentiel & une migration efficace. Dans le but
d’étendre sa protrusion, les adhésions dans la partie protrusive doivent étre désassemblées pour
permettre la formation d’adhésions a 1’avant de cette protrusion (Webb et al.,, 2004). Ce
continuel « turnover » fournit a la cellule la force nécessaire pour « ramper » vers 1’avant (Giannone et
al., 2007; Lauffenburger and Horwitz, 1996) Peu de choses sont connues dans ce domaine, ce qui a
également motivé mes études. Les microtubules sont engagés dans ce phénomeéne tout comme
certaines phosphatases (Larsen et al., 2003; Small and Kaverina, 2003). Les kinases telles que la Focal
Adhesion Kinase (FAK) ou Src ont également été¢ impliquées (Webb et al., 2004). Par ailleurs, le
désassemblage des points focaux a I’arriére de la cellule est essentiel pour la complétion du cycle de
migration cellulaire (Lauffenburger and Horwitz, 1996; Ridley et al., 2003; Vicente-Manzanares et al.,
2005). Dans ce cas, la myosine II apparait nécessaire et la tension qu’elle génére est souvent suffisante
a la rupture physique du lien entre la cellule et la MEC, laissant des intégrines toujours accrochées a la
MEC derriére la cellule (Lauffenburger and Horwitz, 1996). Dans un article intéressant de 1’équipe du
Dr. Gundersen, on retrouve aussi les microtubules dont I’étude suggére qu’ils seraient responsables

d’un ciblage de la dynamine au niveau de points focaux et leur endocytose consécutive (Ezratty et al.,
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2005). Ces travaux nécessitent confirmation car ils sont, a ce jour, les seuls démontrant I’implication
d’un processus d’endocytose dans le désassemblage des adhésions focales (FA). Ils s’inspirent
notamment de travaux démontrant que les microtubules ciblent les FA et induisant leur relaxation et
leur dissociation (Kaverina et al., 2002a; Kaverina et al., 1999; Kaverina et al., 2002b). La FAK et son
site d’autophosphorylation (Y397), la Src et d’autres kinases ont également été impliquées (Giannone
et al., 2004; Hamadi et al., 2005; Webb et al., 2004), tout comme la signalisation calcique (Giannone
et al., 2002) ou la protéolyse, par la calpaine, de la taline, I’un des constituants des points focaux

(Franco et al., 2004).
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Figure 2. Les étapes majeures de la migration cellulaire et ses principaux acteurs
(Adapté d’apres Ridley et al., 2003)
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2. Lamigration cellulaire : de la physiologie a la pathologie

a) Importance des phénoménes de migration cellulaire au niveau

physiologique et pathologique
Tout au long de cette partie, je vais brievement exposer les différents points qui peuvent motiver tout
chercheur a étudier la migration cellulaire. En effet, ce mécanisme cellulaire nous accompagne de
notre conception a notre mort en permettant, d’une part, des mécanismes physiologiques tels que la
gastrulation et en étant, d’autre part, a I’origine de I'un des plus gros fléaux actuels : la formation de
métastases a partir d’une tumeur primaire. Sur le plan physiologique, la migration cellulaire orchestre
le développement embryonnaire et régule les processus homéostatiques que sont une réponse
immunitaire efficace pour palier a toute infection, ainsi que la réparation de tout tissu endommagé. Par
ailleurs et de fagon déplorable, la migration cellulaire est a 1’origine et contribue a des événements
pathologiques tels que les maladies vasculaires et inflammatoires chroniques mais surtout la formation
de tumeurs et le développement de métastases a partir de cette tumeur. C’est cette derniére
caractéristique qui nous intéresse tout particuliérement : comprendre les mécanismes moléculaires a la
base de la migration cellulaire, physiologique ou pathologique est essentielle, notamment a
I’émergence de domaines biotechnologiques qui étudient la transplantation cellulaire et élaborent des
tissus artificiels. Mais la compréhension de ces mécanismes apparait surtout primordiale dans le

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a enrayer la machine métastasique.

b) Réle dans le développement embryonnaire

La vie débute par la fécondation d’un ovule par un spermatozoide et la formation d’un zygote. Ce
zygote est composé d’un amas de cellules qui se divisent trés rapidement, nommé maintenant le
blastocyste, qui migrent vers I’utérus ou un placenta se développera pour nourrir ’embryon en
développement. C’est 1a que débute la gastrulation, processus morphogénique de 1’embryon
d’organismes multicellulaires par lequel le mésoderme présomptif et 1’endoderme se déplacent a
I’intérieur de 1’ectoderme pour former un embryon a 3 couches, avec 1’ectoderme a I’extérieur,
I’endoderme a I’intérieur et le mésoderme entre les deux (Keller, 2005). Au cours de la gastrulation
des amphibiens, les cellules du mésoderme acquiérent une forme protrusive et forment 1’avant d’un
anneau de tissu qui va s’involuer et migrer de fagon directionnelle le long de I’ectoderme vers le pdle
de I’animal (Fig.3) (Keller, 2005). Alors que I’attachement a la structure ectodermique se fait
indépendamment d’une protéine de la MEC, la fibronectine (FN), celle-ci s’avere essentielle pour la
migration des cellules mésodermiques (Fig.3) (Keller, 2005; Winklbauer et al., 1996). Qui plus est,
cette migration se fait dans la direction et long de fibrilles de FN (Chapitre 1.9) qui forme une matrice

dense sous la structure ectodermique (Nakatsuji and Johnson, 1983) et nécessite une interaction entre
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les cellules mésodermiques et la matrice de FN médiée majoritairement par 1’intégrine a5p1 (Fig.3)
(Ramos et al., 1996). Enfin, la nature fibrillaire de la matrice de FN, déposée par 1’ectoderme, est
essenticlle a la directionnalité de la migration du mésoderme (Nagel and Winklbauer, 1999). Cet
aspect de la migration cellulaire, notamment sa dépendance a la matrice de FN, a fait I’objet de notre
premiére étude (Manuscrit N°1). Les cellules forment ainsi 3 couches et migreront vers leur
destination finale dans I’embryon en développement, pour finalement se spécialiser et devenir des
composants des bras, jambes, foie, cceur, cerveau et autres organes. Dans le cerveau en
développement, la migration joue également un role essentiel. En effet, les cellules neuronales
primaires quittent le tube neural pour s’installer dans d’autres couches a partir desquelles elles
enverront des projections (axones et dendrites) a travers d’autres couches de cellules en
développement et vers une destination finale. C’est la-bas qu’elles établiront une connexion avec
d’autres cellules a travers les synapses et rendront possibles des fonctions intrinseques au cerveau

telles que la mémoire ou 1’apprentissage (Marin and Rubenstein, 2001).
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Figure 3. Importance de la migration cellulaire lors de la gastrulation des amphibiens
(Adapté d’apres Keller et al, 2005)

Ces coupes sagittales en début et fin de gastrulation montrent la migration directionnelle de la
couche mésodermique (orange) vers le pdle de ’animal (a). Dans la partie agrandie, on peut noter
la forme protrusive des cellules mésodermiques ainsi que la matrice de FN nécessaire a leur
migration.
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€) Homéostasie : immunité et cicatrisation

L’immunité et les processus de cicatrisation ou de réparation des tissus sont des mécanismes
intimement liés qui reposent tous deux sur I’habileté des cellules a migrer. Par exemple, la réparation
d’une zone tissulaire endommagée (coupure de la peau) nécessite la restauration d’une barriére
épidermale intacte qui requiert a la fois la migration de fibroblastes et de kératinocytes pour consolider
la blessure et reformer un épithélium. La migration des cellules spécialisées que sont les kératinocytes
s’avere essentielle dans ce processus de « ré-épithéliasition » (Raja et al., 2007). Au cours de cette
blessure, un événement inflammatoire causé par la blessure ou I’invasion de bactéries cause également
la migration de cellules immunitaires destinées a éradiquer I’infection. Les leucocytes sont les cellules
spécialisées dans la migration vers ces sites et dans la destruction du pathogéne grace a leurs enzymes
digestives. Elles sont constamment en mode « surveillance », circulant dans I’organisme et migrant a
travers les tissus a la recherche de matériel « étranger » a attaquer et détruire (Luster et al., 2005). La
migration des leucocytes est d’ailleurs un excellent modéele d’étude de migration car elles présentent
des caractéristiques et aptitudes évidentes a migrer (Sanchez-Madrid and del Pozo, 1999). Par ailleurs,
ces cellules sont capables de reconnaitre uniquement celles d’un corps étranger, faculté qu’elles
développent au cours de leur migration a travers les tissus lymphoides de la moelle épiniére et du
thymus. La migration de cellules immunitaires vers un site d’inflammation a été largement étudiée,
notamment pour sa similarité avec 1’invasion de tissus par des cellules tumorales (Fig.4)(Luster et al.,
2005). En effet, I’inflammation relargue une batterie de cytokines et chemoattractants a travers les
vaisseaux sanguins vers des leucocytes en attente. Ceux-ci, s’ils expriment le panel nécessaire de
molécules d’adhésion, pourront s’attacher aux cellules endothéliales, se polariser, traverser la barriére

endothéliale par diapédese et migrer le long de la MEC vers le site d’inflammation (Fig.4).
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Figure 4. Les différentes étapes de la migration de
cellules immunitaires vers les sites d’inflammation
(Adapté d’apres Luster et al., 2005)
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d) Migration et pathobiologie

(1) Développement feetal et embryonnaire

Des déficiences au niveau de protéines impliquées dans la migration cellulaire peuvent avoir des
conséquences graves pour le développement de I’embryon, telles que 1’échec de I’implantation du
blastocyste dans I’utérus qui inhibe la gestation. Plus tard, des déficiences dans la migration des tissus
peuvent conduire a des malformations embryonnaires dues a des tissus désorganisés ou a des tissus qui
ne possedent pas les bonnes connexions avec d’autres. Par ailleurs, certaines molécules cruciales a la
migration neuronale et au placement des neurones au sein du cerveau (feetal et adulte), ont été
impliquées dans des désordres de comportement neurologique et d’épilepsie chez 1’humain
(Ghashghaei et al., 2007). Parmi ces molécules, on retrouve NRG1, DISC1 et la Reelin, toutes trois
régulant la migration neuronale, dont I’implication dans la schizophrénie, 1’épilepsie et I’autisme a été

démontrée (Eastwood and Harrison, 2006; Ishizuka et al., 2006; Stefansson et al., 2002).

(2) Processus inflammatoires

La migration cellulaire, notamment leucocytaire, joue un réle central dans les maladies inflammatoires
chroniques. En effet, que ce soit pour la dermatite atypique, 1’asthme, la sclérose multiple ou la
maladie de Crohn, la migration incontrdlée de cellules immunitaires joue un role prépondérant (Luster
et al., 2005). Alors que la dermatite atypique et I’asthme résultent d’une migration exacerbée de
leucocytes vers, respectivement, 1’épiderme et les poumons, la sclérose multiple et la maladie de
Crohn sont en partie causées par un recrutement de leucocytes et de processus d’inflammation au sein,
respectivement, du systéme nerveux central et du systéme digestif (Luster et al., 2005). Une forme
auto-immune de diabéte est également causée par une destruction anormale de cellules B du pancréas
par des cellules immunitaires, alors que 1’arthrite rhumatoide résulte d’un ciblage anormal des joints et
articulations par une réponse inflammatoire qui cause la destruction des os et la déformation des joints

(Norman and Hickey, 2005).

(3) Athérosclérose et maladies cardiovasculaires

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire complexe qui implique la migration et 1’adhésion de
cellules immunitaires. Une blessure vasculaire en réponse a différents facteurs de risques
cardiovasculaires induit un disfonctionnement des cellules endothéliales qui, en réponse, promeut
I’expression de marqueurs inflammatoires et la migration trans-endothéliale de leucocytes
(Braunersreuther and Mach, 2006). Par ailleurs, la migration et la prolifération des cellules
musculaires lisses sont également des événements-clés dans 1’élargissement progressif du vaisseau
qu’elles tapissent et qui conduit a I’athérosclérose et autres maladies vasculaires. L’athérosclérose,
retrouvée dans les maladies d’ischémie cardiaque ou de défaillances cérébrovasculaires, joue un réle

fondamental dans la mortalité (Murray and Lopez, 1997).
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3. Implication de la migration dans les processus de métastasie et de

développement tumoral

L’implication de la migration cellulaire dans les phénomeénes de développement tumoral et
métastasique est sans conteste la plus étudiée et la plus médiatisée. Et pour cause : la formation de
métastases est la cause la plus fréquente de décés chez les patients atteints de cancer. A partir du site
initial de croissance tumorale, les cellules cancéreuses, seules ou en groupe, quittent la tumeur
primaire apres avoir acquis un phénotype invasif caractérisé par la perte des interactions cellulaires et
une aptitude exacerbée a migrer. Ces cellules entrent alors dans la circulation sanguine ou lymphatique
par intravasation. Elles y circulent jusqu’a I’extravasation qui leur permet de traverser la paroi
vasculaire et de quitter la vasculature pour envahir des organes distants souvent trés vascularisés tels
que les poumons, le foie ou les reins ou elles formeront une seconde masse tumorale. Une quantité
importante de facteurs sont impliqués dans ces phénomeénes, ce que je vais tenter d’exposer dans les

chapitres suivants.

a) Quand la cellule tumorale quitte son foyer primaire...

Lors de I’embryogenése d’organismes multicellulaires, la transition du stade de blastocyste au
développement embryonnaire ne pourrait se faire sans la transition épithéliale-mésenchyme (EMT) qui
confére aux cellules épithéliales polarisées des caractéristiques motiles de cellules mésenchymales
(Thiery, 2002). Ce processus, essentiel a 1’organogenése, ne fut reconnu en tant que tel qu’en 1982
(Greenburg and Hay, 1982). Depuis, ’EMT a été reconnue comme un des facteurs principaux de la
progression tumorale, notamment par son role dans la dissémination des cellules tumorales a partir de
la tumeur primaire. En effet, la premiére observation fut faite sur des cellules MDCK (Madin-Dardy
Canine Kidney) qui, aprés incubation dans un milieu provenant de fibroblastes en culture, pouvaient
étre transformées en fibroblastes motiles (Stoker and Perryman, 1985). Le facteur impliqué dans ce
phénomeéne fut rapidement identifi¢é et nommé scatter factor (Stoker et al., 1987), pour « facteur
dispersant » et fut identifié plus tard comme I’HGF (pour Hepatocyte Growth factor) (Nakamura,
1989). L’EMT est généralement impliquée dans la progression tumorale des carcinomes (tumeur
d’origine épithéliale) plutdt que dans celle des sarcomes (tumeur d’origine mésenchymale) au cours de
laquelle les cellules perdent leurs caractéristiques épithéliales. Lors de cette progression tumorale et de
la disparition du phénotype épithélial, la perte de I’expression de la cadhérine-E est un éveénement clé.
La cadhérine-E est une cadhérine prototypique de type I qui permet de créer des interactions
homophiliques avec des cadhérines situées sur des cellules avoisinantes, en étant notamment liées au
cytosquelette d’actine par I’intermédiaire de deux autres protéines cytosoliques, 1’a-caténine et la [3-
caténine (Kemler, 1993). Ces molécules sont a I’origine des jonctions adhérentes que 1’on trouve dans
les cellules épithéliales et qui sont absentes dans les cellules transformées en carcinomes (Behrens et
al., 1989). L’expression de la cadhérine-E peut étre due a une répression transcriptionnelle, notamment

par I’intermédiaire du répresseur transcriptionnel Snail. Des lignées cellulaires de carcinomes dont
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I’expression de la cadhérine-E est absente, montrent en effet une forte expression du facteur Snail
(Batlle, 2000). Il existe cependant d’autres répresseurs de la cadhérine-E, tels que SIP1 ou le facteur
de transcription E12/E47 (Thiery, 2002). La perte de 1’expression de la cadhérine-E semble par
ailleurs corréler avec les différents grades des carcinomes au cours de leur progression tumorale
(Thiery, 2002). Cependant, il existe également des cas de carcinomes mammaires ou gastriques ou la
cadhérine-E est absente dés les premiers stades du développement tumoral car mutée. Quoi qu’il en
soit, les conséquences directes de la sous-régulation de 1’expression de cette protéine sont une
dérégulation de la prolifération cellulaire et une augmentation de la motilité cellulaire. Toutes deux
s’expliquent a la fois par la perte des jonctions adhérentes mais également par la translocation de la -
caténine dans le noyau cellulaire en absence de la cadhérine-E ou elle activera la transcription de
genes impliqués dans le développement tumoral (Morali, 2001). Le facteur « dispersant » des cellules
MDCK, HGF, a travers son récepteur-c-Met et ’activation consécutive de toute une voie de
signalisation, est fortement impliqué dans ’EMT et permet aux cellules de quitter le site tumoral

primaire (Thiery, 2002). Mais de

Blood vessel Imtravasaton

- & > = 4 > @ | nombreux facteurs de croissance
tels que la famille des FGF
ﬁ Pe © ®

- (fibroblast growth factor), IGF

" @
[;I{JCI:LIT:}: D

4 B8

(Insulin-like growth factor) ou

TGF-B (Transforming Growth

Tumour-assocated > o
macrophanes =] r \ f y 1
I o = actor), peuvent ¢galement

(,— ] induire ’EMT (Thiery, 2002).

w A High-velocity
4 linear locomotion =
A on ECM -

De nombreuses évidences

démontrent ainsi que tous ces
Prirmany tumour

signaux sont responsables de la

T CSFIR

‘*_’TCSF‘ dissémination d’une cellule de

o EEEH carcinome unique a partir du site

de la tumeur primaire; mais,

Nature Reviews | Cancer plus généralement, 'EMT est

Figure 5. Modeéle pour I’intravasation de cellules de ¢galement impliquée dans le
carcinomes mammaires

programme de

(Adapté d’apres Condeelis et Segall, 2003)
Les cellules de carcinomes quittent le site primaire de la tumeur en  dédifférenciation qui conduit a
adoptant un phénotype migratoire suite a des signaux envoy¢€s par

leur environnement proche, dégradent la matrice autour d’elles puis
se détachent de la tumeur primaire. (Fig.5).

la malignité des carcinomes

Les cellules de carcinomes qui
acquierent cette caractéristique invasive expriment tout particuliérement toute une batterie de génes
associés a la migration cellulaire qui leur permet de répondre aux différents facteurs se trouvant dans

I’environnement extracellulaire (Wang et al., 2004b; Yamaguchi et al., 2005b). Dans le cas de
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carcinomes mammaires (notre modele d’étude), la plupart des cellules qui quittent le site primaire se
retrouvent seules et adoptent une morphologie amiboide (Wang et al., 2002). Il n’est pas rare de
retrouver des fibres de la MEC en direction des vaisseaux sanguins, des autoroutes qu’empruntent
souvent les cellules pour atteindre la circulation sanguine (Yamaguchi et al., 2005b). Cette migration
directionnelle est induite soit par le relargage de facteurs chimiotactiques relargués par les vaisseaux
sanguins (produits par angiogenése) ou par des cellules avoisinantes. L’EGF en particulier (Epidermal
growth factor, dont I’expression de son récepteur et le comportement chimiotactique corrélent
parfaitement avec les aptitudes invasives de carcinomes mammaires (Wang et al., 2004b; Wang et al.,
2002)), est considéré comme un facteur chimioattracteur clé (Fig.5). D’autres cellules semblent
soutenir le détachement des cellules tumorales de leur site primaire. En effet, la présence de
macrophages corréle avec les propriétés invasives de tumeurs et leur action se ferait de deux
manicres : une action paracrine ou le macrophage sécréterait de I’EGF (stimulant les cellules
tumorales) et serait sensible a la sécrétion de CSF-1 (Colony stimulating Factor-1) par ces méme
cellules tumorales (Wyckoff et al., 2004), mais également par la capacité qu’ont les macrophages a
dégrader la MEC par leurs podosomes, créant ainsi un environnement favorable a la migration de
cellules tumorales (Fig.5). La dégradation de la MEC a ’aide de métalloprotéinases produit également
des facteurs chimiotactiques favorables a la migration cellulaire (Mott and Werb, 2004). Lors de la
croissance de la tumeur primaire, son grand besoin de nutriments déclenche des processus
d’angiogenése qui fournira I’apport nécessaire a sa survie et a sa croissance. Ainsi, plutdét qu’une
cellule qui migrerait a travers un tissu pour rejoindre un vaisseau sanguin, ce serait le vaisseau sanguin
qui viendrait a la cellule tumorale, une aubaine pour celle-ci qui profiterait de cette opportunité pour
traverser la paroi vasculaire et envahir des tissus lointains (Chambers et al., 2002). De fagon trés
intéressante, la microscopie sur cellules vivantes du déplacement cellulaire a permis de mettre en
évidence que les cellules migraient 10 fois plus vite in vivo qu’in vitro dans deux dimensions et 30 fois
plus vite sur des mode¢les en trois dimensions (Condeelis and Segall, 2003). Par ailleurs, la persistance

de la migration dans les mode¢les in vivo est également plus importante qu’in vitro.

b) L’intravasation

Par la suite, la ou les cellules qui ont quitté la masse tumorale doivent traverser la paroi vasculaire
pour se retrouver dans la circulation sanguine, mais aussi lymphatique, c’est ce que ’on appelle
I’intravasation (Fig.5 et 6). S’ils entrent dans la circulation lymphatique, elles seront dirigées vers les
nodules lymphatiques ou elles pourront éventuellement proliférer. Cependant, il n’existe pas de route
directe menant de ces nodules aux sites privilégiés de formation de métastases (os, foie, poumon et
cerveau) et ces cellules seraient obligées de retraverser par la circulation sanguine pour atteindre leur
destination finale (Chambers et al., 2002). L’imagerie multiphotonique intravitale combine des
techniques optiques avancées dans le but d’acquérir, en temps réel, des images en 3 dimensions et a

haute résolution, de tissus marqués spécifiquement a I’aide de protéines fluorescentes (Condeelis and
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Segall, 2003). Ces avancées technologiques ont permis de mettre en lumiére ces étapes précoces de la
formation de métastases que sont la dissémination et 1’intravasation de cellules tumorales. Elles ont
notamment montré que le phénotype de migration des cellules tumorales changeait considérablement
au contact d’un vaisseau sanguin. Une étude menée en 2000 comparant deux lignées métastatiques ou
non, a mis en évidence que les cellules métastatiques étaient capables de se polariser au contact du
vaisseau sanguin (Wyckoff et al., 2000). Dans le but de migrer a travers cette barriere ’ECM formée
par la membrane basale des vaisseaux sanguins, les cellules doivent étre capables a la fois de
remodeler et dégrader la MEC. Pour ce faire, elles ont recours aux métalloprotéinases pour dégrader la
MEC mais surtout a la formation d’un invadopode, sorte de protrusion membranaire riche en actine et
dont la fonction semble équivalente au lamellipode observée dans un systéme a deux dimensions. Ces
invadopodes ont une forte activité de dégradation de la MEC et sont enrichis en molécules d’adhésion
formant les points focaux, en protéines régulatrices de 1’actine, en protéases mais également en
protéines capables de remodeler la membrane plasmique (Yamaguchi et al., 2005a; Yamaguchi et al.,
2005b). La protéine ZBP1 est une protéine qui régule le ciblage de ’ARNm de 1’actine vers ’avant de
la cellule, ou il pourra étre traduit localement pour permettre la polymérisation de ’actine et la
protrusion. Les cellules fortement métastatiques et capables de polariser au contact du vaisseau
sanguin en expriment des faibles niveaux (Shestakova et al., 2001). Les points focaux semblent &tre
les précurseurs de ces invadopodes (Wang et al., 2004b) dont 1’élaboration est étroitement controlée
par la voie de signalisation de ’EGFR (Yamaguchi et al., 2005a). La cofiline, initiateur de la
polymérisation de 1’actine est, en effet, régulée par la signalisation de ’EGFR (DesMarais et al., 2005)
et détermine le site de polymérisation de 1’actine requis pour la maturation des invadopodes qui
traverseront la membrane basale du vaisseau pour se faufiler entre les cellules endothéliales et
musculaires lisses et atteindre la circulation sanguine (Yamaguchi et al., 2005a). Une fois la paroi
vasculaire traversée, les cellules sont inévitablement soumises au flux vasculaire. La encore, la
microscopie in Vivo a permis de démontrer que des cellules non-métastatiques étaient plus susceptibles
de subir une fragmentation cellulaire de leurs pseudopodes qui furent évacués dans la circulation
sanguine (Wyckoff et al., 2000). Cette aptitude a résister au flux sanguin est conférée aux cellules
métastatiques par I’expression particulicrement efficace de protéines structurales telles que la

cytokératine, mais également des protéines anti-apoptotiques (Condeelis and Segall, 2003).
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Figure 6. L’intravasation de cellules tumorales sur un modéle in vivo.

(Adapté d’aprés Condeelis and Segall, 2003 et Wang et al., 2002)

La premiére image montre le réseau d’ECM (violet) qui converge vers un vaisseau
sanguin formant une voie privilégiée pour les cellules tumorales (vert). Certaines
cellules convergent déja vers le vaisseau sanguin (fléche). L’image du dessous présente
la projection de sections d’une épaisseur totale de 180 um, dans laquelle I’injection de
Rhodamine-dextran permet d’observer le vaisseau sanguin (rouge) et les cellules
tumorales se retrouvent en vert ou en jaune en fonction qu’elles soient a 1’extérieur ou a
I’intérieur du vaisseau sanguin. On peut notamment observer que les cellules 1 et 2
présentent un corps cellulaire vert et des pseudopodes jaunes indiquant qu’elles entrent a
ce moment méme dans le vaisseau par intravasation.
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C) L’extravasation et la croissance d’un seconde masse tumorale

Les cellules ayant réussi a atteindre la circulation sanguine se doivent maintenant de survivre et
d’atteindre un nouvel organe d’ou, par extravasation, elles quitteront le vaisseau sanguin pour envahir
le tissu choisi (Chambers et al., 2002). Ces derni¢res étapes de la formation de métastases ont
également pu étre modélisées expérimentalement par I’injection de cellules cancéreuses directement,
ou de maniére orthotopique, dans la circulation sanguine. Ces méthodes ont notamment permis de
mettre en évidence que les MMP (Matrix Métalloprotéinases), dont la fonction principale avait été
attribuée dans les premiéres étapes de la métastasie jusqu’a I’extravasation, pouvaient également jouer
un rdle essentiel dans la croissance des cellules cancéreuses au niveau d’un site secondaire (Koop et
al., 1994). Mais quel est le signal qui dicte a la cellule cancéreuse de s’arréter, de traverser, tel un
leucocyte, la paroi vasculaire et d’envahir le tissu ? Certain types tumoraux montrent une spécificité
dans I’organe qu’elles vont envahir qui dépend a la fois de la cellule cancéreuse et des facteurs dans
I’environnement de I’organe combinant ainsi les théorise élaborées trés tot par le chirurgien anglais
Stephen Paget (1855-1926) et James Ewing (1866-1943), un pathologiste américain. Tout d’abord, des
facteurs mécaniques dépendant de la circulation sanguine vont déterminer vers quel organe les cellules
migreront en premier puis, dans un second temps, les caractéristiques propres de la cellule et du
capillaire (taille) conduiront a 1’arrét et I’extravasation de la cellule (Chambers et al., 2002). Les
poumons et le foie sont évidemment des organes privilégiés ou les cellules seront stoppées par
restriction de taille (Chambers et al., 2002; Paget, 1989). Alors que les cellules leucocytaires sont
capables de s’arréter par voie adhésive en empruntant les sélectines et les intégrines, des travaux
montrent que les cellules cancéreuses empruntent de préférence I’arrét par restriction de taille
(Chambers et al., 2001). Cependant, certaines cellules cancéreuses sont capables de s’arréter par voie
adhésive dans les vaisseaux pré-capillaires du foie ou la taille du vaisseau excéde le diamétre de la
cellule cancéreuse et ou I’endothélium a préalablement été activé par la cytokine IL-1 (interleukine-1)
(Orr and Wang, 2001). Par la suite, une signature moléculaire entre la cellule cancéreuse et son
environnement d’accueil semble étre responsable de sa croissance. Pour exemple, des cellules de sein
ou de la prostate semblent croitre parfaitement dans 1’environnement de 1’0os ou elles répondent
parfaitement a I’expression, par les cellules cancéreuses elles-mémes ou par 1’environnement de 1’os,
de TGF-B (Mundy, 1997). Les facteurs tels que le TGF-f et -a, ’IGF-1 (Insulin-like growth factor-1),
I’EGF sont responsables de cette réponse proliférative. Ils auront une influence directe sur
I’expression génique de ces cellules en réponse a leur environnement et décideront ainsi de quelles
molécules d’adhésion ou de quelles protéases la cellule doit se munir pour envahir le tissu
correspondant (Chambers et al., 2002). Enfin, la croissance des cellules au niveau du site secondaire
est étroitement reliée a leur habileté a induire, soit une vascularisation leur permettant de proliférer,
soit I’entrée en phase de dormance ou des micrométastases indétectables peuvent survivre longtemps

avant d’entrainer un processus d’angiogenese (Fig. 7). L’hypoxie qui s’opére au sein de la tumeur en
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croissance est un facteur essentiel dans I’induction de processus angiogéniques (Liao and Johnson,
2007). La formation de nouveaux vaisseaux sanguins au sein de la masse secondaire permet 1’apport
rapide d’oxygéne et de métabolites nécessaires a sa croissance. En particulier, I’expression du facteur
VEGF (Vascular endothelial Growth factor) permet de stimuler a la fois la migration et la prolifération

de cellules endothéliales a I’origine de 1’angiogenése (Bergers and Benjamin, 2003)
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Figure 7. L’extravasation, la dormance et la prolifération de la seconde masse
tumorale
(Adapté d’aprés Chambers et al., 2003)

4. Les différents modes de migration cellulaire in vivo

Les processus d’invasion tumorale et de métastasie sont généralement vus comme une cellule se
détachant de la masse tumorale, entrant dans la circulation lymphatique ou sanguine et envahissant un
organe distant du site primaire. Cependant, 1’étude in vitro et in vivo des processus de migration
cellulaire démontre que les cellules cancéreuses peuvent quitter la masse tumorale soit seules, en
utilisant un mode migratoire amiboide ou mésenchymale (fibroblastique), soit en paquets, chalnes ou
agrégats, en utilisant une migration de type collective (Friedl and Wolf, 2003).

De manic¢re générale, les mécanismes moléculaires a la base de la migration dans un environnement en
3 dimensions sont sensiblement identiques a ceux découverts pour la migration en 2 dimensions mais
posseédent une caractéristique différente et essentielle, la protéolyse. L’utilisation, in vitro, de
matériaux en 3 dimensions ainsi que 1’observation in vivo a permis d’affiner les mécanismes
physiologiques de migration cellulaire (Even-Ram and Yamada, 2005; Friedl and Wolf, 2003). La
migration cellulaire est basée sur deux mécanismes principaux que sont la dynamique des points
focaux d’adhésion (Burridge and Chrzanowska-Wodicka, 1996) et la contraction et polymérisation
dépendant du complexe formé par I’actine et la myosine (Cramer, 1999). La cellule débute sa
migration par une phase de protrusion en lamellipodes, pseudopodes, filopodes ou simplement

renflements membranaires poussés par la polymérisation de I’actine. Des études récentes montrent
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cependant que le lamellipode tend a étre absent des structures retrouvées dans la migration en 3
dimensions (Beningo et al., 2004). La cellule entreprend alors des interactions avec la matrice
extracellulaire dans le but de former des points focaux d’adhésion a 1’aide des intégrines qui
s’agreégent et permettent a la cellule de faire le lien entre la MEC et son cytosquelette d’actine. Les
cellules migrant dans des matériaux en 3 dimensions présentent une quantité importante de ces points
d’ancrage a la matrice (Even-Ram and Yamada, 2005). La matrice, outre son role dans I’ancrage de la
cellule, permet également d’apporter une information complémentaire capable d’induire des
processus de différentiation cellulaire nécessaires au développement tumoral. En effet, des fibroblastes
provenant d’un stroma associé a une tumeur sont capables de réarranger de maniére complexe la
matrice en 3 dimensions leur permettant de consolider ses changements morphologiques et génétiques
que I’on ne retrouve pas chez des fibroblastes normaux (Amatangelo et al., 2005). Des intégrines
différentes en fonction de la MEC sont recrutées au niveau des points focaux qui peuvent mirir de
complexes focaux en points focaux d’adhésion. On retrouve ainsi l’intégrine o5B1 pour la
fibronectine, les intégrines a6f1 et a6B4 pour la laminine, I’intégrine avB3 capable de lier a la fois la
fibronectine et la vitronectine ou a2B1 qui lie le collagéne (Friedl and Wolf, 2003). Les petites
GTPases jouent alors un rdle essentiel a la fois dans la maturation des points focaux, la contractilité et
la tension comme RhoA (Ridley et al., 2003) alors que Rac sera impliquée dans la directionnalité de la
migration. Les cellules migrant dans des matériaux en 3 dimensions montrent de fagon surprenante
une plus forte directionnalité que les cellules migrant en 2 dimensions en partie due a leur faibles
niveaux d’expression de Rac (Pankov et al., 2005). Par la suite, la cellule recrute les protéases qui
permettent la dégradation de la MEC et qui s’associent souvent aux intégrines. Parmi elles, on
retrouve la séprase, MMP-1 et -2 ou la MT1-MMP qui dégradent la MEC et permettent a la cellule de
se frayer un chemin (Friedl and Wolf, 2003). Cependant, un débat existe actuellement concernant la
véritable utilit¢ des protéases. Ce débat se nourrit des données contradictoires obtenues dans les
modeles en 3 dimensions ou les protéases ne sont pas toujours requises (Even-Ram and Yamada,
2005), par I’échec des traitements thérapeutiques visant les protéases dans différents essais cliniques
(Even-Ram and Yamada, 2005) et par I’observation in vivo ayant permis de constater que les cellules
tumorales étaient tout a fait capables de poursuivre leur migration aprés ’inhibition des protéases
(Friedl and Wolf, 2003). Cette observation s’expliquerait par I’aptitude qu’ont les cellules tumorales a
changer de mode migratoire (voir plus loin). Les étapes de contraction cellulaire, par la voie de la
myosine II et de son complexe avec ’actine, permettent, a travers les points focaux, de générer une
force qui permettra a la cellule de rétracter sa partie arriere. Enfin, la cellule, par I’intermédiaire de
cette force, du recrutement de protéines spécialisées et de la présence également de certaines
protéases, désassemble ses points focaux a 1’arriere de la cellule et recyclent ses intégrines pour les
rendre disponibles aux régions protrusives (Friedl and Wolf, 2003). Il existe une corrélation inverse
entre la force d’adhésion médiée par les points focaux et la vitesse de migration. Plus précisément,

c’est le turnover des ces points focaux (étudié dans le manuscrit N°2) qui est le facteur limitant
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(Lauffenburger and Horwitz, 1996). Il est cependant intéressant de noter que les cellules étudiées in
vivo en 2 dimensions présentent des points focaux plus matures que ceux observés en 3 dimensions
(Cukierman et al., 2001a). Mais nous avons ainsi rapidement pu voir que la machinerie utilisée dans la
migration de cellules normales ou en 2D est sensiblement identique a celle utilisée par les cellules
tumorales migrant en 3 dimensions. Comment les cellules migrent-elles a travers un tissu ? Les
observations in vivo ont montré qu’elles pouvaient le faire de maniére solitaire ou en groupe et que ces
caractéristiques pouvaient corréler avec des types tumoraux. C’est ce que je vais tenter d’exposer dans

les paragraphes suivants.

a) Directionnelle ou mésenchymale

Les cellules provenant d’un compartiment multicellulaire perdent leurs contacts, se détachent et
migrent en cellules individuelles a travers le tissu conjonctif adjacent (Thiery, 2002). A partir du type
cellulaire, de I’engagement des intégrines, de la structure de son cytosquelette ou de la production de
protéase, une cellule individuelle peut adopter une migration directionnelle mésenchymale ou de type
amiboide. La migration de type mésenchymal est principalement empruntée par des fibrosarcomes,
des glioblastomes et des cancers épithéliaux qui se dédifférencient progressivement (Friedl and Wollf,
2003). Ces cellules adoptent une morphologie caractéristique des fibroblastes qui dépend de
I’interaction des intégrines avec la MEC et des forces générées aux deux extrémités de la cellule
(Cukierman et al., 2001b). Elles adoptent les bases moléculaires de la migration décrites dans le
premier paragraphe de ce chapitre. A la fois intégrines, MT1-MMP et autres protéases colocalisent a la
pointe des fibres de stress pour exécuter une protéolyse péricellulaire (d'Ortho, 1998; Wolf et al.,
2007). L’activation des protéases est essentielle au maintien de leur phénotype, aussi bien in vivo qu’in
vitro (Friedl and Wolf, 2003). Les points focaux présents sont larges et matures et se désassemblent
entre 10 et 120 minutes, provoquant des vélocités plutdt faibles sur des modeles de MEC en 3
dimensions (Friedl et al., 1998). Ce type de migration peut étre enrayé par 1’inhibition des intégrines
mais également de Rho, ROCK ou de MLCK démontrant I’importance qu’y jouent les points focaux et
la contractilité régie par le complexe acto-myosine (Friedl and Wolf, 2003; Friedl et al., 1998). Ce
type de migration est également emprunté par une premicere cellule surnommée la « cellule-guérilla »
qui génere une « trainée » de cellules disposée en chaine. Celle-ci a notamment été observée lorsque
des agrégats de cellules de mélanomes ont ét¢ déposés a la surface d’un gel de collagéne en 3
dimensions (Friedl, 1997). Ces « files indiennes » de cellules sont caractéristiques de certaines
néoplasies épithéliales ou les contacts cellule-cellule et les mécanismes de communication entre

cellules seraient préservées.

b) Amiboide
La migration de type amiboide est entreprise par de nombreux types cellulaires aux propriétés

sensiblement moins adhésives tels que les lymphomes, les petites cellules de carcinomes de poumon
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ou méme les leucocytes (Devreotes and Zigmond, 1988) (Friedl and Wolf, 2003). Ce type de
migration s’est inspirée et tient son nom des travaux menés sur 1’amibe, Dictyostellum discoideum, qui
n’exprime ni intégrines, ni protéases (Hynes and Zhao, 2000). En effet, Dictyostellum est une cellule
elliptoide qui est capable de bouger a ’aide de rapides cycles de contraction et d’expansion et qui
posséde des vertus extraordinaires de déformabilité et ne produit que des liens de faible affinité avec la
MEC (Devreotes and Zigmond, 1988). Ce type de migration différe sensiblement du type
mésenchymal car il est guidé par des contacts avec la MEC dont la force et la demi-vie sont trés courts
et ou les points focaux, les protéases et les fibres de stress sont absents et remplacés par des réseaux
corticaux d’actine (Friedl and Wolf, 2003). Cette morphologie leur permet d’éviter les réseaux
extracellulaires de MEC plut6t que de les dégrader, d’ou leur indépendance aux protéases. Ces cellules
adhérent trés faiblement au substrat, ce qui s’explique notamment par leur faible expression des
intégrines Bl et B3 (Falcioni, 1994), et sont en général plus véloces que les cellules a migration

mésenchymale. La figure 9 permet de récapituler les différentes caractéristiques de ces deux types de

migration empruntés par des cellules ayant quitté seul leur foyer primaire (Friedl, 2003).

Table 2 | Differences in cellular and molecular migration mechanisms

Characteristic Mesenchymal Amoeboid
Call shape Elongated, fioroblast-like Roundish Aelliptoid
{langth S0-200 pmj {length 10-30 pm}
Growth in culture Adhasie (Growth in suspension
Migration valocity Lo (0. 11 pmy/mmini) Lo to high {0,120 prmyming
Call-rmatrix interactions Integring and proteases focalze Intedring and protesses ans
non-focalized
stnuctune of actin cytoskeleton Cortical and stress fibres Cortical
Adhesion force generatad High, fibre pulling and bundling Lovw, minor fibnz bending
Proteolytic extracellular-matrix remodeling Present to exdensive Mot present
Callular migration mechanism Traction dependeant Fropulsive, cytoplasmic streaming
Mechanism owarcoming matrix bamers Fath genaration, formation of Fath finding, propulsion and
proteohtic ECM defects cytoplasmic forward flow

[‘streaming’); squeezing throwgh
Mo regians (constiction ring)

Prototypic non-neoplastic csll Fibroblast, smooth-muscle cell Lymphocyte, neutroghil

Meoplastic cells, carcinoma Fibrosarcoma, glioblastoma. Lymphoma, small-cell lung
defifferentiated epithalial cancer  cancinoma, small-ogll prostate cancer

Figure 8. Caractéristiques et différences des deux types principaux de migration de cellules
solitaires
(Adapté d’apres Friedl et al., 2003)
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c) En «paquets »

Le mouvement collectif de cellules a été observé tout d’abord dans des phénomeénes physiologiques
tels que la fermeture du tube neural lors du développement embryonnaire ou la formation des glandes
et conduits mammaires (Friedl and Wolf, 2003). Ces mouvements collectifs ont pu étre observés in
vitro dans des cultures primaires de mélanomes et ont révélé un phénotype surprenant (Film N°1 de
(Hegerfeldt et al., 2002)). Des cellules trés motiles se placent en meneur de peloton a I’avant de
I’agrégat cellulaire et, par leur activité protrusive et tout en gardant contact avec les cellules
avoisinantes, générent une traction motile qui entraine toute la masse de cellules. L’intégrine 1 est
essentielle a ce processus et est empruntée par ces cellules motiles (Hegerfeldt et al., 2002), tout
comme ’expression de MT1-MMP et de MMP-2 (Nabeshima, 2000). L’adhésion intercellulaire qui
existe dans ces groupes permet 1’assemblage de filaments corticaux d’actine le long des jonctions
cellulaires constituant un puissant appareil contractile (Hegerfeldt et al., 2002). Deux types de
migration collective ont été observés. Le premier, que I’on appellera migration en feuillets, est capable
d’orchestrer une invasion locale mais les cellules conservent un contact avec le site primaire alors que
le second, la migration en agrégats, se détache du site primaire et les cellules migrent en « paquets »

(Fig.9) (Friedl and

Mesenciymal Amoebcid
S Wolf, 2003). Les

A .'F avantages de ces deux

- ! ég‘- ' types de migration

R collective résident

Chuster Sinats | dgpion principalement dans la

e production massive de

R — facteurs pro-

migratoires et  de
Nature Reviews | Cancer
Figure 9. La plasticité des mécanismes d’invasion tumorale
(Adapté d’apres Friedl and Wolf, 2003)
Les cellules tumorales invasives peuvent facilement s’adapter a toute protection des
variation dans leur programme de migration. L’inhibition des cadhérines peut,
par exemple, conduire a ’EMT et le détachement d’une cellule de son
« feuillet » et induire une migration de type mésenchymal. L’inhibition des assauts immunitaires
intégrines dans un agrégat de cellules en « paquets » permettra également le
détachement d’une cellule qui adoptera une migration de type amoeboide,
indépendante des protéases. La transition entre migration de type autres, les
mésenchymal et amoeboide peut également avoir lieu suite a la perte de
fonctions des protéases. Toutes ces modifications peuvent étre induites de
fagon pharmacologique mais peuvent aussi survenir de maniere spontanée au and Wolf, 2003).
cours de la progression tumorale. Les

protéases et dans la

cellules centrales des

menés par, entre

lymphocytes (Friedl

cellules

tumorales motiles possédent une certaine plasticit¢ qui leur permet de s’adapter rapidement a tout

changement (Fig.10). Cette caractéristique a été révélée par des résultats contradictoires selon les

types tumoraux étudiés de D’implication de molécules essentielles que sont les intégrines, les
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molécules d’adhésion intercellulaires et les protéases (Friedl and Wolf, 2003). Tout particuliérement,
les cellules peuvent facilement passer d’un mode mésenchymal a amiboide aprés abrogation des liens
intégrines-MEC, inhibition de protéases ou de la voie de signalisation Rho (Friedl and Wolf, 2003).
Tout récemment, I’activité des protéases a été impliquée dans une transition d’un type migratoire
solitaire & une migration collective (Wolf et al., 2007) démontrant encore une fois 1’interdépendance
des divers types de migration cellulaire. Ces résultats mettent en lumiére la complexité des approches
thérapeutiques que I’on se doit d’¢élaborer pour tenter d’éradiquer ou, au moins, freiner ces processus

et justifient le grand intérét qui est porté a 1’étude de la migration cellulaire.

5. La Matrice Extracellulaire (MEC)

a) Importance physiologique
La matrice extracellulaire (MEC) joue un réle essentiel dans 1’architecture, le support, I’homéostasie
et la force des tissus et des organes. Au cours de I’évolution, la MEC est apparue avec I’avénement des
animaux multicellulaires invertébrés et se composait principalement de collagénes, protéoglycans et de
glycoprotéines. Les autres domaines de protéines de la MEC ne sont apparus que plus tard et les
domaines protéiques ancestraux furent génétiquement réarrangés en nouvelles protéines dont la
fonction de certaines reste toujours a découvrir (Tanzer, 2006). La MEC se compose de protéines
structurales spécialisées (comme le collagéne, 1’¢élastine, la laminine et la fibronectine), de
protéoglycans (comme le perlecan), de glycosaminoglycans, de sels et d’eau (Bosman and
Stamenkovic, 2003) La MEC joue un role essentiel dans le contréle du comportement cellulaire et
fournit une charpente solide pour I’adhésion cellulaire et le développement tissulaire (Hynes and Zhao,
2000). Elle constitue également la premicre barriére contre 1’invasion cellulaire lors de la croissance
tumorale, la métastasie et 1’angiogenése. La surface cellulaire de tout type cellulaire posséde deux
perspectives : soit une membrane basale qui confére a la cellule une polarisation et une orientation
précise au sein de son tissu ou organe, soit une matrice interstitielle (Tanzer, 2006). Ces cellules se
reposent principalement sur les intégrines pour la reconnaissance des composants extracellulaires ; ces
récepteurs transmembranaires permettront de transférer des signaux extracellulaires qui contrdleront a
la fois la forme et la motilité cellulaire. Les intégrines sont aussi capables d’initier I’assemblage de la
MEC a la surface des cellules et de transmettre des forces biomécaniques entre la cellule et la celle-ci
capables de réguler a la fois I’expression des geénes, la migration et la prolifération cellulaire (Geiger et
al., 2001a; Hynes, 2002). Les proportions relatives des composantes fibreuses et non-fibreuses
conférent et dictent les propriétés physiques générales des protéines de la MEC. Il en est de méme
pour leur diamétre et la maniére dont les fibres sont « tressées » ainsi que 1’organisation des parties

non-fibreuses (Tanzer, 2006).
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b) Les protéoglycans
Les protéoglycans forment une famille de protéines de la MEC dont les fonctions principales vont
de « piege » a facteur de croissance (voir manuscrit N°4) a modulateurs des processus de
développement, mais ils participent également a un réle de reconnaissance a la surface de la cellule.
Le clonage moléculaire a permis la découverte de familles de protéoglycans. Parmi elles, on retrouve
la famille des lecticans regroupant 1’aggrecan, le brevican, le versican et le neurocan. Ces protéines se
caractérisent par la liaison d’acide hyaluronique a leur extrémité N-terminale et d’un domaine
sélectine a leur extrémité C-terminale. Les lecticans lient préférentiellement les chaines de
glycosaminoglycans (GAG) suivantes : le chondroitin sulfate mais également quelques chaines dans,
un moindre nombre, de keratan sulfate.
Une autre famille composée de la décorine, du biglycan, de la fibromoduline et du kératocan se
caractérise par un noyau protéique composé de domaines riches en leucine (leucine-rich repeats) et
sont décorés de chondroitin/dermatan sulfate ou de keratan sulfate et assistent 1’organisation des
réseaux fibrillaires de collagene.
Les GAG sont de longues chaines de polysaccharides non ramifiées qui sont classifiés en 4 groupes en
fonction de la composition de leurs résidus glucidiques, du type de liaison entre ces résidus, du
nombre et de la position des groupements sulfate : 1’acide hyaluronique, le chondroitine sulfate, le
dermatane sulfate, 1’héparan sulfate, 1’héparine et le kératane sulfate. A I’exception de 1’acide
hyaluronique, tous les GAG se lient de fagon covalente a un noyau protéique pour former les
protéoglycans. La liaison de protéines aux GAG peut conduire a leur immobilisation, la régulation de
I’activité enzymatique, la liaison de ligands a leur récepteur et la protection contre la dégradation. Les
chaines de GAG peuvent également jouer des roles vitaux : ainsi, 1’héparine lie I’anti-thrombine et
inhibe la coagulation sanguine.
On retrouve également des protéoglycans membranaires dont la protéine possede soit un domaine
transmembranaire, soit un ancrage GPI (Glycosylphosphatidylinositol) et contiennent majoritairement
de I’heparan sulfate (glypican) associé ou non a du chondroitine sulfate (syndecans et betaglycans).
Seuls le CD44 et NG2 ne possedent que du chondroitine sulfate. Ces protéoglycans membranaires
lient les facteurs de croissance et leurs récepteurs et modulent la signalisation résultante. Les
syndecans lient toute une batterie de facteurs de croissance et modulent des activités telles que
I’adhésion, la migration, la prolifération et la différentiation cellulaire (Iozzo, 1998; Kramer and Yost,

2003; Tanzer, 2006).
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C) Les protéines structurales spécialisées : le collagene, la laminine et la

fibronectine

(1) Le collagéne

Les fibrilles de collagéne représentent la source principale de force de tension dans les tissus animaux
et leur conférent forme et morphologie. Ces fibrilles possédent une périodicité axiale de 67 nm,
peuvent compter plusieurs millimétres de longueur et ont un diamétre entre quelques nanomeétres et
500 nm (en fonction du tissu et du stade de développement). Ils ont arrangés en réseaux
tridimensionnels élaborés tels que des paquets paralleles (tendons et ligaments), des treillis
orthogonaux (dans la cornée) ou des nattes concentriques (os). Synthétisées et sécrétées par les
fibroblastes, les molécules de collagéne pourraient s’auto-assembler dans la MEC mais des évidences
récentes tendent a démontrer que I’assemblage peut avoir lieu dés sa synthése au niveau intracellulaire
et au niveau de la membrane plasmique (Canty and Kadler, 2005).

Les molécules de collagéne, les plus abondantes de la MEC, sont des molécules trimériques au sein
desquelles chaque chaine comprend le motif répété Gly-X-Y (ou X et Y représentent le plus souvent la
proline et I’hydroxyproline (van der Rest and Garrone, 1991)). Ce triplet résulte en une hélice gauche
qui peut s’enrouler autour des deux autres hélices pour former une structure hélicoidale rigide a 3 brins
qui, selon le type de collagéne, est homo- ou hétérotrimériques. A ce jour, il existe 27 types différents
de collagéne mais seuls les collagenes I, 11, III, V et XI sont fibrillaires (Boot-Handford and Tuckwell,
2003). Ceux-ci se caractérisent par un domaine a triple hélice, long de 300 nm, décoré par deux
extrémités propeptidiques globulaires en région N- et C-terminale. L’action de deux protéinases sur
ces propeptides permettra leur élimination et 1’assemblage de ces molécules en cables hautement
organisés, les fibrilles (Fig.10).

Au cours des étapes précoces de dépot de tissu conjonctif, la membrane plasmique des fibroblastes en
voie de sécrétion de fibrilles de collageéne est fortement alambiquée et des sections transversales a
travers des tendons, de la cornée ou de la peau, montrent de facon évidente des fibrilles entiers a
I’intérieur du cytoplasme (Ploetz et al., 1991).

L’assemblage de collagéne peut étre reconstitué in vitro et dépend de 1’assemblage en fibrilles de la
fibronectine. En effet, I’application d’un anticorps dirigé contre un fragment de la fibronectine connu
pour lier le collagéne inhibe a la fois la fibrillogenése de la FN et du collagéne (McDonald et al.,
1982). Par ailleurs, 1’assemblage en fibrilles de collagéne produit par des fibroblastes FN-/- requiert
I’addition de FN exogéne et peut étre amplifié par transfection d’intégrines connues pour lier le
collageéne (al1B1 et a21) (Velling et al., 2002). Ainsi, comme la FN, I’assemblage du collagéne en
fibrilles peut se faire a la surface cellulaire et tous deux peuvent étre bloqués par un anticorps dirigé
contre I’intégrine liant la FN, I’intégrine aSB1. Par contre, bloquer I’intégrine a231 n’inhibe que la
fibrillogenése du collagéne. En conclusion, ces résultats suggerent que la fibrillogenése du collagene,

in vitro, est en aval de celle de la FN et implique des protéines de surface telles que les intégrines.
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Figure 10. Les étapes de fibrillogenése du collagéne au cours de sa synthése par les
fibroblastes
(Adapté d’aprés Canty and Kadler, 2005)

(2) La laminine
Les laminines forment une famille de glycoprotéines entrant dans la composition de la MEC, leur
structure hétérotrimérique cruciforme est constituée de 3 chaines polypeptidiques (o, et y), chacune
d’elles étant codée par son propre géne (Tanzer, 2006). A ce jour, 5 chaines o, 3B et 3y ont été
identifiées, formant jusqu’a 15 isoformes distinctes de laminine. Certaines d’entre elles sont présentées

dans la figure 11 (Miner and Yurchenco, 2004). Les laminines interagissent avec des molécules de la
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surface cellulaire telles que le dystroglycan ou les intégrines, de telle sorte a attacher les cellules a la
MEC ; elles participent ainsi a de nombreuses fonctions cellulaires. Parmi elles, on compte la
différentiation cellulaire, la prolifération et la motilité, 1’ancrage et la mort cellulaire. Elles sont
également essentielles a la transmission de signaux entre les cellules et jouent ainsi un role de
modulateurs de I’homéostasie cellulaire (Paez et al., 2007).
Les laminines sont les molécules majeures de la membrane basale, dont la structure et la composition
sont indispensables au maintien de I’architecture tissulaire. De plus, la membrane basale confére aux
tissus une stabilité mécanique et agit en véritable barriére protectrice contre I’invasion cellulaire. Cette
membrane est composée principalement de laminines, mais aussi de collageéne de type IV, XV, XVIII
g - oS et CXVIII et de nidogen, perlecan, agrin,
: fibulin et d’osteonectin. La membrane basale
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(3) Lafibronectine

La fibronectine (FN) est une protéine majeure de la MEC. Son expression est indispensable au
développement des vertébrés car sa perte est 1étale dés les premiers stades embryonnaires, en partie a
cause de déficiences dans la migration et la formation du mésoderme (George et al., 1993). Cette
protéine abondante et ubiquitaire est organisée en réseau fibrillaire complexe a travers des interactions
avec des récepteurs de la surface cellulaire (Hynes, 1990). La matrice de FN est utile a de nombreux
mécanismes cellulaires tels I’adhésion, la prolifération, I’apoptose et la migration cellulaire. Il existe
deux types de FN, la FN cellulaire et la FN plasmatique. Alors que la premiére est associée aux
cellules et capable de former des réseaux fibrillaires, la seconde, synthétisée par les hépatocytes, reste

sous forme soluble et dimérique et se retrouve en concentration élevée dans le plasma sanguin (300
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ug/ml). A 1’aide d’un systéme de Knock-out conditionnel Cre-LoxP, une étude a pu montrer que la FN
plasmatique contribuait intensivement a la survie neuronale suite & une ischémie cérébrale, mais
n’était pas indispensable a des processus de cicatrisation et d’homéostasie tissulaire (Sakai et al.,
2001).

De nombreux types cellulaires sécrétent la FN cellulaire que nous nommerons simplement FN. Elle est
sécrétée sous une forme dimérique, dont les 2 sous-unités de 230-270 kDa sont liées par un pont
disulfure (Mao and Schwarzbauer, 2005a). Chaque sous-unité se compose de 3 types de modules
répétitifs I, II et III (Fig.12) au nombre de 12 pour le module I, 2 pour le II et de 15 a 17 pour le
module III selon 1’épissage alternatif qu’aura subi la protéine (Hynes, 1990; Pankov and Yamada,
2002). En effet, bien que la FN ne soit le produit que d’un seul géne, la protéine résultante existe sous
des formes multiples qui proviennent de ’épissage alternatif de son ARNm capable de générer pas
moins de 20 protéines différentes chez les humains. Les principales modifications se situent au niveau
des domaines III; et I1l;5 qui ménent a la formation des domaines EDA et EDB (ED pour extracellular
domain). Cet épissage alternatif géneére ainsi un grand nombre de variantes de la FN avec des
propriétés adhésives, de liaison aux ligands et de solubilit¢ qui leurs sont propres. Ces propriétés
permettent aux cellules d’altérer la composition de leur MEC d’une maniére spécifique au tissu et au
stade de développement (Pankov and Yamada, 2002).

La FN peut étre liée par une douzaine des membres de la famille des intégrines dont la principale est
I’intégrine aSP1 (Plow et al., 2000). Mais elle lie également des molécules telles que 1’héparine, le
collagene/gélatine, la fibrine, le fibrinogene et le facteur XIIla. De nombreuses analyses tentent, jour
apres jour, de caractériser les régions impliquées dans la liaison aux ligands. Elles définissent des
régions minimales de liaison aux intégrines dont la plus connue est la région composée des 3 acides
aminés suivants, RGD, et qui se trouve dans le domaine III; (Fig.12). Un second site de liaison aux
intégrines est localisé dans le domaine III9 et nommé le site synergique (PHSRN), il promeut
I’interaction spécifique entre 1’intégrine a5P1 et la FN en favorisant des interactions avec I'unité a5,
alors que le site RGD lie préférentiellement la sous-unité f1. Mais ce ne sont pas les seuls sites de
liaison pour I’intégrine a5f1 (Pankov and Yamada, 2002). L’¢lucidation de ces sites de liaison aux
intégrines, ainsi que d’autres domaines fonctionnels, a été permis par la découverte que toutes les FN
ne sont clivées qu’a des sites particuliers quand elle sont soumises a des digestions protéolytiques
controlées (Hynes, 1990).

Les FN sont également glycosylées et contiennent de 4 & 9% de sucres selon la source cellulaire. Les
sites de N- et O-glycosylation résident principalement dans les modules III et dans le site de liaison au
collagéne. Le role physiologique de cette glycosylation n’est pas clair, mais il semble qu’elle soit
essentielle a sa protection contre 1I’hydrolyse et module son affinité envers certains substrats.

