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Impact du microenvironnement dans la composition, la plasticité et la formation des invadosomes 
Les invadosomes sont des structures d’invasion plastiques et dynamiques qui interagissent avec leur 

microenvironnement. Ils possèdent différentes fonctions telles que l’adhésion, la mécanotransduction ou encore la 

dégradation de la matrice extracellulaire (MEC). Mon travail de thèse s’est concentré sur i) l’étude globale de la 

composition des invadosomes par spectrométrie de masse et ii) sur l’impact d’éléments du microenvironnement 

dans la formation de ces structures d’invasion. 

i) Les invadosomes sont des complexes multi-protéiques dont tous les partenaires ne sont pas encore 

totalement identifiés. Au laboratoire, une nouvelle approche combinant la microdissection laser suivie d’une 

analyse par spectrométrie de masse, a été développée. Cette technique a été appliquée à l’étude des invadosomes 

rosettes. Nous avons ainsi mis en évidence une nouvelle fonction associée aux invadosomes, en les définissants 

comme des sites actifs de traduction protéique. Les invadosomes cependant, sont des structures plastiques dont la 

formation et la morphologie sont modulées par différents éléments de l’environnement. Nous souhaitons à présent 

déterminer les partenaires communs et spécifiques entre les différentes organisations des invadosomes afin 

d’identifier les molécules impliquées dans cette plasticité. 

ii) La formation des invadosomes peut être induite par différents éléments du microenvironnement comme 

des facteurs de croissance ou encore la composition et la rigidité de la MEC. Le TGF-β est un facteur de croissance 

impliqué dans la formation des invadosomes, dans la promotion de la rigidité de la MEC et dans la fibrose hépatique 

pouvant mener au développement du carcinome hépatocellulaire. Nous avons alors étudié l’impact du TGF-β dans 

la formation des invadosomes linéaires en contexte de collagène de type I. Nous montrons que le TGF-β module 

la machinerie moléculaire associée aux invadosomes linéaires en induisant l’expression de DDR1 et MT1-MMP, 

ainsi que des éléments impliqués dans leur formation tels que le collagène I. Ces modulations sont dépendantes de 

la voie de signalisation canonique du TGF-β passant par Smad4 et favorisent la formation et l’activité des 

invadosomes linéaires. De plus, le TGF-β induit une surexpression de la LOXL2 qui est une enzyme de réticulation 

du collagène, augmentant la rigidité de la matrice ce qui favorise la formation des invadosomes.  

Les résultats obtenus durant ma thèse auront permis de mieux définir les éléments impliqués dans la 

composition et la formation des invadosomes. 

Mots clés : invadosomes, traduction, plasticité, DDR1, TGF-β, collagène de type I  

Microenvironment involvement in invadosomes composition, plasticity and formation 

Invadosomes are plastic and dynamic invasive structures interacting with the microenvironement. Those 

structures are involved in several functions as adhesion, mecanotransduction and degradation of the extracellular 

matrix (ECM). My PhD work focuses on i) the study of the invadosomes composition by mass spectrometry and 

ii) on the impact of microenvironmental elements on the formation of those invasive structures. 

i) Invadosomes are multi-protein complexes in which all partners are not yet fully identified. In the laboratory, 

a new approach combining laser micordissection followed by mass spectrometry analysis was developed. This 

technique has been applied to the study of invadosome rosettes. We have demontrasted a new function associated 

with indosomes, defining them as active sites of protein translation. Invadosomes, however, are plastic structures 

whose formation and morphology are modulated by different elements of the environment. We now wish to 

determine the common and specific partners between the different invadosomes organizations in order to identify 

the molecules involved in their plasticity.  

The invadosomes formation can be induced by different elements of the microenvironment such as growth 

factors or the composition and rigidity of the ECM. TGF-β is a growth factor involved in the invadosomes 

formation, in the ECM rigidity and in liver fibrosis that can lead to the development of hepatocellular carcinoma. 

We have studied the impact of TGF-β in the formation of linear invadosomes in the context of type I collagen. We 

show that TGF-β modulates the molecular machinery associated with linear invadosomes by inducing the 

expression of DDR1 and MT1-MMP, as well as elements involved in their formation, such as collagen I. These 

modulations are dependent on the TGF-β canonical signaling pathway through Smad4 and promote the formation 

and activity of linear invadosomes. In addition, TGF-β induces an overexpression of LOXL2, which is a collagen 

cross-linking enzyme, increasing the matrix stiffness and promotes the formation of these structures. 

Taken together, these results enabled us to better define the elements involved in the composition and 

formation of invadosomes. 

Keywords : invadosomes, translation, plasticity, DDR1, TGF-β, type I collagen  
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NF-κB : nuclear factor-kappa B 

NK : natural killer 

NMIIA : non-muscle myosin IIA heavy chain 
 

PAK : p21-activated kinase  

PDGF : platelet derived growth factor 

PDGFRα/β : platelet derived growth factor receptor  

PEAK1 : pseudopodium enriched atypical kinase 1 

PI3K : phosphoinositide 3-kinase 

PKC : protéine kinase C 

PX : phox homology  
 

ROS : reactive oxygen species  

RSV : Rous sarcoma virus  

RTK : récepteur à activité tyrosine kinase 
 

SHG : second harmonic generation  

SLP : small latent complex  

SLRP : Small leucine-rich repeat proeoglycans  

SPARC : secreted protein acidic and rich in cystein 

SRF : serum response factor 
 

TAM : tumor-associated macrophages  

TAN : tumor-associated neutophiles  

TAZ : transcriptional coactivator with PDZ-binding motif  

TGF-β : transforming growth factor β 

TGFβRI/II : transforming growth factor β receptor 

TIMP : tissue inhibitors of matrix metalloproteinase  

Tks : tyrosine kinase substrat  

TLR : toll-like receptors  

TNF-α : tumor necrosis factor α 



 
 

Tpm : tropomyosine 

Treg : lymphocytes T régulateurs 
 

UV : ultraviolets 
 

VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule 1 

VE : vésicules extracellulaires 

VEGF : vascular endothalial growth factor 

VEGFR : vascular endothalial growth factor receptor 
 

WASP : Wiskott–Aldrich Syndrome protein  
 

YAP : yes-associated  
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1. Mise en contexte de la thèse 

1.1. Le cancer 

Le cancer est une pathologie qui résulte du dysfonctionnement de cellules saines. Il s’agit 

d’une dérégulation des programmes cellulaires normaux et contrôlés du corps. Les cellules 

malignes acquièrent des mutations au sein de leur génome favorisant leur prolifération de façon 

anarchique, une résistance à l’apoptose et l’acquisition de capacités invasives. Cet échappement 

des cellules tumorales au contrôle de l’organisme peut mener à la formation de métastases et 

dans la plupart des cas au décès des patients.  

L’apparition du cancer peut être causée par des éléments internes ou externes à l’organisme. 

Concernant les facteurs externes, il s’agit de facteurs liés à notre environnement tels que 

l’alcool, le tabac, des produits chimiques, des virus (ex : hépatite B ou C menant au carcinome 

hépatocellulaire), des bactéries (ex : Helicobacter pylori menant au cancer gastrique) ou bien 

les rayonnements UV (mélanome). Parmi les facteurs internes, on peut citer l’âge car au cours 

du temps, les cellules vont accumuler les agressions liées aux facteurs externes et vont finir par 

se transformer en cellules tumorales. De plus, dans certains cas, des mutations héréditaires 

peuvent conférer des prédispositions au développement tumoral mais ne sont responsables que 

5 à 10% des cancers.  

Il y a 17 ans, Hanahan et Weinberg ont défini 6 caractéristiques nécessaires au processus de 

tumorigenèse : (1) maintien d’une signalisation permettant la prolifération, (2) échapper aux 

signaux antiprolifératifs, (3) résistance à la mort cellulaire, (4) capacité de réplication infinie, 

(5) induction de l’angiogenèse et (6) capacité d’envahir le tissu environnant et de générer des 

métastases (Hanahan and Weinberg, 2000) (Figure 1A). Quelques années plus tard, au vu de 

nouveaux concepts émergents dans la mécanistique du cancer, ils ont mis à jour ces 

caractéristiques, en prenant en compte les dysfonctions métaboliques, l’instabilité génomique 

et les mutations, l’échappement au système immunitaire ainsi que la promotion de 

l’inflammation par la tumeur (Hanahan and Weinberg, 2011) (Figure 1B). 
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L’une des propriétés majeures des cellules tumorales, est leur capacité à envahir et coloniser 

les tissus pour former des métastases. Au cours du développement de la tumeur, certaines 

cellules vont acquérir de nouvelles mutations leur conférant des capacités invasives. Cette 

transformation dite épithélio-mésenchymateuse (EMT pour « epithelial to mesenchymal 

transition ») leur permet ainsi de migrer au sein du microenvironnement tumoral. 

1.2. La transition épithélio-mésenchymateuse 

La plasticité des cellules tumorales est un concept essentiel qui reflète la capacité des 

cellules à adopter des changements phénotypiques en réponse à des signaux externes. L’un des 

processus représentant le mieux cette plasticité est l’EMT. Il s’agit d’un processus biologique 

dynamique et réversible menant à un changement phénotypique de cellules épithéliales en 

cellules mésenchymateuses. Le phénotype mésenchymateux va permettre aux cellules 

d’acquérir des capacités migratoires et invasives, de résister à l’apoptose et de participer au 

remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) (Thiery et al., 2009; Nieto, 2011). 

On distingue trois types d’EMT : le type I qui intervient lors du développement 

embryonnaire notamment lors des étapes de gastrulation et de formation du tube neural ; le type 

II qui est induit suite à une inflammation et qui peut participer au phénomène de fibrose et le 

type III qui permet aux cellules tumorales d’acquérir des capacités invasives et de former des 

métastases (Kalluri and Weinberg, 2009). 

Figure 1 : Caractéristiques des cellules cancéreuses 

(A) Diagramme représentant les 6 caractéristiques d’une cellule cancéreuse. (B) Diagramme mis à jour avec 4 nouvelles 

caractéristiques. D’après Hanahan and Weinberg 2000 et Hanahan and Weinberg 2011. 
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Figure 2 : Les différents types d'EMT 

L’EMT de type I va induire la transformation de cellules d’un épithélium primitif en cellules mésenchymateuses. Puis 

le processus inverse dit de transition mésenchymo-épithéliale (MET) va permettre la formation d’un épithélium 

secondaire. L’EMT de type II va induire la formation de cellules épithéliales ou endothéliales en fibroblastes. L’EMT 

de type III va participer à l’acquisition de propriétés invasives par les cellules de la tumeur primaire. D’après Kovacic 

et al. 2012. 

L’acquisition des capacités mésenchymateuses se fait via la perte de deux 

caractéristiques majeures des cellules épithéliales : les jonctions cellule/cellule et la polarité 

apico-basale. En effet, au cours de l’EMT, un set de différents facteurs de transcription incluant 

Snail, Slug, Twist et Zeb1/2 vont réprimer l’expression de gènes épithéliaux codant pour l’E-

cadhérine, ZO-1, claudine ou encore occludine. De plus, ces facteurs de transcription vont 

activer l’expression de marqueurs mésenchymateux tels que la N-cadhérine ou la vimentine 

(Figure 3). Cette transition mène à une perte des jonctions adhérentes et serrées, une 

augmentation de l’expression d’enzymes de dégradation de la MEC, une augmentation de la 

motilité et une meilleure résistance à l’apoptose, favorisant ainsi l’invasion des cellules 

tumorales (Peinado et al., 2004, 2007; Kalluri and Weinberg, 2009). 

Différents facteurs peuvent être impliqués dans l’induction du processus d’EMT tels 

que des facteurs de croissance comme l’HGF (pour « hepatocyte growth factor »), le TGF-β 

(pour « transforming growth factor β »), l’EGF (pour « epidermal growth factor ») ou le FGF 

(pour « fibroblast growth factor ») (Thiery et al., 2009), la voie NF-κB (pour « nuclear factor-

kappa B »), (Wu et al., 2009) ou encore des protéines de la MEC comme le collagène de type I 

(Shintani et al. 2008) (Figure 3). 
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Figure 3 : Le processus de la transition épithélio-mésenchymateuse 

Les cellules épithéliales normales expriment des protéines impliquées dans les jonctions serrées (ZO-1) et dans les 

jonctions adhérentes (E-cadhérine). Au cours de l’EMT, les cellules vont progressivement perdre ces marqueurs 

épithéliaux et acquérir des marqueurs mésenchymateux tels que la N-cadhérine ou la vimentine. Différents éléments 

peuvent intervenir dans cette transition, tels que des facteurs de croissance, des éléments de la MEC ou l’inflammation. 

RTK : récepteur à activité tyrosine kinase. D’après Bartis et al. 2014. 

L’EMT est un processus qui peut être acquis par les cellules ou bien être transitoire au 

cours des processus d’invasion et de formation de métastases. L’EMT n’implique pas un 

changement permanent de l’identité cellulaire mais un changement de motilité et de 

comportement. En effet, il est possible que les cellules ayant subi l’EMT connaissent la 

transformation inverse, à savoir un retour à un phénotype épithélial, il s’agit alors de la 

transition mésenchymo-épithéliale (MET). La MET est impliquée dans les étapes tardives du 

processus métastatique, notamment lorsque les cellules tumorales ont rejoint leur site 

métastatique (Polyak and Weinberg, 2009; Rhim et al., 2012). 

L’acquisition de ces caractéristiques mésenchymateuses va donc permettre aux cellules 

tumorales de migrer et d’envahir le tissu environnant afin de rejoindre la circulation sanguine  

et de générer des métastases à distance. L’EMT est ainsi la première étape du processus 

métastatique. 

 

 



7 
 

1.3. Le processus métastatique 

La formation de métastases est la première cause de mortalité des patients atteints d’un 

cancer, représentant 90% des décès (Reymond et al., 2013). La formation de métastases est un 

processus dynamique qui se déroule en plusieurs étapes, dit de cascade métastatique. Tout 

d’abord, les cellules tumorales ayant subi l’EMT vont se détacher de la tumeur primaire afin de 

pouvoir progresser et envahir le tissu environnant. Pour cela, les cellules vont acquérir des 

capacités de dégradation afin de rejoindre et de pénétrer par intravasation dans la circulation 

sanguine ou lymphatique. Après avoir survécu dans la circulation, les cellules vont s’en extraire 

par extravasation afin de coloniser le site secondaire dit site métastatique (Figure 4). 

 

 

Figure 4 : La cascade métastatique 

Représentation des différentes étapes du processus métastatique. (1) Les cellules de la tumeur primaire acquièrent des 

capacités invasives (EMT). (2) Dégradation de la membrane basale. (3) Progression au sein du microenvironnement 

tumoral. (4) Intravasation des cellules tumorales dans la circulation sanguine ou lymphatique. (5) Extravasation de ces 

cellules au niveau du site métastatique. (6) Développement de métastases dans les organes cibles tels que les poumons, 

le foie ou les os. D’après Aguirre-Ghiso 2007 et Servier médical art. 

Une fois arrivées au niveau du site métastatique, le devenir des cellules tumorales peut 

varier. En effet, les cellules métastatiques peuvent entrer en dormance par arrêt du cycle 
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cellulaire en phase G0. Les cellules peuvent demeurer dans cet état pendant plusieurs années 

sans être détectées et se réactiver afin de former une nouvelle tumeur. Les cellules métastatiques 

peuvent également entrer en prolifération directement après extravasation afin de générer une 

tumeur secondaire (Aguirre-Ghiso, 2007).  

Au cours de la progression tumorale, des altérations de gènes suppresseurs de tumeur et 

oncogènes mènent à la transformation des cellules tumorales qui vont modifier leur 

environnement et permettre la libération de composants tels que des cytokines, des facteurs de 

croissance et des protéines de la MEC dans le stroma. Tout cela mène au développement d’un 

microenvironnement tumoral pouvant favoriser la croissance et la dissémination (Mueller and 

Fusenig, 2004). En effet, les cellules tumorales sont engagées dans des interactions 

bidirectionnelles avec le microenvironnement permettant d’altérer l’immunité, le milieu 

extracellulaire, de générer des instabilités génomiques, de favoriser la résistance aux 

chimiothérapies, la prolifération et l’invasion (Joyce and Pollard, 2009).  
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2. Le microenvironnement tumoral : l’autre acteur de la progression tumorale 

Dans les années 1910, Francis Peyton Rous a découvert le premier virus associé au 

cancer, il s’agit d’un rétrovirus induisant la formation de sarcomes chez le poulet (RSV pour 

« Rous sarcoma virus »). Parmi ses expériences, il a filtré un amas tumoral, l’a ensuite injecté 

dans un autre poulet et a alors obtenu la formation d’une nouvelle tumeur. Cela tend ainsi à 

montrer que la présence d’un seul oncogène est suffisante pour induire une tumeur (Rous, 1910, 

1911). Cependant, des travaux menés plus tard par une autre équipe, ont montré que cet 

oncovirus ne permettait pas d’induire de tumeur dans l’embryon de poulet (Dolberg and Bissell, 

1984) et ont émis le fait que le microenvironnement dans lequel résident les cellules tumorales 

a son importance sur le devenir des cellules tumorales (Dolberg et al., 1985). 

En 1986, Dvorak a décrit les tumeurs comme des blessures qui ne guérissent 

pas (« wounds that do no heal »), mettant en parallèle le stroma tumoral avec le processus de 

cicatrisation des plaies. En effet, ces environnements bien que proches en terme de composition, 

diffèrent dans la persistance des processus de dépôt et de remodelage du microenvironnement. 

Lors de la cicatrisation, ces évènements sont ponctuels mais maintenus lors du processus 

tumoral dû à la persistance de certains signaux notamment inflammatoires (Dvorak, 1986). 

Au cours des quarante dernières années, la recherche sur le cancer s’est en grande partie 

concentrée sur l’identification d’oncogènes et gènes suppresseurs de tumeur dont 

l’activation/surexpression ou la perte de fonction mène à l’acquisition d’un phénotype malin et 

la transformation en cellules cancéreuses. Ces études ont permis de mieux comprendre les 

propriétés des cellules malignes, ainsi que certains mécanismes, afin d’améliorer la prise en 

charge et le traitement des patients grâce au développement de nouvelles thérapies. Cependant, 

à ce jour, sauf certains cas, la plupart des thérapies ne sont pas totalement efficaces dû au 

développement de résistances des cellules tumorales. Ainsi, la biologie des tumeurs ne doit pas 

porter uniquement sur les cellules cancéreuses. Il est nécessaire de comprendre le rôle des 

composants du microenvironnement et leur impact sur la progression tumorale. 

Il est maintenant bien établi que la progression tumorale et la métastase sont contrôlées 

par le microenvironnement et pas uniquement par les cellules tumorales en elles-mêmes (Quail 

and Joyce, 2013). En effet, les cellules tumorales vont corrompre les cellules normales 

résidentes et en recruter de nouvelles afin de contribuer à la progression tumorale. Des 

interactions collaboratives entre les cellules tumorales et les cellules stromales permettent la 
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formation de tumeurs, une invasion locale, la métastase ou encore la néo-angiogenèse (Hanahan 

and Coussens, 2012).  

Les cellules tumorales vont ainsi détourner les différents éléments du 

microenvironnement tumoral afin de subvenir à leurs besoins. Les cellules tumorales requièrent 

donc la collaboration du microenvironnement tumoral pour leur croissance et leur progression. 

Le microenvironnement ne se compose pas uniquement de cellules stromales (ex : fibroblastes, 

macrophages, cellules immunitaires) mais également de vaisseaux sanguins et lymphatiques et 

de la MEC (Figure 5). 

La communication bidirectionnelle entre les cellules et leur microenvironnement est 

nécessaire à la fois pour le maintien de l’homéostasie des tissus mais également pour la 

croissance tumorale. La relation entre stroma et cellules tumorales influence l’initiation de la 

pathologie, sa progression et in fine le pronostic pour le patient. Bien que le cancer se définisse 

par une grande hétérogénéité des cellules tumorales de par différentes mutations, il est à présent 

évident que le microenvironnement participe à cette hétérogénéité (Hanahan and Coussens, 

2012; Hanahan and Weinberg, 2011; Quail and Joyce, 2013). Il est donc nécessaire de 

comprendre le rôle et les signaux émis par les éléments composant le microenvironnement afin 

d’établir leur rôle dans la progression tumorale et de définir de nouvelles cibles.  

Figure 5 : Diversité du microenvironnement tumoral  

Représentation schématique de la complexité du microenvironnement tumoral. MDSC : Myeloid-derived supressor 

cells ; NK : natural killer. D’après Kalluri 2016. 
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2.1. La composante cellulaire 

2.1.1. Les fibroblastes 

Les fibroblastes représentent l’un des types cellulaires majeurs du stroma tumoral. Ils 

se caractérisent par leur forme allongée et leur similarité avec les cellules mésenchymateuses 

et les cellules musculaires lisses. Les fibroblastes sont les principaux générateurs d’éléments de 

la MEC (Attieh and Vignjevic, 2016). 

Dans les tissus normaux, les fibroblastes sont quiescents et deviennent activés en 

réponse à l’inflammation, la fibrose ou encore au cours du processus de cicatrisation (Powell et 

al., 2005). Une fois activés, les myofibroblastes vont synthétiser des éléments de la MEC, 

sécréter des cytokines et chimiokines, recruter les cellules immunitaires et exercer des forces 

modifiant l’architecture du tissu (Tomasek et al., 2002). Les myofibroblastes peuvent ainsi 

mener ou participer au phénomène de fibrose ce qui augmente le risque de développement du 

cancer (Desmoulière et al., 2004). 

Les myofibroblastes associés au microenvironnement tumoral sont appelés CAF (pour 

« Cancer associated fibroblasts ») dont l’origine n’est pas bien connue à ce jour. En effet, 

certaines études rapportent que les CAF proviennent de cellules ayant subi l’EMT (Schulte et 

al., 2012; Zeisberg et al., 2007), d’autres de cellules souches mésenchymateuses dérivées de la 

moelle osseuse (Quante et al., 2011; Talele et al., 2015) et d’autres de l’activation des 

fibroblastes quiescents (Avgustinova et al., 2016; Albrengues et al., 2015). Les CAF constituent 

ainsi une population cellulaire hétérogène. 

Les marqueurs de CAF sont nombreux car non-spécifiques de ce type cellulaire en 

particulier : FSP1 (pour « fibroblast specific protein 1 », ou S100A4), vimentine, α-SMA (pour 

« α-smooth muscle actin »), FAP (pour « fibroblast activation protein »), PDGFRα et PDGFRβ 

(pour « platelet derived growth factor receptor »), desmine et DDR2 (pour « discoidin domain 

recpetor 2 ») (Kalluri and Zeisberg, 2006). C’est donc une combinaison de ces marqueurs qui 

permet de distinguer les fibroblastes quiescents des fibroblastes actifs. 

Les CAF vont être activés par différents facteurs sécrétés à la fois par les cellules 

tumorales et stromales au sein du microenvironnement, tels que le TGF-β, le PDGF ou le FGF, 

ainsi que par des protéases (Kalluri and Zeisberg, 2006). La signalisation induite par le TGF-β 

dans les CAF a un rôle dans la progression tumorale à la fois lorsqu’elle est suractivée ou bien 
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réprimée (Calon et al., 2012; Achyut et al., 2013; Oyanagi et al., 2014). Le PDGF va favoriser 

le recrutement des CAF au niveau du site tumoral (Cadamuro et al., 2013). 

Suite à leur activation, les CAF vont à leur tour sécréter des facteurs influençant les 

cellules tumorales, stromales et la MEC (Figure 6). L’influence des CAF dans l’invasion 

tumorale est en débat, cependant, ils sont essentiellement considérés comme ayant un rôle pro-

tumoral et favorisant la génération d’un environnement immunosuppressif. En effet, les CAF 

sécrètent des facteurs de croissance tels que le HGF, le FGF, l’IGF1 (pour « insulin-like growth 

factor-1 ») qui vont favoriser la prolifération des cellules tumorales (Kalluri, 2016), le VEGF 

(pour vascular endothalial growth factor ») qui favorise l’angiogenèse et la perméabilité des 

vaisseaux (Fukumura et al., 1998), ou encore du TGF-β induisant l’EMT des cellules malignes 

(Erez et al., 2010). La sécrétion du TGF-β ou encore d’interleukines (IL-1, IL-6, IL-10) par les 

CAF va permettre le recrutement de cellules immunitaires au niveau du site tumoral. 

Cependant, les CAF vont favoriser le développement d’un environnement immunosuppressif 

en détournant le rôle premier des cellules immunitaires permettant ainsi de favoriser la 

progression tumorale (Harper and Sainson, 2014). 

 

Figure 6 : Rôle des CAF sur l'environnement tumoral 

Les fibroblastes vont communiquer avec différents types cellulaires présents au sein du microenvironnement tumoral 

via la sécrétion de facteurs de croissance et par dépôt d’éléments de la MEC. Les fibroblastes ont un rôle sur la réponse 

inflammatoire via la sécrétion de MCP1 (pour « monocyte chemotactic protein 1 ») et de l’interleukine IL-1. Les CAF 

ont également un impact au niveau du réseau vasculaire par sécrétion de VEGF au niveau des cellules endothéliales. De 

plus, les CAF vont affecter les cellules tumorales et les cellules épithéliales par sécrétion de facteurs de croissance tels 

que le TGF-β et l’HGF. D’après Kalluri and Zeisberg 2006. 
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Les CAF vont également avoir un effet direct sur la MEC tant au niveau de sa 

composition par sécrétion de collagène ou de fibronectine, que sur son remodelage (Erdogan 

and Webb, 2017).  

La protéine FAP, qui est un des marqueurs des fibroblastes activés, est impliquée dans l’activité 

protéolytique des CAF et participe au remodelage de la MEC riche en fibrine et en fibres de 

collagène afin de favoriser l’invasion des cellules tumorales (Lee et al., 2011). Les CAF 

expriment également des métalloprotéases (MMP pour « matrix metalloproteinases ») telles 

que la métalloprotéase transmembranaire MT1-MMP (pour « membrane type 1-matrix 

metalloproteinase »), permettant de dégrader les éléments de la matrice et favorisant ainsi la 

progression tumorale (Zhang et al., 2006). Les CAF sécrétant des MMP et exerçant des forces 

de tension sur les fibres de collagène, vont permettre de créer des passages au sein de la MEC 

favorisant l’invasion des cellules tumorales (Gaggioli et al. 2007). Récemment, une étude a mis 

en évidence que les MMP n’étaient pas indispensables à l’invasion médiée par les CAF. En 

effet, la sécrétion et l’assemblage de fibronectine par ces cellules permettent d’induire 

l’invasion des cellules tumorales et ce de façon indépendante des MMP (Attieh et al 2017).  

Les CAF ont aussi un rôle de contraction de la MEC en exerçant des forces permettant d’élargir 

les pores de la matrice ou bien d’aligner les fibres de collagène ou bien la fibronectine, facilitant 

ainsi la progression des cellules tumorales (Erdogan et al., 2017; Yang et al., 2011). Il a été 

montré que des CAF issus de cancer du sein promouvaient la dissémination et la formation de 

métastases via le dépôt d’une MEC caractérisée par un alignement de fibres de collagène 

(Dumont et al., 2013).  

Les CAF peuvent également jouer sur la rigidité de la MEC grâce à la sécrétion de lysyl 

hydroxylase 2 et des protéases de la famille LOX (pour « Lysyl oxydase »). Ces enzymes vont 

permettre la réticulation des fibres de collagène ce qui va augmenter la rigidité de la matrice et 

favoriser la progression tumorale (Pankova et al., 2016; Cox et al., 2013). Le rôle des LOX dans 

la progression tumorale sera détaillé dans la partie 3.2.2.1 de ce manuscrit. 

Les fibroblastes associés à la tumeur vont donc avoir des effets pro-tumoraux, favorisant 

la prolifération et l’invasion des cellules tumorales soit par un effet direct sur les cellules de la 

tumeur soit par un effet indirect en jouant sur les éléments de la matrice extracellulaire. 
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2.1.2. Les cellules immunitaires 

2.1.2.1. Les macrophages 

Les macrophages représentent un peu plus de 50% de l’infiltrat immunitaire présent au 

sein des tumeurs (Kelly et al., 1988; Solinas et al., 2009) et sont appelés TAM pour « tumor-

associated macrophages ». Les TAM sont d’importants régulateurs de la tumorigenèse et 

dérivent de macrophages résidents du tissu ou bien dérivés de réservoirs périphériques tels que 

la moelle osseuse ou la rate. Les TAM sont impliqués dans plusieurs aspects de la progression 

tumorale (Qian and Pollard, 2010). 

Les macrophages sont des cellules plastiques qui adaptent leur phénotype en fonction 

des différents signaux externes présents dans le milieu. Classiquement, les macrophages sont 

classés en deux sous-types selon leur état de polarisation. On distingue ainsi les macrophages 

dits « M1 » pro-inflammatoires et anti-tumorigéniques, des macrophages dits « M2 » anti-

inflammatoires et pro-tumorigéniques (Biswas and Mantovani, 2010). Parmi les facteurs 

induisant la polarisation des macrophages, on peut noter les rôles distincts de CSF-1 (pour 

« colony stimulating factor 1 ») qui est un attractant des monocytes et permet la survie des 

macrophages ainsi que leur polarisation en « M2 », du rôle du GM-CSF (pour « granulocyte 

macrophage colony stimulating factor ») qui a l’effet inverse, favorisant le rôle anti-tumoral 

des macrophages (Noy and Pollard, 2014).  

Cependant, cette classification simplifiée fait débat auprès des spécialistes car les 

macrophages représentent une population hétérogène qui ne se limite pas à  ces deux états 

d’activation (Murray et al., 2014). En effet, comme l’indique la figure 7, on peut voir que les 

différents facteurs impliqués dans l’activation des macrophages vont induire différents types de 

macrophages « M2 ». Cela participe à une plus grande hétérogénéité de cette population, ainsi 

qu’à des réponses différentes de ces cellules (Goswami et al., 2017).  
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Figure 7 : Différents types de macrophages activés 

Les macrophages représentent une population hétérogène car en réponse à différents signaux ils vont se polariser en 

macrophages « M1 » anti-tumoraux ou en macrophages « M2 » pro-tumoraux. Au sein de la population « M2 » il a été 

observé 3 sous-groupes en fonctions des stimuli les activant. Ces macrophages M2a, M2b et M2c ne sont pas activés par 

les mêmes facteurs de croissance et ne libèrent pas les mêmes molécules, suggérant des rôles différents dans le processus 

de tumorigenèse. Arg-1 : arginase-1 ; LPS : lipopolysaccharide ; TLR : toll-like receptors ; TNF-α : tumor necrosis 

factor α. D’après Goswami et al. 2017; Twum, Burkard-Mandel, and Abrams 2017. 

 Les macrophages « M2 » favorisent la progression tumorale en agissant sur plusieurs 

aspects du processus de tumorigenèse. En effet, les TAM « M2 » ont un effet 

immunosuppressif grâce à la libération de cytokines telles que le TGF-β, l’IL-10 et des 

protéases (ex : arginase1), inhibant ainsi la fonction des lymphocytes (Sica et al., 2006; Ito et 

al., 2006). Ils sont également impliqués dans la promotion de l’EMT favorisant l’invasion et la 

progression tumorale (Guo et al., 2017). Cette induction de l’EMT est notamment due à la  

sécrétion de différents facteurs de croissance tels que l’HGF, l’EGF, le PDGF (pour « platelet 

derived growth factor ») ou encore le TGF-β (Liu et al., 2013; Deng et al., 2016; Suarez-

Carmona et al., 2017). Les TAM vont favoriser l’angiogenèse via la sécrétion de facteurs pro-

angiogéniques tels que le TGF-β ou le VEGF. L’infiltration des TAM est d’ailleurs corrélée 

avec un haut grade vasculaire (Leek et al. 1996). De plus, l’hypoxie participe à l’acquisition 

d’un phénotype pro-tumoral des macrophages qui vont alors s’accumuler dans les zones 

hypoxiques, corrélant avec l’angiogenèse et l’acquisition d’un phénotype invasif (Lewis and 

Murdoch, 2005; Escribese et al., 2012). 
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De plus, les TAM vont favoriser l’invasion et la métastase des cellules tumorales. En effet, il 

a été montré que les TAM favorisent l’invasion notamment via une boucle de signalisation 

paracrine impliquant le CSF-1 et l’EGF dans des cancers du sein ou dans le gliome (Goswami 

et al., 2005; Condeelis and Pollard, 2006; Coniglio and Eugenin, 2012). De plus, les TAM 

représentent une source majeure de protéases telles que les cathepsines ou les MMP permettant 

le remodelage de la MEC et favorisant ainsi la progression tumorale (Li et al., 2017; 

Hagemann et al., 2004; Gocheva et al., 2010). Les macrophages favorisent également l’étape 

d’intravasation des cellules tumorales (Wyckoff et al., 2004; Dovas et al., 2013). 

La réversion de polarisation de M2 à M1 est possible par inactivation de la voie NF-κB, 

menant à un recrutement de cellules NK (pour « natural killer ») et une régression tumorale, 

dans le cas d’un modèle de cancer des ovaires (Hagemann et al., 2008). Donc une « ré-

éducation » des macrophages M2 en M1 pourrait avoir des effets anti-tumorigéniques. 

Différentes molécules telles que les facteurs de croissance ou les interleukines sont 

impliqués dans la polarisation des macrophages, mettant en évidence le rôle du 

microenvironnement sur la modulation de la réponse immunitaire.  

2.1.2.2. Autres cellules immunitaires 

Les lymphocytes T. Il existe différentes populations de cellules T qui vont avoir des 

impacts différents sur la progression tumorale. La présence de lymphocytes T (LT) mémoires 

CD8+ est fortement associée à un bon pronostique, de même que la présence de lymphocytes 

CD4+ TH1 (pour « T helper 1 ») produisant de l’IL-2 et interféron γ et corrèlent avec un bon 

pronostique. Cependant, la population CD4+ TH2 produit les interleukines IL-4, IL-5 et IL-13, 

supporte la réponse des cellules B et favorise la croissance tumorale (Fridman et al., 2012). La 

plupart des cellules T CD4+ favorisant la progression tumorale sont des LT immunosuppressifs 

appelées Treg (pour lymphocytes T régulateurs). La présence de lymphocytes Treg diminue la 

prolifération des autres populations de LT dans le microenvironnement par contact direct ou 

par sécrétion de facteurs immunosuppressifs comme l’IL-10 ou le TGF-β, empêchant la 

reconnaissance et l’élimination des cellules tumorales (Campbell and Koch, 2011). Dans 

certains cancers tels que le cancer du sein ou le carcinome hépatocellulaire, un nombre élevé 

de Treg corrèle avec une diminution de la survie globale (Fu et al., 2007; Bates et al., 2006). 

Cependant, dans d’autres cas comme les cancers associés aux cellules B, les Treg peuvent être 

suppresseurs de tumeurs, par exemple dans le lymphome d’Hodgkin leur présence est associée 

à un bon pronostique (Tzankov et al., 2008; Koreishi et al., 2010). Cette différence de fonction 
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des Treg n’est pas totalement élucidée et peut dépendre du contexte mais également d’une 

variabilité au sein de la population des Treg. De façon générale, l’accumulation de Treg peut 

être perçue comme une tentative de l’hôte de diminuer la réponse contre du « soi » menant à 

une diminution de l’effet anti-tumoral de l’immunité. 

Les cellules dendritiques. Les DC sont des cellules dites sentinelles repérant notamment 

les agents infectieux. Il s’agit de cellules présentatrices d’antigènes qui vont activer les LT naïfs 

et favoriser la réponse immunitaire. Cependant, le microenvironnement inflammatoire et 

hypoxique de la tumeur empêche les DC d’activer la fonction immunitaire et quelques DC ont 

été identifiées comme supprimant la réponse des LT au niveau du site tumoral (Balkwill et al., 

2012). Le TGF-β va inhiber l’effet anti-tumorigénique de ces cellules. En effet, une inhibition 

de la signalisation TGF-β augmente significativement la capacité des DC à reconnaître les 

antigènes étrangers (du « non-soi ») et d’activer le système immunitaire adaptatif (Tanaka et 

al., 2010; Novitskiy et al., 2012).  

Les cellules myéloïdes suppressives. Il s’agit de cellules dendritiques immatures 

dérivées de la moelle osseuse, aussi appelées MDSC (pour « myeloid-derived suppressor 

cells »). Ce sont des cellules immunosuppressives qui participent au maintien de l’homéostasie 

des tissus en réponse à divers facteurs tels que les infections (Talmadge and Gabrilovich, 2013). 

Les cellules tumorales, via la sécrétion de facteurs solubles tels que IL-10, VEGF, GM-CSF, 

favorisent l’accumulation des MDSC, bloquent la maturation des cellules dendritiques (DC 

pour « dendritic cells ») ainsi que les fonctions lymphocytaires (Serafini et al. 2006). Les 

MDSC vont perturber les mécanismes majeurs de l’immunosurveillance tels que la présentation 

d’antigènes par les DC (Gabrilovich et al., 2012), l’activation des LT (Mazzoni et al., 2002), la 

polarisation des macrophages en M1 (Sinha et al., 2005) et inhiber les cellules NK cytotoxiques 

(Liu et al., 2007). Les MDSC sont également impliquées dans la promotion de l’invasion et de 

la formation de métastases, par sécrétion de MMP et en favorisant l’angiogenèse tumorale (Du 

et al., 2008; Yang et al., 2004). 

Les cellules NK.  Ces cellules s’infiltrent au sein du stroma tumoral mais n’entrent pas 

en contact avec les cellules tumorales. Dans le cas de plusieurs cancers (colorectal, gastrique, 

poumon, rein, foie) ces cellules semblent être de bon pronostic (Tachibana et al., 2005). 

Cependant, plusieurs études ont reporté un rôle inefficace des cellules NK bien que présentes 

dans l’infiltrat tumoral. Cela repose sur la présence du TGF-β qui empêche la maturation 

fonctionnelle de cette population cellulaire, ne leur permettant pas de reconnaitre et d’éliminer 

les cellules tumorales (Marcoe et al., 2012). 
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Les neutrophiles associés à la tumeur (TAN). Les neutrophiles peuvent avoir des effets 

pro- ou anti-tumoraux selon le contexte. En effet, les TAN sont capables de favoriser la 

croissance des cellules tumorales (Pekarek et al., 1995) et de favoriser l’invasion et la formation 

de métastases via la sécrétion de MMP favorisant également l’angiogenèse (De Larco et al., 

2004; Nozawa et al., 2006; Shojaei et al., 2008). Cependant, au niveau des niches métastatiques, 

les TAN présentent des effets anti-tumoraux en éliminant les cellules tumorales disséminées 

(Granot et al., 2011). De plus, une étude a fait le parallèle entre la polarisation des macrophages 

et le changement d’activité des neutrophiles en réponse au TGF-β. En effet, une exposition des 

neutrophiles au TGF-β mène à l’acquisition d’un phénotype pro-tumoral (neutrophiles « N2 ») 

via l’expression de MMP9, CXCL1, ARG1, tandis qu’une inhibition du signal TGF-β mène à 

une réversion de la transformation en neutrophiles « N1 » anti-tumorigéniques, pro-

inflammatoires (Fridlender et al., 2009).  

La réponse inflammatoire a pour but premier la destruction de la tumeur. Cette phase 

immunitaire implique un recrutement de cellules anti-tumorales, cependant leur réponse va être 

détournée. Cela est probablement dû au fait que la plupart des antigènes associés à la tumeur 

sont considérés comme du « soi » en comparaison avec une infection bactérienne ou virale qui 

sont perçues comme du « non soi ». De plus, les nombreux facteurs présents au sein du 

microenvironnement participent au détournement de la réponse immunitaire afin de favoriser 

la progression tumorale (Fridman et al., 2017). 

L’infiltration des cellules immunitaires au niveau du site tumoral est permise par la 

présence d’un réseau vasculaire induit par les cellules tumorales afin de répondre aux besoins 

en nutriments et oxygène de la tumeur et de permettre la formation de métastases.  

2.2. La composante vasculaire 

C’est Folkman en 1971 qui avança le fait qu’une tumeur excédant quelques millimètres 

de diamètre ne peut pas croitre ni métastaser en absence d’un nouveau réseau vasculaire 

(Folkman, 1971). Le processus d’angiogenèse tumorale consiste en la formation de nouveaux 

vaisseaux à partir du réseau vasculaire existant. L’hypoxie est un facteur clé de l’angiogenèse 

tumorale. En effet, les cellules tumorales hypoxiques vont sécréter le facteur de croissance 

VEGFA permettant l’initiation de l’angiogenèse par activation des cellules endothéliales. Ces 

cellules endothéliales mobiles vont ainsi remodeler la MEC afin de générer de nouveaux 

vaisseaux sanguins par bourgeonnement (Potente et al., 2011). Dans le cas de tumeurs 

épithéliales pré-malignes telles que les carcinomes, les cellules tumorales sont séparées du tissu 
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péritumoral vascularisé par une membrane basale. Donc les vaisseaux sanguins infiltrent 

rarement ce type de lésion (Bossi et al., 1995; Bluff et al., 2009). En revanche, au cours de la 

progression tumorale les cellules malignes envahissent le tissu environnant, menant à une forte 

réponse stromale dont l’induction de l’angiogenèse. La malignité des cellules tumorales 

s’accompagne donc d’un changement angiogénique (un « switch ») menant au développement 

d’un néo réseau vasculaire (Bergers and Benjamin, 2003). 

Cette nouvelle vascularisation associée aux tumeurs va présenter des architectures 

différentes en fonction du site anatomique, de l’expression de différents facteurs pro- et anti-

angiogéniques et de la composition en cellules stromales (De Palma et al., 2017). En effet, 

comme décrit brièvement dans les parties précédentes de ce manuscrit, les cellules stromales 

participent au processus d’angiogenèse. De plus, l’architecture du réseau vasculaire peut être 

différente selon les isoformes du VEGF. D’une vasculature avec des capillaires finement 

branchés et des vaisseaux périphériques tortueux, en comparaison avec des vaisseaux plus 

larges et plus rares (Yu et al. 2002). De façon générale, les vaisseaux sanguins associés à la 

tumeur sont typiquement hétérogènes, tortueux, peu branchés, très ramifiés et perméables 

(Carmeliet and Jain, 2011; Nagy and Dvorak, 2012; Nagy et al., 2006) (Figure 8). 

 

Figure 8 : Organisation du réseau vasculaire 

Durant les premiers stades du développement tumoral, il n’y a pas de vascularisation intratumorale. Le réseau vasculaire 

normal entourant la tumeur est organisé. Contrairement aux tumeurs malignes qui ont des capacités invasives et induise 

une angiogenèse tumorale résultant en la formation de vaisseaux anormaux et organisés de façon chaotique. D’après 

Jain 2003 et De Palma et al. 2017.  
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 La perméabilité des vaisseaux se traduit par la présence de faibles jonctions 

cellule/cellule entre les cellules endothéliales, associée à une faible couverture en péricytes. En 

effet, le VEGF et le TGF-β produits par les cellules tumorales et les TAM facilitent la migration 

trans-endothéliale des cellules tumorales en perturbant les jonctions VE-Cadhérine/β-caténine 

entre les cellules endothéliales (Hoeben et al., 2004; Drabsch and Ten Dijke, 2011). De plus, 

les péricytes sont nécessaires pour la maturation et la stabilisation des vaisseaux sanguins 

(Armulik et al., 2005). La couverture des vaisseaux par les péricytes dépend de différentes voies 

de signalisation telles que la voie du TGF-β, de l’angiopoietine-1/Tie-2 et du PDGF-

B/PDGFRB. Durant l’angiogenèse tumorale, le détachement des péricytes est nécessaire pour 

permettre la prolifération et la migration des cellules endothéliales mais contribue au défaut 

d’étanchéité des vaisseaux sanguins (Raza et al., 2010). Une amélioration de la couverture des 

vaisseaux en péricytes est liée à une diminution de la formation de métastases mettant ainsi en 

évidence un rôle barrière de ces cellules (Gerhardt and Semb, 2008). Cette perméabilité des 

vaisseaux sanguins augmente l’accessibilité des cellules tumorales au réseau vasculaire 

favorisant ainsi la formation de métastases (Carmeliet and Jain, 2011).  

 La membrane basale entourant les vaisseaux et participant à leur intégrité est 

fréquemment altérée dans le cas de l’angiogenèse tumorale, favorisant ainsi l’accessibilité des 

cellules tumorales aux vaisseaux sanguins, donc l’intravasation et la métastase. La MEC peut 

avoir un double rôle dans l’angiogenèse, soit de favoriser la formation des vaisseaux, soit de 

stabiliser le réseau vasculaire. D’une part, la dégradation de la MEC par des protéases permet 

de libérer des facteurs de croissance présents dans le microenvironnement tels que le VEGF, 

PDGF ou TGF-β ayant des effets pro-angiogéniques (Arroyo and Iruela-Arispe, 2010). De plus, 

des éléments de la MEC tels que la ténascine, la périostine, la fibronectine ou encore des 

protéines de la famille des CCN ont été identifiés comme ayant des activités pro-angiogéniques 

(Klenotic et al., 2016; Shao et al., 2004; Saupe et al., 2013; van Obberghen-Schilling et al., 

2011). L’organisation de la MEC peut faciliter le recrutement des CAF ou des TAM qui vont 

favoriser l’angiogenèse tumorale. D’autre part, un remodelage soutenu de la MEC peut mener 

à l’accumulation de fragments actifs de collagène IV ou XVIII qui limitent l’angiogenèse 

médiée par les intégrines par compétition de fixation avec le collagène intact (Bellon et al., 

2004). La MEC participe ainsi au phénomène angiogénique. 

Dans certains cas particuliers, la néo-angiogenèse n’est pas nécessaire. En effet, les 

cellules tumorales ont la capacité de détourner le réseau vasculaire existant, il s’agit du 

phénomène de co-option. Les cellules tumorales vont alors envahir les vaisseaux déjà présents 
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afin de générer des métastases, expliquant l’inefficacité des traitements anti-angiogéniques dans 

certains cas (Donnem et al., 2013; Frentzas et al., 2016; Bridgeman et al., 2017). L’angiogenèse 

n’est donc pas une étape indispensable du processus métastatique. 

2.3. La composante matricielle  

La MEC possède un rôle important dans le maintien de l’homéostasie cellulaire et 

tissulaire. En plus d’être un support pour les cellules, la MEC participe à l’établissement, à la 

séparation et au maintien des tissus différentiés et des organes. D’un point de vu structural, les 

protéines de la MEC vont former la membrane basale séparant l’épithélium ou endothélium du 

stroma et la matrice interstitielle participant à la résistance des tissus. La composition de la 

MEC est très variée selon le tissu étudié, de par une grande variété de protéines impliquées dans 

sa composition (Figure 9). Chez les mammifères, la MEC est composée d’environ 300 

protéines, appelées matrisome, incluant des glycoprotéines et protéoglycanes ainsi que le 

collagène (Hynes and Naba, 2012). Les différentes associations entre les protéines constituant 

la MEC vont lui conférer ses propriétés biophysiques. En plus de son rôle structural, la MEC 

est impliquée dans la prolifération, la survie, la différentiation et la migration cellulaire.  

 

Figure 9 : Composition de la matrice extracellulaire 

Les différents composants de la MEC vont s’associer afin de former une matrice plus ou moins dense, pouvant s’associer 

aux récepteurs transmembranaires et induire une signalisation en aval. D’après OpenStax Biology. 
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De plus, la MEC est un environnement dynamique et en perpétuel remodelage qui dans 

certaines pathologies comme le cancer va être altérée et favoriser la progression tumorale (Lu 

et al., 2012). 

2.3.1. Les glycoprotéines 

2.3.1.1. La fibronectine 

La fibronectine est une large glycoprotéine sécrétée qui s’organise sous forme de 

dimères s’associant pour former un réseau de fibres linéaires ou branchées. Dans les conditions 

physiologiques la fibronectine permet notamment l’adhésion, la migration et la différentiation 

(Schwarzbauer and DeSimone, 2011). 

 La fibronectine est capable d’interagir avec d’autres protéines de la MEC tel que le 

collagène et également avec les cellules par liaison aux intégrines. La liaison de la fibronectine 

aux intégrines induit une activation de ces récepteurs, menant à la contractilité des cellules 

induisant un changement de conformation de la fibronectine jouant ainsi sur l’organisation de 

la MEC (Singh et al., 2010). Au cours du processus tumoral, la fibronectine va être sécrétée en 

excès favorisant ainsi la croissance des cellules tumorales, la migration, et l’invasion (Gaggioli 

et al. 2007; Kenny et al. 2014; Knowles et al. 2013; Mitra et al. 2010).  

2.3.1.2. Les protéoglycanes 

Les protéoglycanes sont trouvés en abondance au niveau du cartilage et au niveau du 

stroma neuronal. La fonction première de ces protéines est de lier l’eau, conférant aux tissus 

leur hydratation et leur résistance aux forces de compression. Les protéoglycanes se composent 

d’une protéine cœur qui est liée de façon covalente à des glycosaminoglycanes (GAG) tels que 

les héparanes sulfate, les chondroïtines sulfate, les kératines sulfate ou les acides hyaluroniques 

(Mouw et al., 2014).  

Cette famille de protéine est capable d’interagir avec d’autres composants de la MEC 

comme les SLRP (pour « Small leucine-rich repeat proeoglycans ») qui ont un rôle de protéine 

de structure de par leur implication dans la fibrillogenèse du collagène (Kalamajski and 

Oldberg, 2010).  

De plus, les protéoglycanes liés à des héparanes sulfate (HSPG) sont l’un des 

composants majeurs de la membrane basale. Ils interagissent avec les cellules en se liant au 

récepteur CD44 ou aux syndécans mais également avec d’autres protéines de la MEC telles que 

le collagène XVIII, la laminine ou la fibronectine. Ces HSPG se lient également à des facteurs 
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de croissance tels que le FGF et des chimiokines (Wade et al., 2014; Johnson et al., 2004; 

Bishop et al., 2007). Ces protéines sont ainsi impliquées dans divers processus cellulaires tels 

que la migration ou la prolifération lors du développement (Häcker et al., 2005) mais favorisent 

également l’invasion des cellules tumorales (Jung et al., 2016; Tran et al., 2017).  

2.3.1.3. Les laminines 

Les laminines se composent de trois chaînes (α, β et γ) dont il existe différentes 

isoformes. La laminine est un des composants de la membrane basale. Les laminines 

interagissent avec des récepteurs transmembranaires tels que les intégrines et des protéines de 

la MEC telles que le collagène, participant ainsi à l’organisation de la MEC et à l’adhésion 

cellulaire (Durbeej, 2010). Par exemple, la laminine 332 est impliquée dans les carcinomes 

épidermoïdes. En effet sont expression est associée à l’invasion des cellules tumorales et corrèle 

avec un faible pronostique des patients (Marinkovich, 2007; Tran et al., 2008). 

2.3.2. Les protéines fibreuses 

2.3.2.1. Elastine 

L’élastine contribue aux propriétés élastiques des tissus tels que la peau, les poumons 

ou les vaisseaux sanguins. Il s’agit d’un polymère de tropoélastine qui suite à sa réticulation par 

les LOX va former des fibres élastiques fonctionnelles (Wagenseil and Mecham, 2007).  

L’élastine peut être dégradée par différentes protéases telles que les MMP conduisant à la 

formation de peptides jouant un rôle au sein du microenvironnement. Le peptide VGVAPG va 

notamment augmenter l’expression de MMP-2 dans le fibrosarcome, dans le cancer du poumon 

et le mélanome, favorisant l’invasion des cellules tumorales et la formation de métastases 

(Donet et al., 2014; Pocza et al., 2008; Toupance et al., 2012).  

2.3.2.2. Collagènes 

Les collagènes sont les protéines fibreuses les plus abondantes de la matrice interstitielle 

et représentent 30% de la masse totale des protéines chez les mammifères. Les collagènes 

procurent ainsi une résistance aux forces de traction, régulent l’adhésion cellulaire, le 

développement des tissus et interviennent dans le chimiotactisme et la migration cellulaire 

(Ricard-Blum, 2011). 

La super famille du collagène se compose de 28 membres chez les vertébrés, participant 

à la diversité des matrices de par leur organisation et leur distribution tissulaire. Tous les 

collagènes se caractérisent par une structure en triple hélices dont les chaînes polypeptidiques 
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s’enroulent entre elles. Ces chaînes, appelées chaînes α, peuvent être identiques (homotrimères) 

ou différentes (hétérotrimères). Les hélices α se caractérisent par la présence d’un motif répété 

Gly-X-Y où X et Y sont fréquemment des prolines et hydroxyprolines. Les différents types de 

collagènes sont classés selon leur structure. Parmi les différentes catégories, il y a les collagènes 

fibrillaires, les collagènes formant un réseau, les collagènes organisés en fibres avec des triples 

hélices interrompues (FACIT), les collagènes associés aux membranes avec des triples hélices 

interrompues (MACIT) et les collagènes avec des domaines multiples de triples hélices et 

interrompus (MULTIPLEXIN) (Figure 10) (Theocharis et al., 2016; Mouw et al., 2014).  

 

Figure 10 : Classification et distribution des différents types de collagène 

Tableau récapitulant les différents types de collagènes et leur distribution au sein des tissus. Sur la droite, sont 

schématisées différentes structures de collagène, ici fibrillaire ou FACIT. D’après Mouw et al. 2014 et Theocharis et al. 

2016. 

Parmi ces différents types de collagènes, on peut noter que le collagène de type IV est 

le principal composant des membranes basales. Celles-ci sont présentes au niveau de la surface 

basale des cellules épithéliales et endothéliales et sont essentielles dans le maintien de la polarité 

cellulaire. Le collagène de type I quant à lui, est la protéine majoritaire des matrices 

interstitielles.  
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La synthèse des fibres de collagène est un processus se composant de plusieurs étapes 

(Figure 11). Après transcription et traduction des chaînes α, il va y avoir une modification de 

ces chaînes au niveau du réticulum endoplasmique leur permettant de s’associer en triple 

hélices, il s’agit alors de la molécule de procollagène. Le procollagène va ensuite subir des 

modifications au niveau de l’appareil de Golgi, puis être sécrété dans l’espace extracellulaire. 

Après exocytose, la molécule de procollagène va être clivée au niveau de ses extrémités N- et 

C-terminales par des métalloprotéases spécifiques du collagène tels que les ADAMTS-2/-3/-14 

et BMP-1 (pour « bone morphogenic protein 1 »), formant ainsi la molécule de collagène. Les 

molécules de collagène vont être organisées en parallèle et décalées longitudinalement les unes 

par rapport aux autres de 67 nm environ. Ce décalage, appelé période D, mène à une alternance 

de zones plus claires et de zones plus sombres, caractéristique des fibres de collagène et visible 

au niveau de son ultrastructure. Les enzymes LOX vont catalyser la réticulation du collagène 

menant à la formation de fibres de collagène (Yamauchi and Sricholpech, 2012).  

 

Figure 11 : Synthèse des fibres de collagène de type I 

La partie haute de la figure récapitule les évènements intracellulaires de la synthèse du collagène et la partie basse les 

évènements extracellulaires. Au cours de la synthèse des chaînes pro-α dans le RE, des résidus peptidyl lysine vont être 

hydroxylés pour former des hydroxylysines. Les losanges rouges représentent la glycosylation de certains résidus 

d’hydroxylysine. Suite à ces modifications, les chaînes pro-α vont s’associer afin de former une triple hélice de 

procollagène qui sera par la suite sécrétée dans le milieu extracellulaire. Les propeptides N- et C-terminaux vont ensuite 

être clivés par des protéases ADAMT et BMP1 respectivement permettant la formation de la molécule de collagène. Les 

molécules de collagène vont alors s’assembler spontanément en fibrilles et être réticulées par les LOX. L’association en 

fibrille va donner naissance aux fibres de collagènes qui se caractérisent par la présence d’une période D (alternance de 

bandes claires et sombres). Cela est visible au niveau de l’ultrastructure des fibres comme on peut le voir par observation 

en microscopie de génération de seconde harmonique (SHG). ADAMT : a disintegrin and metalloproteases with 

thrombospondin motifs ; BMP1 : bone morphogenic protein 1. D’après Yamauchi and Sricholpech 2012 et image de 

SHG prise au centre d’imagerie de Bordeaux (BIC). 
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La surexpression du collagène de type I a été associée à une signature métastatique avec 

17 autres gènes qui est ainsi associée au risque métastatique et à la faible survie des patients 

(Ramaswamy et al., 2003). De plus, lors du développement tumoral du cancer du sein, le 

collagène entourant la tumeur va se linéariser et augmenter en rigidité ce qui va promouvoir la 

migration des cellules tumorales le long de fibres de collagène favorisant ainsi l’invasion et la 

formation de métastases (Provenzano et al., 2006). 

Le collagène va être remodelé au niveau physiologique et pathologique par réticulation 

et dégradation des fibres, modifiant alors les propriétés de la MEC. Durant le processus 

métastatique, les enzymes impliquées dans la réticulation des fibres de collagène vont être 

surexprimées menant à une augmentation de la rigidité de la MEC participant à l’invasion des 

cellules tumorales. De plus, il va y avoir une sur-activation des protéases matricielles favorisant 

la dégradation de la matrice par les cellules tumorales, augmentant ainsi l’invasion et la 

formation de métastases (Egeblad et al., 2010). Ces aspects seront abordés plus en détail dans 

la partie 3.2.2 de ce manuscrit.  

2.3.3. Protéines matricellulaires 

Les protéines matricellulaires sont des protéines non-structurales de la MEC. Elles 

facilitent les communications cellule/cellule, cellule/matrice et favorisent la migration 

cellulaire. Ces protéines contiennent des sites de liaison à certains éléments de la MEC et aux 

récepteurs transmembranaires (Murphy-Ullrich and Sage, 2014; Roberts, 2011). Ces protéines 

sont fortement exprimées lors du développement puis faiblement exprimées dans les tissus 

adultes. Cependant, elles vont être surexprimées dans des conditions pathologiques telles que 

la cicatrisation ou au niveau des tumeurs. Ces protéines vont ainsi moduler les voies de 

signalisation menant à une surexpression de cytokines inflammatoires et autres facteurs de 

croissance. La surexpression des protéines matricellulaires corrèle avec un mauvais pronostique 

chez les patients dans différents types de cancers (Chiodoni et al., 2010). 

Périostine. La périostine est une glycoprotéine sécrétée et impliquée dans la régulation 

des adhésions intercellulaires. Elle possède des domaines d’interaction avec les collagènes I et 

V, la fibronectine, la ténascine C, les GAG et elle-même (Horiuchi et al., 1999; Ruan et al., 

2009). La périostine interagit avec les intégrines induisant des voies de signalisation impliquées 

dans la survie, l’angiogenèse, la résistance à l’apoptose et l’invasion (Siriwardena et al., 2006; 

Wang et al., 2014; Baril et al., 2007; Bao et al., 2004). Elle est également un marqueur et un 

inducteur de l’EMT (Yan and Shao, 2006). De plus, la périostine participe au remodelage de la 
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MEC. En effet, elle favorise l’augmentation de la quantité de LOX active via l’enzyme BMP-

1 et promeut ainsi la réticulation du collagène (Maruhashi et al., 2010). 

Ténascine C. La ténascine C est une glycoprotéine sécrétée qui est faiblement exprimée 

dans les tissus adultes et dont la distribution est limitée. Lors du développement de pathologies 

telles que le cancer, la ténascine C va être surexprimée (Midwood et al., 2016). La synthèse de 

la ténascine C au niveau du front invasif de la tumeur et au niveau des métastases aux poumons 

corrèle avec un mauvais pronostique. Elle favorise la migration des cellules tumorales via 

l’EMT et la progression tumorale. L’expression de la ténascine C corrèle avec un mauvais taux 

de survie des patients atteints d’un cancer du sein, de la tête et du cou, colorectal ou d’un 

mélanome (Lowy and Oskarsson, 2015). De plus, elle va favoriser le « switch » angiogénique 

et la formation de vaisseaux sanguins peu fonctionnels (Saupe et al. 2013; Langlois et al. 2014).  

Ostéopontine. Il s’agit d’une phospho-glycoprotéine sécrétée capable de lier différents 

récepteurs tels que les intégrines ou CD44. L’ostéopontine est surexprimée dans les cancers 

épithéliaux et peut être produite par les cellules tumorales ou les cellules stromales (Shevde et 

al., 2010). L’ostéopontine va médier les interactions cellule/matrice et jouer sur les voies de 

signalisation induisant la prolifération cellulaire, l’invasion et la métastase dans différents types 

de cancer (Shevde and Samant, 2014; Tuck et al., 2002). Il existe trois isoformes de 

l’ostéopontine (a, b et c) issues de l’épissage alternatif. L’isoforme c est notamment 

surexprimée dans le cancer des ovaires et favorise la prolifération et l’invasion des cellules 

tumorales (Tilli et al., 2011). De plus, l’ostéopontine peut être clivée par MMP9 générant un 

fragment actif favorisant l’invasion de cellules de carcinome hépatocellulaire (Takafuji et al., 

2007). 

SPARC. Les protéines de la famille SPARC (pour « secreted protein acidic and rich in 

cystein ») modulent les interactions entre les cellules et le microenvironnement. Elles régulent 

l’assemblage et la déposition de la MEC, ainsi que la signalisation induite par les facteurs de 

croissance. La protéine SPARC est une glycoprotéine qui peut être sécrétée et ainsi être présente 

à la surface cellulaire ou bien se localiser au sein de compartiments intracellulaires ayant un 

rôle dans la régulation des voies de l’apoptose (Fenouille et al., 2010; Tang and Tai, 2007). 

SPARC est capable de se lier aux intégrines et à différents composant de la MEC tels que les 

collagènes I et III favorisant la fibrillogenèse (Rentz et al., 2007). L’expression de SPARC est 

dérégulée dans les cancers. Une surexpression de SPARC dans les mélanocytes ainsi que dans 

des cellules de mélanome mène à une diminution de l’expression de l’E-cadhérine et induit 

l’EMT via la surexpression de marqueurs mésenchymateux tels que Snail, favorisant ainsi 
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l’invasion (Robert et al., 2006). De même, dans le cancer du poumon à non petites cellules 

(NSCLC), Snail favorise l’invasion des cellules A549 de façon dépendante de SPARC (Grant 

et al., 2014). La surexpression de SPARC est associée à la formation de métastases et à un faible 

taux de survie des patients (Watkins et al., 2005; Podhajcer et al., 2008; Zhu et al., 2016; Derosa 

et al., 2012). SPARC régule également l’expression des MMP tels que MT1-MMP et MMP2 

dans le gliome pouvant ainsi favoriser l’invasion tumorale (McClung et al., 2007). De plus, 

SPARC a un rôle dans l’extravasation des cellules tumorales en altérant la perméabilité des 

vaisseaux sanguins via son interaction avec le récepteur endothélial VCAM-1 (pour « vascular 

cell adhesion molecule 1 ») (Tichet et al., 2015). Enfin, récemment, une étude a mis en évidence 

le rôle de SPARC dans l’invasion des cellules in vivo dans le modèle Caenorhabditis elegans. 

Il a été montré qu’une surexpression de SPARC altérait la déposition du collagène de type IV 

au niveau de la membrane basale favorisant ainsi l’invasion (Morrissey et al., 2016).  

 

Tous les éléments composant le microenvironnement tumoral, que ce soit les cellules 

stromales, les facteurs de croissance ou les éléments de la matrice, vont impacter la progression 

des cellules tumorales. En effet, ces différents composants vont modifier les propriétés physico-

chimiques du microenvironnement, induisant différentes voies de signalisations ainsi que des 

changements phénotypiques des cellules tumorales. De plus, les cellules tumorales elles-mêmes 

vont également modifier ce microenvironnement en détournant le rôle des cellules stromales et 

en remodelant la MEC afin de faciliter la progression tumorale. Il s’agit ainsi d’une 

communication bidirectionnelle entre les cellules tumorales et le stroma. 
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3. Communications bidirectionnelles cellules tumorales - microenvironnement  

3.1. Les communications cellules-éléments non matriciels 

Les cellules tumorales peuvent communiquer entre elles et avec les cellules stromales 

directement, ou bien via la diffusion de différents signaux autocrines et paracrines présents au 

sein du microenvironnement tumoral. Par la suite seront détaillées, la voie du TGF-β impliquée 

dans de nombreux processus tumorigéniques et qui a fait l’objet de l’un de mes sujets de thèse 

(Article n°2) ; et les communications via les vésicules extracellulaires dont l’implication en 

cancérologie prend de plus en plus d’importance.  

3.1.1. Facteurs de croissance, la voie du TGF-β 

Les facteurs de croissance jouent un rôle important dans la plasticité du 

microenvironnement tumoral et impactent le devenir des cellules tumorales. De nombreux 

facteurs de croissance sont présents au sein du stroma tumoral et le TGF-β semble avoir un rôle 

particulièrement important dans de nombreux processus tumorigéniques. En effet, comme cela 

a été introduit dans les parties 2.1 et 2.2, le TGF-β va avoir un impact sur le microenvironnement 

en favorisant l’acquisition d’un phénotype pro-tumoral des fibroblastes et des macrophages et 

en participant au détournement du système immunitaire. De plus, il va avoir un impact direct 

sur les cellules tumorales en induisant notamment l’EMT.  

Le TGF-β se compose de trois membres (TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3) régulant différents 

processus cellulaires tels que la prolifération, la différentiation, la migration, la survie et 

l’immunité (Seoane and Gomis, 2017). Le TGF-β est sécrété dans le microenvironnement sous 

une forme inactive dite SLP (pour « small latent complex ») par liaison non-covalente du ligand 

TGF-β actif avec le pro-domaine LAP (pour « latency-associated peptide »). Des activateurs du 

TGF-β présents au sein de la MEC vont cliver le peptide LAP permettant de libérer le ligand 

actif (Annes et al., 2003). Le TGF-β se lie au récepteur TGF-β de type II (TGFβRII) qui recrute 

et phosphoryle le récepteur TGF-β de type I (TGFβRI). Le TGFβRI va alors induire la voie 

canonique du TGF-β, la voie des Smad, en phosphorylant les protéines Smad2 et Smad3 

permettant leur libération dans le cytoplasme. Ces protéines Smad, vont alors interagir avec la 

protéine Smad4 permettant leur translocation dans le noyau, où les Smad vont agir comme 

facteurs de transcription par association avec d’autres facteurs de transcription modulant ainsi 

l’expression de différents gènes. Le TGF-β induit également des voies de signalisation non-

canoniques indépendantes des Smad. Le TGF-β peut induire par exemple les voies ERK, JNK 

ou PI3K participant aux effets pléiotropiques du TGF-β (Derynck et al., 2014). Il peut 
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également y avoir des signalisations croisées entre les voies canoniques et non-canoniques 

(Zhang, 2009). 

 

Figure 12 : Voies de signalisation du TGF-β 

Représentation schématique des voies de signalisation (A) canoniques et (B) non canoniques induites par le TGF-β. 

D’après Costanza et al. 2017. 

Il est à noter que dans le cancer, le TGF-β induit des réponses variées. De suppresseur 

de tumeur ayant un effet cytostatique et pro-apoptotique, à pro-tumoral en favorisant la 

prolifération, l’invasion et l’angiogenèse. Ce double rôle du TGF-β est encore peu compris mais 

le stade de progression du cancer et le contexte cellulaire sont des facteurs clés. En effet, le 

TGF-β va avoir un rôle suppresseur de tumeur dans les étapes précoces du développement 

tumoral et un rôle pro-tumoral dans les stades plus tardifs. 

Dans les cellules épithéliales et lors de l’initiation tumorale, le TGF-β agit comme un 

suppresseur de tumeur en inhibant la progression du cycle cellulaire au niveau de la phase G1 

(Seoane et al., 2004, 2001; Gomis et al., 2006) et en favorisant l’apoptose des cellules malignes 

(Jang et al., 2002; Yoo et al., 2003). En plus de ses effets directs, la signalisation induite par le 

TGF-β peut inhiber la croissance des cellules tumorales et la formation tumorale en bloquant la 

production de facteurs paracrines par les fibroblastes et les cellules inflammatoires (Bhowmick 

et al., 2004).  
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Dans les stades plus tardifs du développement tumoral, les cellules perdent leur 

sensibilité aux signaux suppresseurs de tumeur du TGF-β par acquisition de mutations ou 

d’altérations au niveau de gènes cibles (Tang et al., 2003). Récemment, la protéine PEAK1 

(protéine à activité tyrosine kinase), a été décrite comme ayant un rôle dans ce changement de 

signalisation du TGF-β favorisant la prolifération et la progression tumorale (Agajanian et al., 

2015). Un changement de partenaire des Smad peut également être impliqué dans l’effet pro-

tumoral du TGF-β. En effet, la protéine 14-3-3ζ va déstabiliser l’interaction des Smad avec p53 

(suppresseur de tumeur) en faveur de Gli2 (pro-tumoral) favorisant alors le développement de 

métastases (Xu et al. 2015). Ce changement de réponse des cellules tumorales au TGF-β 

s’accompagne d’un changement phénotypique des cellules, de l’EMT ainsi que de l’induction 

d’autres marqueurs tumorigéniques tels que l’angiogenèse, l’invasion et la métastase (Pickup, 

Novitskiy, and Moses 2013).  

Des études cliniques ont mis en évidence qu’une forte expression du TGF-β était 

associée à un faible pronostic dans différents types de cancers (Calon et al. 2012; Calon et al. 

2015; Mima et al. 2013; Richardsen et al. 2012). 

Afin de promouvoir l’acquisition d’un phénotype invasif, le TGF-β va induire une 

signalisation autocrine, sur les cellules tumorales et paracrine sur les fibroblastes présents dans 

le stroma. En effet, le TGF-β sécrété par les cellules tumorales va favoriser la transformation 

des fibroblastes en CAF qui vont à leur tour être une source de TGF-β favorisant l’EMT et 

l’invasion des cellules tumorales (Guido et al., 2012). Le facteur de transcription Snail a été 

identifié comme étant un facteur clé de l’EMT médié par le TGF-β (Naber et al., 2013). En 

effet, le TGF-β va induire une surexpression de Snail menant à une diminution de l’expression 

de l’E-cadhérine (Cho et al., 2007). Cette induction de l’EMT peut s’effectuer via la 

signalisation canonique ou non-canonique du TGF-β (Cho et al., 2007; Liu et al., 2014). 

 En plus de son rôle sur l’EMT, la signalisation TGF-β favorise la progression tumorale 

via une induction de MMP9, indépendante de Smad, menant à une augmentation de 

l’angiogenèse et de l’invasion tumorale (Safina et al., 2007). La signalisation TGF-β va 

également induire des modifications au niveau de la MEC. En effet, dans les cellules tumorales, 

le TGF-β induit l’expression de plusieurs gènes codant pour des éléments de la MEC tel que le 

collagène de type 1, ainsi que des enzymes modifiant la MEC tels que les MMP-2 et MMP-9 

et la LOXL4 (Sartor et al., 2009). Une augmentation du dépôt de collagène a été observé autour 

des glandes mammaires suite à une expression constitutive du TGFβRI et suggère un rôle des 

CAF dans cette sécrétion suite à la stimulation au TGF-β (Muraoka-Cook et al., 2006). De plus, 
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une étude par Wang et al a mis en évidence le rôle du TGF-β dans l’augmentation de la rigidité 

de la matrice. En effet, le TGF-β va favoriser l’expression de la LOXL2 via la voie de 

signalisation Smad4. Cette surexpression de la LOXL2 va augmenter la rigidité de la matrice 

favorisant la formation de métastases intra-hépatiques (Wang et al 2014). 

Les communications intercellulaires ne se limitent pas uniquement aux facteurs de 

croissance sécrétés mais peuvent s’effectuer via l’échange de vésicules extracellulaires. 

3.1.2. Les vésicules extracellulaires 

Les cellules tumorales et stromales relâchent des vésicules dans le milieu extracellulaire 

qui ont un rôle important dans les communications intercellulaires (Roma-Rodrigues et al., 

2014). Ces vésicules contiennent un ensemble de molécules fonctionnelles, leur fournissant une 

protection lors de leur transport et permettent une communication intercellulaire autocrine, 

paracrine et endocrine (Zhang and Grizzle, 2014).  

Les vésicules extracellulaires (VE) regroupent différents types de vésicules 

caractérisées principalement par leur différence de taille. Les exosomes sont de petites vésicules 

extracellulaires (<150 nm) sécrétées par des corps multi-vésiculaires. Les microvésicules ont 

une taille de 200-500 nm et sont relâchées par bourgeonnement de la membrane plasmique. 

Dans les cellules cancéreuses, des vésicules de grande taille appelées oncosomes (1-10 µm) ont 

été identifiées. Il existe ainsi différentes voies impliquées dans la sécrétions de ces VE soit par 

la voie des endosomes soit par bourgeonnement de la membrane plasmique (Maas et al., 2017) 

(Figure 13A).  

La composition de ces VE est complexe et comprend des centaines de protéines 

(cytosoliques et transmembranaires), lipides, ADN, ARN messagers (ARNm) et de nombreux 

petits ARN non-codants tels que les micro-ARN (miARN) (Van Balkom et al., 2015) (Figure 

13B). Les VE ont tout d’abord été considérées comme des vésicules contenant le matériel non-

voulu / non-nécessaire des cellules, mais sont à présent perçues comme de vraies entités 

impliquées dans la régulation de nombreux signaux intra- et extracellulaires (Théry et al., 2002). 

Les exosomes ont des rôles au niveau de la niche pré-métastatique, de l’angiogenèse, de 

la fonction immunitaire et dans la communication des cellules tumorales avec le 

microenvironnement (Steeg, 2016). Les exosomes, notamment de par leur composition en 

miARN, peuvent avoir un rôle suppresseur de métastases (Valencia et al., 2014; Shimbo et al., 

2014; Ostenfeld et al., 2014) ou bien un rôle pro-métastatique (Zhang et al., 2015; Peinado et 
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al., 2012; Le et al., 2014; Costa-Silva et al., 2015). De plus, le statut génétique/mutationnel des 

cellules tumorales va impacter la composition des exosomes. Par exemple, dans une lignée de 

carcinome du colon mutée pour KRAS, les vésicules extracellulaires se composent de facteurs 

pro-tumoraux tels que KRAS muté, EGFR, Src et intégrines par comparaison avec des vésicules 

extracellulaires de lignées KRAS non muté (Clark et al., 2016). 

 

Figure 13 : Mécanismes de transfert de molécules via les VE et composition 

(A) Représentation schématique du transfert de VE entre deux cellules. Une fois sécrétées dans le stroma, par 

bourgeonnement ou exocytose, les VE vont interagir avec une cellule réceptrice. Les VE peuvent (1) rester liées à la 

membrane plasmique, soit (2) les membranes de la VE et de la cellule peuvent fusionnées ou bien (3) être endocytées. 

Les vésicules endocytées peuvent ensuite (4) fusionner avec la membrane du compartiment d’endocytose. (B) 

Illustration et exemple de la variabilité du contenu des VE. ESCRT : endosomal sorting complexes required for 

transport ; GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ; HSP : Heat shock protein. Adapté de Choi et al. 2015 

et Raposo and Stoorvogel 2013. 
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Les exosomes sont capables d’inhiber la réponse immunitaire en induisant une 

diminution de l’activité des cellules NK (Liu et al., 2006), ou par une activation des voies ERK 

et NF-kB menant à une surexpression de MMP9, augmentant ainsi le potentiel métastatique 

dans le mélanome et le cancer du poumon (Cai et al., 2012). 

Les exosomes vont participer à l’EMT via le transport de facteurs de croissance tels que 

le TGF-β (Webber et al., 2015) ou l’HDGF (pour « hepatoma-derived growth factor ») 

(Jeppesen et al., 2014). Par exemple, des exosomes sécrétés par des cellules tumorales de 

pancréas puis ensemencés en présence de fibroblastes, induisent leur différentiation en 

myofibroblastes via la présence de TGF-β au sein de ces exosomes (Webber et al., 2015). De 

plus, les exosomes peuvent avoir un rôle dans la transformation tumorale. En effet, l’inhibition 

d’ARN messagers (ex : PTEN) par le transfert de miARN matures peut mener au 

développement de cancer dans des cellules non-tumorales (Melo et al., 2014). 

Les vésicules extracellulaires peuvent également contenir des facteurs pro-

angiogéniques tels que VEGF, FGF2, PDGF, favorisant ainsi l’angiogenèse dans différents 

types de cancers (Taverna et al., 2012; Skog et al., 2008; Millimaggi et al., 2007; Hood et al., 

2009). De plus, les cellules endothéliales elles-mêmes sécrètent des VE induisant de façon 

indirecte l’angiogenèse via l’induction de CAF stimulant ainsi la libération de facteurs pro-

angiogéniques (Paggetti et al., 2015). 

Les cellules endothéliales sécrètent également des exosomes, suite à une stimulation par 

le VEGF et FGF2, qui contiennent des MMP permettant la dégradation de la MEC nécessaire 

à l’invasion tumorale (Taraboletti et al., 2002). Les exosomes sécrétés par des CAF issus de 

cancer du sein favorisent également l’invasion tumorale et la dissémination des cellules du 

cancer du sein (Luga et al., 2012). Les exosomes peuvent favoriser la migration des cellules in 

vivo, comme cela a été montré dans l’embryon de poulet, où l’inhibition de la sécrétion des 

exosomes diminue la vitesse et la direction de la migration des cellules cancéreuses (Sung et 

al., 2015). Une étude protéomique de vésicules extracellulaires associées aux tumeurs a montré 

un enrichissement des exosomes en annexines, intégrines α3 et ADAM-10, corrélant avec 

l’invasion et la migration des cellules (Keerthikumar et al., 2015).  

De plus, les exosomes peuvent avoir une activité de dégradation de la MEC via la 

présence de MMP permettant de favoriser l’invasion des cellules tumorales (Hoshino et al., 

2013; Clancy et al., 2015; Mu et al., 2013; Sedgwick et al., 2015). Les oncosomes contiennent 
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également des molécules impliquées dans l’invasion tumorale (ex : MMP2 et MMP9) et leur 

abondance corrèle avec la progression tumorale (Di Vizio et al., 2012). 

Les VE peuvent également interagir directement avec les éléments de la MEC. Par 

exemple, les intégrines α6β4 et α5β1 se trouvant à la surface de ces vésicules sont capables de 

se lier respectivement à la lamine et la fibronectine (Sung et al., 2015; Hoshino et al., 2013). 

3.2. Les interactions cellules-matrice 

Les cellules tumorales vont appréhender les caractéristiques physiques, biochimiques et 

biomécaniques du microenvironnement tumoral menant à une régulation de leur comportement 

(Figure 14).  

 

Figure 14 : Différentes interaction cellule/matrice 

La MEC permet (1) l’adhésion des cellules via sa liaison aux récepteurs de surface. Elle constitue également dans certains 

cas une barrière physique (2) bloquant ou (3) facilitant la migration des cellules. La MEC régule également (4) la 

biodisponibilité de certains facteurs de croissance et donc impacte leur liaison et la signalisation en aval au sein des 

cellules. Certains récepteurs de surface vont être impliqués dans la liaison (5) aux facteurs de croissance ou intervenir 

(6) dans les communications cellule/cellule. Les cellules tumorales vont être impliquées dans les phénomènes de 

remodelage de la MEC par (7) dégradation via des protéases ou bien en agissant (8) sur la rigidité de la matrice. Cette 

rigidité permet à son tour d’induire une signalisation intracellulaire via les voies de mécanotransduction. D’après Lu et 

al. 2012. 

Les cellules tumorales vont ainsi interagir avec différents éléments de la MEC et intégrer 

ces différents signaux via la présence de récepteurs de surface (Lu et al., 2012). Les éléments 
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de la MEC sont capables de séquestrer différents facteurs de croissances jouant ainsi sur leur 

biodisponibilité (Hynes 2009). Les propriétés de la MEC vont ainsi réguler différents 

comportements cellulaires tels que l’adhésion, la différentiation, la prolifération ou encore 

l’invasion. Cependant, cette communication cellule-matrice est à double sens et les cellules 

elles-mêmes vont avoir un impact sur les propriétés de la MEC. Cette relation bidirectionnelle 

permet ainsi aux cellules de s’adapter à leur microenvironnement.  

3.2.1. Les récepteurs à la matrice 

Les cellules vont interagir avec différents éléments matriciels via la présence de 

récepteurs à leur surface. Dans la suite de cette sous-partie, je vais particulièrement décrire le 

rôle des intégrines, du récepteur CD44 et des récepteurs à domaine discoïdine qui sont 

notamment des récepteurs au collagène.   

3.2.1.1. Les intégrines 

Les intégrines sont des hétérodimères transmembranaires qui se composent d’une sous-

unité α associée à une sous-unité β de façon non-covalente. Il existe chez les vertébrés 18 sous-

unités α et 8 sous-unités β qui peuvent donner 24 combinaisons différentes. Ces différentes 

associations mènent à des spécificités de liaison des protéines de la MEC (Luo et al., 2007; 

Hynes, 2002) (Figure 15).  

En effet, les intégrines sont capables de lier différents éléments de la MEC tels que la 

fibronectine, la laminine ou le collagène. Seulement quatre types d’intégrines sont capables de 

lier le collagène, il s’agit des intégrines α1β1, α2β1, α10β1 et α11β1. Les intégrines α1β1 et 

α2β1 sont les plus largement exprimées et sont préférentiellement présentes dans les cellules 

mésenchymateuses et dans les cellules épithéliales respectivement (Popova et al., 2007). 

L’intégrine α1β1 a une plus forte affinité pour le collagène IV que pour les collagènes 

fibrillaires, tandis que l’intégrine α2β1 a une forte affinité pour les collagènes fibrillaires (Kern 

et al., 1993; Tulla et al., 2001). Ces intégrines sont capables de lier différents motifs présents 

au niveau des triples hélices de collagène (Knight et al., 2000, 1998; Raynal et al., 2006; Xu et 

al., 2000; Zhang et al., 2003) dont le motif GXX’GEX’’ est la séquence consensus. 
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Figure 15 : Caractéristiques des intégrines 

(A) Représentation schématique des différents domaines composant les sous-unités α et β des intégrines. (B) Spécificité 

de liaison des différents couples d’intégrines. D’après Humphries et al. 2004 et Hynes and Naba 2012. 

Les intégrines adoptent trois conformations différentes à la surface cellulaire : un état 

inactif de faible affinité pour son ligand, un état actif de plus forte affinité et un état lié à son 

ligand (Askari et al., 2009). Ces différentes conformations vont impacter leur capacité à lier les 

éléments de la MEC et donc la signalisation en aval. L’activation des intégrines peut être médiée 

par des protéines intracellulaires telles que la taline et la kindlin-2 qui vont se fixer à la sous-

unité β au niveau cytoplasmique (Tadokoro, 2003; Wegener et al., 2007). Par opposition la 

protéine Dok1 va inhiber l’activation des intégrines par compétition avec la taline (Oxley et al., 

2008). 

Les intégrines sont impliquées dans deux processus de communication : une 

communication matrice/cellule via la liaison avec la MEC qui induit alors une signalisation 

intracellulaire (« outside-in »), et une communication via la liaison de protéines cytosoliques 

permettant la liaison avec les éléments de la MEC (« inside-out ») (Leitinger, 2011). Bien que 

conceptuellement séparés, ces deux processus sont liés. En effet, l’activation des intégrines par 

leur ligand même à une signalisation « outside-in » qui va générer une signalisation en aval 

pouvant à son tour avoir un impact sur la matrice et donc induire une signalisation « inside-

out » (Shattil et al., 2010) (Figure 16).  
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Figure 16 : Mécanismes d’activation et mode de signalisation des intégrines. 

Les intégrines présentent deux modes de signalisation qui ont des conséquences biologiques différentes. Lors de 

l’activation dite « inside-out » une protéine activatrice telle que la taline ou la kindline va venir se fixer au niveau de la 

queue cytoplasmique des intégrines induisant un changement conformationnel du récepteur augmentant son affinité pour 

ses ligands extracellulaires. La signalisation « inside-out » contrôle l’adhésion et est impliquée dans la transmission de 

forces nécessaires à la migration et au remodelage de la MEC. Lors de la signalisation « outside-in » les intégrines vont 

être activées par liaison avec leur ligand induisant un changement de conformation du récepteur et contribue au 

recrutement de plusieurs intégrines « clustering ». Cela mène à une induction de signaux au niveau intracellulaire 

impliqués dans différents processus. D’après Shattil et al. 2010. 

Les intégrines vont interagir avec différents partenaires au niveau intracellulaire tels que 

la taline, les FAK (pour « focal adhesion kinase »), la vinculine et les kinases de la famille Src. 

Ainsi, les intégrines sont impliquées dans la formation de diverses structures cellulaires incluant 

les adhésions focales permettant aux cellules de répondre aux forces externes et de médier la 

contraction cellulaire ; et dans la formation d’invadosomes qui sont des structures d’invasion 

(Geiger et al., 2009; Gimona et al., 2008). Ces structures seront abordées plus en détail dans les 

parties 3.2.2.2 et 4 de ce manuscrit respectivement. 

Les intégrines sont impliquées dans plusieurs étapes du développement tumoral jouant 

un rôle dans l’EMT, l’angiogenèse, la survie, l’invasion et la formation de métastases 

(Desgrosellier and Cheresh, 2010). 

Au cours du processus d’EMT, les cellules épithéliales vont perdre leur adhésion avec 

la membrane basale composée majoritairement de collagène IV et de laminine et vont 

communiquer avec d’autres éléments matriciels. Il va ainsi y avoir une diminution de 

l’expression des certaines intégrines épithéliales telle que l’intégrine α6β4 et une surexpression 
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d’autres intégrines telle que α5β1 augmentant l’adhésion des cellules à la fibronectine et 

favorisant ainsi la migration (Yilmaz and Christofori, 2009; Yang et al., 2009b; Maschler et al., 

2005; Mise et al., 2012). De plus, l’expression des intégrines α1β1 et α2β1, interagissant avec 

le collagène de type I, perturbent les jonctions cellule/cellule et facilitent la translocation de la 

β-caténine dans le noyau, menant à une augmentation de la prolifération des cellules tumorales 

(Koenig et al., 2006). 

Ce changement de répertoire d’intégrine durant l’EMT corrèle avec une augmentation 

de l’expression des MMP, favorisant ainsi la dégradation de la MEC et l’invasion tumorale 

(Nistico et al., 2012). Les intégrines vont également participer à l’activation de facteurs de 

croissance comme par exemple le TGF-β par l’intégrine αvβ6, favorisant ainsi la signalisation 

qui en découle, telle que la sécrétion de protéines matricielles (collagène, fibronectine) 

participant au remodelage de la MEC (Sheppard, 2005).  

3.2.1.2. CD44 

CD44 est un récepteur glycoprotéique transmembranaire ne possédant pas d’activité 

enzymatique intrinsèque. Il interagit au niveau de son domaine extracellulaire avec différents 

ligands tels que l’acide hyaluronique, l’ostéopontine, la fibronectine, le collagène, les MMP et 

certains facteurs de croissance (Goodison et al., 1999). Le récepteur CD44 possède plusieurs 

formes, une forme dite standard (CD44s) et des isoformes variables (CD44v) par insertion 

d’exons supplémentaires épissés alternativement. Les récepteurs CD44 sont donc hétérogènes 

de par la présence de nombreuses isoformes de CD44 dû à l’épissage alternatif et des 

modifications post-traductionnelles telles que des O- et N-glycosylations. La forme CD44s est 

exprimée de façon ubiquitaire, tandis que les variants sont principalement exprimés au cours de 

l’inflammation et par les cellules tumorales (Ponta et al., 2003) (Figure 17).  

Le domaine intracellulaire du récepteur contient de nombreux motifs lui permettant de 

lier un grand nombre de partenaires dont des protéines impliquées dans l’organisation du 

cytosquelette, dans la transcription, l’apoptose, la survie, l’endocytose et le transport 

intracellulaire (Ponta et al., 2003; Skandalis et al., 2010; Thorne et al., 2004). Aussi CD44 peut 

être clivé par MT1-MMP et la préséniline-1/γ-sécrétase libérant le domaine intracellulaire du 

récepteur qui peut alors transloquer dans le noyau et exercer des fonctions de régulation de la 

transcription (Kajita et al., 2001). De plus le récepteur total peut également agir en tant que 

modulateur de la transcription (Lee et al., 2009).  
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Figure 17 : Le récepteur CD44 

Représentation schématique des domaines composant les récepteurs CD44. Adapté de Xu et al. 2015 

Plusieurs études ont mis en évidence le rôle de CD44 dans plusieurs étapes de la 

progression tumorale. Le récepteur CD44 est notamment impliqué dans le phénomène d’EMT. 

En effet, les gènes Twist1 (Way et al., 2014; Li and Zhou, 2011), Snail (Masui et al., 2014; 

Deep et al., 2014), Zeb1 (Marin-Aguilera et al., 2014; Wu et al., 2013) et Slug (Bhat-Nakshatri 

et al., 2010) corrèlent positivement avec l’expression de CD44. De plus, CD44 favorise l’EMT 

dans de nombreux cancers, côlon (Cho et al., 2012), gastrique (Yu et al., 2014), pancréas (Wang 

et al., 2015; Jiang et al., 2015), prostate (Shang et al., 2015), foie (Fernando et al., 2015) et 

gliome (Nevo et al., 2014) via l’augmentation de marqueurs mésenchymateux et la répression 

de marqueurs épithéliaux. Par exemple, CD44 inhibe la formation du complexe E-cadhérine/β-

caténine, menant à la translocation de la β-caténine dans le noyau permettant l’activation de la 

transcription de gènes liés à l’invasion et la migration (Cho et al., 2012). De plus, un 

changement de répertoire d’expression de CD44 a été mis en évidence comme étant nécessaire 

dans l’induction de l’EMT dans des cellules de cancer du sein. En effet, il va y avoir une 

modification de l’épissage de CD44 qui va favoriser l’expression de la forme CD44s par rapport 

à CD44v durant l’EMT et dont l’expression corrèle avec l’avancée du grade tumoral (Brown et 

al., 2011). 

CD44 a également un rôle dans l’invasion tumorale et la formation de métastases. 

L’expression de CD44 corrèle positivement avec les capacités d’invasion et de formation de 

métastases de cellules de cancer du côlon (Cho et al., 2012) et dans le cancer du foie, une forte 
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expression de CD44s corrèle positivement avec l’invasion du CHC et la dissémination 

intrahépatique (Mima et al. 2013). CD44 favorise également l’invasion et la formation de 

métastases en augmentant l’expression de l’oncogène c-Src (Nam et al., 2015) et l’expression 

de protéases impliquées dans la dégradation de la MEC (Montgomery et al., 2012). 

L’interaction entre CD44 et MMP9 est impliquée dans la migration et l’invasion de cellules du 

cancer de la prostate (Desai et al., 2008, 2009; Gupta et al., 2013).  

Des isoformes CD44v spécifiques sont exprimées dans différents cancers en particulier 

dans les stades avancés (Naor et al., 2002). Par exemple, le variant CD44v6 est surexprimé dans 

de nombreux cancers et a un rôle dans la progression tumorale (Misra et al., 2009, 2011; Ishida, 

2000), et une inhibition de ce variant dans des lignées de cancer du côlon mène à une diminution 

de la migration de ces cellules (Saito et al., 2013). De plus, CD44v régule l’activité des MMP 

telles que MMP7, MMP9 et MT1-MMP impliqués dans la maturation de facteurs de croissance 

et dans la dégradation de la MEC favorisant l’invasion et la formation de métastases (Yu et al., 

2002b; Kung et al., 2012; Grindel et al., 2014). Cependant, il a été mis en évidence qu’une 

inhibition de MMP9 induit un changement d’expression de CD44 de la forme standard à 

l’isoforme CD44v6. Cela mène à une diminution de la capacité invasive des cellules du fait de 

l’incapacité des cellules à former des invadosomes dépendant du récepteur CD44s (Gupta et 

al., 2013). Les invadosomes seront détaillées dans la partie 4 de ce manuscrit.  

Le récepteur CD44 est également impliqué dans l’interaction avec d’autres récepteurs 

de surface tels que les récepteurs du TGF-β, des récepteurs couplés aux protéines G (Orian-

Rousseau and Sleeman, 2014) et le récepteur Frizzled impliqué dans la voie Wnt (Schmitt et 

al., 2015). Ces interactions vont favoriser la transduction des signaux au niveau intracellulaire. 

Les récepteurs CD44 peuvent également interagir avec des récepteurs à activité tyrosine kinase 

(RTK) tels que c-Met, VEGFR2, PDGFR et EGFR. Par exemple, l’isoforme CD44v6 agit 

comme co-récepteur avec c-Met exerçant ainsi une double fonction : en contrôlant l’activation 

de ce récepteur au niveau extracellulaire et en interagissant au niveau intracellulaire avec le 

complexe ezrine-radixine-moesine permettant de faire le lien avec le cytosquelette d’actine et 

ainsi de faciliter la signalisation induite par c-Met (Orian-rousseau et al., 2002). 

CD44 participe également à l’inhibition de l’apoptose (Yu and Stamenkovic, 2004; 

Mielgo et al., 2006) et confère une résistance aux chimiothérapies (Jung et al., 2011). De plus, 

l’expression du récepteur CD44 peut être induite par des facteurs de croissance tel que le TGF-

β (Shang et al., 2015; Kinugasa et al., 2015; Fernando et al., 2015). 
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3.2.1.3. DDRs 

Définition. Les récepteurs à domaine discoïdine (DDR) appartiennent à la famille des 

récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) et se composent de deux membres, DDR1 et DDR2. 

Contrairement à d’autres RTK, comme le PDGFR, le VEGFR ou l’EGFR, les DDR ne lient pas 

des facteurs de croissance mais interagissent avec le collagène présent au sein de la MEC. De 

plus, contrairement aux autres RTK qui se dimérisent suite à la liaison avec leur ligand, les 

DDR sont présents sous forme d’homodimères à la membrane, liés de façon non-covalente et 

ceux même en absence de leur ligand (Lemmon and Schlessinger, 2010; Noordeen et al., 2006; 

Mihai et al., 2009; Xu et al., 2014).  

Ces récepteurs se composent d’un domaine extracellulaire composé d’un domaine 

discoïdine nommé ainsi par homologie avec la lectine discoïdine I sécrétée par l’amibe 

Dictyostelium discoideum. Ce domaine discoïdine est ensuite suivi d’un domaine « discoïdine-

like » (Carafoli and Hohenester, 2013). Il existe une homologie de séquence de 59% et 51% 

entre DDR1 et DDR2 pour ces deux domaines respectivement. Ceux-ci sont suivis d’une région 

juxtamembranaire qui est faiblement conservée entre DDR1 et DDR2. On retrouve ensuite un 

domaine transmembranaire, une large région juxtamembranaire intracellulaire et enfin, le 

domaine catalytique conférant l’activité tyrosine kinase de ces récepteurs (Leitinger, 2014) 

(Figure 18). Les récepteurs DDR contiennent des sites prédits de N- et O-glycosylations au 

niveau extracellulaire. Les sites de N-glycosylations se situent préférentiellement au niveau des 

résidus Asn211 pour DDR1 et Asn213 pour DDR2 (Phan et al., 2013). 

 

Figure 18 : Les récepteurs à domaine discoïdine 

Représentation schématique des différents domaines composant les récepteurs DDR. En haut sont détaillés les types de 

collagène spécifiquement liés par les récepteurs DDR. D’après Leitinger 2011. 
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Le récepteur DDR1 présente 5 isoformes, DDR1 a, b, c, d et e, issues d’un épissage 

alternatif au niveau de l’ARN messager, contrairement à DDR2 pour lequel une seule forme est 

connue. Toutes les isoformes possèdent un domaine extracellulaire conservé, car l’épissage 

alternatif s’effectue au niveau des exons 10 à 14, menant à des modifications au niveau de la 

région juxtamembranaire intracellulaire ou encore au niveau du domaine kinase. Les isoformes 

a, b et c sont des isoformes fonctionnelles tandis que les isoformes d et e ont un domaine kinase 

absent ou inactif, respectivement (Leitinger, 2014) (Figure 19). Une étude menée sur des 

oligodendrocytes a mis en évidence la présence d’un motif A2RE (pour « hnRNP A2 response 

element ») dans la séquence de DDR1 qui suite à la fixation de la protéine hnRNP A2 pourrait 

être impliqué dans l’épissage alternatif et l’export des ARNm hors du noyau (Roig et al., 2012).  

 

Figure 19 : Caractéristiques des isoformes des DDR 

Représentation des différentes isoformes de DDR1 et de l’unique forme de DDR2. Les losanges verts et mauves 

représentent les sites de N- et O-glycosylation respectivement. D’après Leitinger 2014. 

DDR1 est préférentiellement exprimé dans les cellules épithéliales tandis que DDR2 est 

exprimé dans les tissus connectifs issus du mésoderme embryonnaire (Alves et al., 1995; 

Leitinger, 2014). Les souris KO (pour « knock-out ») pour DDR1 ou DDR2 sont viables mais 

présentent des défauts au niveau du développement. Les souris DDR1-/- sont plus petites, ont 

des défauts au niveau du branchement des glandes mammaires, au niveau des reins et de 

l’oreille interne et présentent des défauts au niveau des organes reproducteurs menant à une 

infertilité de la plupart des femelles. Les souris DDR2-/- présentent également un syndrome de 
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nanisme et des défauts au niveau de la croissance osseuse (Vogel et al., 2001; Labrador et al., 

2001). 

DDR et les collagènes. Les DDR se lient aux collagènes sous leur forme native de triple 

hélice et ne reconnaissent pas les formes dénaturées comme la gélatine (Shrivastava et al., 1997; 

Vogel et al., 1997; Leitinger, 2003). Cependant, ils sont capables de reconnaitre et d’être activés 

par la forme monomérique en triple hélice du collagène (forme sécrétée du collagène non-

assemblée en fibres) (Xu et al., 2011; Konitsiotis et al., 2008). Les collagènes fibrillaires sont 

reconnus par les deux récepteurs tandis que les autres types de collagène sont reconnus 

préférentiellement par l’un ou l’autre des récepteurs. Par exemple, le collagène de type IV est 

un ligand de DDR1 mais pas de DDR2 (Shrivastava et al., 1997; Vogel et al., 1997) qui semble 

lier préférentiellement les collagènes de type II et X (Leitinger et al., 2004; Leitinger and Kwan, 

2006). Les DDR reconnaissent des motifs particuliers d’acides aminés au sein des molécules 

de collagène plutôt que l'organisation des fibres en elles-mêmes. Le site de liaison au collagène 

se situe dans le domaine discoïdine (DS) des DDR (Leitinger, 2003; Ichikawa et al., 2007). 

DDR1 et DDR2 reconnaissent avec une grande affinité le motif GVMGFO présent au niveau 

des fibres de collagène (Xu et al., 2011; Konitsiotis et al., 2008). Ce motif est présent dans les 

collagènes fibrillaires I-III mais pas au niveau du collagène IV, ce qui montre que DDR1 est 

capable de lier un motif différent dans les collagènes non-fibrillaires. De plus, bien que les 

acides aminés reconnaissant GVMGFO soient conservés entre DDR1 et DDR2, les acides 

aminés en périphérie sont différents pouvant ainsi expliquer les différences de liaison entre les 

DDR. En effet, une substitution des acides aminés de DDR2 par ceux de DDR1 permettent une 

liaison de DDR2 avec le collagène de type IV (Xu et al., 2011). 

Suite à une liaison au collagène, les récepteurs DDR vont s’auto-phosphoryler avec une 

cinétique très lente mais maintenue dans le temps par comparaison avec les autres RTK dont 

l’activation est très rapide suite à la liaison de leur ligand (Shrivastava et al., 1997; Vogel et al., 

1997). En effet, la phosphorylation des DDR est maximale au bout de quelques heures et peut 

être maintenue pendant plusieurs heures voire jours. Certaines études ont montré que Src 

participait à la phosphorylation des DDR en étant nécessaire à une activation complète des 

récepteurs (Yang et al., 2005; Lu et al., 2011; Ikeda et al., 2002). Très récemment, Juskaite et 

al ont démontré que l’activation de DDR1 suite à sa liaison avec le collagène induit la 

phosphorylation en trans des dimères adjacents au niveau du domaine juxtamembranaire et du 

domaine kinase. De plus, cette phosphorylation nécessite des contacts spécifiques au sein des 
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domaines transmembranaires mais pas au niveau des domaines extracellulaires (Juskaite et al., 

2017). 

Au cours de ma thèse, je me suis particulièrement intéressée au récepteur DDR1 dont la 

régulation, le rôle et les voies de signalisation seront détaillés par la suite. 

Régulation. La régulation de DDR1 au niveau transcriptionnel s’effectue en partie via 

la voie de signalisation des MAPK (Ras/Raf/ERK) dans divers types cellulaires normaux et 

cancéreux. En effet, cette voie de signalisation induit notamment l’expression de DDR1 dans 

des lymphocytes T activés (Chetoui et al., 2011). De plus, dans des fibroblastes primaires de 

poumon, l’expression de DDR1 peut être induite par le collagène de type I via l’activation de 

DDR2 de façon dépendante de ERK1/2 (Ruiz and Jarai, 2011). L’expression de DDR1 peut 

également réguler positivement sa propre expression, par exemple dans les lignées MCF7 

(cancer du sein) et HCT116 (carcinome du côlon), l’activation de DDR1 mène à une 

signalisation via Ras/Raf/ERK qui induit elle-même l’expression de DDR1 (Ongusaha et al., 

2003). Cependant, la plupart des signaux régulant la transcription de DDR1 ne sont pas définis. 

L’expression de DDR1 peut être régulée au niveau post-transcriptionnel par des 

micro-ARN tels que le miR-199a-5p et le miR-199b-5p dont l’expression corrèle inversement 

avec celle de DDR1 dans le carcinome hépatocellulaire et la leucémie myéloïde aigue (Favreau 

et al., 2012; Shen et al., 2010). 

La plupart des RTK suite à la liaison avec leur ligand vont être endocytés permettant 

ainsi une diminution de la signalisation induite suite à cette interaction. Ces récepteurs sont 

alors soit dégradés par les lysosomes, soit recyclés à la membrane (Leitinger, 2014). Des 

expériences menées par Mihai et al suggèrent que l’isoforme b suite à sa liaison avec le 

collagène va être endocyté puis recyclé à la membrane plasmique. De plus, de par la cinétique 

de cet évènement d’internalisation, ils suggèrent que la phosphorylation de l’isoforme b a lieu 

au sein de ces vésicules cytoplasmiques avant d’être recyclée à la membrane (Mihai et al., 

2009). Plus d’études sont nécessaires afin de savoir si DDR1 est capable d’induire une 

signalisation au sein de ces vésicules. La nature de la voie d’endocytose empruntée n’est pas 

encore connue. Cependant, un motif particulier NPXY a été identifié au niveau des isoformes 

b et c dans la région juxtamembranaire intracellulaire (Fu et al., 2013b). Ce motif est connu 

pour intervenir dans la voie d’endocytose à puits de clathrine (Bonifacino and Traub, 2003). Le 

fait que ce motif soit absent au niveau des isoformes a, d et e suggère une régulation 

différentielle entre les isoformes. 
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Le récepteur DDR1 peut également être régulé par clivage de son ectodomaine au 

niveau de la région juxtamembranaire extracellulaire par des protéases transmembranaires 

telles que MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP ou ADAM10 suite à sa liaison au collagène de 

type I (Fu et al., 2013a; Shitomi et al., 2014). Concernant le devenir du domaine extracellulaire 

clivé, quelques études tendent à montrer un impact sur la fibrillogenèse du collagène (Agarwal 

et al., 2007; Flynn et al., 2010) ou encore un blocage des fonctions de DDR1 au niveau des 

cellules (Abbonante et al., 2013; Hachehouche et al., 2010). 

Rôle dans le cancer. Plusieurs études ont reporté une diminution de l’expression de 

DDR1 lors de l’induction de l’EMT dans des cellules MDCK et dans des cellules épithéliales 

mammaires et bronchiques (Taube et al., 2010; Maeyama et al., 2008; Câmara and Jarai, 2010). 

De plus, des sites potentiels de fixation du facteur de transcription Zeb1 ont été identifiés dans 

le promoteur de DDR1 (Taube et al., 2010). Cependant le rôle direct de Zeb1 sur l’expression 

de DDR1 n’a jamais été étudié. En opposition à ces études, d’autres ont montré un rôle de 

DDR1 dans l’induction de l’EMT. Par exemple, dans une lignée cellulaire de cancer du 

pancréas, DDR1 coopère avec les intégrines dans l’induction de l’EMT médiée par le collagène 

de type I (Shintani et al., 2008a). De plus, des expériences d’inhibition de l’expression de DDR1 

ont montré une diminution de la N-cadhérine et autres marqueurs mésenchymateux et une 

augmentation de l’E-cadhérine. Cela tend à montrer un rôle de DDR1 dans la promotion de 

l’EMT (Song et al., 2016). Le rôle de DDR1 dans l’EMT ne peut donc pas être généralisé mais 

dépend du type cellulaire et du contexte dans lequel il est étudié. 

Le récepteur DDR1 est surexprimé dans de nombreux cancers tels que le cancer des 

poumons, du sein, du cerveau, de l’œsophage, de la tête et du cou, du foie et de la prostate. 

Dans la plupart de ces études, des surexpressions de DDR1 ont été mises en évidence au niveau 

de son ARN messager et/ou au niveau protéique et corrèlent avec un mauvais pronostic et la 

survenue de métastases (Valiathan et al., 2012). Des études menées sur le cancer NSCLC ont 

montré que l’expression de DDR1 était associée à la métastase, une faible survie ou encore 

associée à un mauvais pronostic (Yang et al., 2010; Valencia et al., 2012). Dans le cas du 

carcinome hépatocellulaire, des niveaux élevés de l’ARN messager de DDR1 ont été détectés 

et corrèlent avec le stade d’avancement de la tumeur (Shen et al., 2010). De plus, dans cette 

étude ils ont montré que cette surexpression de l’ARNm de DDR1 était associée à une 

dérégulation du miR-199a-5p. 

Des mutations de DDR1 ont été identifiées dans le carcinome pulmonaire NSCLC et 

dans la leucémie myéloïde aigue. Concernant le NSCLC, une première étude a montré la 
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présence d’une mutation somatique dans le domaine juxtamembranaire intracellulaire de DDR1 

dans un patient présentant un carcinome épidermoïde (Davies et al., 2005). Une seconde étude 

a mis en évidence la présence de 2 autres mutations somatiques dans le gène de DDR1, une au 

niveau de la partie juxtamembranaire extracellulaire et une autre au niveau du domaine kinase. 

Ces mutations ont été identifiées une seule fois dans l’ensemble de la cohorte de 188 

échantillons (Ding et al., 2008). Aucune étude fonctionnelle n’a été effectuée par la suite pour 

élucider l’impact de ces mutations. 

Des mutations de DDR1 ont également été reportées dans des échantillons de patients ayant une 

leucémie myéloïde aigue. Une première étude a identifié une mutation somatique au sein du 

domaine kinase de DDR1 (Tomasson et al., 2008). Une seconde étude a mis en évidence la 

présence de trois autres mutations somatiques au sein du domaine juxtamembranaire 

intracellulaire DDR1 dont une retrouvée chez 3 patients (Loriaux et al., 2008). Ces mutations 

ne perturbent pas la cinétique de phosphorylation du récepteur et leur rôle dans cette pathologie 

reste à être déterminé. 

Le récepteur DDR1 est impliqué dans la résistance des cellules tumorales aux 

chimiothérapies. Dans des cellules de cancer du sein, DDR1 favorise la survie et la prolifération 

cellulaire via l’induction de la voie NF-κB suite à un stress génotoxique (Das et al. 2006). De 

plus, dans des cellules de lymphome d’Hodgkin exprimant l’oncoprotéine LMP1 (pour « latent 

membrane protein-1 »), DDR1 est surexprimé et confère une résistance à l’apoptose de ces 

cellules suite à un traitement à l’étoposide (Cader et al. 2013). 

Le récepteur DDR1 est impliqué dans la migration et l’invasion de lignées cellulaires 

de NSCLC in vitro (Miao et al., 2013). DDR1 contrôle l’expression des MMP et ainsi module 

le remodelage de la MEC facilitant ainsi la migration et l’invasion au cours du développement 

ou dans des maladies comme l’athérosclérose ou dans le cancer (Leitinger, 2014). En effet, 

DDR1 induit une surexpression de MMP-2 dans le cancer du côlon (Hu et al., 2014) et une 

surexpression de MMP-2 et MMP-9 dans des lignées d’adénome pituitaire (Yoshida and 

Teramoto, 2007). De plus, au laboratoire nous avons mis en évidence le rôle de DDR1 dans la 

formation et la fonctionnalité des invadosomes linéaires qui sont des structures d’invasion 

spécifiquement induites en présence d’une matrice de collagène de type I fibrillaire (Juin et al., 

2014) (voir annexe n°1). Ces structures seront abordées plus en détail dans la partie 4 de ce 

manuscrit. 

Récemment, DDR1 a été mis en évidence comme ayant un rôle dans le remodelage 

physique/mécanique du collagène de type I via son interaction intracellulaire avec la myosine 
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II-A non-musculaire (NMIIA) dans un contexte de fibrose. En effet, l’expression de DDR1 in 

vivo est associée avec un alignement des fibres de collagène. De plus, in vitro l’adhésion du 

récepteur au collagène de type I fibrillaire induit un regroupement de DDR1 le long des fibres 

induisant l’activation du récepteur et son interaction avec la NMIIA. Ce processus permet une 

transmission de la force de contraction de la myosine et impact l’alignement et la compaction 

des fibres de collagène. De plus, ils ont montré que l’activation de DDR1 et le remodelage du 

collagène étaient plus important sur une matrice rigide, mettant ainsi en avant un potentiel rôle 

de DDR1 dans la mécanotransduction (Coelho et al., 2017). Ce rôle de mécanotransduction de 

DDR1 pourrait ainsi favoriser la progression des cellules tumorales au sein de la MEC. 

Voies de signalisation. Les voies de signalisation induites par le récepteur DDR1 ne sont 

pas encore totalement comprises. La liaison de DDR1 avec ses ligands mène à une 

phosphorylation des résidus tyrosine permettant de recruter des partenaires impliqués dans 

différentes voies de signalisation (Lemmon and Schlessinger, 2010). Suite à l’activation de 

DDR1, il va y avoir un recrutement de protéines à domaine SH2 (pour « Src homology 2 ») et 

PTB (pour « phosphotyrosine binding domain ») (Carafoli and Hohenester, 2013). Selon les 

isoformes, le nombre de résidus tyrosine varie, 15 pour les isoformes b et c et 13 pour l’isoforme 

a, menant ainsi à des différences d’interaction avec les protéines d’échafaudage et donc 

potentiellement à des signalisations différentes. Par exemple, l’isoforme b suite à son activation 

est capable de lier la protéine ShcA mais pas l’isoforme a (Vogel et al., 1997). On note 

également le recrutement de Nck2 (Koo et al., 2006), SHP-1 (Abbonante et al., 2013) et SHP-

2 (Wang et al., 2006; Koo et al., 2006), la sous-unité catalytique p85 de PI3K (Dejmek et al., 

2003; L’hote et al., 2001; Suh and Han, 2011), Csk  (pour « C-terminal Src kinase) (Yang et al. 

2009), NMHC-IIA (Huang et al., 2009), pyk2 (Shintani et al. 2008) et des membres de la famille 

Stat (Faraci-Orf et al., 2006; Wang et al., 2006) au niveau de DDR1 phosphorylé. Une étude 

protéomique a permis de valider la plupart des interactions citées ci-dessus et d’en révéler de 

nouvelles telles que RasGAP, Vav2/3 ou encore SHIP2 (Lemeer et al., 2012). De plus, des 

molécules adaptatrices se liant à DDR1 indépendamment de son état de phosphorylation ont été 

identifiées telles que DARPP32 (Hansen et al., 2006), KIBRA (Hilton et al., 2008), Syk 

(Dejmek et al., 2005), Notch1 (Kim et al., 2011a), E-cadhérine (Eswaramoorthy et al., 2010) et 

le complexe de polarité Par3/Par6 (Hidalgo-Carcedo et al., 2011). 

Les quelques voies de signalisation identifiées comme étant liées à DDR1 mettent en 

évidence un rôle de ce récepteur dans différents processus cellulaires. Certaines de ces voies 

sont illustrées dans la figure 20. DDR1 peut induire la voie des MAP kinases dans des cellules 
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du muscle lisse ou dans des cellules épithéliales mammaires par exemple (Abbonante et al., 

2013; Hilton et al., 2008), la voie JNK dans des cellules du cancer du pancréas (Shintani et al. 

2008), ou encore la voie PI3K/Akt dans différentes lignées cellulaires normales et cancéreuses 

(Ongusaha et al., 2003; Suh and Han, 2011). DDR1 peut également induire la voie NF-κB 

permettant à des cellules de cancer du sein d’acquérir une résistance suite à un stress 

génotoxique (Das et al., 2006; Cader et al., 2013). Enfin, le récepteur DDR1 peut avoir un 

impact sur l’invasion des cellules tumorales en jouant sur la polymérisation du cytosquelette 

d’actine induisant la formation d’invadosomes linéaires (Juin et al., 2014). 

 

Figure 20 : Voies de signalisation associées à DDR1 

Représentation schématique de quelques voies de signalisation induites par DDR1 et ayant un rôle dans la progression 

tumorale. Sur la droite est représentée une voie de signalisation indépendante de l’interaction du récepteur avec les fibres 

de collagène par opposition avec les autres voies représentées. Adapté de Juin et al. 2014; Leitinger 2014 et Valiathan 

et al. 2012. 

Des différences de signalisation peuvent également être observées selon le type de 

collagène interagissant avec DDR1. En effet, dans des cellules embryonnaires de rein, le 

collagène de type IV mais pas le collagène de type I est capable d’induire la voie des MAP 

kinases (Ongusaha et al., 2003). 

Co-opération DDR1/intégrine. Les DDR et les intégrines sont deux récepteurs majeurs 

de la MEC et certaines études ont montré qu’il pouvait y avoir une coopération entre ces 2 

récepteurs. Les intégrines et les DDR peuvent soit coopérer dans la transduction de signaux et 

dans l’adhésion cellulaire, soit inhiber leurs fonctions respectives. Dans les cellules MCDK, il 

a été montré que suite à l’interaction avec le collagène de type I, le récepteur DDR1 induit la 

suppression de la migration des cellules, via sa liaison avec la phosphatase SHP-2 supprimant 
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ainsi la phosphorylation des facteurs Stat1 et Stat3 médiée par l’intégrine α2β1 (Wang et al., 

2006). Dans des cellules de cancer pancréatique, DDR1 et l’intégrine α2β1 coopèrent dans le 

processus d’EMT suite à la liaison des cellules avec le collagène de type I, via une signalisation 

JNK menant à une augmentation de l’expression de la N-cadhérine (Shintani et al. 2008). Le 

récepteur DDR1 semble également avoir un rôle sur l’activation des intégrines. Staudinger et 

al ont montré que dans des cellules NIH-3T3 (fibroblastes murins), une surexpression de DDR1 

mène à une augmentation de l’expression des intégrines α2β1 et α5β1 et une augmentation de 

la maturation des adhésions focales, indiquant que DDR1 pourrait être impliqué dans le trafic 

des intégrines à la surface cellulaire (Staudinger et al., 2013). 

DDR1 et jonctions cellule/cellule. Le récepteur DDR1 peut également avoir des 

fonctions qui ne dépendent pas de sa liaison au collagène. En effet, DDR1 a été identifié au 

niveau des jonctions cellule/cellule de façon dépendante de l’E-cadhérine (Wang et al., 2009a; 

Hidalgo-Carcedo et al., 2011). Dans des cellules de carcinome épidermoïde A431, DDR1 a été 

identifié au sein d’un complexe, E-cadhérine, Par3 et Par6 nécessaire au maintien de la cohésion 

cellulaire lors de la migration collective (Hidalgo-Carcedo et al., 2011). Cette fonction au 

niveau des jonctions est indépendante de sa liaison au collagène et de son activité tyrosine 

kinase. Cela met en relief la complexité de ce récepteur qui ne se résume pas seulement à un 

senseur de collagène. Il est donc nécessaire de mieux comprendre ses différentes fonctions et 

les voies de signalisation qui en découlent. 

Isoformes. La plupart des études portant sur DDR1 ne font pas la distinction entre les 

différentes isoformes et celles qui s’y intéressent portent essentiellement sur les isoformes a et 

b. L’isoforme a de DDR1 semble être davantage impliquée dans la migration et l’invasion des 

cellules (Kamohara et al., 2001; Ram et al., 2006; Park et al., 2007). De plus, ces deux isoformes 

sont capables de colocaliser avec l’E-cadhérine au niveau des jonctions cellule/cellule (Wang 

et al., 2009a). L’isoforme b est responsable de l’augmentation de l’expression de la N-cadhérine 

suite à sa liaison au collagène de type I via son résidu tyrosine 513 qui induit une signalisation 

via la voie JNK. L’isoforme a n’est pas impliquée dans l’expression de la N-cadhérine ce qui 

s’explique par une absence de ce résidu tyrosine (Huang et al., 2016). Les différences de résidus 

tyrosine, et de façon plus large de séquence entre les isoformes vont être responsables de 

l’activation de diverses voies de signalisation et de liaison de différents partenaires pouvant 

conduire à des rôles isoformes spécifiques comme on vient de le voir. A ce jour, aucune étude 

ne s’est intéressée au rôle de ces isoformes dans un même modèle cellulaire et dans un même 

contexte.   
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DDR1 est donc une cible intéressante en cancérologie et plusieurs drogues ont été 

développées afin de cibler et d’inhiber l’activité kinase du récepteur telles que le nilotinib, 

l’imatinib ou le dasatinib (Day et al., 2008; Rix et al., 2007). Cependant ces inhibiteurs ont un 

effet aspécifique car non-spécifique de DDR1, ainsi ils ciblent d’autres RTK tel que BCR-ABL.  

Il est donc nécessaire de mieux comprendre les fonctions de DDR1 et de ses isoformes 

afin de pouvoir mieux les cibler. 

3.2.2. Modifications de la MEC  

Au cours de l’invasion tumorale, la MEC subit des modifications constantes de son 

architecture en terme de composition et au niveau de ses propriétés physiques. Cela se traduit 

notamment par un excès de sécrétion d’éléments matriciels tels que la fibronectine, les 

protéoglycanes ou encore le collagène, ainsi que par une augmentation de la rigidité de la MEC. 

Dans un premier temps, la matrice va alors former une barrière physique contre l’invasion des 

cellules tumorales. Par exemple, dans le cas du carcinome hépatocellulaire, les tumeurs 

encapsulées sont associées à une plus faible invasion et à un meilleur pronostic par rapport à 

des tumeurs non-encapsulées (Ng et al., 1992). Cependant, les cellules tumorales et stromales 

vont induire des modifications d’organisation de la matrice en favorisant la rigidité, le 

remodelage et la dégradation qui vont alors promouvoir l’invasion des cellules tumorales (Fang 

et al., 2014). Par exemple, l’alignement et la réticulation des fibres de collagène de type I 

favorisent l’invasion et la migration des cellules tumorales (Provenzano et al., 2006; Levental 

et al., 2009). Ces changements du microenvironnement vont également avoir un impact sur les 

cellules tumorales elles-mêmes en déstabilisant la polarité cellulaire, les adhésions cellule-

cellule et en augmentant la signalisation par les facteurs de croissance (Paszek and Weaver, 

2004; Paszek et al., 2005).  

3.2.2.1. Rigidité matricielle, le rôle des lysyl oxydases 

Les tumeurs sont plus rigides que les tissus normaux et cette caractéristique est utilisée 

pour détecter et classer les cancers (Youk et al., 2014; Chang et al., 2011). L’abondance de 

collagène au sein de la MEC est une caractéristique des tumeurs solides (Hasebe, 2013; Rudnick 

and Kuperwasser, 2012; Werb et al., 1996). La rigidité de la matrice favorise la transformation 

des tissus et la formation de métastases (Levental et al. 2009; Lopez et al. 2011; Pickup et al. 

2013).  



52 
 

La réticulation des éléments de la matrice et notamment du collagène peut s’effectuer 

de différentes manières. Le collagène peut être réticulé de façon non-enzymatique par des 

procédés biochimiques tels que la glycation ou la transglutamination (Avery and Bailey, 2006; 

Esposito and Caputo, 2005), ainsi que par des éléments de la matrice. En effet, la fibronectine 

peut intervenir dans la réorganisation des fibres de collagène. Il existe des interactions 

dynamiques et réciproques entre le collagène et la fibronectine qui vont moduler le 

microenvironnement et donc la progression tumorale (Velling et al., 2002). 

La réticulation du collagène peut également s’effectuer par des protéases appartenant à 

la famille des lysyl oxydases (LOX). Les membres de cette famille sont des amines oxydases 

sécrétées dépendantes du cuivre dont il existe 5 membres : LOX et LOX-like1-4 (LOXL1-4). 

Ces enzymes possèdent un domaine C-terminal très conservé possédant l’activité catalytique. 

Le domaine N-terminal quant à lui module les interactions protéine-protéine (Perryman and 

Erler, 2014). La LOX et la LOXL1 sont sécrétées sous une forme inactive de par la présence 

d’un pro-domaine empêchant leur activité catalytique. La protéase BMP1 (pour « bone 

morphogenetic protein 1 ») permet de cliver ce pro-domaine permettant l’activité de ces 

enzymes (Uzel et al., 2001) (Figure 21A). 

 

Figure 21 : La famille des lysyl oxydases 

(A) Représentation schématique des différentes enzymes de la famille LOX. Elles se composent d’un domaine C-

terminal conservé comprenant un motif de liaison au cuivre et un cofacteur lysyl-tyrosyl-quinone (LTQ) nécessaires 

respectivement pour la conformation et l’activité catalytique. On trouve également un domaine CRL (pour « cytokine 

receptor-like »). Le domaine N-terminal est variable entre les LOX. La LOX et LOXL1 possèdent un pro-domaine tandis 

que les LOXL2, LOXL3 et LOXL4 contiennent 4 domaines SRCR (pour « scavenger receptor cystein-rich »). (B) 

Activité de réticulation des fibres de collagène par les LOX. D’après Barker, Cox, and Erler 2012 et Wikimédia. 
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La fonction primaire des LOX est la réticulation du collagène et de l’élastine au sein de 

la MEC permettant de maintenir l’intégrité de la structure de nombreux tissus (Kagan and Li 

2003; Kim et al. 2011). Les LOX participent ainsi aux propriétés physiques des tissus. Les LOX 

vont agir au niveau des résidus lysine se trouvant aux extrémités N- et C-terminales des 

molécules de collagène et par une réaction de désamination vont générer des résidus carbonyles 

qui vont ensuite se lier par pontage entre deux molécules de collagène (Figure 21B) (Yamauchi 

and Sricholpech, 2012).  

Lors de pathologies telles que la fibrose ou le cancer, l’expression des LOX peut être 

diminuée ou augmentée mettant en évidence une double fonction de ces enzymes de 

suppresseur de tumeur ou promoteur de la formation de métastases. L’expression des LOX peut 

être induite par différents facteurs tels que l’hypoxie, le FGFb, l’IFNγ et le TGFβ (Erler et al. 

2006; Feres-Filho et al. 1996; Song et al. 2000; Taylor et al. 2011; Wong et al. 2011). De plus, 

les LOX ont des rôles à la fois au niveau intracellulaire et extracellulaire. Parmi les membres 

de la famille LOX, le rôle de la LOXL2 a été particulièrement étudié dans la progression 

tumorale (Cano et al., 2012) et a fait l’objet de l’un de mes projets de thèse (voir article n°2 de 

la partie Résultats). Par la suite, je détaillerai alors particulièrement le rôle de la LOXL2 dans 

la progression tumorale. 

Suppresseur de tumeur. Seulement quelques études rapportent un potentiel rôle 

suppresseur de tumeur de la LOXL2. Par exemple, l’expression de l’ARNm de la LOXL2 est 

fortement diminuée dans des fibroblastes transformés par l’oncogène H-Ras (Zuber et al., 2000) 

et une diminution de l’ADNc de la LOXL2 a été identifiée dans des tumeurs des ovaires (Hough 

et al., 2000). Dans le carcinome NSCLC, des diminutions d’expression de la LOXL2 au niveau 

ARNm et protéique ont été identifiées et corrèlent avec l’avancée de la pathologie (Zhan et al., 

2012).  

Promoteur de tumeur. Cependant, un grand nombre d’études mettent en avant une 

surexpression de la LOXL2 dans les cancers corrélant avec le grade de la tumeur, un faible 

pronostic et une diminution de la survie dans différents cancers (Barker et al., 2011; 

Kirschmann et al., 2002; Peinado et al., 2008; Rückert et al., 2010; Sakai et al., 2009; Wilgus 

et al., 2011; Ahn et al., 2013). Donc son rôle dans la carcinogenèse peut être dépendant du type 

de cancer étudié. De plus, plusieurs études mettent en évidence un rôle de la LOXL2 dans la 

survie cellulaire, l’adhésion, l’angiogenèse, la motilité, l’invasion et dans le remodelage du 

microenvironnement (Wu and Zhu, 2015; Cano et al., 2012). Ces différentes fonctions de la 

LOXL2 vont dépendre de sa localisation au sein des tissus (Figure 22). 
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Figure 22 : Rôles de la LOXL2 dans différents processus biologiques 

La LOXL2 peut exercer des fonctions à la fois au niveau intra- et extracellulaire régulant différents processus impliqués 

dans la progression tumorale. Les lignes en pointillés représentent des liens non-caractérisés. D’après Cano et al. 2012. 

Rôle intracellulaire. Les mécanismes d’action précis de la famille des LOX au niveau 

intracellulaire sont encore mal établis. La LOXL2 est impliquée dans le processus d’EMT par 

interaction et stabilisation du facteur de transcription Snail empêchant sa dégradation par la 

GSK3β (pour « glycogen synthase kinase 3β ») (Peinado et al., 2005). La LOXL2 induit ainsi 

une diminution de l’expression de l’E-cadhérine et donc à l’acquisition d’un phénotype 

mésenchymateux (Millanes-Romero et al., 2013; Schietke et al., 2010). De plus, la LOXL2 

semble être impliquée dans la régulation de l’expression de la claudine-1 présente au niveau 

des jonctions serrées. Cette régulation est indépendante de Snail ou de l’activité catalytique de 

la LOXL2 suggérant un rôle direct de la LOXL2 au niveau de la transcription des gènes. 

Cependant l’interaction de la LOXL2 avec des promoteurs ou autres facteurs de transcription 

n’a pas été montrée (Moreno-Bueno et al., 2011). Enfin, récemment une étude a mis en évidence 

l’association Snail/LOXL2 comme favorisant la progression tumorale et la formation de 

métastases in vivo dans un modèle de cancer du sein (Salvador et al., 2017).  

Rôle extracellulaire. Le rôle majeur des enzymes de la famille LOX se trouve au niveau 

du stroma tumoral où elles vont réticuler les fibres de collagène et d’élastine (Figure 21B). La 

réticulation du collagène par la famille des LOX permet l’invasion des cellules tumorales et 
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facilite la formation de métastases (Erler et al., 2009, 2006). La réticulation du collagène va 

mener à une linéarisation des fibres de collagène favorisant la migration des cellules tumorales 

et stromales (Wyckoff et al., 2007; Riching et al., 2014). De plus, cette augmentation de la 

rigidité va induire une augmentation de la signalisation médiée par les intégrines via la 

formation d’adhésions focales (Levental et al., 2009). En effet, la LOXL2 va induire une 

signalisation via les protéines FAK (pour « focal adhesion kinase ») et Src favorisant l’invasion 

et la formation de métastases (Baker et al., 2012; Peng et al., 2009).  

Les cellules tumorales et stromales vont percevoir et intégrer les changements de rigidité 

de la matrice. Elles vont alors transformer ces stimuli mécaniques en voies de signalisation 

intracellulaire, il s’agit du processus de mécanotransduction. 

3.2.2.2. La mécanotransduction 

L’augmentation de la rigidité de la matrice va induire des modifications notamment au 

niveau des propriétés physiques de la MEC. Les cellules tumorales et stromales vont alors être 

soumises à des forces de tension et de compression et vont devoir s’adapter en modifiant leur 

comportement et en remodelant le microenvironnement. Les cellules sont capables de percevoir 

ces forces et les changements de rigidité de la matrice via des mécanorécepteurs. Les cellules 

vont alors intégrer ces signaux et y répondre en exerçant elles-mêmes des forces sur la matrice. 

Ce phénomène à double sens est dit de « mécanoréciprocité » (Butcher et al., 2009).  

 Les adhésions focales (AF) sont des structures multi-protéiques faisant le lien entre la 

MEC et le cytosquelette via les intégrines (Figure 23). Ces AF vont ainsi moduler la contraction 

acto-myosique, réguler la synthèse de la MEC et son remodelage. Les AF se composent d’un 

grand nombre de protéines. Récemment, une étude protéomique a identifié les molécules de 

base des complexes associées aux intégrines et a défini un « consensus-adhésome » se 

composant de 60 protéines (Horton et al., 2015). Les AF se composent de différentes couches 

moléculaires. La couche impliquée dans la signalisation se compose de la protéine FAK, de la 

paxilline et de la kindline. S’en suit ensuite la couche de transduction de la force se composant 

de la taline, la vinculine et autres protéines adaptatrices permettant de lier le complexe des 

intégrines à la machinerie acto-myosique (Liu et al., 2015). En effet, on va retrouver au niveau 

de ces structures des protéines de liaison à l’actine permettant de moduler la polymérisation 

et/ou l’assemblage de l’actine, comme l’α-actinine, VASP (pour « vasodilator-stimulated 

phosphoprotein ») ou encore Arp2/3 (Roca-Cusachs et al., 2013; Chorev et al., 2014).   
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Figure 23 : Les adhésions focales 

En présence d’une matrice rigide, les intégrines vont être activées selon une signalisation « outside-in » favorisant le 

regroupement des récepteurs à la membrane. Les intégrines vont lier différents effecteurs tels que la taline, la vinculine, 

Src (SFK) et FAK impliquées in fine dans la contractilité acto-myosique et la transmission de forces. D’après Butcher 

et al. 2009. 

Bien que les intégrines soient les récepteurs présents au sein des adhésions focales, 

d’autres récepteurs tels que DDR1 et CD44 ont été décrit comme étant impliqués dans le 

processus de mécanotransduction (Coelho et al., 2017; Kim and Kumar, 2014). 

En réponse à un stimulus mécanique, il va y avoir une augmentation de la 

phosphorylation des protéines FAK et paxilline, notamment via l’association de FAK avec la 

protéine Src. Ces protéines vont ensuite induire une signalisation en aval en jouant sur l’activité 

des GTPases Rho et Rac régulant la contraction ou la polymérisation de l’actine respectivement 

(Mitra et al., 2005). Dans le tissu tumoral, des augmentations de la phosphorylation de FAK 

ont été identifiées, mettant en évidence une augmentation de la mécanosignalisation. Ces 

observations suggèrent ainsi que la rigidité de la matrice active des voies de 

mécanotransduction cellulaires (Acerbi et al., 2015). Les protéines d’adhésion coopèrent ainsi 

à la fois pour percevoir les stimuli mécaniques et pour répondre à ses stimuli en induisant des 

cascades de signalisation.  

La rigidité de la matrice va ainsi jouer sur l’expression génique qui peut notamment 

impacter la différentiation cellulaire. Par exemple, des cellules souches mésenchymateuses 

cultivées sur un substrat mou (≈1 kPa) se différentient en cellules de la lignée neuronale, tandis 
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que sur une matrice plus rigide (≈10 kPa), ces cellules acquièrent un phénotype de 

myofibroblastes. Ces transformations étant inhibées en présence de blebbistatine (inhibiteur de 

la myosine II), cela met en évidence le rôle de la tension intracellulaire (Engler et al., 2006). La 

myosine II organise les filaments d’actine en faisceaux antiparallèles et peut maintenir cette 

organisation en réticulant les filaments, soit induire leur contraction de par son activité motrice 

ATPase (Vicente-Manzanares et al., 2009). La myosine II est donc impliquée dans la 

contraction des cellules. Cette plasticité de différentiation cellulaire est due à l’activation de la 

voie de mécanotransduction YAP/TAZ qui sont des co-facteurs de transcription (YAP pour 

« yes-associated protein » et TAZ pour « transcriptional coactivator with PDZ-binding motif ») 

et qui vont pouvoir se transloquer dans le noyau en présence d’une matrice rigide. Bien que 

cette voie ne soit pas totalement élucidée, il a été établi que les intégrines vont activer les co-

facteurs YAP/TAZ via la cascade de signalisation impliquant les voies FAK, Src, PI3K et JNK 

(Elbediwy et al., 2016; Kim and Gumbiner, 2015). La voie de mécanotransduction YAP/TAZ 

est impliquée dans la différentiation et la prolifération cellulaire. De plus, une sur-activation de 

cette voie dans les CAF augmente leur contractilité (Calvo et al., 2013). 

Une autre voie de mécanotransduction peut également être induite, il s’agit de la voie 

MRTF/SRF dont l’activation est dépendante de la polymérisation de l’actine. En effet, l’actine 

sous sa forme monomérique va séquestrer le facteur MRTF (pour «myocardin-related 

transcription factor »)  dans le cytoplasme empêchant sa translocation nucléaire. Lorsque 

l’actine se polymérise, le facteur MRTF est alors libéré et va s’associer avec son co-facteur SRF 

(pour « serum response factor ») dans le noyau activant la transcription de gènes cibles de la 

voie (Olson and Nordheim, 2011). De nombreux gènes liés au cytosquelette d’actine étant des 

cibles transcriptionnelles de SRF, cette voie de mécanotransduction va elle-même jouer sur la 

dynamique de l’actine et impacter l’adhésion, la migration et l’invasion (Medjkane et al., 2009). 

La rigidité de la matrice peut également avoir un impact sur l’EMT. En effet, en 

présence d’une matrice rigide, le facteur de transcription Twist se dissocie de G3BP2 (pour 

« Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 ») qui séquestre Twist dans le cytoplasme, 

et va transloquer dans le noyau afin d’induire le programme d’EMT (Wei et al., 2015). 

 D’autre part, la contraction des cellules peut avoir à son tour des effets sur l’organisation 

de la MEC en exerçant des forces de traction sur les fibres. Une étude parue en 2015 par Acerbi 

et al a mis en évidence le lien entre la réorganisation des fibres de collagène, la 

mécanotransduction et l’invasion tumorale. Comme illustré dans la figure 24, lors du 

développement tumoral, il va y avoir une augmentation du dépôt de collagène qui va ensuite 
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être remodelé par les cellules, notamment via des forces de traction exercées sur les fibres 

menant à leur alignement (Acerbi et al. 2015). L’orientation des fibres de collagène de façon 

perpendiculaire à la tumeur a été associée à l’invasion des cellules tumorales et pourrait être 

utilisée pour prédire la survie des patients (Conklin et al., 2011). De plus, les forces de traction 

augmentent le potentiel métastatique (Kraning-Rush et al., 2012; Koch et al., 2012). 

 

Figure 24 : Remodelage du collagène lors de la progression tumorale 

Observation de l’évolution des fibres de collagène au cours de la progression tumorale du cancer du sein. Le marquage 

au trichrome permet de colorer les noyaux (violet), le cytoplasme (rouge) et les fibres de collagène (vert). On peut voir 

une augmentation de la présence de fibres en condition tumorale. La SHG (pour « second harmonic generation ») permet 

d’observer les fibres de collagène et de voir que celles-ci sont plus alignées dans un contexte tumoral. Enfin, le Q-Pol 

(pour « quantitative polarization microscopy ») permet de mesurer la biréfringence des fibres. La biréfringence d’un gel 

ou d’une matrice est déterminée par la concentration et l’alignement des fibres. Lorsque les fibres s’alignent suite, par 

exemple, à des tensions exercées par les cellules, la biréfringence augmente. C’est ce qui est observé dans la condition 

tumorale. IDC : pour « invasive laminal ductal carcinoma ». Adapté de Acerbi et al. 2015. 

 Les forces de contraction exercées par les cellules via la contractilité intracellulaire 

médiée par la myosine II, leur permettent de remodeler la MEC et de générer des espaces 

permettant aux cellules de migrer au travers du stroma sans protéolyse du microenvironnement. 
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Les cellules adoptent ainsi un mode de migration dit amiboïde adaptant leur morphologie aux 

éléments du microenvironnement rencontrés (Wolf et al., 2013; Wyckoff et al., 2006). 

Cependant, lorsque la matrice est trop dense ou dans le cas où les cellules migrent en amas et 

adoptent un mode de migration dite collective, les cellules en plus de générer des forces de 

traction vont dégrader le microenvironnement (Friedl and Wolf, 2010). 

3.2.2.3. Dégradation de la MEC 

Le collagène des tissus a longtemps été considéré comme une barrière face à l’invasion 

des cellules tumorales. En effet, initialement les tensions créées au sein de la MEC, par 

réticulation des fibres, sont protectrices et empêchent que le collagène soit dégradé par les 

protéases en cachant les sites de clivage. Cependant, avec l’expansion tumorale et les forces de 

traction exercées par les cellules, les fibres vont être altérées et les sites de clivage accessibles 

aux protéases permettant ainsi la dégradation de la MEC et l’invasion tumorale (Fang et al., 

2014). La dégradation de la MEC ayant des effets directs sur la croissance tumorale, l’invasion 

et l’angiogenèse (Devy et al., 2009; Taniwaki et al., 2007). 

Les protéases MMP et ADAM appartiennent à la superfamille des protéases à zinc et 

sont impliquées dans la dégradation de nombreux éléments de la MEC dont le collagène. Leurs 

rôles respectifs sont détaillés ci-après.  

MMP. Les MMP sont les principales enzymes impliquées dans la dégradation de la 

MEC (Page-McCaw et al., 2007; Rowe and Weiss, 2008). Il existe deux types majeurs de 

métalloprotéases matricielles : les métalloprotéases transmembranaires (MT-MMP) et les 

métalloprotéases qui vont être sécrétées par les cellules (MMP). Collectivement, les 23 

membres composant les MMP sont capables de cliver tous les composants de la matrice 

(collagènes, laminine, élastine, fibronectine…) ainsi que des facteurs de croissance, des 

cytokines et des récepteurs. Ainsi, les MMP ont un rôle dans le remodelage de la MEC et dans 

la transduction de signaux intracellulaires (Cieplak and Strongin, 2017; Itoh, 2015). 

Dans les conditions physiologiques l’expression des MMP est faible et contrôlée à la 

fois au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel par de nombreux facteurs tels que des 

interleukines (IL-1, IL-4, IL-6), des facteurs de croissance (EGF, HGF, TGF-β), la voie Wnt et 

par des inhibiteurs spécifiques, les TIMP (pour « tissue inhibitors of matrix 

metalloproteinase ») (Blavier et al., 2006; Cathcart et al., 2016; Jackson et al., 2017; Shields et 

al., 2011). Dans les conditions pathologiques, l’expression des MMP est dérégulée et favorise 

la tumorigenèse. La balance entre l’activité des MMP et celle des TIMP est importante dans 
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l’homéostasie des tissus et une dérégulation de cette balance peut être impliquée dans la 

progression tumorale (Jackson et al., 2017). En effet, les MMP vont être impliquées dans 

différentes étapes du processus tumoral comme la prolifération, l’angiogenèse, l’invasion et la 

métastase (Jabłonska-Trypuc et al., 2016). 

Le clivage de la MEC par les MMP permet de créer des espaces permettant aux cellules 

de migrer, induit la production de fragments pouvant avoir des fonctions biologiques, régule 

l’architecture des tissus et permet l’activation ou l’inhibition de molécules tels que les facteurs 

de croissance (Page-McCaw et al., 2007). 

Les MMP se composent d’un domaine catalytique et d’un pro-domaine auto-inhibiteur. 

Lorsque ce pro-domaine est clivé, le site actif est alors accessible et confère aux MMP leur rôle 

de clivage de la MEC. Les MMP peuvent être activé au niveau intracellulaire par les furines ou 

bien au niveau extracellulaire par d’autres protéases telles que la plasmine ou des MMP (ex : 

MT1-MMP permet l’activation de MMP2) (Strongin et al., 1995; Murphy et al., 1999). 

A l’exception des souris KO pour MT1-MMP, les autres KO ou mutations étudiées sur 

d’autres MMP n’ont pas montré de défaut particulier jusqu’à quelques semaines après la 

naissance, suggérant ainsi une compensation de fonction entre les différentes MMP. Cependant, 

les souris KO MT1-MMP présentent un nanisme, des malformations au niveau des os et 

meurent avant d’atteindre l’âge adulte suggérant ainsi que MT1-MMP a un rôle important dans 

le renouvellement du collagène de type I (Holmbeck et al., 1999, 2003).  

MT1-MMP est la protéase transmembranaire la plus largement exprimée et est 

considérée comme la collagénase majeure présente à la surface des cellules. Elle est exprimée 

par les cellules tumorales, les CAF et les macrophages ayant un rôle dans l’invasion des cellules 

tumorales et dans la formation de métastases (Tsunezuka et al., 1996; Szabova et al., 2008; Afik 

et al., 2016). L’invasion des cellules tumorales via la dégradation de la MEC peut ainsi être 

médiée par les cellules tumorales elles-mêmes ou bien par coopération avec les cellules 

stromales. 

 De façon intéressante, le collagène de type I qui est un des substrats majeurs de MT1-

MMP et va favoriser son expression à la surface des cellules (Shields et al., 2011; Sakai et al., 

2011). L’hypoxie via le facteur HIF-2 (pour hypoxia inducible factor ») mène également à une 

surexpression de MT1-MMP (Petrella et al., 2005). MT1-MMP peut être sécrétée dans l’espace 

extracellulaire au sein d’exosomes (Hakulinen et al., 2008). Une étude parue récemment 
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suggère que ces exosomes MT1-MMP positifs pourraient aider les cellules tumorales à 

conserver un type d’invasion amiboïde (Clancy et al., 2015).  

De plus, MT1-MMP est enrichie au sein de structures d’invasion appelées invadosomes 

et est nécessaire pour la dégradation de la MEC médiée par ces structures dans les cellules 

tumorales (Murphy and Courtneidge, 2011). Les invadosomes seront abordés en détails dans la 

partie 4 de ce manuscrit.  

ADAM. Les protéases ADAM se composent de deux types : les ADAM (pour « a 

disintegrin and metalloproteases ») et les ADAM-TS (pour « ADAM with thrombospondin 

repeats »), dont l’activité est également régulée par les TIMP (Jackson et al., 2017). Les 

protéases ADAM sont liées à la membrane et sont importantes dans le clivage de protéines liées 

à la membrane. Elles participent au clivage de facteurs de croissance synthétisés sous une forme 

précurseur liés à la membrane tels que HB-EGF (pour « heparin-binding EGF-like growth 

factor ») , neuréguline, amphiréguline ou TGF-α (Page-McCaw et al., 2007; Sternlicht, 2006). 

Elles interagissent également avec des récepteurs de surface tels que les intégrines ou les HSPG. 

Contrairement aux ADAM, les ADAM-TS sont des protéases sécrétées et participent 

notamment à la maturation du collagène en clivant le propeptide en N-terminal (Apte, 2009). 

Les protéases ADAM10, ADAM12 et ADAM15 peuvent également cliver des éléments de la 

MEC tels que le collagène (White, 2003). Les ADAM peuvent également être présentes au sein 

des invadosomes (Abram et al., 2003). 

 

Afin de dégrader et franchir cette barrière anatomique que constitue la MEC, les cellules 

vont former des structures d’invasion particulières appelées invadosomes.  
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4. Les invadosomes, des structures d’invasion plastiques qui s’adaptent à leur 

environnement 

4.1. Définition 

Les invadosomes sont des protrusions membranaires d’actine fibrillaire (actine-F) 

impliquées dans la dégradation de la MEC via le recrutement de protéases matricielles. Les 

invadosomes favorisent ainsi l’invasion des cellules dans des conditions physiologiques 

(embryogenèse, cicatrisation, remodelage osseux) et pathologiques (invasion et formation de 

métastases). 

Le terme invadosome est un terme générique qui regroupe plusieurs structures que sont 

les podosomes, présents dans les cellules normales et les invadopodes présents dans les 

cellules cancéreuses. Les caractéristiques structurales et moléculaires des invadosomes vont 

être dépendantes du type cellulaire mais également de la nature et des propriétés du 

microenvironnement. Ainsi, lorsque ces différents types cellulaires sont mis en présence de 

collagène de type I fibrillaire, alors les invadosomes s’organisent de façon linéaire le long des 

fibres. Il s’agit des invadosomes linéaires qui sont présents à la fois dans les cellules normales 

et tumorales. (Figure 24). 

 

Figure 25 : Différentes organisations des invadosomes 

Représentation schématique des invadosomes sous leurs différentes organisations, associée à des images prises au 

confocal. L’actine-F est en rouge, la matrice de gélatine et les fibres de collagène en gris. D’après Di Martino et al. 2016. 
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4.2. Caractéristiques des invadosomes 

4.2.1. Structure des invadosomes 

Les invadosomes se présentent sous différentes organisations dépendantes à la fois du 

type cellulaire et de la matrice rencontrée par les cellules. Ces différentes structures représentées 

schématiquement dans la figure 26, présentent alors des caractéristiques différentes.  

 

Figure 26 : Structure des invadosomes 

Représentation schématique des différentes organisations des invadosomes. D’après Juin et al. 2014 et Linder et al. 2011. 

Les podosomes. Les podosomes ont un diamètre de 0,5 à 2 µm et une hauteur de 0,4 µm 

en moyenne et sont des structures peu protrusives. Lorsque les podosomes s’organisent sous 

forme de rosette, la taille de ces structures peut atteindre un diamètre supérieur à 10 µm ou bien 

représenter le diamètre total de la cellule (Saltel et al., 2008). Les podosomes peuvent être 

présents en grand nombre par cellules, parfois jusqu’à une centaine. Ces structures sont très 

dynamiques et leur durée de vie est de quelques minutes seulement. Les podosomes se 

composent d’un cœur d’actine-F entouré d’un anneau de protéines d’adhésion telles que la 

paxilline, la taline et la vinculine (Figure 26). Les récepteurs impliqués dans la formation de 

ces structures sont CD44 au niveau du cœur et les intégrines telles que α6β4, αvβ1, α2β1 ou  

αvβ3 au niveau de l’anneau (Chabadel et al., 2007; Gimona et al., 2008). 

Les invadopodes. Ces structures présentent un diamètre équivalent à celui des 

podosomes (0,5 à 2 µm) mais une hauteur plus importante de 5 µm environ. Les invadopodes 

sont des structures protrusives dont on compte au maximum une dizaine de structures par 

cellules. Ce sont des structures plus stables que les podosomes qui peuvent persister pendant 

plusieurs heures. Les invadopodes se composent d’un réseau dense d’actine-F et protéines 

associées (Figure 26). La présence d’un anneau de protéines d’adhésion est beaucoup moins 
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visible et organisé que dans les podosomes. Les intégrines (α2β1, α3β1, α5β1 et α6β1) sont 

impliquées dans la formation de ces structures, mais pas les intégrines β3 (Beaty and Condeelis, 

2014). 

Les invadosomes linéaires. Ces structures sont spécifiquement induites en présence 

d’une matrice de collagène de type I fibrillaire (Juin et al., 2012). Tout comme les invadopodes, 

les invadosomes linéaires peuvent persister plusieurs heures et on compte environ une dizaine 

de structures par cellules, selon le type cellulaire. Les invadosomes linéaires ne contiennent pas 

les protéines de l’anneau observé dans les podosomes (Figure 26). La formation des 

invadosomes linéaires est indépendante des intégrines β1 et β3 et du récepteur CD44. Le 

récepteur DDR1 est nécessaire à la formation et l’activité des invadosomes linéaires et ce de 

façon indépendante de son activité kinase. Le récepteur DDR1 va induire une signalisation en 

aval via l’activation de Cdc42 médiée par la protéine Tuba (Juin et al., 2014) (voir annexe n°1). 

4.2.2. Composition moléculaire des invadosomes 

Les invadosomes sont des superstructures moléculaires qui se composent de centaines 

de protéines dont certaines sont communes avec d’autres structures d’actine telles que les AF, 

les lamellipodes ou les filopodes. Les invadosomes partagent de nombreux points communs en 

termes de composition moléculaire avec les adhésions focales qui sont résumés dans le Tableau 

1. En effet, ces structures se composent essentiellement de protéines de liaison à l’actine telles 

que la cortactine, le complexe Arp2/3 ou WASP (pour « Wiskott–Aldrich Syndrome protein »). 

Cependant, la protéine d’échafaudage Tks5 est retrouvée uniquement au niveau des 

invadosomes et en fait un marqueur spécifique de ces structures. 

 

Tableau 1 : Comparaison des caractéristiques entre les adhésions focales et les invadosomes 
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Bien qu’il y ait des différences structurales et moléculaires entre les invadosomes, tous 

sont par définition, des structures dynamiques d’actine-F qui ont la capacité de focaliser des 

protéases afin de dégrader la matrice. Des études ont soulevé la question de l’existence d’une 

unité de base commune aux différentes organisations des invadosomes (Linder, 2009; Gimona 

et al., 2008). Il existerait potentiellement un complexe protéique commun à la base de la 

formation des invadosomes. Une étude publiée par Di Martino et al, a permis de mettre en 

évidence une signature moléculaire minimale commune entre les invadosomes quelle que soit 

leur organisation. Il s’agit des protéines Cdc42 et Tks5 qui vont être détaillées par la suite (Di 

Martino et al., 2014).  

4.2.2.1. Protéines clés de la formation des invadosomes 

L’actine fibrillaire. Les filaments d’actine et leur dynamique sont à la base de la 

formation des invadosomes. Dans les cellules, l’actine oscille entre deux états, un premier sous 

forme de monomères globulaires (actine-G) et un second sous forme de filaments (actine-F). 

La polymérisation de l’actine est un phénomène dynamique. Les molécules d’actine-G couplées 

à l’ATP vont s’assembler entre elles au niveau de l’extrémité positive (+ ou « barbed end ») 

permettant de former une fibre d’actine hélicoïdale. Suite à l’hydrolyse de l’ATP en ADP, les 

monomères d’actines-G vont être déstabilisés et se désassembler au niveau de l’extrémité 

négative  (- ou  « pointed end ») (Figure 27) (Carlier, 1991). Les phénomènes de polymérisation 

et de dépolymérisation ne s’effectuent pas à la même vitesse ; en effet, l’actine polymérise plus 

rapidement (Wegner, 1976). 

 

Figure 27 : Polymérisation des filaments d’actine 

Phénomène de polymérisation des monomères d’actine-G en actine fibrillaire. D’après Grzanka et al. 2013. 

Les filaments d’actine peuvent être présents sous différentes organisations au niveau des 

invadosomes. L’actine-F peut adopter une conformation dite branchée dépendante de protéines 

de nucléation telles que le complexe Arp2/3 et les protéines de la famille WASP ; ou bien une 

conformation où les faisceaux d’actine sont parallèles les uns aux autres (Akisaka et al., 2008; 

Luxenburg et al., 2007; Schoumacher et al., 2011) (Figure 26 et 28).  
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Si on prend l’exemple des podosomes, les filaments d’actines adoptent une 

conformation branchée au niveau du cœur de ces structures, tandis qu’au niveau de l’anneau de 

protéines d’adhésion, l’actine va former des faisceaux parallèles entre eux et s’associer avec la 

myosine II. Ces faisceaux vont permettre de faire le lien entre les protéines d’adhésions 

présentes au niveau de l’anneau des podosomes et le cœur de ces structures. Enfin, ces câbles 

organisés de façon parallèle et associés à la myosine II vont également permettre de faire le lien 

entre différentes unités de podosomes afin de créer un réseau (Figure 28).     

 

Figure 28 : Organisation du cytosquelette d'actine au sein des podosomes 

(A) Représentation schématique de la structure moléculaire des podosomes et de l’organisation des filaments d’actine. 

(1) Au niveau du cœur des invadosomes, l’actine va être organisée de façon branchée. (2) Au niveau de l’anneau des 

podosomes, les filaments d’actine vont être organisés de façon parallèle et associée avec la myosine, tout comme (3) les 

câbles de connexion reliant les podosomes entre eux. (B) Image en microscopie électronique à balayage d’un podosome 

dans des ostéoclastes. Le cœur des podosomes se compose de nombreux filaments d’actine enrichi au cœur et de 

filaments qui se répandent aux alentours. D’après Linder and Wiesner 2016; Luxenburg et al. 2007. 

L’association de l’actine-F avec la myosine II va conférer aux invadosomes leur 

fonction de mécanotransduction qui sera détaillée dans la partie 4.4.3 de ce manuscrit. 

La Rho GTPase Cdc42. Les GTPases (pour « guanosine triphosphatases ») sont de 

petites protéines ubiquitaires impliquées dans un grand nombre de processus cellulaires comme 

la croissance cellulaire, le trafic vésiculaire, la polarité, l’endocytose, l’adhésion ou la 

migration. Il existe cinq familles de GTPases : Arf, Rab, Ran, Ras et Rho qui peuvent être 

activées par différents signaux tels que les facteurs de croissance, les cytokines et les molécules 

d’adhésion (Wennerberg et al., 2005). 

Les GTPases de la famille Rho sont des régulateurs clés dans la médiation des signaux 

extracellulaires, régulant la progression du cycle cellulaires, l’expression génique et 

l’organisation du cytosquelette d’actine (Etienne-Manneville and Hall, 2002). Les Rho 
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GTPases cyclent entre un état inactif lié au GDP (pour « guanosine diphosphate ») et un état 

actif lié au GTP (pour « guanosine triphosphate »). Ces protéines sont activées par des GEF 

(pour « guanine nucleotide exchange factors ») qui vont catalyser l’échange du GDP en GTP. 

Les protéines GAP (pour « GTPases-activating protein ») vont quant à elles stimuler l’activité 

GTPasique intrinsèque des Rho GTPases, permettant l’hydrolyse du GTP en GDP menant à 

l’inactivation de ces protéines. Enfin, les protéines GDI (pour « guanine nucleotide dissociation 

inhibitors ») vont séquestrer dans le cytoplasme les Rho GTPases associées au GDP, les 

maintenant sous une forme inactive éloignée de la membrane plasmique (Grise et al., 2009) 

(Figure 29). 

 

Figure 29 : Cycle de régulation des Rho GTPases 

Schématisation du mode d’activation/inactivation des Rho GTPases. Les Rho GTPases oscillent entre un état inactif lié 

au GDP et un état actif lié au GTP. Cette régulation est médiée par des protéines GEF et GAP favorisant la forme active 

ou inactive respectivement. Les protéines Rho-GDI sont impliquées dans la séquestration des Rho GTPases dans leur 

état inactif dans le cytoplasme. D’après Huveneers and Danen 2009.    

Chez l’Homme, on dénombre 23 membres composant cette famille dont les Rho 

GTPases Rac1, RhoA et Cdc42 sont les plus étudiées (Grise et al. 2009). Suite à leur activation, 

ces Rho GTPases vont interagir avec différents effecteurs impliqués dans différents processus 

tels que le cycle cellulaire, la cytokinèse, la polarité cellulaire et vont également affecter la 

dynamique de l’actine (Iden and Collard, 2008). 

La Rho GTPase Cdc42 est notamment impliquée dans la dynamique du cytosquelette 

d’actine. Elle va favoriser la polymérisation des filaments d’actine via l’activation de la formine 

mDia (pour « mammalian Diaphanous-related formin 1 ») et en interagissant avec des protéines 

impliquées dans la nucléation de l’actine telles que les protéines Arp2/3 et les protéines de la 
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famille WASP. Cdc42 va également réguler le renouvellement des filaments d’actine via la 

kinase PAK (pour « p21-activated kinase ») qui va phosphoryler LIMK (pour « LIM motif 

containing kinase ») inhibant la cofiline et permettant ainsi le renouvellement des filaments 

d’actine (Figure 30). 

 

Figure 30 : Effecteurs de la Rho GTPase Cdc42 

Schématisation des différents effecteurs de Cdc42 impliqués dans la dynamique de l’actine. D’après Dráber, Sulimenko, 

and Dráberová 2012. 

L’implication de la Rho GTPase Cdc42 a été largement décrite au niveau des 

invadosomes. En effet, Cdc42 est nécessaire dans la formation et la fonction des invadosomes 

(Di Martino et al. 2014; Head et al. 2003; Moreau et al. 2003; Touaitahuata et al. 2016; 

Yamaguchi et al. 2005). La régulation des GTPases est très fine et complexe, et une 

modification de cette balance va impacter la formation des invadosomes. Une activation de 

Cdc42 par les GEF Fgd1 (pour « faciogenital dysplasia protein 1 ») et Tuba vont ainsi permettre 

son activation et la formation des invadosomes (Ayala et al. 2009; Daubon et al. 2011; Genot 

et al. 2012; Di Martino et al. 2014). 

La famille Tks. La famille des protéines Tks (pour « tyrosine kinase substrat ») se 

compose de deux membres Tks4 et Tks5 qui sont des substrats de Src. Ces protéines se 

composent de domaines SH3 (4 pour Tks4 et 5 pour Tks5) ainsi que des domaines riches en 

proline. Elles contiennent également un domaine PX (pour « Phox homology ») qui leur permet 

d’interagir avec les lipides phophatidylinositols phosphorylés, comme le PtdIns(3,4)P2 présent 

au niveau des invadosomes et recrutant Tks5 (Abram et al., 2003). 

La protéine Tks4 se localise au niveau des invadosomes et est nécessaire pour leur 

formation et l’activité de dégradation de ces structures. Tks4 est responsable du recrutement de 
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MT1-MMP au niveau des invadosomes (Buschman et al., 2009). La protéine Tks4 est capable 

d’interagir avec les protéases ADAM (Abram et al., 2003). 

La protéine Tks5 se localise au niveau des invadosomes et est nécessaire pour leur 

formation ainsi que pour l’activité de dégradation de ces structures (Burger et al., 2014; Di 

Martino et al., 2014; Iizuka et al., 2016; Seals et al., 2005). Elle interagit avec de nombreuses 

protéines telles que N-WASP, Grb2 et Nck2 (Stylli et al., 2009; Oikawa et al., 2008) ainsi que 

des protéases telles que les ADAM (Abram et al., 2003). Tks5 se présente sous 3 isoformes : 

Tks5α (Tks5long), Tks5β et Tks5short dont les 2 dernières ne possèdent pas le domaine PX 

(Cejudo-Martin et al., 2014; Li et al., 2013). Seule la forme Tks5α est impliquée dans la 

formation des invadosomes (Seals et al., 2005) et son expression est associée à une faible survie 

des patientes atteintes de cancer du sein (Blouw et al., 2015). De façon plus générale, 

l’expression de Tks5 est corrélée à une faible survie (Stylli et al., 2012, 2014).    

4.2.2.2. Identification de nouvelles protéines associées aux invadosomes 

La composition exacte des invadosomes n’est cependant pas totalement élucidée. En 

effet, des études continuent de découvrir ou de redécouvrir le rôle de nombreuses protéines 

associées à ces superstructures moléculaires (Touaitahuata et al., 2016; Iwatake et al., 2017; 

Rafiq et al., 2017; Ngan et al., 2017; Roscher et al., 2016; Zhang et al., 2016).  

Plusieurs études globales visant à identifier les composants des invadosomes ont été 

menées. Ces études ont utilisé différentes stratégies afin de purifier et d’isoler les invadosomes 

(Havrylov and Park, 2015). Une étude menée par Attanasio et al a cherché à identifier les 

protéines localisées au niveau des invadopodes en réalisant un fractionnement subcellulaire. 

Les auteurs ont alors récupéré la part cellulaire restée incrustée dans la matrice et l’ont analysé 

par rapport au reste des cellules. Ils ont réalisé une électrophorèse différentielle sur gel 

permettant de séparer et de quantifier les protéines par analyse d’images. Les « spots » d’intérêt 

ont ensuite été analysés via la technique de « Peptide mass fingerprint » qui permet d’identifier 

des protéines à partir d’un gel d’électrophorèse. Les protéines sont extraites du gel puis analysée 

par utilisation d’un spectromètre de masse MALDI/TOF. Les auteurs ont ainsi identifié 58 

protéines d’intérêts (Attanasio et al., 2011). La limite de cette étude est que l’approche utilisée 

n’est pas compatible avec de faibles quantités de matériel, en effet, les protéines présentent en 

faible quantité ne seront pas identifiées. De plus, la technique de fractionnement subcellulaire 

ne permet pas de s’assurer de la pureté de l’enrichissement en invadosomes, il peut ainsi y avoir 

des contaminations par d’autres structures subcellulaires. 
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Une seconde étude menée par Cervero et al s’est intéressée à la composition des 

podosomes. Les auteurs ont réalisé une analyse par spectrométrie de masse des protéines isolées 

suite à une lyse différentielle de macrophage. Ils ont alors analysé la fraction cellulaire adhésive 

restée en contact avec le substrat. Les auteurs ont mis en évidence une liste de 203 protéines 

présentent au sein des podosomes (Cervero et al., 2012). La limite de cette étude est que la 

fraction protéique analysée suite à la lyse différentielle peut ne pas se composer uniquement 

d’éléments associés aux podosomes. En effet, d’autres structures d’adhésion peuvent être 

restées accrochées au substrat, donc les protéines identifiées ne sont peut-être pas spécifique 

des podosomes. 

Il est donc nécessaire de développer de nouvelles stratégies qui soient plus sensibles et 

plus spécifiques afin d’identifier spécifiquement les protéines associées aux invadosomes. Cela 

a fait l’objet de l’un projet de mes projets de thèse. Grâce à la combinaison de la microdissection 

laser des invadosomes suivi d’une analyse par spectrométrie de masse, nous avons mis en 

évidence une nouvelle fonction associée aux invadosomes (Article n°1).  

Il est important de noter et de prendre en compte dans l’étude des invadosomes que leur 

formation et leur composition vont être modulées par le microenvironnement. En effet, les 

invadosomes peuvent être présents de façon constitutive ou bien être induits dans les cellules 

par différents éléments du microenvironnement tels que des facteurs de croissance ou la MEC. 

4.3. Induction des invadosomes 

Les cellules formant des invadosomes à l’état basal sont les cellules issues de la lignée 

hématopoïétique comprenant les cellules dendritiques, les macrophages et les ostéoclastes, mais 

également la plupart des cellules tumorales. Dans d’autres cas, la formation et l’activité des 

invadosomes va être induite et modulée par différents facteurs présents au sein du 

microenvironnement. 

4.3.1. Stimulation par des protéines clés des invadosomes 

La voie Src. L’induction de la formation d’invadosomes par v-Src (« Rous sarcoma 

virus ») a été mise en évidence pour la première fois en 1980 dans des fibroblastes issus 

d’embryons de poulet, induisant la formation de rosettes (David-Pfeuty and Singer, 1980). 

L’expression de v-Src et l’activation de son homologue cellulaire c-Src, constituent une voie 

majeure dans la régulation des invadosomes dans de nombreux modèles. En effet, la protéine 

Src est impliquée dans la formation, la stabilisation, la sécrétion de MMP et la dissolution de 
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ces structures (Boateng and Huttenlocher, 2012). L’expression de la protéine Src 

constitutivement active est nécessaire et suffisante pour induire la formation de rosettes dans 

différents types cellulaires (Berdeaux et al., 2004; Tatin et al., 2006; Tarone et al., 1985) 

(Figure 31). On peut cependant noter une exception concernant les invadosomes linéaires dont 

la formation et l’activité sont indépendantes de Src (Juin et al., 2014). 

Cdc42. La Rho GTPases Cdc42 est impliquée dans la formation des invadosomes sous 

forme de points isolés. L’expression de Cdc42 sous sa forme constitutivement active 

(V12Cdc42) peut être nécessaire et suffisante pour induire la formation d’invadosomes 

ponctiformes dans des cellules HeLa, des fibroblastes et dans des cellules endothéliales 

aortiques (Moreau et al., 2003; Dutartre et al., 1996; Moreau et al., 2006; Di Martino et al., 

2014) (Figure 31). 

 

Figure 31 : Induction des invadosomes par Src ou Cdc42 

Images représentatives prise au confocal de la formation et de l’activité de dégradation des invadosomes dans les cellules 

NIH-3T3 (fibroblastes murins) normales (NIH-3T3 WT pour « wild type ») ou bien transfectées avec l’oncogène Src 

(NIH-3T3 Src) ou avec la forme constitutivement active de Cdc42 (NIH-3T3 V12Cdc42). L’actine-F est en rouge, Tks5 

en vert et les noyaux en bleu. D’après Di Martino et al. 2016. 

4.3.2. Stimulation par les éléments de la MEC 

La formation des invadosomes peut être potentialisée par la nature de la matrice sur 

laquelle les cellules sont cultivées in vitro. Une matrice de fibronectine va favoriser la formation 

des podosomes (Destaing et al. 2010; Redondo-Munoz et al. 2006) et la vitronectine va 

promouvoir la formation de rosettes (Destaing et al., 2010). La laminine va quant à elle inhiber 

la formation des invadosomes (Liu et al. 2010; Seano et al. 2014), cependant, des peptides 

dérivées de la laminine-111 ont été mis en évidence comme ayant un rôle dans la 

potentialisation de la formation des invadopodes (Nascimento et al., 2011; Siqueira et al., 2016).   

Au laboratoire, il a été mis en évidence que lorsque des cellules sont ensemencées sur 

une matrice de collagène de type I fibrillaire, les invadosomes s’organisent de façon linéaire le 

long des fibres (Juin et al., 2014, 2012). Le collagène de type I, en plus d’induire un changement 
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morphologique des invadosomes, va également induire des changements moléculaires. En effet, 

contrairement aux podosomes et invadopodes dépendant des intégrines et de CD44, les 

invadosomes linéaires sont dépendant du récepteur DDR1 (Figure 32A). Le collagène de type 

I fibrillaire est un puissant inducteur de la formation des invadosomes et augmente leur capacité 

de dégradation (Figure 32B et C) (Juin et al., 2014, 2012). Le collagène de type I fibrillaire est 

capable d’induire la formation de ces structures dans des cellules qui n’en présentent pas de 

façon constitutive (exemple : NIH-3T3 WT). De plus, en présence de cette matrice, les 

invadosomes présents sous forme de points, de rosettes ou d’agrégats se réorganisent le long 

des fibres de collagène. Cela tend à montrer que les invadosomes sont des structures plastiques 

qui adaptent leur morphologie en fonction de leur environnement. Cette notion de plasticité sera 

développée dans la partie 4.5 de ce manuscrit. 

 

Figure 32 : Induction des invadosomes linéaires par le collagène de type I fibrillaire 

(A) Images représentatives prises au confocal de la colocalisation entre les fibres de collagène (gris), DDR1 (rouge) et 

Tks5 (vert) dans les cellules MDA-MB-231. (B) Expérience de zymographie in situ permettant de quantifier la 

dégradation de la gélatine en absence ou en présence de collagène. La dégradation correspond aux zones en noires. Le 

graphique représente l’aire dégradée par les cellules. (C) Images représentatives de la cinétique de dégradation des fibres 

de collagène (rouge) prises au microscope confocal. D’après Juin et al. 2012 et Di Martino et al. 2016. 

4.3.3. Stimulation par des cytokines 

L’EGF. L’activation du récepteur EGFR induit la formation d’invadosomes dans les 

cellules de cancer du sein et favorise la dégradation de la matrice (Yamaguchi et al., 2005; 

Busco et al., 2010; Zhou et al., 2014) ainsi que dans les cellules de carcinome épidermoïde de 

la tête et du cou (Díaz et al., 2013). L’activation de la signalisation en aval du récepteur à l’EGF 
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est impliquée dans la formation du réseau d’actine branchée au niveau des invadosomes via la 

régulation de la cortactine par Src (Mader et al., 2011). 

L’HGF. L’activation du récepteur Met par son ligand HGF induit la formation 

d’invadosomes dans des fibroblastes et favorise la formation de ces structures dans des cellules 

de cancer du sein (Rajadurai et al., 2012). 

Le PDGF. Le PDGF via son récepteur PDGFRα induit l’EMT dans des cellules 

normales épithéliales menant à l’activation de Src, favorisant la formation d’invadosomes 

(Eckert et al., 2011). De plus, cette cytokine permet la formation de podosomes dans des 

cellules musculaires lisses via l’activation des voies Src et PKC (Quintavalle et al., 2010). 

Le TGF-β. Le TGF-β va stimuler la formation de podosomes dans des cellules 

endothéliales aortiques via la voie Src, permettant l’activation de Cdc42 impliqué dans le 

recrutement des facteurs de polymérisation de l’actine Arp2/3 et N-WASP (Daubon et al. 2011; 

Rottiers et al. 2009; Varon et al. 2006). De plus, dans des cellules THP-1 (monocytes) le 

traitement au TGF-β induit la transformation des cellules adoptant un phénotype de 

macrophages et induit la formation de podosomes (Vijayakumar et al., 2015). Le TGF-β est 

également un inducteur d’EMT qui va augmenter les capacités invasives des cellules via la 

formation d’invadosomes dans des cellules mammaires (Pignatelli et al., 2012). Cette 

favorisation de la formation d’invadosomes par le TGF-β peut passer par l’activation des voies 

Src et PI3K (Mandal et al., 2008). Une partie de mon travail de thèse a permis de relier le TGF-

β à l’expression de DDR1 et à l’induction des invadosomes linéaires. Voir Article n°2 de la 

partie Résultats. 

Le TNF-α. Cette cytokine est capable d’induire la formation d’invadosomes dans des 

cellules endothéliales et inflammatoires (Osiak et al., 2005; Johansson et al., 2004). Cependant 

dans les cellules dendritiques, le TNF-α a un effet inverse et stimule la dissociation de ces 

structures (van Helden et al., 2006). 

Le VEGF. Il induit la formation de podosomes dans les cellules endothéliales. Le 

traitement au VEGF conduit à une activation de c-Src menant à la formation de podosomes 

(Osiak et al. 2005; Wang et al. 2009). De plus, le VEGF induit une surexpression de l’intégrine 

α6β1 menant à la formation de rosettes par les cellules endothéliales (Seano et al. 2014). Enfin, 

le VEGF est impliqué dans la formation et la fonction des invadosomes dans la dégradation du 

collagène IV in vitro (Daubon et al., 2016). Le VEGF participe ainsi au phénomène de 

bourgeonnement des vaisseaux sanguins et donc à l’angiogenèse via l’induction de podosomes. 
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4.3.4. Stimulation par les exosomes 

La sécrétion d’exosomes est impliquée dans la formation et la maturation des 

invadosomes. En effet, l’addition d’exosomes purifiés ou l’inhibition de leur sécrétion affecte 

la formation et la stabilisation des invadosome ainsi que l’exocytoses des protéases. Cela met 

en évidence un rôle des exosomes dans la promotion de l’invasion et dans la transmission de 

signaux. De plus, les invadosomes constituent eux-mêmes un site de sécrétion des exosomes, 

ainsi l’inhibition de la formation de ces structures diminue la sécrétion des vésicules (Hoshino 

et al., 2013). 

Récemment une étude a mis en évidence le rôle des exosomes dans l’induction de 

podosomes dans un modèle murin suite à un choc septique. Dans ce modèle, les exosomes 

circulant stimulent la formation de podosomes dans les cellules endothéliales cardiaques 

augmentant la perméabilité et des dysfonctions cardiaques. Ces exosomes contiennent de hauts 

niveaux de ROS (pour « reactive oxygen species ») dont l’inhibition réduit la capacité de ces 

vésicules à induire des podosomes (Mu et al., 2017). 

Cependant, une autre étude tend à distinguer la sécrétion des exosomes et l’invasion 

médiée par les invadosomes. En effet, les auteurs montrent que lorsque les cellules sont 

cultivées sur une matrice souple, elles adoptent une migration amiboïde et sécrètent des 

vésicules. En opposition, lorsque ces cellules sont cultivées sur une matrice plus rigide alors 

elles forment des invadosomes et sécrètent moins de vésicules. Cette étude suggère que les 

cellules sont capables d’adopter deux types de comportement en réponse à la rigidité de la 

matrice (Sedgwick et al., 2015). 

4.3.5. Stimulation par des agents pharmacologiques 

Deux composés sont capables d’induire la formation d’invadosomes, il s’agit des esters 

de phorbol et du fluorure de sodium. 

Les esters de phorbol. Les esters de phorbol (PMA et PBDu) sont des analogues non-

hydrolysables du diacylglycérol qui activent la voie de signalisation de la protéine kinase C 

(PKC). Les esters vont se fixer directement à la protéine PKC stimulant ainsi la voie de 

signalisation en aval favorisant la formation d’invadosomes (Tatin et al., 2006; Hai et al., 2002; 

Xiao et al., 2009). En plus de l’activation de la PKC, l’étude de Tatin et al a mis en évidence 

que le PMA induit l’activation de Cdc42 et de la voie Src (Tatin et al., 2006). 
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Le fluorure de sodium. Une étude de Tatin et al a mis en évidence le rôle du fluorure de 

sodium dans l’induction de la formation de podosomes au sein de cellules endothéliales. En 

effet, la stimulation des cellules au fluorure de sodium induit un remodelage du cytosquelette 

d’actine de façon dépendante des activités de Cdc42, Rac1 et de Src induisant la formation de 

podosomes (Tatin et al., 2010).  

 La composition du microenvironnement ainsi que ses propriétés physiques ne vont pas 

seulement impacter la formation des invadosomes mais vont également moduler les fonctions 

associées à ces structures.  

4.4. Fonctions des invadosomes 

4.4.1.  Fonction de dégradation de la MEC 

Par définition les invadosomes sont des structures de dégradation de la matrice. Les 

invadosomes sont capables de dégrader notamment la fibronectine, la laminine et le collagène. 

Cette activité de dégradation est généralement mise en évidence et quantifiée par zymographie 

in situ qui permet de visualiser la dégradation d’une matrice de gélatine fluorescente (Figure 

28). L’activité de dégradation de ces structures est permise grâce au recrutement et à la 

focalisation de protéases matricielles au niveau des invadosomes.   

Les MMP. Les protéines de la famille des MMP sont particulièrement impliquées dans 

l’activité de dégradation des invadosomes. En particulier MT1-MMP qui est enrichi au niveau 

des invadosomes et nécessaire pour la dégradation de la MEC médiée par les invadosomes 

(Buschman et al. 2009; Castro-Castro et al. 2016; Iizuka et al. 2016; Lagoutte et al. 2016; 

Poincloux et al. 2009; Varon et al. 2006; Watanabe et al. 2013; Williams et al. 2014). De plus, 

la présence de MT1-MMP au niveau de ces structures va permettre l’activation de MMP2 

(Deryugina et al., 2001; Artym et al., 2006). MMP9 est également présente au niveau des 

invadosomes (Lagarrigue et al., 2010; Redondo-Munoz et al., 2006b). 

Les ADAM. On retrouve également au niveau des invadosomes les protéases de la famille 

des ADAM. ADAM12 va moduler plusieurs fonctions des invadosomes en jouant sur l’activité 

de dégradation, sur la modulation de la fonction des intégrines et via le clivage des facteurs de 

croissance (Albrechtsen et al., 2011; Kveiborg et al., 2008). De plus les protéases ADAM12, 

ADAM15 et ADAM19 ont été identifiées pour interagir avec Tks5 présente au niveau des 

invadosomes (Abram et al., 2003). 



76 
 

Les sérines protéases. Les séparases et leur homologue DPP4 (pour « dipeptidyl 

dipeptidase IV ») sont des sérines protéases impliquées dans la dégradation de la MEC et dans 

l’invasion cellulaire (Linder, 2007). Ces enzymes ont été identifiées au niveau des invadosomes 

(Artym et al., 2006; Chen and Kelly, 2003; Ghersi et al., 2002, 2006; Monsky et al., 1994). 

La présence d’un large répertoire de protéases au niveau des invadosomes va conférer à 

ces structures la capacité de dégrader un grand panel d’éléments matriciels, permettant de 

dégrader les différentes barrières que constituent la membrane basale ou la matrice interstitielle. 

4.4.2. Fonction d’adhésion  

Les invadosomes ont une fonction d’adhésion grâce aux récepteurs présents au sein de 

ces structures faisant le lien avec la MEC. Ces structures ne se forment ainsi que dans des 

cellules adhérentes en contact direct avec le substrat.  

Au niveau de l’anneau des podosomes, des protéines d’adhésion telles que la taline, la 

vinculine et la paxilline s’associent aux intégrines (Gimona et al., 2008; Linder et al., 2011), de 

plus la présence de CD44 au niveau du cœur de ces structures renforce la fonction d’adhésion 

des podosomes (Chabadel et al., 2007). Les podosomes constituent également la seule structure 

d’adhésion des ostéoclastes qui ne forment pas d’adhésions focales (Destaing et al., 2003; 

Sanjay et al., 2001). 

Concernant les invadopodes et les invadosomes linéaires, cette fonction est moins claire 

de par l’absence d’un anneau de protéines d’adhésion autour de ces structures. Cependant, des 

protéines d’adhésion à la matrice telles que les intégrines α6β1 et α3β1 et le récepteur DDR1 

sont impliquées dans la formation des invadopodes et des invadosomes linéaires respectivement 

(Juin et al., 2014; Mueller et al., 1999; Nakahara et al., 1996, 1998). De plus, concernant les 

invadopodes, des protéines précédemment identifiées dans l’adhésome des adhésions focales 

tels que la paxilline et la cortactine ont été localisées au niveau de ces structures (Murphy and 

Courtneidge, 2011; Horton et al., 2015). 

De manière générale, la fonction d’adhésion des invadosomes va leur permettre de 

percevoir les différents éléments composant la MEC et de présenter une réponse adaptée en 

fonction du microenvironnement qui entoure les cellules. Les invadosomes vont notamment 

percevoir les changements de rigidité de la MEC, faisant de ces structures des mécanosenseurs.  
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4.4.3. Fonction de mécanosenseur 

La rigidité du substrat va influencer plusieurs caractéristiques des invadosomes telles 

que leur nombre, leur activité de dégradation, leur durée de vie, la distance entre deux structures 

et leur organisation sous forme de rosette (Alexander et al., 2008; Collin et al., 2006; Juin et al., 

2013; Parekh et al., 2011). 

Les invadosomes sont également capables de générer des forces qui augmentent avec la 

rigidité de la matrice (Labernadie et al., 2014). Cette propriété repose sur l’association des 

filaments d’actine avec différentes protéines adaptatrices comme les formines et les 

tropomyosines (Tseng et al., 2005). En effet, la formine FHOD1 est impliquée dans la médiation 

de la contractilité acto-myosique entre les invadosomes et la formine INF2 régule les 

évènements contractiles au sein des invadosomes (Panzer et al., 2016). Contrairement aux 

adhésions focales l’inhibition de la myosine II n’empêche pas la formation de ces structures 

mais impact leur activité de dégradation (Alexander et al., 2008). Cependant, la polymérisation 

de l’actine et l’activité de la myosine II sont les acteurs clés de la force générée par les 

podosomes. En effet, les forces générées par les podosomes résultent de la combinaison de la 

contraction acto-myosique (« pulling force ») et de la polymérisation de l’actine (« pushing 

force ») (Labernadie et al., 2014) (Figure 33). 

 

Figure 33 : Modèle de la force générée par les podosomes 

Schématisation du mécanisme impliqué dans la génération de forces par les podosomes dans des macrophages. Les 

cellules ensemencées sur une matrice rigide ont une densité de podosomes supérieure par rapport à une matrice plus 

souple. De plus, lorsque les cellules sont ensemencées sur une matrice souple, l’anneau de vinculine des podosomes est 

désorganisé et la force protrusive des podosomes est diminuée. D’après Labernadie et al. 2014. 

Une étude récente a mis en évidence le rôle des protéines de l’anneau des podosomes 

(taline, paxilline et vinculine) sensibles à la tension, dans la polymérisation de l’actine générée 



78 
 

suite à l’intégration d’une force et dans la transmission de la force vers le substrat. Les auteurs 

proposent un modèle dans lequel les protéines de l’anneau sont impliquées dans les forces de 

tractions permettant la formation d’une protrusion au niveau du cœur de ces structures, menant 

in fine à la déformation du substrat par les podosomes (Bouissou et al., 2017). 

Dans le modèle animal Caenorhabditis elegans, des études ont montré que le 

franchissement de la membrane basale par la cellule « anchor cell » nécessite la dégradation de 

cette membrane via MT1-MMP puis, la cellule va exercer des forces permettant le déplacement 

physique de la membrane (Hagedorn et al., 2013; Ihara et al., 2011). Cela met en avant une 

combinaison de l’activité des protéases avec des forces mécaniques afin de permettre 

l’invasion. Il y a ainsi une coopération entre les fonctions des invadosomes. 

La composition et la fonction des invadosomes sont modulées par les éléments et les 

propriétés du microenvironnement. Les invadosomes présentent des capacités d’adaptation 

moléculaires et structurales en réponse à l’environnement, il s’agit donc de structures 

plastiques. 

4.5. Plasticité des invadosomes 

La plasticité des invadosomes se définit par leur capacité d’adaptation structurale et 

moléculaire en réponse aux signaux du microenvironnement, dans le but de dégrader la MEC 

et de permettre in fine l’invasion des cellules. Les invadosomes se composent d’un large 

répertoire de récepteurs et de protéases matricielles qui vont leur permettre d’interagir et de 

dégrader de nombreux composants de la MEC, traduisant ainsi de la capacité d’adaptation de 

ces structures. La notion de plasticité des invadosomes est le message principal de la revue à 

laquelle j’ai collaborée lors de ma thèse (Di Martino et al., 2016) (Annexe n°2). 

L’une des conditions représentant au mieux cette notion de plasticité est l’impact du 

collagène de type I sur l’organisation des invadosomes. Cette matrice est impliquée dans la 

formation de novo d’invadosomes mais induit également la réorganisation d’invadosomes 

préexistants (Figure 34). Quelle que soit la forme des invadosomes observée, en présence de 

collagène de type I fibrillaire, ceux-ci vont se réorganiser le long des fibres adoptant une forme 

linéaire. Au niveau moléculaire cela se traduit notamment par un changement des récepteurs 

impliqués dans la formation des invadosomes car les invadosomes linéaires sont dépendants de 

DDR1 et non des intégrines ou CD44 (Juin et al., 2014). 



79 
 

 

Figure 34 : Plasticité des invadosomes en présence de collagène de type I 

Les cellules NIH-3T3 (fibroblastes murins) ont été cultivés sur différents types de matrice, (A) gélatine ou (B) collagène 

de type I fibrillaire. Les cellules ont été transfectées avec la forme active de Cdc42 (NIH-3T3 V12Cdc42) ou bien avec 

l’oncogène Src (NIH-3T3 Src) ou bien sous leur forme normale (NIH-3T3 WT pour « wild-type »). L’actine-F est en 

rouge, Tks5 en vert et les noyaux en bleu. La forme des invadosomes observés dépend de l’inducteur mais également de 

la matrice sur laquelle les cellules sont cultivées. La forme des invadosomes est également corrélée avec le motif de 

dégradation. D’après Di Martino et al. 2016. 

Les molécules impliquées dans la modulation de la plasticité des invadosomes ne sont 

pas connues. Nous avons ainsi développé un projet en collaboration avec l’équipe du Dr Goetz 

(Strasbourg) visant à étudier la plasticité de ces structures et identifier les protéines impliquées 

dans cette adaptation (Projet en cours n°1). 

 

Objectif général de la thèse 

Les cellules tumorales et le microenvironnement tumoral sont engagés dans des 

communications bidirectionnelles qui vont affecter à la fois les différents éléments composant 

le stroma et le devenir des cellules tumorales elles-mêmes. Le microenvironnement participe 

notamment au processus d’invasion des cellules tumorales et favorise in fine la formation de 

métastases. Les invadosomes sont des protrusions membranaires notamment impliquées dans 

l’invasion des cellules tumorales et dont l’expression et l’organisation peuvent être contrôlées 

par des éléments du microenvironnement. Ces structures sont modulées par la composition et 

la rigidité de la MEC ainsi que par les facteurs présents au sein de la MEC (facteurs de 

croissance, exosomes). Il est donc nécessaire de poursuivre la caractérisation des invadosomes 

tant au point de vue (1) de leur fonction que de leur composition mais également (2) dans la 

définition du rôle des éléments matriciels régulant leur formation et leur activité. Ma thèse s’est 

composée de plusieurs projets s’articulant autour de ces deux axes. 
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traduction des ARNm active et spécifique 

 

Active and specific mRNA translation machinery controls invadosome 

formation 

 

Ezzoukhry, Z*,. Henriet, E*,. Cordelière, F,. Dupuy, J-W,. Maître, M., Gay, N., Mercier, L., 

Goetz, J. J., Peter, M., Bard, F., Moreau, V., Raymond, A-A#,. Saltel, F#. 

 



84 
 



85 
 

Introduction de l’article 

 Les invadosomes sont des structures multiprotéiques dynamiques, dont il existe très peu 

de marqueurs qui soient spécifiques de ces structures. Afin de mieux identifier les composants 

moléculaires associés à ces structures d’invasion, il est nécessaire de déterminer leur protéome. 

Au laboratoire, une nouvelle méthode d’analyse a été développée, couplant la microdissection 

laser suivie d’une analyse par spectrométrie de masse. Cette technique permet un gain de 

sensibilité et de spécificité des protéines identifiées, contrairement aux techniques décrites dans 

la littérature (voir partie 4.2.2.2).  

 Le but de cet article a donc été d’identifier de nouveaux composants moléculaires 

associés aux invadosomes à l’aide de cette nouvelle technique. 

 Le modèle des invadosomes organisés sous forme de rosettes a été choisi car ce sont de 

larges structures présentes en grand nombre dans les cellules. Quarante milles rosettes ont été 

collectés par microdissection laser, puis analysées par spectrométrie de masse. Nous avons ainsi 

identifié 312 protéines enrichies dans les rosettes par rapport au protéome des cellules totales. 

De façon intéressante, la plus large fraction des protéines enrichies sont des protéines de liaison 

aux ARNm.     

 Par la suite, nous avons déterminé une liste de 18 protéines d’intérêt enrichies au niveau 

des rosettes et testé leur impact sur la formation des rosettes par ARN interférant, grâce à une 

technique de « screening » à haut débit. Cela nous a permis de sélectionner les protéines Caprin-

1, eEF2 (pour « eukaryotic elongation factor 2 ») et eEF1A1 (pour « eukaryotic translation 

elongation factor 1 alpha 1 ») afin d’étudier plus précisément leur rôle sur l’activité de 

dégradation des rosettes. Nous avons ainsi montré que leur délétion diminuait également 

l’activité de ces structures.  

Ces protéines étant associées à l’activité de traduction des ARNm, nous avons souhaité 

déterminer si les rosettes possédaient une activité de traduction de façon intrinsèque. Nous 

avons ainsi observé une invagination du réticulum endoplasmique au sein des rosettes ainsi 

qu’un enrichissement de ribosomes au niveau de ces structures. Nous avons également mis en 

évidence une accumulation d’ARNm et plus précisément d’ARNm de l’actine au niveau des 

rosettes. Enfin, nous avons montré la présence d’une traduction active au sein des rosettes. 

Ce projet nous a ainsi permis i) de réaliser la preuve de concept de cette nouvelle 

technique qui permet d’étudier le protéome de structures subcellulaires et ii) de définir les 
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rosettes comme des sites actifs de la traduction, nécessaire pour maintenir leur formation et leur 

activité.   

 Concernant ce projet, mon travail a porté sur la validation des protéines identifiées suite 

à la spectrométrie de masse. Ce travail est actuellement soumis.
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Abstract 

Invadosomes are F-actin-based structures involved in extracellular matrix degradation, cell 

invasion and metastasis formation. They consist of adhesive, mechanosensing and dynamic 

structures. Analyzing their proteome is crucial to decipher their molecular composition, to 

understand their mechanisms and to find specific elements to target them. Currently the 

difficulty is to maintain invadosome integrity during isolation. In addition, contamination is an 

usual problem in classical purification methods that could consequently prevent data 

validation. To assure the specificity of identified components, we have developed a method 

that combines laser micro-dissection and mass spectrometry, with low amount of material that 

allows analysis of subcellular structures in their native state. Using this new combinatorial 

method, we have identified specific components of the translational machinery, in addition to 

known invadosome markers. Moreover, functional validation reveals that invadosomes 

correspond to active and local sites for protein translation critical for invadosome activity. 
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Introduction 

Invadosomes is a collective term for podosomes and invadopodia observed respectively in 

normal and cancer cells 1, 2. They consist of dynamic F-actin structures involved in different 

functions such as adhesion, mechano-transduction, and signaling. The specific feature of 

invadosomes is their capacity to degrade extracellular matrix. Invadosomes exist in different 

forms depending on the cell type and the cellular microenvironment. Indeed, growth factors, 

cytokine stimulation, composition and organization of the extracellular matrix can all modulate 

invadosome formation and organization either as individual dots, aggregates, rosettes or linear 

invadosomes 3, 4. Depending on the cell type, the matrix degradation activity is associated with 

various cellular functions such as angiogenesis for endothelial cells or bone resorption for 

osteoclasts 1. Invadosomes were also described in vivo, and their presence in cancer cells is 

correlated with invasiveness 5, 6. Hence, it is crucial to determine their molecular composition 

to investigate their modus operandi.  

The real challenge with invadosomes is the difficulty in purifying these structures. Indeed, 

invadosomes are dynamic F-actin structures that share common components with other actin 

structures in cells such as lamellipodia, filopodia, stress fibers and membrane ruffles. For 

example, focal adhesions associated with actin stress fibers share common molecular 

elements with invadosomes such as talin, vinculin and paxillin. Several studies have centered 

on the focal adhesion proteome 7, 8, 9. By contrast, only a few studies, which relied on 

conventional differential cell lysis or subcellular fractionation with their well-known limitations, 

attempted to elucidate the invadosome protein composition 10-13. 

More generally, the identification of proteins forming subcellular complexes not only improves 

our understanding of their functions but also the cellular mechanisms. Currently, the 

combination of mass spectrometry (MS)-based proteomics with biochemical fractionation or 

immunoprecipitation are the classical approaches for the characterization of protein 

interactions in subcellular complexes 14, 15. Typically, mechanically prepared cell homogenates 

contain a mixture of various organelles or cellular compartments, such as cytoplasmic 
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membranes and cytoskeletal portions, that can be fractionated by centrifugation and/or density 

gradient centrifugation 15. Isolation of specific subcellular organelles, structures, or protein 

complexes is particularly challenging due to the mechanical cellular lysis that disrupts them 

directly. For example, adhesive structures (focal adhesions or invadosomes), cell-cell junctions 

or cytoskeleton structures (filopodia, stress fibers, lamellipodia) are disassembled during cell 

lysis. Various strategies were developed to conserve the integrity of these subcellular 

organizations, however, difficulties still persist to isolate them specifically 8, 16.  

In this study, we have developed a new method that combines laser capture and mass 

spectrometry to map the invadosome proteome on fixed cells. Laser micro-dissection enabled 

to precisely isolate mRuby-LifeAct-stained invadosomes from Src-expressing murine 

fibroblasts. A method was designed to automate the capture, and greatly facilitate the 

collection of invadosomes. Thanks to the sensitivity of the latest generation of mass 

spectrometers is currently adequate to analyze very small amount of material. Bias of this 

greater sensibility is to identify also undesirable contaminating proteins 17; that is why we used 

isotopic labelling to guarantee the specificity of identified proteins. 

 

In this study, our main goal was to minimize contamination of other actin structures while 

maintaining the cell and invadosome integrity. We analyzed the proteome of micro-dissected 

and collected invadosomes, and confirmed the enrichment of identified proteins by a label free 

quantification against a total cell lysate. Among the identified proteins for which we confirmed 

the enrichment by a label free quantification against a total cell lysate, we noticed a large 

number of proteins involved in mRNA translation. Following validation of their presence in 

invadosomes, we established, for the first time, that invadosomes concentrated mRNA and 

exhibit their own translation activity. 
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Results 

Automated laser capture and mass spectrometry for invadosome proteomics. 

For this study, we used NIH-3T3-Src cells, which are Src-transformed mouse fibroblasts, as 

an invadosome model 18. We generated a NIH-3T3-Src cell line stably expressing mRuby-

LifeAct to detect invadosomes without exogenous staining. These cells have the advantage of 

forming large rosettes (diameter up to 5-7 μm) and most often present several invadosomes 

in one cell (Figure 1a). The position of the invadosome rosettes was miscellaneous, some 

localized under the nucleus or near the central core of the cell or at the extremity of membrane 

protrusions (Figure 1a). An orthogonal view of invadosome rosettes shows that these 

structures occupied a large part of the cell thickness (Figure 1a). We confirmed a matrix 

degradation activity associated with the invadosome rosettes using an in situ zymography 

assay with fluorescent gelatin (Figure 1a). For our purpose, it is important to work with fixed 

cells due to the dynamics of these invadosome rosettes (see movie 1). 

To discriminate laser captured proteins from undesirable exogenous contaminating proteins, 

NIH-3T3-Src cells were metabolically labeled using the stable isotope labeling with amino 

acids in cell culture (SILAC) method (Supplementary Figure 1a) 17, 19. This first step guarantees 

the specificity of identifications. mRuby-LifeAct staining of PFA-fixed cells was used to 

precisely visualize and select invadosomes to be micro-dissected.  

Laser micro-dissection enables the invadosome isolation, minimizing contaminations from 

other cellular elements. Performing micro-dissection involved manual delineation of 

invadosomes. A laser beam was used to cut the selected region which then propels and 

collects them into a tube cap (Figure 1b). Isolating invadosomes for proteomic analysis 

involves dissecting a lot of structures to obtain enough material. We started experiments with 

a manual collection of 100 rosettes. Following protein extraction, fixation reversion and protein 

digestion, the LC-MS/MS analysis identified only 2 proteins with 5 13C peptides. Since one of 

these proteins was actin, we were reassured about our approach but concluded that we did 
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not collect enough material. We increased the number of manually collected rosettes and 

identified more 13C proteins each time (Figure 1c). 

Once we manually collected 10 000 rosettes, the task of micro-dissection became too difficult 

and time consuming. To speed up the process, we have developed a strategy that benefits 

from ImageJ software’s automated processing. As a first step, under the Zeiss PALM software, 

the user located a field of interest. An image was taken, that was automatically imported under 

the ImageJ software (Supplementary Figure 1b). Using a homemade plugin, metadata were 

extracted. This information allowed accessing the precise acquisition stage location, 

expressed as a calibrated set of coordinates. A homemade ImageJ toolset used those 

coordinates to calculate a matrix of points placed at the center of adjacent field. Using the 

plugin, this matrix was exported as an “Element file”, a proprietary file format from Zeiss, and 

manually imported into the PALM software. The micro-dissection system was then operated to 

move the stage at each of the coordinates, and to acquire an image for each visited field. The 

dissection process was finally completed based on the automatically segmented regions 

(Supplementary Figure 1b). When performed semi-automatically, an experienced person 

could dissect on an average 900 structures per hour, which is a 4-fold improvement on the 

manual procedure. The automation system that allowed us to save time and collect 40 000 

rosettes more comfortably. 

 Over the experiments, a database search analysis with 13C(6) K or 13C(6) R labeling as 

variable modification showed that a large majority (67- 97%) of identified peptides in the first 

experiments were not 13C labeled and thus, came from contaminations. The amount of 

contaminating proteins decreased with more cellular material and became minority (5% for 

40 000 rosettes collected) as soon as we exceeded the sensitivity threshold of the mass 

spectrometer (Figure 1c). This result demonstrated the relevance of isotopic labeling prior to 

laser micro-dissection to guarantee the specificity of protein identifications.  

With 40 000 isolated rosettes, we have identified 2286 13C-peptides corresponding to 570 

proteins with at least one specific peptide or 366 proteins with at least 2 specific peptides 
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(Figure 1c and Figure 2a). We compared the proteins identified in each experiment and found 

an overlap of 59-76% (Figure 1d) suggesting a good reproducibility of the entire process.  

 

Enrichment analysis and functional classification of proteins.  

To determine the enrichment of proteins into invadosome rosette samples, we performed a 

relative label-free quantification between the micro-dissected fraction and the total extract of 

labeled cells. We chose to use a total cell extract, also to avoid protein enrichment due to 

another specific subcellular structure and to obtain an average expression level of the 

proteome. With such small amount of collected material, we could not measure the protein 

concentration and therefore directly analyzed an equal amount of total extract proteins. We 

opted to measure protein concentration with LC-MS/MS analysis using a dilution range of a 

total extract of 13C labeled NIH-3T3-Src cells. We used the sum of surface area of all detected 

13C peptides as readout to evaluate the injected peptide quantities. We have deduced 72 ng 

for the peptide quantity contained in the sample of 40 000 rosettes and chose the closest point 

of the total protein quantity range for quantification analysis (Figure 2a and b). We then 

normalized MS abundances on the sum of detected peaks and performed a relative label-free 

quantification between proteins identified in the rosette sample and the whole proteome 

(Figure 2c). Among the 366 proteins identified with at least 2 peptides in the rosette sample, 

312 proteins were enriched with a rosette/total proteome abundance ratio ≥1.5, indicating the 

significant presence of these proteins in the rosettes (Figure 2c, Table 1 and Table 

supplementary 1). 

As expected, we found cytoskeletal proteins flagged by the Gene Ontology (GO) (26). We then 

compared, in detail, our results with published data (Figure 2d). Thirty-seven proteins were 

already described in invadosomes and, more widely, 131 proteins (42%) were associated with 

tumor invasion (Table 2, Table supplementary 2 and Figure 2d) reinforcing the relevance of 

our findings and providing opportunities to identify new key members not yet identified. With 

the aim of associating biological functions with identified proteins, we classified the 312 
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enriched proteins according to GO categories (Figure 2e). Interestingly, we also found a large 

proportion of nucleic acid binding proteins (22%, 70 proteins) and more precisely, RNA binding 

proteins (19%, 60 proteins) (Figure 2e). The identification of several ribosomal proteins (27), 

ribonucleoproteins (8), mRNA processing factors (14) and translation factors (12) in the 

invadosome proteome suggested that a dedicated protein synthesis machinery is associated 

with these structures. 

 

Localization and involvement of translation-related proteins at invadosomes  

The spatio-temporal control of protein translation is necessary to ensure protein production at 

the right time and place 20. This was already established in neurons and for focal adhesions 21, 

22. Translational control is also crucial in cancer development, especially the selective control 

of the translation of specific mRNAs that promote tumor progression including invasion and 

metastasis 23. Our data suggested that invadosomes had a concentrated protein translational 

machinery.  

To test this hypothesis, we first tested whether the identified and enriched proteins from the 

translational machinery were localized to invadosomes. Using immunofluorescence approach, 

we demonstrated that caprin 1, eukaryotic elongation factor 2 (eEF2), eukaryotic translation 

elongation factor 1 alpha 1 (eEF1A1) and eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H 

and L (EIF3H, EIF3L) colocalized with invadosomes (Figure 3b and Supplementary Figure 

2d). Interestingly, the localization could be different depending on the protein tested. Indeed, 

eEF2, eEF1A1, EiF3H and EiF3L colocalized with the F-actin core, while caprin 1 concentrated 

in the center and at the periphery of the rosette. Moreover, a dynamic observation of eEF2 

showed that the localization of this protein could evolve during the maturation process of the 

invadosome rosette (Supplementary Figure 2b). 

Then, to address the involvement of the translation machinery for invadosome formation, we 

studied the impact of translation inhibitors in invadosome formation. Anisomycin and 

cycloheximide (CHX) treatment in a concentration range and time-course assays impacted 
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invadosome formation in NIH-3T3-Src cells (Figure 3a and Supplementary Figure 2a). This 

effect seems to be specific to invadosomes compared to other F-actin structures such as stress 

fibers or lamellipodia 24, 25.  

More specifically, to address the involvement of identified proteins and to validate, in the same 

time, our methodology, we performed a siRNA screen on 18 proteins chosen according to their 

enrichment ratio in line with the literature. Twenty-eight per cent of the siRNA tested and 36% 

of the siRNA targeting translation related proteins had an impact on invadosome formation in 

our assay (Supplementary Figure 2c). More precisely, depletion of eEF2 and eEF1A 

decreased invadosome formation; on the contrary caprin1 expression did not affect the number 

of invadosomes per nuclei (Figure 3c). In parallel, we measured the degradation activity of the 

cells in the same conditions and observed a decrease in the matrix degradation capacity of the 

cells upon silencing of all three proteins (Figure 3d).   

These data confirmed the robustness of our method to identify the invadosome proteome and 

demonstrated a subcellular concentration of the translation machinery at invadosomes. 

 

A protein translation activity associated with invadosome rosettes 

To investigate the presence of an intrinsic and specific translational activity within rosettes, we 

first analyzed the endoplasmic reticulum (ER) organization associated with invadosome 

rosette. Interestingly, we noticed a concentration of ER in the center of the rosette (Figure 4a). 

An orthogonal view demonstrated that the ER forms an extension, which reaches the center 

of the rosette from the top. Moreover, we observed a fine staining that surrounds the inner and 

outer parts of the F-actin (Figure 4a). A similar pattern was observed for several proteins 

enriched in invadosomes such as eEF2 (Supplementary Figure 1b) and the initiation factor 4E 

(eIF4E), a major translation initiation factor (Supplementary Figure 3a). We, then, searched 

for translation elements such as ribosomes and mRNAs. We thus performed correlative light 

and electron microscopy (CLEM) studies on NIH-3T3-Src with labeled invadosomes and 

observed an enrichment of ribosomes into the periphery of the invadosome rosettes (Figure 
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4b) demonstrating that these structures concentrate the required molecular machineries for 

performing efficient translation. In parallel, using oligo-dT probes and oligo-dA as control, we 

confirmed the accumulation of mRNA in these invasive structures (Supplementary Figure 

3b). As actin is the main structural component of these structures, hence, we decided to test 

the presence of actin mRNA in invadosomes. Using single molecule inexpensive FISH 

(smiFISH) 26, we found specific accumulation of actin mRNA in invadosome rosettes in NIH-

3T3-Src cells (Figure 4c). 

In some structures such as P-bodies, despite mRNAs accumulation, their translation is 

inhibited 27. So, we used the ribopuromycylation method (RPM) to directly visualize translation 

in live cells. RPM is based on incorporation of puromycin (PMY) into nascent polypeptide 

chains, whose association with ribosomes is maintained by the presence of the chain 

elongation inhibitor, emetine 26. We found a strong PMY signal around the nuclei but also in 

invadosome rosettes demonstrating that active protein translation took place in rosettes 

(Figure 4d). This signal was abolished using anisomycin, a translation inhibitor. Consequently, 

we demonstrated that an internal protein translational activity was an inherent property of these 

invasive structures and was important for their maintenance. Overall, these data suggest that 

invadosomes require a localized synthesis of actin to maintain their structure.  
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Discussion  

So far, there have been very few studies that defined the invadosome proteome due to their 

dynamics and problems encountered during their isolation. All the previous studies used a MS-

based discovery approach. Cervero et al. used a protocol for adhesive fraction from primary 

human macrophages allowing enrichment of the ventral membrane of the cells containing 

podosomes. Following relative quantification strategy, they compared preparations of ventral 

membranes from macrophages bearing podosomes versus ventral membranes from PP2-

treated macrophages that did not form podosomes. They had identified 203 proteins (with ≥1 

peptide) comprising 33 established podosome proteins and highlighted WDR1/AIP-1 and 

hnRNP-K as new components that localized to the core structure of macrophage podosomes 

10. In another study, Attanasio et al. compared invadopodia-enriched subcellular fractions with 

either cytosolic fractions or whole cell lysates by a Difference Gel Electrophoresis (DIGE) - 

MALDI approach. Among the 58 identified proteins, they revealed new invadopodia 

components (14-3-3ɛ, G protein β1 subunit, GAPDH, G6PD, LDHA and PKM) 13, which, 

unfortunately were not validated in further studies. Even if these studies did not use the same 

invadosome models and methodologies, we have identified 12 proteins (21%) in common with 

Attanasio et al. and 71 proteins (35%) with Cervero et al. (Supplementary Figure 4). Further 

to the demonstration of the better capacity of identification by our method (570 proteins 

identified with ≥1 peptide, 366 proteins identified with ≥2 peptides), the laser micro-dissection 

selectivity allows confident interpretation of the results. Indeed, Cervero et al also identified 

several ribonuclear components and RNA binding proteins but expressed reservation that 

these could be due to a defect in their preparation 10.  

In this study, we used, for the first time, the combination of laser micro-dissection and mass 

spectrometry for subcellular proteomics analyses. The only comparable approach is the 

proteome study of Lewy bodies that are similar in size to one or several cells 28. Due to the 

ability of stable isotope labeling to guarantee the specificity of identification in case of very 

small amount of material, to the automation of the laser micro-dissection, and the sensitivity of 
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the last generation mass spectrometers, we can now analyze the proteome of very small 

compartments (even sub-organellar compartments). It also raises new possibilities for other 

membrane structures for example, the cellular junctions whose studies were slowed down by 

technological locks. Moreover, our method offers the advantage to be suitable for fixed 

samples, allowing the possibility to analyze a specific maturation step correlated to a specific 

morphology as demonstrated with invadosome rosettes.  

We believe that combinining laser micro-dissection and mass spectrometry, allows to solve 

subcellular proteomics challenges thereby guaranteeing specificity and sensitivity. We provide 

an alternative to the classical biochemical fractionations, known for their limitations both in 

terms of contaminations by other organelles and the impossibility to robustly analyze 

membranes structures or other elements destabilized or destroyed by the cell lysis. We also 

provide new solutions for analyses of protein complexes classically investigated by 

immunoprecipitation. Indeed, our method allows analyzing and deciphering the proteome of 

targeted subcellular compartments in their native state.  

Owing to our approach, we highlighted and demonstrated, for the first time, an internal protein 

translational activity associated with invadosomes. We demonstrated that a global inhibition of 

the translational machinery inhibits invadosome formation. Moreover, we localized several 

proteins identified by proteomic into invadosomes. Their depletion using a siRNA screen 

blocked invadosome formation and/or activity.. To confirm the presence of a local and active 

translation activity into invadosome rosettes, we have shown i) the presence of ribosomes, ii) 

an accumulation of mRNA and especially actin mRNA and iii) an active translation activity into 

invadosomes. 

So, this study completes the invadosome proteome and associates for the first time 

invadosomes with a specific translation machinery. Indeed, these data can now serve as a 

resource to better understand molecular mechanisms involved in invadosome formation and 

activity. This translation machinery and the specific elements associated could represent new 

targets to block matrix degradation and cancer cell invasion. 
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This relocation of translation is coherent with the dynamics of these structures and was already 

described for other subcellular compartments in neurons 29. Indeed, intricate regulation of 

compartment-specific mRNA translation in mammalian central nervous system axons supports 

the formation and maintenance of neural circuits in vivo. Moreover, the presence and the 

translation of beta-actin mRNA in filopodia and lamellipodia was known for a long time 30. 

Invadosome rosettes are dynamic structures formed by a constant polymerization-

depolymerization activity of actin filament needed to ensure the generation, the maturation, the 

stabilization and the collapse of the structure. Thus, it is rational that this required a subcellular 

mRNA accumulation and a local protein translation.  Now, it is clear that beta-actin mRNAs 

are not the only mRNA translated into these invasive sites. So, the next step will be to identify 

the mRNA specifically translated into invadosomes to fully understand the implication of this 

process in invadosome formation and more globally in cancer cell invasion. 

The local concentration of proteins is a limitation to cellular processes 31. Likewise, translational 

control is a crucial component of cancer development and progression. The control of protein 

synthesis and the selection of specific mRNAs are involved in cancer invasion and metastasis 

23. Notably, some mRNA binding proteins identified with our methodology are already 

associated with cancer progression and invasion (Table 2 and Table supplementary 2). In 

the future, this new invadosome feature could pave the way for the identification of a 

translational signature for tumor cell invasion, which could then be pharmacologically targeted. 
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Methods 

Cell culture 

NIH-3T3 WT and NIH-3T3-Src cells were a generous gift from Sara A. Courtneidge (Burnham 

Institute for Medical Research, LaJolla, CA). The cells were maintained in Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium with 4.5 g/l glucose Glutamax-I (Invitrogen) supplemented with 10% fetal calf 

serum (Sigma Aldrich) and 100 U/ml penicillin-streptomycin (Invitrogen). 

Transfection 

Caprin-myc, Eif3L-myc, S100A4-myc and eEF2-GFP were purchase form Origene. Those 

plasmids were transfected (1 µg) using JetPrime (PolyPlus Transfection) following the 

manufacturer’s instructions. 

siRNA oligonucleotides (60 nM) were transfected using the Lipofectamine RNAiMax 

(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The sequences are listed in the 

supplementary table 3 

Antibodies and reagents 

The anisomycin and the cycloheximide were purchase from Sigma-Aldrich. The GM6001 was 

purchase from EMD Millipore. PP2, eEF1A1 antibody (EPR9470) and anti-GFP (LGB-1) were 

purchase from Abcam. Anti-Myc (9E10) was purchase from Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

Anti-EiF3H (D9C1) was purchase from Cell Signaling Technology. Secondary antibodies 

FluoProbes 488 and 547H anti-rabbit and anti-mouse were purchase from Interchim. Hoechst 

34580 (Invitrogen) was used to stain nuclei. For the endoplasmic reticulum localization, cells 

were incubated with 1 µM of ER-TrackerTM green (BOPIDYTM FL Glibenclamide) (Molecular 

PobesTM) for 30 min at 37°C. Then the cells were fixed in 4% PFA before confocal imaging. 

In situ zymography assay 

Coverslips were coated with Oregon green gelatin (Invitrogen), fixed with 0.5% glutaraldehyde 

(Electron Microscopy Sciences), and washed with PBS (Invitrogen). Cells were seeded on 

coated coverslips and incubated 24 h before fixation and staining.  
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Immunofluorescence  

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA), pH 7.2, for 10 min, permeabilized with 0.2% 

Triton X-100 for 10 min and incubated with various antibodies, as described earlier in Juin et 

al. 4.  

SILAC labeling 

Src-NIH-3T3 cells were grown in DMEM without lysine and arginine (Gibco) supplemented with 

10% dialyzed foetal bovine serum (Gibco), 200 mg/L L-proline (Sigma-Aldrich), and 84mg/L 

13C6 L-Arginine (R) and 146 mg/L 13C6 L-Lysine (K) (both from Eurisotop) at 37°C in a 

humidified incubator in a 5% CO2 atmosphere. The total incorporation of the labeling was 

checked by mass spectrometry after 6 cycles of cellular doubling. 

Laser micro-dissection  

Invadosomes were micro-dissected from PFA fixed Src-NIH-3T3 cells with a PALM type 4 

(Zeiss) automated laser micro-dissector. Five analyses were performed with an increasing 

number of micro-dissected invadosomes (100, 350, 3000, 10 000, 40 000). The four first ones 

were manually made. The micro-dissection of 40 000 rosettes was made using the system of 

automation which we developed. 

Assisted invadosomes laser micro-dissection 

An ImageJ macro toolset was used to automatically segment invadosomes and export the 

regions of interest to be isolated toward the PALM Zeiss microdissector. While the sample is 

being scanned, the ImageJ toolset monitors the arrival of newly saved images. For each single 

image, pre-processing and segmentation steps are performed as follows. First the channels 

from the RGB images are split: only the red image is retained. A median filtering is applied 

(radius: 2 pixels), and a background subtraction is performed using the rolling-ball algorithm 

(radius: 20 pixels). To isolate invadosomes from background, automated thresholding is 

applied, morphological closing and hole filling performed. Finally, structures are delineated by 

connexity analysis (ImageJ analyse particles function). Morphological parameters, strictly 

defined on well-identified structures, are used to only retain structures of interest: objects’ area 
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should be at least 10 µm2, with a circularity enclosed within the 0.35-1 range. This analysis 

output takes the form of regions of interest (ROI), stored within the ImageJ RoiManager. All 

ROIs are exported as an “Element file”, using an in-house developed ImageJ plugin. 

High Content Analysis (HCA) 

Images for HCA were collected using an inverted Leica DMI 6000 microscope (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany) equipped with a HC PLAN APO 20x/0.7 objective, a 

Lumencor spectra 7 illumination device (Lumencor, Beaverton, USA) and a HQ2 CCD camera 

(Photometrics, Tucson, USA). This system was under the control of the MetaMorph software 

(Molecular Devices, Sunnyvale, USA), under which a serie of journal has been created to 

automate the acquisitions over a multi-well plate (24 wells/plate, 25 fields imaged/well). 

Automated image analysis has been performed using an in-house developed workflow, using 

the CellProfiler software 32. Briefly, for both the invadosomes and nuclei images a correction 

for uneven illumination has been performed. Invadosomes were first enhanced by top-hat 

filtering. Candidate structures were isolated using the “Identify primary objects” function, then 

submitted to a refined identification by filtering based on morphological parameters (area, 

major/minor axis length and solidity). Nuclei identification was performed using only the 

primary object detection. For both channels, an image of the objects outlines was saved to 

visual assess the segmentation efficiency. All morphological parameters were extracted and 

saved as a SQLite database for further reviewing and analysis using the Cell Profiler Analyst 

software 33. 

Range of protein quantity of total cellular extract 

SILAC labeled src-NIH-3T3 cells were lysed in RIPA buffer (Sigma) supplemented with 

protease inhibitor cocktail (Roche). Protein concentrations were measured using the Bio-Rad 

protein assay. 
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Sample preparation for mass spectrometry 

Microdissected invadosomes and whole cells extracts were incubated in a Tris-HCl pH 6.8 

solution for 2 h at 95°C. Samples were loaded on a 10% acrylamide SDS-PAGE gel. Migration 

was stopped when the samples entered the resolving gel and the proteins were visualized by 

colloidal blue staining. The SDS-PAGE band was cut into 1 mm x 1 mm gel pieces. Gel pieces 

were destained in 25 mM ammonium bicarbonate (NH4HCO3), 50% acetonitrile (ACN) and 

shrunk in ACN for 10 min. After ACN removal, the gel pieces were dried at room temperature. 

The proteins were first reduced in 10 mM dithiothreitol, 100 mM NH4HCO3 for 30 min at 56°C 

then alkylated in 100 mM iodoacetamide, 100 mM NH4HCO3 for 30 min at room temperature 

and shrunk in ACN for 10 min. After ACN removal, the gel pieces were rehydrated with 100 

mM NH4HCO3 for 10 min at room temperature. Before protein digestion, the gel pieces were 

shrunk in ACN for 10 min and dried at room temperature. The proteins were digested by 

incubating each gel slice with 10 ng/µL of trypsin (T6567, Sigma-Aldrich) in 40 mM NH4HCO3, 

10% ACN, rehydrated at 4°C for 10 min, and were finally incubated overnight at 37°C. The 

resulting peptides were extracted from the gel in three steps: the first incubation was in 40 mM 

NH4HCO3, 10% ACN for 15 min at room temperature and two subsequent incubations were in 

47.5% ACN, 5% formic acid for 15 min at room temperature. The three collected extractions 

were pooled with the initial digestion supernatant, dried in a SpeedVac, and re-suspended with 

20 μL of 0.1% formic acid before nanoLC-MS/MS analysis. 

Mass spectrometry analysis 

Online nanoLC-MS/MS analyses were performed using an Ultimate 3000 RSLC Nano-UPHLC 

system (Thermo Scientific, USA) coupled to a nanospray Q-Exactive hybrid quadrupole-

Orbitrap mass spectrometer (Thermo Scientific, USA). Ten µL of the peptide extract were 

loaded on a 300 µm ID x 5 mm PepMap C18 precolumn (Thermo Scientific, USA) at a flow 

rate of 20 µL/min. After 5 min desalting, peptides were separated on a 75µm ID x 25cm C18 

Acclaim PepMap® RSLC column (Thermo Scientific, USA) with a 4-40% linear gradient of 

solvent B (0.1% formic acid in 80% ACN) in 108 min. The separation flow rate was set at 300 
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nL/min. The mass spectrometer operated in positive ion mode at a 1.8 kV needle voltage. Data 

were acquired using Xcalibur 3.1 software in a data-dependent mode. MS scans (m/z 350-

1600) were recorded at the resolution of R = 70000 (@ m/z 200) and an AGC target of 3 x 106 

ions collected within 100ms. Dynamic exclusion was set to 30s and top 12 ions were selected 

from fragmentation in HCD mode. MS/MS scans with a target value of 1 x 105 ions were 

collected with a maximum fill time of 100 ms and a resolution of R = 17500. Additionally, only 

+2 and +3 charged ions were selected for fragmentation. The other settings were as follows: 

no sheath and no auxiliary gas flow, heated capillary temperature, 200°C; normalized HCD 

collision energy of 27% and an isolation width of 2 m/z. 

Database search, MS results processing and quantification. 

For protein identification, we used the Mascot 2.5 algorithm available with Proteome 

Discoverer 1.4 Software (Thermo Fisher Scientific Inc.). It was used in batch mode by 

searching against the UniProt Mus musculus database (45 172 entries, Reference Proteome 

Set, release 2016_03) from http://www.uniprot.org/website. Two missed enzyme cleavages 

were allowed. Mass tolerances in MS and MS/MS were set to 10 ppm and 0.02 Da. Oxidation 

of methionine, acetylation of lysine and deamidation of asparagine and glutamine were looked 

for dynamic modifications. Carbamidomethylation on cysteine was searched as static 

modification. 13C(6) (K) or 13C(6) (R) labeling was searched as variable modification for 

contaminating analyses and as fixed modification for invadosomal proteome analyses. 

For the enrichment analysis compared with the total cellular proteome, raw LC-MS/MS data 

were imported in Proline Studio (http://proline.profiproteomics.fr/) for feature detection, 

alignment, and quantification. Protein identification was only accepted with at least 2 specific 

peptides with a pretty rank=1 and with a protein FDR value less than 1.0% calculated using 

the “decoy” option in Mascot 34. Label-free quantification of MS1 level by extracted ion 

chromatograms (XIC) was carried out using the parameters indicated in supplementary table 

4. Protein ratios were normalized by sum of peak intensities. Proteins with invadosomes/total 

ratios ≥1.5 were considered as enriched in comparison with the whole cellular proteome. 

http://www.uniprot.org/website
http://proline.profiproteomics.fr/
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Bioinformatics analysis 

Proteins listed in the Table 1 and Table supplementary 1 were used for analyses of Gene 

Ontology (Protein class) classification from the PANTHER (http://pantherdb.org) database. 

smiFISH 

Single molecule inexpensive FISH (smiFISH) was performed as described 26. Briefly, cells 

were fixed with 4% PFA and permeabilized in 70% ethanol. Cells were then hybridized using 

two types of probes: (i) 24 unlabelled primary probes containing both a beta-actin mRNA 

targeting sequence and a shared sequence (FLAP); (ii) a secondary probe conjugated to two 

Cy3 moieties, pre-hybridized in vitro to the primary probes via the FLAP sequence. All probes 

were purchased from Integrated DNA Technologies. The probe sequences are listed in 

supplementary table 5. Following smiFISH, cells were permeabilized with 0.1% Triton-X100 

and stained with anti-beta-actin (clone AC-15, Sigma A5441) and goat anti-mouse-FITC 

(Jackson ImmunoResearch 115-095-062) antibodies 26. 

Microscopy 

Three-dimensional image stacks were captured on a wide-field microscope (Zeiss Axioimager 

Z1) equipped with a 63x 1.4 NA objective and a sCMOS camera (Zyla 4.2 MP, Andor 

Technology) and controlled with Metamorph (Molecular Devices). Maximum intensity 

projections of image stacks were obtained with ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National 

Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2016). For 

confocal microscopy, cells were imaged as previously described 4. Cells were imaged with 

a SP5 confocal microscope (Leica, Leica microsystems GmbH, Wetzlar, German) using a 

63x/numerical aperture (NA) 1.4 Plan Neofluar objective lens. To prevent fluorochromes 

crosstalk contamination, each channel was imaged sequentially using the multitrack recording 

module before merging. Z-stack pictures were obtained using LAS AF, Leica software. Three-

dimensional reconstructions were obtained from Z-slices pictures, by using Leica software 

(LAS AF, Leica software, Germany). Correlative microscopy, for performing CLEM of 

rosettes, we used laser micro-patterned aclar films as previously described 35. The aclar films 

http://pantherdb.org/
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were pre-coated with 0.5 mg/ml of gelatin in a 24 well-plate. NIH-3T3 cells were seeded at 20 

000 cells/ml and incubated overnight. The next day, the aclar film was transferred to a 35 mm 

glass bottom dish (MatTek P35G-1.0-20-C) for confocal imaging (Leica SP2) using a 63x 

objective (NA:1.32, Leica microsystems). High-magnification fluorescent pictures of cells and 

rosettes were acquired. In addition, low-magnification images were acquired for mapping the 

position of the cell in relation to the micro-patterns that are visible using transmitted light (see 

experiment workflow). Once imaged, cells were fixed in 2.5% Paraformaldehyde (EMS 15713) 

and 2.5% Glutaraldehyde (GA, EMS 16220) in 0.1M cacodylate buffer (EMS 11652) for 1 h at 

room temperature. The cells were post-fixed in 1% OSO4 (EMS 19150) in cacodylate buffer 

0,1M for 1 h on ice. After 3x10 min water rinses, cells were stained with 2% uranyl acetate. 

The cells were dehydrated in sequential gradient alcohol baths and infiltrated with epon (resin). 

Plastic embedding capsule (EMS 69910-05) were mounted over the aclar film following 

overnight polymerization at 60°C. The following day, the capsules were filled with epon and 

polymerized again overnight at 60°C. 

For relocating the region of interest, the surface of the resin block was imaged using a 

stereomicroscope allowing accurate positioning of the cell of interest according to the micro-

pattern. Precise trimming was performed around the cell of interest. Finally, the resin block 

was serially sectioned (thickness: 70 nm) and all the sections were collected on electron 

microscope slot grids. Sample sections were imaged on a CM12 transmitted electron 

microscope (FEI company) with a CCD camera (Orius, Gatan). For the image processing, 

fluorescent images were processed in Fiji 36 and electron microscopy images were aligned and 

stacked with TrakEM2 37. 3D rendering of the electron microscopy acquisitions were performed 

with Imod 38.   

Ribopuromycylation (RPM) method 

To visualize newly synthetized proteins within cells, we used the RPM method as described 

by David et al.  39. NIH3T3-Src cells grown on coverslips were incubated for 15 min at 37°C in 

complete H12 medium supplemented with 208 µM emetin (EMD, Sigma). In protein synthesis 
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inhibitor control experiments, cells were pretreated with 40 µM anisomycin (Sigma) for 30 min 

at 37°C before incubation with emitin. Cells were then treated with 355 µM cycloheximide 

(Sigma) for 2 min on ice in permeabilization buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM MgCl2, 25 

mM KCl, 0.015% digitonin, EDTA-free protease inhibitor, 10 U/ml RNaseOut (Invitrogen)). 

Cells were then washed and incubated in polysome buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM 

MgCl2, 25 mM KCl, 0.2 M sucrose, EDTA-free protease inhibitor, 10 U/ml RNaseOut 

(Invitrogen)) supplemented with 91 µM puromycin (PMY, Sigma) for 10 min on ice. After rapid 

washing in polysome buffer, cells were fixed in 4% PFA for 10 min at room temperature. After 

fixation, cells were washed twice with PBS and immunostaining with anti-PMY antibody was 

performed as described above. 

 

SILAC labeling, laser micro-dissection, assisted invadosomes laser micro-dissection, high 

Content Analysis (HCA), range of protein quantity of total cellular extract, sample preparation 

for mass spectrometry, mass spectrometry analysis, database search, MS results processing 

and quantification and bioinformatics analysis were performed as described in Supplemental 

experimental procedures. 
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Figures  

 

Figure 1: Laser capture and collection of rosettes, global identification values and 

reproducibility of identification. 

 (a) Representative confocal images of NIH-3T3-Src cells with invadosome rosettes revealed 

with the Lifeact-mRuby (red). Orthogonal view section shows the thickness of those structures. 

Below, a representative image of an in situ zymography assay shows the degradation capacity 

of the cells when seeded on a fluorescent gelatin matrix. Scale bars: 10 µm. 

(b, upper panel) Representative confocal images of NIH-3T3-Src cells with rosettes. In the 

right image, the dotted circles surround the rosettes that were micro-dissected (scale bar: 



110 
 

30µm); (b, lower panel) Schematic representation of the micro-dissection process. The laser 

cuts the region of interest, which will then be propelled into the cap of a tube. The last panel 

shows micro-dissected rosettes (Lifeact-mRuby, red) collected into the cap of the tube (scale 

bar: 300 µm). 

(c) Number of identified peptides according to the number of collected rosettes. Due to 

previous metabolic isotopic labelling, peptides coming from dissected invadosomes were 

identified with 13C modifications (13C peptides) and discriminated from external contamination 

(contaminating peptides).  

(d) Proteins identified in each experiment (increasing number of collected invadosomes) were 

compared to estimate the reproducibility of identification. 

 

Figure 2: Enrichment analysis and functional classification of proteins.  
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(a) The table recapitulates the number of identified peptides, the corresponding number of 

identified proteins with at least 1 or 2 specific peptides and the associated sum of MS 

intensities of all 13C peptides detected according to a range of proteins quantity from 13C 

labelled NIH-3T3-Src cells. The sum of intensities of all detected 13C peptides was used to 

deduce the protein quantity from the 40 000 rosettes sample (in red in the table and in the 

graphical representation (b)). The closest point of the total protein quantity range (100 ng) was 

chosen to compare the MS relative abundances after normalisation.  

(c) Among the 366 proteins identified with at least 2 peptides in the rosettes sample, 312 

proteins were enriched with a rosette/total proteome abundance ratio ≥1.5 (log ratio≥0.6 in 

red). 

(d) Manual sorting of the proteins according to their characterization in the literature. Among 

the 312 enriched proteins, 42% (95 proteins) were associated to cancer invasion including 37 

proteins already described in the invadosomes. 

(e) The bart chart represents the classification of the 312 enriched proteins according to the 

GO categories (“Protein class” classification from the PANTHER database). Among the 70 

nucleic acid proteins, 60 proteins were sub-classified as RNA binding proteins whose 

functional assignments distribution is represented into the pie chart. 

 

Figure 3: Localization and involvement of translation-related proteins at invadosomes  
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(a) Dose response of the number of rosettes per nuclei after translation inhibitor treatment. 

NIH-3T3-Src cells were treated with the indicated doses of anisomycin or cycloheximide (CHX) 

for 24 h. Panel on the top shows representative images of the cells for which there is an effect 

with the minimum dose. The bar graph represents the number of rosettes per nuclei. Error bars 

represent the SEM (n=20 fields, three independent experiments; ***, P < 0.001 as compared 

to the non-treated cells as control). Scale bar: 50 µm.  

(b) Confocal microscopy images of lifeact-mRuby (red)-expressing NIH-3T3-Src cells 

transfected with Caprin1-myc (green) or eEF2-myc (green) or eEF1A1 (green) revealed by 

indirect immunofluorescence. Lowers panels show enlarged views of the boxed regions. Scale 

bars: 10 µm (EEF1A1 and Caprin1), 20 µm (eEF2).   

(c) Lifeact-mRuby (grey)-expressing NIH-3T3-Src cells were transfected with a siRNA control 

(siCtrl) or two independent siRNA targeting eEF2, eEF1A1 or Caprin1 involved in translation 

activity. As controls the cells were treated with the Src inhibitor PP2 (5 µM). Bar graph shows 

the number of rosettes per nuclei. The black bars represent the control conditions of the 

experiment. Error bars represent the SEM (n=75 fields, three independent experiments; ns, 

not significant; *, P <0.05; **, P < 0.005; ***, P < 0.001 as compared to the siRNA control). The 

right panel shows representative images of the rosette number determined by the mask applied 

by the software (red areas). Scale bar: 50 µm.  

(d) NIH-3T3-Src cells transfected with a siRNA control (siCtrl) or two independent siRNA 

targeting eEF2, eEF1A1 or Caprin1 were seeded on a fluorescent gelatin matrix. As a control, 

cells were treated with PP2 (5 µM). Bar graph shows the gelatin area degraded per cell after 

24 h. The black bars represent the control conditions of the experiment. Error bars represent 

the SEM (n=30 fields, three independent experiments; ns, not significant, **, P < 0.005; ***, P 

< 0.001 as compared to the control siRNA). The right panel shows representative images of 

the degraded area (black), insets on the bottom show the nuclei of the same field. Scale bar: 

50 µm.  
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 Figure 4: A protein translation activity associated with invadosome rosettes 

(a) Lifeact-mRuby (red)-expressing NIH-3T3-Src cells were stained with an ER tracker (green). 

Representative confocal images are shown. On the left panel, a Z-stack reconstruction shows 
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an invagination of the ER into a invadosome rosette. A magnification of a rosette shows the 

ER organization into this structure. Scale bars: 10 µm (right panel) and 2 µm (left panel).  

(b, upper panel) Correlative light and electron microscopy (CLEM) in vitro. First, a confocal 

acquisition of a lifeact-mRuby (red)-expressing NIH-3T3-Src cell forming rosettes (arrow 

heads) is taken. Then, the exact same cell is imaged by transmitted electron microscopy 

(TEM). Next, the position of rosettes is correlated between confocal and electron microscopy 

(arrowheads). The dashed square represents the area imaged in the panel below. Scale bar: 

5 µm. (b, lower panel) TEM micrographs of the rosette outlined in the upper panel (box, yellow 

arrow head). The boxed region is displayed at a higher magnification in the bottom images. 

The area containing ribosomes is highlighted in blue. Single or small groups of ribosomes are 

represented by individual blue dots. Outline of the rosettes is marked in yellow. The images on 

the right are a 3D reconstruction of the rosette with ribosomes located at the periphery of the 

full rosette. The 3D model is 1.54 µm thick and composed of 22 sections. Scale bars: first line 

1 µm, second line 100 nm; 3D reconstruction: 1 µm. 

(c) Confocal images of a smiFISH experiment using a specific probe set against beta-actin 

mRNA (green) in NIH-3T3 WT and NIH-3T3-Src cells. Beta-actin protein was immnunolabeled 

in red. Panels on the right show enlarged views of the boxed regions. Scale bars: 10 µm.    

(d) NIH-3T3-Src cells were treated or not with 40 nM anisomycin for 30 min. Cells were then 

stained for puromycin (green) to label translating ribosomes and F-actin in red. Panels on the 

right show enlarged views of the boxed regions. Scale bars: 10 µm.      
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Table 1: List of proteins identified in invadosomes rosettes and enriched compared to the 

whole cellular proteome. The proteins are listed using their gene name. The table is subdivided 

in five categories i) proteins only detected in invadosomes fraction, ii) Invadosome/ total 

proteome ratio ≥ 10, iii) Invadosome/ total proteome ratio ≥ 5, iv) Invadosome/ total proteome 

ratio ≥ 2 and v) Invadosome/ total proteome ratio ≥ 1,5. 

 

Table 2:  List of proteins identified in invadosomes and enriched compared to the whole cellular 

proteome already described in the literature in invadosomes or associated to cancer invasion 

(The proteins are listed using their gene name). 

 

 

Proteins only detected in invadosomes fraction (gene name)

Atp5d, Col1a2, Cops4, Eif3h, Eif3k, Emc2, Immt, Mcm2, Mybbp1a, Ndufs1, Numa1, Pdhb, Purb, Rab21, Rpl37a, Sdha, Snrpa, Srrt, Tomm70, Ythdf2  

Invadosome/total proteome ratio ≥ 10

Atxn2l, Bag3, Bub3, Fn1, Gm5449, Matr3, Mtcl1, Myef2, Rbm14, Rtcb, Sf3a1, Sf3b3

Invadosome/total proteome ratio ≥ 5

Acat1, Aldh2, Crocc2, Eif2a, Eif3e, Elavl1, Eprs, Fubp1, Fxr1, G6pdx, Hnrnpc, Hnrnpf, Hnrnpl, Hnrnpm, Hsd17b10, Hspa4l, Igf2bp1, Lima1, Mcm3, Mthfd1l, Ncl, 

Nono, Psmc1, Rpl31, Rpl36a, Rps14, Ruvbl2, Sarnp, Sept9, Serbp1, Trim28  

Invadosome/total proteome ratio ≥ 2

Abce1, Acot1, Actr1a, Ahcy, Ahnak, Ahnak2, Aimp1, Anp32a, Arcn1, Atp5c1, Atp5o, Atp6v1b2, Btf3l4, Cacybp, Cald1, Camk2d, Cap1, Caprin1, Cars, Chmp4b, 

Ckap4, Cnn2, Cnn3, Coro1b, Cpne1, Csrp2, Cttn, Dctn1, Ddx17, Ddx3x, Ddx5, Dhx15, Dhx9, Dlst, Eftud2, Eif2s1, Eif3c, Eif3f, Eif3g, Eif3i, Eif3l, Eif3m, Eif4b, 

Farsa ,Fasn, Fhl2, Fkbp4 ,Flna, Flnb, Flnc, G3bp1, Gls, Gm10036, Gm28062 ,Gm6793, Gm8797, Gm9755 ,Gpd2, Grpel1, H2afj, Hadhb, Hdlbp, Hist1h2bm, 

Hist2h3b, Hist2h4, Hnrnpa1, Hnrnpa2b1, Hnrnph1, Hnrnpk, Hspa8, Hspa9, Hspd1, Hspe1, Hsph1, Igf2bp2, Igf2bp3, Impdh2, Iqgap1, Khsrp, Kpna2, Kpnb1, 

Lasp1, Lmna, Lmnb1, Lonp1, Map4, Mbnl1, Mcm6, Mcm7, Mtco2, Mthfd1, Mvp, Myh13, Myl6, Myof, Naca, Nasp, Nedd4l, Npm1, Ogdh, Ola1, Pa2g4, Pabpc1, 

Pabpc4, Pcbp1, Pcbp2, Phb, Phb2, Plec, Ppp3ca, Prdx2, Prpf19, Psma2, Psma3, Psma6, Psmb6, Psmc2, Psmc4, Psmc5, Psmd13, Ptbp1, Rab11a, Rab14, Rab5c, 

Rack1, Rangap1, Rars, Rbbp4, Rbmxl1, Rnh1, Rpl22, Rpl26, Rpl30, Rpl34, Rpl35a, Rpl36-ps3, Rps11, Rps15a, Rps16, Rps19, Rps20, Rps26, Rps27, Rps3a, Rps4x, 

Rpsa, Rrbp1, Ruvbl1, Sae1, Sept11, Sfpq, Snrpa1, Snrpd3, Snx3, Spata5, Sptbn1, Sri, Stmn1, Syncrip, Tardbp, Tbcb, Tkt, Tln1, Tmpo, Tpm3, Tpm3-rs7, Tpm4, 

Twf1, Ugdh, Uqcrc1, Uqcrc2, Vars, Vim, Vps35, Yars,Ybx3, Zyx  

Invadosome/total proteome ratio ≥ 1,5

Acly, Actb, Actg1, Actr3, Anp32b, Anxa2, Arpc4, Atp5a1, Atp5f1, Capg, Capza2, Cct3, Cct5, Cct8, Cdc42, Clta, Copb2, Dars, Dpysl2, Eef1a1, Eef1a2, Eef1d, 

Eef1g, Eef2, Eif5a, Esd, GAPDH, Glud1, Gnai2, Gps1, Gsn, Hsp90b1, Hspa5, Kif5b, Lrpprc, Msn, Myh11, Myh9, Napa, Nup85, Pdlim1, Pgd, Phgdh, Ppp1ca, Prdx1, 

Prdx3, Prkaca, Psmb4, Psmc3, Psmd2, Ran, Rpl10, Rpl10a, Rpl12, Rpl23, Rpl23a-ps3, Rpl28, Rpn1, Rps12, Rps13, Rps3, Set, Shmt2, Stip1, Sugt1, Tpm1, Tpm2, 

Ugp2, Vdac2  

Non described in invadosomes but associated to cancer invasion

Abce1, Acat1, Acly, Actr1a, Ahcy, Ahnak, Anp32a, Anxa2, Bag3, Btf3l4, Cap1, Capg, Caprin1, Cct5, Cct8, Col1a2, 

Ddx17, Ddx3x, Dpysl2, Eef1a1, Eef1a2, Eif3e, Eif3h, Eif3i, Eif4b, Eif5a, Fhl2, Flnb, Flnc, Fubp1, G3bp1, GAPDH, Gnai2, 

Hist2h3b, Hnrnpa1, Hnrnpa2b1, Hspa5, Hspa8, Hspd1, Igf2bp1, Igf2bp2, Khsrp, Kpna2, Kpnb1, Lima1, Lrpprc, Map4, 

Mcm2, Mcm3, Mcm7, Mtco2, Mvp, Myef2, Myof, Ncl, Nedd4l, Nono, Npm1, Numa1, Ogdh, Pa2g4, Pcbp1, Pcbp2, 

Pdlim1, Phb, Phgdh, Ppp1ca, Prdx1, Prdx2, Prdx3, Prkaca, Psmc2, Ptbp1, Rab21, Rab5c, Ran, Rbbp4, Rpl30, Rpl34, 

Rps27, Rps3, Ruvbl1, Ruvbl2, Sae1, Sdha, Serbp1, Set, Shmt2, Sri, Stip1, Stmn1, Tkt, Tpm3-rs7, Trim28, Twf1  

Described in invadosomes and associated to cancer invasion

Actb, Actg1, Actr3, Arpc4, Cald1, Cdc42, Clta, Cnn2, Cnn3, Coro1b, Csrp2, Cttn, Fasn, Flna, Fn1, Gsn, Hnrnpf, Hnrnpk, 

Hnrnpl, Hnrnpm, Hsp90b1, Igf2bp3, Iqgap1, Kif5b, Lasp1, Msn, Myh9, Plec, Ppp3ca, Rab11a, Rab14, Rack1, Tln1, 

Tpm1, Tpm2, Tpm3, Vim, Zyx  
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Figure S1: Flowchart of the analytical process combining assisted laser micro-

dissection and LC-MS/MS for subcellular proteomics. 

(a) Technical flow chart including the metabolic labeling of the proteins to ensure specificity of 

identification, isolation and collection of fluorescent-labeled structures of interest with an 

automated laser capture, and finally, protein identification by LC-MS/MS analysis and the 

enrichment quantification by a label free approach. (b) Detailed workflow of the automated 

laser capture. A first image is acquired from the Zeiss PALM software. Its positional information 

is extracted and used by an ImageJ plugin in order to generate a grid of coordinates, covering 

adjacent field to be explored. For each field, an image is acquired and automatically analyzed 

by ImageJ to recover the outlines of structures of interest. Structure contours are exported 

from the ImageJ software as a Zeiss PALM compatible file. The micro-dissection step is started 

upon this file’s import. Automatic steps are indicated in squares and manual steps in circles.  

(b) Assisted invadosome micro-dissection workflow.  
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Figure S2: 

(a) Time-course of the number of rosette per nuclei after translation inhibitor treatment. Lifeact-

mRuby-expressing NIH-3T3-Src cells were treated with 0.5 µM anisomycin or 35 µM CHX for 

the indicated time points. Panel on the top shows representative images of the cells for which 

there is an effect at the earlier time point. The bar graph represents the number of rosettes per 

nuclei. Error bars represent the SEM (n=20 fields, three independent experiments; ns, not 

significant, **, P < 0.005; ***, P < 0.001 as compared to the non-treated cells as control). Scale 

bar: 50 µm. 

(b) Representative images from time-lapse video microscopy of lifeact-mRuby (red)-

expressing NIH-3T3-Src cells transfected with eEF2-GFP (green). Scale bar: 10 µm. 

(c) siRNA screening targeting 19 of the most enriched candidate proteins. Bar graph shows 

the number of rosettes per nuclei. The black bars represent the controls of the experiment. 

Controle cells were treated with 5 µM GM6001 (metalloproteinases inhibitor) or 5 µM PP2 (Src 

inhibitor) or with a control siRNA (siCtrl). The grey bars represent the proteins that were further 
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localized. Error bars represent the SEM (n=75 fields, three independent experiments; ns, not 

significant; *, P <0.05; **, P < 0.005; ***, P < 0.001 as compared to the siRNA control). 

(d) Confocal images of lifeact-mRuby (red)-expressing NIH-3T3-Src cells transfected with E-

Cadherin-GFP or EiF3L-myc or S100A4-myc (green) and eEiF3H (green) revealed by indirect 

immunofluorescence. Panels on the right show enlarged views of the boxed regions. Scale 

bars: 10 µm. 

 

Figure S3: 

(a) Lifeact-mRuby (red)-expressing NIH-3T3-Src cells were transfected with a construct 

encoding the translation initiation factor HA-eIF4E and stained using HA antibodies (green). 

Panels on the right show enlarged views of the boxed regions. Scale bars: 10 µm.    

(b) Lifeact-mRuby (red)-expressing NIH-3T3-Src cells were transfected with oligo-dT probes 

(green) revealing the presence of poly(A)-RNA in rosettes. An oligo-dA probe was used as a 

negative control. Panels on the right show enlarged views of the boxed regions. Scale bars: 

10 µm.    
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Figure S4:  

Comparison of proteins identified in two other proteomic studies (Attanasio et al. and Cervero 

et al.) with proteins identified using our new method that combines laser micro-dissection and 

mass spectrometry analysis. 

 

1Supplementary Table 1: List of proteins identified in invadosomes rosettes and enriched 

compared to the whole cellular proteome. The Uniprot accession number is indicated, as well 

as the full name of each protein, the number of specific peptides which allowed the 

identification and the invadosome /total proteome enrichment ratio. P/A for Present/Absent 

means detected only in the invadosome sample. 

                                                           
1 Les « supplementary table » sont en annexe n°3 
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Supplementary Table 2: List of proteins identified in invadosomes and enriched compared to 

the whole cellular proteome already described in the literature in invadosomes or associated 

to cancer invasion (ND: Non Determined; PMID : PubMed reference number). 

Supplementary Table 3: List of the different siRNA used in the screening. 

Supplementary Table 4: Parameters used to perform label-free quantification.  

Supplementary Table 5:  List of the probe sequences used for smiFISH. 

 

Movie 1: Dynamics of invadosome rosettes in NIH-3T3-Src cells 

NIH-3T3-Src cells constitutively expressing the Lifeact-mRuby (red) were analyzed by time-

lapse microscopy using a video-spinning-disk-FRAP microscope (DMI6000B; Leica). Frames 

were taken every minute for 30 min. 
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Le TGF-β1 favorise la formation d’invadosomes linéaires dans des cellules 

de carcinome hépatocellulaire, via la surexpression de DDR1 et la 

réticulation du collagène de type I 

 

TGF-β1 promotes linear invadosome formation in hepatocellular carcinoma 

cells, through DDR1 up-regulation and collagen I cross-linking 

 

Ezzoukhry, Z*,. Henriet, E*,. Piquet, L,. Boyé, K,. Bioulac-Sage, P., Balabaud, C., Couchy, 

G., Zucman-Rossi, J,. Moreau, V., Saltel, F. 
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Introduction de l’article 

Comme discuté lors de l’introduction générale, la progression tumorale peut être 

influencée par différents éléments du microenvironnement. Le TGF-β est un facteur de 

croissance qui, de par son impact sur les propriétés de la matrice et sur les cellules tumorales, 

va notamment favoriser l’invasion et la formation de métastases. Dans le cas du carcinome 

hépatocellulaire (CHC), le TGF-β via l’induction de l’expression de la LOXL2, va augmenter 

la rigidité de la matrice favorisant alors l’invasion des cellules tumorales. D’autre part, le TGF-

β va favoriser la formation d’invadosomes par les cellules tumorales, qui sont des structures 

dont la formation peut être dépendante de la rigidité de la matrice. Au laboratoire, nous avons 

mis en évidence que le récepteur au collagène DDR1 était impliqué dans la formation 

d’invadosomes linéaires spécifiquement en présence de collagène de type I fibrillaire. De plus, 

DDR1 est surexprimé dans le CHC par rapport au foie normal.  

Le but de cet article a été de mettre en évidence un lien entre (1) le TGF-β et la 

machinerie moléculaire associée aux invadosomes linéaires et (2) l’impact de la rigidité 

médiée par la LOXL2 sur la formation de ces structures dans le CHC.  

(1) Dans un premier temps, nous avons corrélé l’expression du TGF-β avec l’expression 

du collagène I, de la LOXL2, de DDR1 et de MT1-MMP dans des échantillons de CHC de 

patients. Puis, nous avons montré que le traitement de lignées cellulaires de CHC au TGF-β 

induisait une augmentation de l’expression de ces différentes molécules. La surexpression de 

DDR1 et de la LOXL2 par le TGF-β étant dépendante de la voie de signalisation passant par 

Smad4. Nous avons ensuite montré que le TGF-β induisait une augmentation de la formation 

et de l’activité des invadosomes linéaires de façon dépendante de DDR1.  

(2) Le TGF-β induisant une surexpression de la LOXL2, nous avons voulu savoir si la 

réticulation des fibres de collagène pouvait avoir un impact sur la formation des invadosomes 

linéaires. Nous avons ainsi montré que la réticulation des fibres induisait une augmentation de 

la capacité des cellules à former des invadosomes linéaires.   

L’ensemble de ces résultats nous ont permis de mettre en évidence pour la première fois 

que l’expression de DDR1 pouvait être modulée par le TGF-β ; et que ce facteur de croissance 

ainsi que la réticulation des fibres de collagène de type I favorisaient l’expression des 

invadosomes linéaires. Le TGF-β module donc à la fois (1) la machinerie moléculaire et (2) les 

éléments matriciels impliqués dans la formation des invadosomes linéaires. Ces structures 

pourraient ainsi être impliquées dans l’invasion des cellules tumorales dans le CHC.



126 
 



127 
 



128 
 



129 
 



130 
 



131 
 



132 
 



133 
 



134 
 



135 
 



136 
 



 

137 
 

 

 

 
 

 

 

 

Perspectives et 

projets en cours
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Projet en cours 1 : Etude de la plasticité des invadosomes 

En collaboration avec le Dr. Jacky Goetz et Luc Mercier, U1109, Strasbourg 

Comme décrit en introduction, les invadosomes sont des structures plastiques et 

dynamiques qui s’adaptent à leur environnement. Cette adaptation se traduit par des 

changements morphologiques mais aussi moléculaires. Par exemple, les invadosomes linéaires 

formés sur collagène de type I sont dépendant du récepteur DDR1 contrairement aux autres 

organisations dépendantes des intégrines et/ou CD44. L’environnement matriciel contrôle le 

recrutement et l’activation de récepteurs spécifiques qui vont déclencher différentes voies de 

signalisation. Le collagène de type I va induire une modification morphologique des 

invadosomes qui vont s’organiser le long des fibres (Figure 35A), cependant lorsque la matrice 

de collagène a été dégradée par les cellules, alors les invadosomes se réorganisent sous leur 

forme d’origine (Figure 35B) (Juin et al., 2012). 

 

Figure 35 : Plasticité des invadosomes 

Les cellules NIH-3T3 Src ont été ensemencées sur une matrice de collagène de type I fibrillaire. Après 4 heures, les 

cellules présentent des invadosomes linéaires. Cependant, au bout de 24 heures les cellules ont dégradé la matrice et les 

invadosomes se réorganisent sous forme de rosettes. Images prises au confocal, Tks5 est en vert et les fibres de collagène 

I en rouge. D’après Juin et al., 2012. 

Les invadosomes sont donc des structures plastiques et nous souhaitons à présent 

identifier les protéines impliquées dans la modulation de la plasticité de ces structures. 

Afin d’étudier la plasticité des invadosomes, nous avons choisi d’utiliser les modèles 

cellulaires NIH-3T3-Src et A431 (carcinome épidermoïde) formant des rosettes ou bien des 

invadopodes respectivement. Lorsque ces cellules sont ensemencées sur une matrice de 

collagène de type I fibrillaire, les invadosomes vont adopter une forme linéaire le long des 

fibres, indépendamment de leur forme d’origine (Figure 36).  
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Figure 36 : Plasticité des invadosomes dans les cellules NIH-3T3Src et A431 

Les cellules NIH-3T3-Src et A431 ont été cultivées sur plastique ou bien sur collagène de type I fibrillaire. Images 

représentatives prises au microscope confocal x63, Tks5 (vert), actine-F (rouge) et noyaux (bleu). Barre d’échelle : 

10µm. 

1. Etude de l’ultrastructure des invadosomes 

Nous avons développé une collaboration avec le laboratoire du Dr Jacky Goetz qui est 

spécialisé dans la microscopie corrélative entre la microscopie fluorescente et la microscopie 

électronique in vitro et in vivo (CLEM pour « Correlative light and electron microscopy ») 

(Karreman et al., 2014). Cela va nous permettre de repérer les invadosomes en fluorescence 

soit via l’actine soit via le marqueur Tks5, et par la suite de pouvoir étudier les ultrastructures 

de ces invadosomes en microscopie électronique, selon l’environnement matriciel (Figure 37).  

 

Figure 37 : Illustration du principe de CLEM in vitro 

Une cellule NIH-3T3-Src d’intérêt a été repérée en microscopie confocale et les rosettes ont été identifiées grâce à 

l’actine (rouge). Les cellules sont cultivées dans des boîtes à fond quadrillé, permettant de repérer la zone où les cellules 

d’intérêt se localisent pour la microscopie électronique. La superposition ou corrélation entre les images prises au 

confocal et celles de la microscopie électronique permet de repérer la localisation des invadosomes et d’étudier 

l’ultrastructure de ces zones spécifiques. 
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D’après les premières images obtenues, les organisations observées en microscopie 

électronique semblent corréler avec les organisations observées en fluorescence. Cela montre 

que le traitement des cellules pour la microscopie électronique ne semble pas perturber 

l’organisation des invadosomes. Concernant les NIH-3T3-Src, il semble y avoir un remodelage 

de la membrane plasmique au niveau du cœur des rosettes. L’observation de l’organisation des 

invadosomes linéaires dans ces cellules sur une matrice de collagène est en cours. Pour la lignée 

A431, les invadopodes s’organisent sous forme de points isolés bien délimités, tandis que pour 

les invadosomes linéaires formés sur collagène I, on observe une déformation membranaire qui 

semble entourer les fibres de collagènes (Figure 38). 

 

Figure 38 : Observation de l’ultrastructure des invadosomes 

L’ultrastructure des podosomes présents dans cellules NIH-3T3-Src, ainsi que des invadopodes et des invadosomes 

linéaires ont été observés par CLEM in vitro. La protéine Tks5 est en vert, l’actine en rouge et les fibres de collagène en 

mauve. Les flèches blanches représentent les fibres de collagène en microscopie électronique. 

Il nous faut à présent poursuivre les observations de ces structures et procéder à la 

corrélation entre les images obtenues en fluorescence et celles de la microscopie électronique. 
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Les images obtenues en microscopie électronique reflètent l’organisation de la 

membrane plasmique au niveau de ces structures. Cependant, les fibres d’actine ne sont pas 

maintenues suite à la préparation des échantillons, il faudrait ainsi adapter le protocole de 

fixation de cellules ou bien utiliser un autre type de microscopie permettant d’observer 

l’ultrastructure du cytosquelette d’actine. 

2. Etude moléculaire de la plasticité des invadosomes 

La protéine Tks5 est une protéine spécifique et commune à l’organisation des différents 

invadosomes. Afin d’identifier les molécules impliquées dans la plasticité de ces structures, 

nous avons généré des lignées cellulaires (NIH-3T3-Src et A431) stables surexprimant la 

protéine Tks5 couplée à un rapporteur GFP. Nous avons réalisé des immunoprécipitations anti-

GFP de ces lignées dans les deux conditions de culture (plastique ou collagène de type I 

fibrillaire). Nous avons ensuite analysé par spectrométrie de masse LC-MS/MS les partenaires 

de Tks5 dans les différentes conditions. Nous avons pu identifier 26 protéines communes entre 

les deux lignées cellulaires et enrichies dans nos deux conditions expérimentales (plastique et 

collagène).  

Non décrites dans les invadosomes 
CAPRIN-1, CHMP4B, DDX1, EIF4B, FXR1, FXR2, HNRNPD, LRRC59, MAP4, PABPC1, PRKAG1, RPL29, 
RTN4, SEC61A1, YWHAB, YWHAE, YWHAG, YWHAH, YWHAQ, YWHAZ 

Décrites dans les invadosomes 
CTTN, IGF2BP3, LAMP1, MYH9, NPM1, TPM4 

Tableau 2 : Liste des protéines communes 

Liste des protéines communes dans toutes nos conditions expérimentales, identifiées par spectrométrie de masse. 

Parmi cette liste de protéines, nous nous sommes intéressés à la myosine 9 (aussi appelée 

NMMHC-IIA pour « non-muscle myosin heavy chain IIA » ou NMIIA) et à la tropomyosine 

alpha-4 (Tpm4) qui sont deux protéines impliquées dans la contraction des filaments d’actine.  

La NMIIA est essentiellement impliquée dans la contraction acto-myosique des cellules 

en réponse à la rigidité de la matrice. Cette activité de mécanotransduction est assurée dans la 

cellule au niveau des adhésions focales mais également via les invadosomes (Voir les parties 

3.2.2.2 et 4.4.3 de ce manuscrit). La NMIIA a été identifiée au niveau des invadosomes et plus 

particulièrement au sein de l’anneau protéique des podosomes. Cette myosine n’est pas 

nécessaire dans la formation des invadosomes mais plutôt dans leur activité de dégradation et 

dans l’activité de mécanotransduction de ces structures (Alexander et al., 2008; Linder and 

Wiesner, 2016; Rafiq et al., 2017; van den Dries et al., 2013). Récemment, la NMIIA a été 
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identifiée comme étant un partenaire du récepteur DDR1, permettant le remodelage des fibres 

de collagène I (Coelho et al., 2017). 

La Tpm4 a été identifiée au niveau des podosomes dans des ostéoclastes et est impliquée 

dans l’activité de dégradation de ces cellules (McMichael and Lee, 2008). De plus, une étude a 

mis en évidence un lien entre la NMIIA et la Tpm4 au niveau des filaments d’actine (Hundt et 

al., 2016). 

Ces éléments mettent en évidence un rôle de l’activité acto-myosique au sein des 

invadosomes. Nous posons ainsi l’hypothèse que la contraction des filaments d’actine 

pourrait être impliquée dans la réorganisation des rosettes et des invadopodes en 

invadosomes linéaires et ainsi moduler la plasticité de ces structures. 

 

Figure 39 : Hypothèse de travail 

Par manque de temps, je n’ai pas pu mener les expériences menant à vérifier cette 

hypothèse, cependant les perspectives de ce projet sont détaillées ci-après. 

(i) Afin de valider cette hypothèse, nous allons dans un premier temps observer la 

localisation de ces protéines au sein des différentes organisations des invadosomes. Pour cela 

nous réaliserons des immunofluorescence de la NMIIA et de la Tpm4 avec le marqueur Tks5 

dans les différentes conditions expérimentales (Figure 39). 

(ii) Pour étudier l’impact de ces protéines dans la formation des invadosomes, nous 

réaliserons des expériences d’ARN interférant ciblant soit la NMIIA soit la Tpm4 et nous 

quantifierons le nombre de cellules présentant des invadosomes ainsi que la dégradation 

associée par zymographie in situ. 

(iii) Cependant, la NMIIA et la Tpm4 sont des protéines impliquées dans la contraction 

et la stabilité des filaments d’actine notamment au niveau des fibres de stress présentes au 

niveau des adhésions focales. Ainsi, par une stratégie ARN interférant, nous risquons de 
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déstabiliser le cytosquelette d’actine de la cellule dans sa globalité. En complément de cette 

première stratégie, il faudrait traiter les cellules avec la blebbistatine qui est un inhibiteur 

spécifique de la NMIIA. Nous pourrions ainsi observer l’effet de l’inhibition de la NMIIA sur 

la réorganisation des invadosomes. 

(iiii) Il n’existe pas d’inhibiteur qui soit spécifique de la Tpm4, c’est pourquoi il faudrait 

utiliser une troisième approche complémentaire afin d’attester du rôle de ces protéines dans la 

formation et la plasticité des invadosomes, il s’agit de l’optogénétique. L’optogénétique est une 

méthode qui couple l’optique à la génétique et qui consiste à activer, inhiber ou moduler la 

localisation de protéines suite à leur photoactivation. La protéine CRY2 (pour cryptochrome 2) 

est sensible à la lumière bleue (405-488 nm) et s’oligomérise suie à sa photoactivation (Figure 

40). L’activation de cette molécule est stable pendant 5 min environ (Tisher and Weiner, 2014). 

Les protéines NMIIA ou Tpm4 seront ainsi couplées à la protéine CRY2 suivie d’un rapporteur 

fluorescent permettant de suivre leur localisation. Suite à l’illumination des cellules au niveau 

des invadosomes, les protéines couplées à CRY2 vont alors s’oligomériser menant à leur propre 

déstabilisation et potentiellement à la déstabilisation de la structure et donc de la formation des 

invadosomes. 

 

Figure 40 : Schématisation de l'oligomérisation de CRY2 

D’après Bugaj et al., 2013. 

Cette partie du projet nous permettra ainsi de mettre en évidence les molécules 

impliquées dans la plasticité des invadosomes induite par les fibres de collagène de type I. La 

figure 41 schématise la conceptualisation des résultats attendus. En contexte de collagène I, les 

cellules forment des invadosomes linéaires dépendant du récepteur DDR1. D’après les travaux 

de Coelho et al, il a été montré que DDR1 était capable d’interagir avec la NMIIA (Coelho et 

al., 2017). Nous suggérons ainsi que cette interaction DDR1/myosine va permettre à la myosine 

de se lier aux filaments d’actine qui sont stabilisés par la Tpm4, induisant alors la contraction 

de ces filaments. Cette contractilité acto-myosique permettrait ainsi de réorganiser le 

cytosquelette d’actine le long des fibres de collagène I (Figure 41A). Cependant, nous posons 

l’hypothèse que l’inhibition de la myosine ou de la Tpm4 vont altérer la réorganisation de ce 
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cytosquelette et donc la formation d’invadosome sous leur forme linéaire, modulant ainsi la 

plasticité des invadosomes (Figure 41B). 

 

Figure 41 : Schématisation des résultats attendus 

(A) Schématisation hypothétique de l’organisation du cytosquelette dans les invadosomes linéaires. (B) Schématisation 

hypothétique du cytosquelette suite à l’inhibition de la NMIIA ou de la Tpm4 au niveau des invadosomes. 
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Projet en cours 2 : Etude du rôle et de la régulation des isoformes de DDR1 en contexte 

de collagène fibrillaire de type I 

Le récepteur DDR1, se composant de 5 isoformes (a-e), appartient à la famille des 

récepteurs à activité tyrosine kinase et est un senseur de collagène. DDR1 est surexprimé dans 

de nombreux cancers et est notamment associé à l’invasion des cellules tumorales. La plupart 

des études menées sur les isoformes de DDR1 s’intéressent principalement aux isoformes a et 

b, qui seraient préférentiellement impliquées dans l’invasion et l’EMT respectivement. Ces 

résultats suggèrent que les isoformes de DDR1 pourraient être associées à des fonctions 

spécifiques. A ce jour aucune étude fonctionnelle n’a été adressée concernant le rôle spécifique 

des 5 isoformes dans un même modèle.  

Au laboratoire, nous avons identifié DDR1 au niveau de structures d’invasion formées 

en présence de collagène de type I fibrillaire que sont les invadosomes linéaires. Cette matrice 

de collagène favorise la formation et l’activité de dégradation des invadosomes. De façon 

surprenante, des résultats préliminaires obtenus au laboratoire montrent une diminution de 

l’expression protéique, mais pas ARN, de DDR1 en contexte de collagène fibrillaire de type I 

(résultats obtenus par le Dr Julie Di Martino). Ces résultats que j’ai reproduis sont présentés 

dans la figure 42. Cela montre que l’expression de DDR1 est modulée par son ligand. Ainsi, il 

serait intéressant de définir les mécanismes régulant l’expression de ce récepteur et plus 

précisément de ses isoformes en contexte de collagène fibrillaire de type I.  

 

Figure 42 : Expression protéique et ARN de DDR1 

Expression de l’expression de DDR1 dans les cellules MDA-MB-231 en condition gélatine ou collagène. (A) Analyse 

de l’expression protéique de DDR1 sur les trois matrices d’intérêt par western blot (n=3). (B) Analyse de l’ARNm de 

DDR1 par qPCR sur les trois types de matrice (n=3). Test statistique Mann-Whitney, ns : non significatif ; ** P<0,01. 

Le but de cette étude est de comprendre plus précisément quel va être l’impact du 

collagène de type I fibrillaire sur l’expression et le rôle des différentes isoformes dans 

l’invasion, ainsi que le(s) mécanisme(s) impliqué(s) dans leur régulation.  
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Le projet se découpe en trois parties, i) la première étant d’étudier les mécanismes de 

régulation de l’expression des isoformes, ii) la seconde de définir l’implication de ces isoformes 

dans l’invasion et iii) la troisième étant une étude globale d’analyse par spectrométrie de masse 

visant à identifier les partenaires des différentes isoformes. 

Pour ce projet, nous utilisons la lignée de carcinome hépatocellulaire Huh7 dans laquelle 

DDR1 a été mis en évidence comme étant impliqué dans la formation des invadosomes linéaires 

(Article n°2). Cette lignée exprime uniquement et faiblement DDR1 de façon endogène. Afin 

d’étudier les 5 isoformes de DDR1, nous avons généré de nouveaux outils par clonage de 

chacune d’entre-elles dans des plasmides lentiviraux et couplées à un rapporteur fluorescent 

(GFP) en vue d’obtenir des lignées cellulaires stables. Il n’existe pas d’anticorps qui soit 

isoforme-spécifique.  

i) Etude des mécanismes impliqués dans la régulation de l’expression des isoformes 

de DDR1 

Dans un premier temps, afin d’étudier l’expression des isoformes de DDR1, nous avons 

ensemencé les cellules sur des matrices de gélatine ou collagène de type I fibrillaire. La 

condition gélatine nous sert de contrôle car les récepteurs DDR1 n’interagissent pas avec cette 

matrice. Les résultats montrent que les isoformes a et e ont une expression plus stable sur 

collagène par rapport à l’isoforme b, bien que non significative, mais surtout par rapport aux 

isoformes c et d. Cela met en en évidence que les isoformes de DDR1 vont être régulées 

différentiellement en présence de collagène (Figure 43). 

 

Figure 43 : Analyse de l'expression des isoformes de DDR1 en contexte de collagène I fibrillaire 

Analyse de l’expression protéique des isoformes de DDR1 sur gélatine (G) ou collagène fibrillaire (F) par western blot 

(n=3). L’analyse statistique est effectuée par comparaison des conditions gélatine et collagène pour une même isoforme. 

Test statistique Mann-Whitney, ns : non significatif ; ** P<0,01 
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Il serait intéressant de compléter ces résultats avec l’analyse au niveau ARN de 

l’expression des isoformes de DDR1. Bien que l’ARN de DDR1 total ne soit pas affecté par le 

collagène I, des modulations au niveau de l’ARN des isoformes pourraient être observées. Les 

amorces de qPCR isoformes-spécifiques sont actuellement en cours de validation. 

Par manque de temps je n’ai pas pu investiguer les mécanismes de régulation de 

l’expression des isoformes de DDR1. Cependant, les expériences qu’il serait intéressant de 

développer sont développées ci-après. 

 L’expression du récepteur DDR1 peut être régulée au niveau ARN par des miARN 

(miR199a-5p et miR199b-5p). Cependant, ces miARN ciblent la région 3’UTR de l’ARN de 

DDR1 qui est conservée entre les isoformes. Nous posons ainsi l’hypothèse que la régulation 

de l’expression des isoformes observée sur collagène est liée au mécanisme d’endocytose du 

récepteur qui dépend de la séquence intracellulaire variable des isoformes. 

Les isoformes a et e ne possèdent pas le domaine NPXY impliqué dans l’internalisation 

ce qui expliquerait que leur expression soit maintenue sur collagène. L’isoforme d ne possède 

pas non plus ce domaine, donc l’expression de cette isoforme doit être modulée par des voies 

de régulation associées au récepteur DDR1 qui sont encore inconnues.  

Les isoformes b et c, possédant le domaine NPXY seraient ainsi endocytées suite à leur 

liaison au collagène. Afin de vérifier cette hypothèse, nous utiliserons le dynasore qui est un 

inhibiteur, à la fois de l’endocytose dépendante de la clathrine et de l’endocytose au niveau des 

cavéoles. Le dynasore va inhiber la dynamine impliquée dans la scission de la vésicule 

d’endocytose à la membrane (Figure 45). Cette molécule a déjà été utilisée pour étudier 

l’endocytose de l’isoforme b de DDR1 (Yeung et al., 2013). Si notre hypothèse est valable, 

alors en présence de dynasore nous devrions observer un maintien de l’expression des isoformes 

b et c en condition collagène. En complément de cette expérience, nous localiserons ces 

isoformes avec la protéine Rab5a qui est un marqueur des endosomes précoces avec lequel 

DDR1 est connu pour colocaliser (Mihai et al., 2009). Cela nous permettra de visualiser ces 

isoformes en association avec les vésicules d’endocytose. 

Concernant la régulation de l’isoforme b, nous posons l’hypothèse que suite à son 

internalisation, la voie du recyclage à la membrane de cette isoforme va être favorisée par 

rapport à la voie de dégradation. Ceci expliquerait le fait que l’expression de cette isoforme soit 

plus faible (bien que non significative) que les isoformes a et e, mais plus importante que la c 

(Figure 43). Au contraire pour l’isoforme c, nous posons l’hypothèse que la voie de la 

dégradation va être favorisée. Afin de vérifier ces hypothèses, nous localiserons les isoformes 
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b et c avec Rab11 qui est impliqué dans le recyclage des molécules à la membrane, et avec 

Rab7 qui est un marqueur des endosomes tardifs qui fusionneront avec le lysosome menant à 

la dégradation des molécules endocytées (Hutagalung and Novick, 2011) (Figure 44).  

 

Figure 44 : Voies de régulation de DDR1 par endocytose 

Représentation schématique de l’endocytose de DDR1. Suite à leur liaison au collagène, les récepteurs DDR1 vont se 

regrouper le long de la fibre. Les récepteurs vont ensuite être endocytés dans des endosomes, menant soit à leur 

dégradation au niveau du lysosome, soit à leur recyclage au niveau de la membrane plasmique. En rouge sont notés 

l’inhibiteur (dynasore) ou les marqueurs qu’il serait intéressant d’utiliser pour distinguer le devenir des molécules 

d’endocytose. 

Les résultats de cette partie nous permettrons de valider ou non le rôle de l’endocytose 

dans la régulation de l’expression des isoformes de DDR1 en réponse à leur liaison au collagène 

de type I fibrillaire.  

L’expression différente des isoforme pourrait se traduire par des différences de 

fonctions associées à ces récepteurs. Le récepteur DDR1 étant notamment associé aux 

invadosomes linéaires, nous chercherons par la suite à déterminer le rôle de ces isoformes dans 

la formation et l’activité des invadosomes linéaires. 

ii) Identification des isoformes impliquées dans l’invasion en contexte de collagène 

de type I fibrillaire 

Dans un premier temps, nous avons localisé les 5 isoformes de DDR1 sur collagène 

fibrillaire et déterminé leur colocalisation avec les invadosomes linéaires à l’aide du marqueur 
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Tks5 (Figure 45). Les 5 isoformes de DDR1 sont capables de se localiser au niveau des 

invadosomes linéaires. Cependant, on peut observer que cette colocalisation entre les isoformes 

et Tks5 n’est pas parfaite ce qui laisse supposer que plusieurs isoformes pourraient se localiser 

au sein d’un même invadosome linéaire. 

 

Par la suite, il faudrait quantifier le pourcentage de cellules présentant des invadosomes 

linéaires dans ces lignées, afin de déterminer si la surexpression de ces isoformes induit une 

augmentation de la capacité des cellules à former ces structures. De plus, il faudrait mesurer 

l’activité de dégradation de la matrice de ces différentes lignées cellulaires. Pour cela, nous 

utiliserons le test de zymographie in situ rapportant l’activité de MMP-2 et MMP-9 

(gélatinases) libérées par les invadosomes. Nous mesurerons également la capacité de ces 

cellules à dégrader le collagène par quantification de l’hydroxyproline qui est une molécule 

libérée dans le milieu suite à un clivage du collagène. Ensuite, pour attester de la capacité 

d’invasion des cellules, nous utiliserons un test d’invasion en 3D dans un gel de collagène de 

type I, permettant de quantifier la proportion de cellules ayant la capacité d’envahir ce gel. 

Enfin, il serait intéressant de déterminer s’il y a un lien entre la capacité de formation et 

l’activité des invadosomes linéaires avec le niveau d’expression de l’isoforme associée ; et de 

Figure 45: Localisation des isoformes de DDR1 

avec les invadosomes linéaires 

Images représentatives de la localisation entre les 

isoformes de DDR1 (GFP, vert) avec Tks5 (rouge) 

et l’actine fibrillaire (gris). Images prises en 

microscopie confocale x63.  
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pouvoir inhiber spécifiquement chacune des isoformes de DDR1 afin de déterminer si leur 

expression est nécessaire dans la formation et/ou l’activité des invadosomes linéaires.  

Cette partie du projet nous permettrait ainsi d’identifier les isoformes de DDR1 qui vont 

être impliquées dans l’invasion tumorale via leur implication au niveau des invadosomes 

linéaires. 

iii) Identification des partenaires moléculaires des isoformes de DDR1 en contexte 

de collagène fibrillaire de type I 

En parallèle, afin de définir l’interactome de chacune des isoformes, nous avons réalisé 

des immunoprécipitations anti-GFP des différentes isoformes en contexte de collagène de type 

I fibrillaire, qui vont par la suite être analysées par spectrométrie de masse LC-MS/MS. En 

contrôle, nous avons utilisé une lignée stable exprimant uniquement la GFP. Cela nous 

permettra d’identifier des partenaires communs et spécifiques entre les isoformes, ainsi que de 

nouveaux partenaires associés aux récepteurs DDR1. 

Dans un premier temps, il faudra valider les partenaires d’intérêt identifiés, en les 

localisant avec les isoformes de DDR1. Dans un second temps, la réalisation d’un crible de 

siARN permettant l’inhibition de l’expression de ces différentes cibles, permettra d’attester de 

leur implication dans la formation des invadosomes linéaires et sur la capacité de dégradation 

des cellules.  

Cette dernière partie nous permettra ainsi d’identifier des partenaires et des voies de 

signalisation spécifiques associées aux isoformes et potentiellement impliquées dans l’invasion.  

 

Ce projet permettra de déterminer le rôle des isoformes de DDR1 dans l’invasion des 

cellules tumorales en contexte de collagène de type I fibrillaire, via leur implication au niveau 

des invadosomes linéaires. En établissant la régulation de celles-ci par leur ligand 

physiologique et en définissant leurs partenaires moléculaires et les voies de signalisation en 

aval, ces isoformes et/ou leurs partenaires spécifiques pourraient être définis comme de 

nouvelles cibles thérapeutiques afin d’empêcher l’invasion tumorale.
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Le microenvironnement tumoral, de par sa composition et ses propriétés physico-

chimiques, va influencer le devenir des cellules tumorales qui vont elles-mêmes détourner, 

modifier ces caractéristiques à leur avantage. Cette réciprocité entre les cellules tumorales et 

leur environnement vont mener à l’acquisition de propriétés invasives par ces cellules et mener 

à la formation de métastases. 

Les éléments composant le microenvironnement tumoral sont déjà définis comme étant 

des cibles thérapeutiques. En effet, que ce soit les CAF, les macrophages, les cellules 

immunitaires, l’angiogenèse ou les facteurs de croissance sécrétés dans l’environnement, tous 

représentent des cibles dans les traitements anti-cancer (Van der Jeught et al., 2015; Sounni and 

Noel, 2013; Murgai et al., 2015; Fang and DeClerck, 2013; Bizzarri et al., 2014). Le système 

immunitaire, dont l’activité de suppresseur de tumeur va être détournée en faveur de la 

progression tumorale, est l’une des cibles majeures en cancérologie actuellement (Burugu et 

al., 2017; Pitt et al., 2016; Topalian et al., 2015).  

Bien que le développement de nouvelles thérapies ait permis d’améliorer la prise en 

charge des patients, la plupart des traitements ne sont pas totalement efficaces. La variabilité 

interindividuelle peut expliquer l’absence de réponse de certains individus à une thérapie 

donnée. Il est nécessaire de développer des stratégies permettant d’adapter les traitements à 

chaque patient et ainsi contribuer à une médecine plus personnelle. Un autre élément permettant 

d’expliquer l’inefficacité de certains traitements est le développement de résistances par les 

cellules. Le microenvironnement tumoral a été identifié comme étant un acteur participant à 

l’acquisition de résistances (Son et al., 2017; Wu and Dai, 2017).  

Ce n’est que par une meilleure compréhension des mécanismes et des rôles des 

molécules associées au développement tumoral, que des stratégies de traitement efficaces 

pourront être établies. L’invasion tumorale est une étape clé de la progression du cancer et mène 

à la formation de métastases. Il est donc nécessaire de comprendre les mécanismes permettant 

aux cellules d’envahir et d’identifier les signaux du microenvironnement participant à cette 

invasion.  

 Lors de ma thèse, je me suis intéressée à l’étude des invadosomes qui sont des structures 

impliquées dans l’invasion des cellules, leur permettant de dégrader divers éléments de la MEC. 

Le ciblage de ces structures d’invasion pourrait impacter la capacité des cellules tumorales à 

envahir les tissus et à générer des métastases.  
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1. Identification d’une nouvelle fonction associée aux invadosomes 

Dans une première étude (Article n°1), nous avons identifié une nouvelle fonction 

associée aux invadosomes organisés sous forme de rosette. Nous avons mis en évidence la 

présence d’une activité de traduction des ARNm active au sein de ces structures. La présence 

d’une telle activité associée aux rosettes pourrait ainsi participer au dynamisme de ces 

structures, qui grâce à la synthèse de protéines localisée leur permettrait de cycler rapidement.  

Par la suite, il serait intéressant de déterminer si la localisation de la machinerie de 

traduction est également présente au niveau des autres types d’invadosomes. Les invadopodes 

et les invadosomes linéaires sont décrits dans la littérature comme étant plus stables (> 60 

minutes) que les podosomes (2-12 minutes). Ainsi une localisation de la machinerie de 

traduction au niveau de ces structures ne semble pas être nécessaire à première vue. Cependant, 

les invadosomes linéaires sont des structures dépendantes du récepteur DDR1 qui, suite à la 

liaison avec son ligand va subir une rapide internalisation qui peut mener à sa dégradation. 

Ainsi, une traduction active de DDR1 au niveau des invadosomes linéaires pourrait conférer à 

ces structures leur stabilité. 

La traduction est un mécanisme très régulé et important dans le développement et la 

progression tumorale. La synthèse protéique globale et la traduction d’ARNm spécifiques ont 

été associées à différentes étapes du processus métastatique et notamment à l’invasion tumorale 

(Silvera et al., 2010). Au niveau des rosettes, nous avons observé un enrichissement des ARNm 

de l’actine. Ainsi, la microdissection laser suivie d’une analyse transcriptomique nous 

permettrait de déterminer si d’autres ARNm codant pour des protéines associées aux rosettes 

seraient également enrichis au niveau de ces structures.  

Dans la littérature, les facteurs initiateurs de la traduction (eIF) ont été identifiés comme 

définissant une signature génétique, dont la surexpression est associée à un phénotype 

métastatique (Sato et al., 2015). Ainsi les facteurs de transcription et autres protéines de liaison 

aux ARNm que nous avons identifiés pourraient définir une signature associée à l’invasion. Il 

faudrait, dans un premier temps, étudier le rôle des protéines Caprin-1, eEF2 et eEF1A1 dans 

la formation et l’activité des autres types d’invadosomes. Cela permettrait ainsi de définir ces 

facteurs comme étant nécessaires dans la traduction de protéines impliquées dans la formation 

des invadosomes.  

Dans la liste de protéines obtenues suite à l’analyse par spectrométrie de masse, des 

protéines impliquées au niveau du cytosquelette d’actine ou dans d’autres fonctions biologiques 
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ont été identifiées. Les invadosomes sont très proches en termes de composition moléculaire 

avec d’autres structures d’actine telles que les filopodes, les lamellipodes ou les adhésions 

focales. Il existe réellement à ce jour un seul marqueur qui soit spécifique des invadosomes, il 

s’agit de la protéine Tks5. Il serait donc intéressant d’étudier plus en détail notre liste afin 

d’identifier de potentiels marqueurs qui soient spécifiques des invadosomes. 

 Cette étude a également permis d’établir la preuve de concept d’une nouvelle méthode 

développée au laboratoire, associant la microdissection laser suivit d’une analyse en 

spectrométrie de masse et permettant d’étudier le protéome de structures subcellulaires. Cette 

méthode pourrait s’appliquer à d’autres structures subcellulaires telles que les jonctions cellule-

cellule par exemple. Nous avons également appliqué cette méthode à l’étude du protéome 

d’échantillon de patients sur tissus fixés. Il est ainsi possible de comparer, sur un même 

échantillon contenant une partie tumorale et une partie non tumorale, le protéome de ces 

différentes zones. Cela nous a permis de mettre en évidence un nouveau marqueur associé aux 

adénomes hépatocellulaires (Annexe n°6). Ainsi, la microdissection laser couplée à la 

spectrométrie de masse permettrait d’identifier de nouvelles cibles en cancérologie et également 

de servir d’outil diagnostic. Cela participerait ainsi à une amélioration de la prise en charge des 

patients au niveau des traitements et au développement d’une médecine plus personnalisée et 

adaptée à chaque cas.    

2. Le microenvironnement module la formation des invadosomes linéaires 

Mon deuxième projet de thèse a permis de mettre en évidence que la signalisation 

induite par le TGF-β régulait la machinerie moléculaire, la formation et l’activité des 

invadosomes linéaires ; et que la réticulation des fibres de collagène induisait une augmentation 

de la formation de ces structures dans le modèle de CHC (Article n°2). Dans ce papier nous 

avons montré pour la première fois que l’expression de DDR1 pouvait être modulée par le TGF-

β et nous mettons en avant un potentiel rôle des invadosomes linéaires dans la fonction de 

mécanotransduction. 

Récemment, le récepteur DDR1 a été associé à la NMIIA permettant aux cellules de 

remodeler la matrice par contraction des fibres de collagène (Coelho et al., 2017). Il serait donc 

intéressant d’adresser la question du rôle de DDR1 en tant que récepteur associé à la 

méchanotransduction au niveau des invadosomes linéaires. Ainsi le récepteur DDR1 aurait un 

rôle à la fois dans la contraction des fibres de collagène et dans leur dégradation, faisant de ce 
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récepteur un acteur majeur de la communication bidirectionnelle entre la MEC et les cellules 

tumorales/stromales. 

Le rôle et les fonctions de DDR1 en cancérologie ne sont pas totalement élucidés. La 

question de l’implication des isoformes de DDR1 a été très peu adressée et les études se 

focalisent essentiellement sur les isoformes a et b. Aucune étude fonctionnelle ne s’est 

intéressée aux 5 isoformes de DDR1 dans un même modèle, à ce jour. Les invadosomes 

linéaires sont des structures relativement nouvelles (première publication en 2012, Juin et al. 

2012) dont la caractérisation moléculaire n’est pas totalement élucidée. Pour toutes ces raisons, 

j’ai développé un projet ayant pour but de définir le rôle des isoformes de DDR1 dans l’invasion 

en contexte de collagène de type I fibrillaire via leur rôle au niveau des invadosomes linéaires 

(Projet en cours n°2). Ce projet nous permettra ainsi d’identifier la ou les isoformes de DDR1 

impliquées au niveau des invadosomes linéaires et de la ou les définir comme des cibles 

potentielles dans l’invasion tumorale. 

Afin de poursuivre la caractérisation des fonctions associées aux isoformes de DDR1, il 

faudrait étudier leur implication dans d’autres processus tumoraux tels que la prolifération, 

l’apoptose ou encore la résistance qui sont des processus dans lesquels DDR1 a été identifié. 

De plus, le récepteur DDR1 ne se localise pas uniquement au niveau des invadosomes linéaires 

ou à la membrane plasmique mais également au niveau des jonctions cellule-cellule. Ces 

différentes localisations pourraient être attribuées à une isoforme particulière de DDR1. Il serait 

donc intéressant d’adresser la question : une isoforme pour une fonction ? 

Ces projets permettraient ainsi de mieux comprendre les différentes fonctions des 

isoformes de DDR1.    

3. Une plasticité des invadosomes in vivo ?  

Les invadosomes sont des structures plastiques qui s’adaptent à la nature et à la 

composition physico-chimique de la matrice. Ainsi les différentes propriétés de la MEC vont 

influencer la formation et les fonctions des invadosomes. Les molécules impliquées dans la 

modulation de la plasticité des invadosomes ne sont pas connues.  

Afin d’étudier la plasticité des invadosomes et les protéines impliquées dans leur 

adaptation, nous avons développé un projet en collaboration avec l’équipe du Dr Goetz 

(Strasbourg) (Projet en cours n°1). Ce projet nous permettra mieux comprendre les mécanismes 

moléculaires impliqués dans l’adaptation in vitro des invadosomes à la matrice qui les entoure. 
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La plasticité des invadosomes, couplée aux nombreuses protéases matricielles associées 

à ces structures, traduisent également d’une capacité d’adaptation des invadosomes à pouvoir 

dégrader différents éléments de la MEC. Ainsi les invadosomes pourraient être impliqués dans 

différentes étapes du processus métastatique tels que la dégradation de la membrane basale, 

l’invasion au sein du microenvironnement tumoral, l’intravasation ou encore l’extravasation. 

Cela pose alors la question de l’existence d’une telle plasticité des invadosomes in vivo (Figure 

46).  

 

Figure 46 : Une plasticité des invadosomes in vivo ? 

Le haut de cette figure représente la potentielle implication des invadosomes dans la progression tumorale. In vitro les 

cellules tumorales sont capables de former des invadosomes ponctiformes sur une matrice de gélatine qui pourrait être 

impliqués dans le franchissement de la membrane basale (1 et 2). Lorsque les cellules sont cultivées sur du collagène de 

type I, elles forment des invadosomes linéaires qui pourraient être nécessaires dans l’invasion au sein de la MEC riche 

en fibres de collagène (3). Enfin, les invadosomes pourraient favoriser l’intravasation des cellules tumorales (4 et 5). Le 

bas de la figure représente l’organisation des invadosomes qui pourrait être impliquée dans l’angiogenèse. Les cellules 

endothéliales sont capables de former des rosettes in vitro en réponse au VEGF et pourraient ainsi favoriser l’étape de 

bourgeonnement d’un nouveau vaisseau (1 et 2). Ensuite la cellule leader (« tip cell ») va se retrouver en contact avec 

les fibres de collagène lors de la formation du néo-vaisseau. Ainsi les cellules endothéliales pourraient former des 

invadosomes linéaires leur permettant de migrer au sein de la MEC (3). D’après Di Martino et al. 2016. 
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Cependant, les invadosomes sont des structures qui ne sont pas simples à observer et 

dont l’existence est longtemps restée en suspens à cause de limitations technologiques. Grâce 

au développement d’outils comme la microscopie intravitale, il est maintenant possible 

d’observer les cellules au sein de leur environnement in vivo (Condeelis and Segall, 2003; Sahai 

et al., 2005; Wolf et al., 2003). Plusieurs études menées dans différents modèles animaux 

(souris, nématode, poisson zèbre…) ont permis de faire des observations de ces structures 

(Gligorijevic, Bergman, and Condeelis 2014; Hagedorn et al. 2013; Leong et al. 2014; 

Morrissey and Sherwood 2015; Roh-Johnson et al. 2014; Seano et al. 2014; Seiler et al. 2012). 

La relevance des invadosomes in vivo a été décrite plus en détail dans la revue se trouvant en 

annexe n°2. Récemment, une étude menée chez la souris a permis d’observer la formation de 

podosomes par les cellules endothéliales au niveau de la rétine. Les auteurs ont mis en évidence 

un potentiel rôle de ces structures dans l’angiogenèse et dans la dégradation de la membrane 

basale par visualisation du collagène IV. Cependant, les marqueurs utilisés (actine, cortactine 

et P-Src) ne sont pas spécifique des invadosomes et peuvent être retrouvés au niveau d’autres 

structures d’actine comme les adhésions focales (Spuul et al., 2016). Il est donc nécessaire de 

définir des marqueurs spécifiques de ces structures qui soient alors repris par la communauté 

afin d’attester de l’existence, du rôle et de la plasticité des invadosomes in vivo. 

Afin d’étudier la plasticité des invadosomes in vitro, nous avons effectué des 

immunoprécipitations de la protéine Tks5 et étudier par spectrométrie de masse les protéines 

associées à ce marqueur. Cette expérience a été effectuée dans des modèles d’invadosomes 

organisés sous forme de rosettes, de points isolés et linéaires (Projet en cours n°1). Il serait alors 

intéressant de reprendre la liste des protéines obtenues et d’identifier de nouveaux marqueurs 

qui pourraient être communs et/ou spécifiques à ces structures d’invasion. Ces marqueurs 

pourraient ainsi être utilisés pour identifier les invadosomes mais pourraient également 

constituer de nouvelles cibles afin d’inhiber l’invasion des cellules tumorales. 

 

En conclusion, ce travail de thèse a permis d’apporter de nouvelles connaissances 

dans le domaine des invadosomes, par découverte d’une nouvelle fonction associée à ces 

structures mais également dans la modulation de leur formation par les propriétés de la 

matrice. Ce travail a également permis de mettre en évidence une nouvelle régulation de 

l’expression du récepteur DDR1. Ce travail aura également contribué à ouvrir de 

nouvelles perspectives de travail qui permettront de préciser les connaissances associées 

aux invadosomes et à DDR1 et in fine aux mécanismes impliqués dans l’invasion tumorale. 
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Annexe n°1 : DDR1 contrôle la formation des invadosomes linéaires via la voie 

Cdc42-Tuba
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Annexe n°2 : Le microenvironnement contrôle la plasticité des invadosomes
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Annexe n°3 : Supplementary tables  

Supplementary table 1 : List of proteins identified in invadosomes rosettes and enriched 

compared to the whole cellular proteome. 

Uniprot  
accession 
 number 

gene 
name description 

number of 
specific 

peptides 

invadosome/total  
proteome 

 ratio 

P61514 Rpl37a   60S ribosomal protein L37a  2 P/A 

Q4FK74 Atp5d   ATP synthase subunit delta, mitochondrial  2 P/A 

Q01149 Col1a2   Collagen alpha-2(I) chain  2 P/A 

O88544 Cops4   COP9 signalosome complex subunit 4  3 P/A 

P97310 Mcm2   DNA replication licensing factor MCM2  2 P/A 

Q6A0D1 Emc2   ER membrane protein complex subunit 2   2 P/A 

Q5M9L0 Eif3h   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H  3 P/A 

A0A140LJ
59 Eif3k Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit K  2 P/A 

A0A0U1R
P81 Immt   MICOS complex subunit MIC60  2 P/A 

Q9CZW5 Tomm70   Mitochondrial import receptor subunit TOM70  2 P/A 

Q3U2W2 Mybbp1a   MYB binding protein (P160) 1a, isoform CRA_b  3 P/A 

Q91VD9 Ndufs1   NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitochondrial  2 P/A 

E9Q7G0 Numa1   Protein Numa1  3 P/A 

Q9D051 Pdhb   Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial  2 P/A 

P35282 Rab21  Ras-related protein Rab-21  2 P/A 

Q99MR6 Srrt   Serrate RNA effector molecule homolog  2 P/A 

Q8K2B3 Sdha   Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial  2 P/A 

O35295 Purb   Transcriptional activator protein Pur-beta  3 P/A 

D3Z0S6 Snrpa   U1 small nuclear ribonucleoprotein A   3 P/A 

Q91YT7 Ythdf2   YTH domain-containing family protein 2  2 P/A 

B8JJI7 Mtcl1   Microtubule cross-linking factor 1   2 188,77 

D3Z5N9 Gm5449 MCG49198  2 47,29 

Q99LF4 Rtcb   tRNA-splicing ligase RtcB homolog  2 22,08 

A0A087W
R50 Fn1   Fibronectin  26 17,69 

Q8K4Z5 Sf3a1   Splicing factor 3A subunit 1  5 14,17 

Q921M3 Sf3b3 Splicing factor 3B subunit 3 3 12,26 

A0A0U1R
PL0 Atxn2l   Ataxin-2-like protein  2 11,14 

A0A087W
QD6 Matr3   Matrin-3   3 10,91 

A0A140L
HA2 Bub3 Mitotic checkpoint protein BUB3  7 10,89 

E9QL13 Rbm14   MCG8382, isoform CRA_c  3 10,77 

Q9JLV1 Bag3   BAG family molecular chaperone regulator 3  3 10,64 

A2ATP5 Myef2   Myelin expression factor 2  3 10,23 

P25206 Mcm3   DNA replication licensing factor MCM3  4 8,89 

P62900 Rpl31   60S ribosomal protein L31  4 8,34 

P83882 Rpl36a   60S ribosomal protein L36a  2 7,98 

O88477 Igf2bp1   Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1  5 7,92 

A2A6U3 Sept9 Septin-9  6 7,87 

F6XLV1 Crocc2   Protein Crocc2  2 7,84 

P60229 Eif3e   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E  10 6,87 
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Q8CGC7 Eprs  Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase  9 6,86 

Q8BJW6 Eif2a   Eukaryotic translation initiation factor 2A  3 6,52 

Q99K48 Nono   Non-POU domain-containing octamer-binding protein  5 6,47 

Q3TXT7 Ruvbl2   RuvB-like helicase  2 6,46 

A2AFQ2 
Hsd17b1
0   3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2  4 6,46 

P47738 Aldh2   Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial  8 6,28 

A0A0G2JE
P0 Fxr1   Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1  4 6,23 

Q8QZT1 Acat1   Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial  4 6,19 

B2RXM7 Sarnp   MCG113697  4 6,15 

P70372 Elavl1   ELAV-like protein 1  5 6,05 

Q9Z204 Hnrnpc   Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2  3 5,96 

A0A0G2JF
Y5 Fubp1   Far upstream element-binding protein 1  7 5,94 

Q9ERG0 Lima1   LIM domain and actin-binding protein 1  5 5,86 

P09405 Ncl   Nucleolin  18 5,83 

A0A0N4S
UN8 Serbp1   Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein  2 5,78 

Q9Z2X1 Hnrnpf   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F  9 5,71 

P62264 Rps14   40S ribosomal protein S14  5 5,58 

B8JK32 Hnrnpm   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M  18 5,49 

Q00612 G6pdx   Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X  4 5,38 

Q3V3R1 Mthfd1l   Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase, mitochondrial  6 5,29 

Q62318 Trim28   Transcription intermediary factor 1-beta  7 5,22 

P48722 Hspa4l   Heat shock 70 kDa protein 4L  7 5,13 

P62192 Psmc1   26S protease regulatory subunit 4  4 5,13 

G3UY38 Hnrnpl   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L  13 5,02 

P62918 Rpl8   60S ribosomal protein L8  3 5,00 

B1AU75 Nasp   Nuclear autoantigenic sperm protein  10 4,94 

D3Z7P3 Gls   Glutaminase kidney isoform, mitochondrial  2 4,93 

P46061 Rangap1   Ran GTPase-activating protein 1  6 4,91 

A0A0B4J1
F2 Map4   Microtubule-associated protein  8 4,84 

B7ZCP4 Cpne1   Copine-1  4 4,82 

Q91VM5 Rbmxl1 RNA binding motif protein, X-linked-like-1  5 4,81 

Q3U741 Ddx17   DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17, isoform CRA_a  3 4,79 

P31230 Aimp1   Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting multifunctional protein 1  5 4,74 

A0A0R4J2
59 Syncrip   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q  2 4,69 

O55142 Rpl35a   60S ribosomal protein L35a  3 4,68 

P60335 Pcbp1   Poly(rC)-binding protein 1  8 4,60 

G3UY93 Vars   Valine--tRNA ligase   6 4,54 

Q9JKB3 Ybx3   Y-box-binding protein 3  3 4,54 

Q99KP6 Prpf19   Pre-mRNA-processing factor 19  2 4,53 

O88569 
Hnrnpa2b
1   Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1  13 4,49 

P62855 Rps26   40S ribosomal protein S26  2 4,47 

P14733 Lmnb1   Lamin-B1  7 4,45 

D3Z1Z8 Stmn1   Stathmin   3 4,45 

Q3TQX5 Ddx3x   ATP-dependent RNA helicase DDX3X  9 4,42 

E9Q390 Myof   Myoferlin  15 4,37 



 

251 
 

P57784 Snrpa1   U2 small nuclear ribonucleoprotein A'  4 4,31 

B2RTK3 
Hist1h2b
m   Histone H2B  7 4,29 

P19096 Fasn   Fatty acid synthase  21 4,27 

Q60598 Cttn   Src substrate cortactin  16 4,19 

P48678 Lmna   Prelamin-A/C  71 4,19 

O35286 Dhx15   Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase DHX15  8 4,10 

E9Q0U7 Hsph1   Heat shock protein 105 kDa  9 4,09 

A0A0G2J
DW7 Rps27   40S ribosomal protein S27   4 4,05 

Q9DB77 Uqcrc2   Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial  5 4,05 

D3YYE1 Anp32a   Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A   2 4,03 

A0A0A6Y
W67 Gm8797 MCG23377, isoform CRA_b  5 4,01 

G3XA10 Gm28062 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U, isoform CRA_b  21 3,89 

P49722 Psma2   Proteasome subunit alpha type-2  4 3,87 

Q61990 Pcbp2   Poly(rC)-binding protein 2  6 3,87 

Q99LP6 Grpel1   GrpE protein homolog 1, mitochondrial  2 3,81 

P61255 Rpl26   60S ribosomal protein L26  6 3,79 

Q9EQK5 Mvp  Major vault protein  8 3,78 

Q8QZY1 Eif3l   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L  9 3,72 

Q9D1E6 Tbcb   Tubulin-folding cofactor B  3 3,71 

B2M1R6 Hnrnpk   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K  25 3,71 

A0A087W
P83 Hdlbp   Vigilin  10 3,69 

P97855 G3bp1   Ras GTPase-activating protein-binding protein 1  7 3,67 

F7CVJ5 Ahnak2   Protein Ahnak2   10 3,66 

P97311 Mcm6   DNA replication licensing factor MCM6  2 3,66 

E9PYL9 Gm10036 Protein Gm10036  6 3,63 

P62196 Psmc5   26S protease regulatory subunit 8  3 3,60 

Q60865 Caprin1   Caprin-1  2 3,59 

Q8R1B4 Eif3c   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C  4 3,59 

A0A0G2J
GS4 Camk2d   Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II subunit delta  5 3,58 

Q62261 Sptbn1   Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1  19 3,56 

A2AVJ7 Rrbp1   Ribosome-binding protein 1  12 3,55 

E9PXB7 Nedd4l   E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4-like  2 3,48 

P70670 Naca   
Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha, muscle-specific 
form  5 3,47 

Q8VIJ6 Sfpq   Splicing factor, proline- and glutamine-rich  15 3,46 

P62889 Rpl30   60S ribosomal protein L30  3 3,45 

E9Q616 Ahnak   Protein Ahnak  104 3,45 

A0A0A6Y
VV8 Mbnl1   Muscleblind-like protein 1  2 3,42 

P61222 Abce1   ATP-binding cassette sub-family E member 1  3 3,40 

Q6ZWX6 Eif2s1   Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1  4 3,36 

Q8BGJ5 Ptbp1   MCG13402, isoform CRA_a  18 3,35 

P60122 Ruvbl1   RuvB-like 1  5 3,34 

D3YW87 Flnc   Filamin-C  42 3,32 

O70433 Fhl2   Four and a half LIM domains protein 2  2 3,29 

E9Q3W4 Plec   Plectin  148 3,29 

P70168 Kpnb1   Importin subunit beta-1  12 3,29 
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Q8CGK3 Lonp1   Lon protease homolog, mitochondrial  2 3,28 

A0A0N4S
V66 H2afj   Histone H2A  6 3,28 

Q9CZX8 Rps19   40S ribosomal protein S19  4 3,26 

Q4KL76 Hspe1   10 kDa heat shock protein, mitochondrial  5 3,22 

Q80X90 Flnb   Filamin-B  36 3,22 

O35129 Phb2   Prohibitin-2  9 3,21 

Q9CZ30 Ola1   Obg-like ATPase 1  4 3,19 

P68040 Rack1   Receptor of activated protein C kinase 1  19 3,18 

Q61656 Ddx5   Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5  11 3,18 

P26039 Tln1   Talin-1  21 3,15 

B9EI85 Hist2h3b   Histone H3  5 3,14 

Q9DB20 Atp5o   ATP synthase subunit O, mitochondrial  4 3,13 

P97351 Rps3a   40S ribosomal protein S3a  13 3,13 

Q6IRU2 Tpm4   Tropomyosin alpha-4 chain  11 3,12 

P67778 Phb   Prohibitin  10 3,11 

P35278 Rab5c   Ras-related protein Rab-5C  7 3,09 

Q543N3 Lasp1   LIM and SH3 domain protein 1  9 3,07 

P38647 Hspa9   Stress-70 protein, mitochondrial  32 3,04 

Q9D2G2 Dlst   
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex, mitochondrial  2 3,03 

P20152 Vim   Vimentin  110 3,02 

Q9CZ13 Uqcrc1   Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial  4 3,01 

A4FUS1 Rps16   40S ribosomal protein S16  5 2,99 

F8WJ41 Rps15a   40S ribosomal protein S15a   7 2,99 

A3KFU5 Pabpc4   Polyadenylate-binding protein  4 2,99 

Q62523 Zyx   Zyxin  5 2,98 

A2RS22 Coro1b   Coronin  2 2,98 

P30416 Fkbp4  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4  4 2,98 

Q9QZD9 Eif3i   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit I  5 2,93 

Q3U0V1 Khsrp   Far upstream element-binding protein 2  4 2,92 

E9QA16 Cald1   Protein Cald1  10 2,90 

O70435 Psma3   Proteasome subunit alpha type-3  4 2,89 

P29341 Pabpc1   Polyadenylate-binding protein 1  15 2,84 

Q8BMK4 Ckap4   Cytoskeleton-associated protein 4  24 2,83 

P40124 Cap1  Adenylyl cyclase-associated protein 1  28 2,82 

A0A087W
R97 Tardbp   TAR DNA-binding protein 43   6 2,82 

B2RT97 Psmd13   26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13  4 2,79 

P46471 Psmc2  26S protease regulatory subunit 7  4 2,77 

O35737 Hnrnph1   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H  6 2,72 

Q9JKF1 Iqgap1   Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1  21 2,70 

Q9D8B3 Chmp4b   Charged multivesicular body protein 4b  2 2,69 

A0A140LI
Z5 Psmc4 26S protease regulatory subunit 6B  3 2,68 

B7FAU9 Flna   Filamin, alpha  89 2,67 

P49312 Hnrnpa1   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1  12 2,66 

A2AH85 Eftud2   116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component  4 2,66 

Q8BGD9 Eif4b   Eukaryotic translation initiation factor 4B  3 2,65 

Q0VDT4  Leucine rich repeat containing 39 2 2,65 
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Q9QUM9 Psma6   Proteasome subunit alpha type-6  6 2,64 

P63038 Hspd1   60 kDa heat shock protein, mitochondrial  52 2,63 

B1AR69 Myh13   Protein Myh13  3 2,62 

Q9DCH4 Eif3f   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F  3 2,62 

B2RXM2 Gm6793   EG627828 protein  12 2,62 

P24547 Impdh2   Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2  3 2,62 

Q922D8 Mthfd1  C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic  2 2,61 

Q91YR1 Twf1   Twinfilin-1  3 2,61 

D3YX34 Dctn1   Dynactin subunit 1  2 2,59 

Q9CPN8 Igf2bp3   Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 3  3 2,58 

D3Z6Z0 Snx3   Sorting nexin-3  5 2,58 

A0A0J9YT
Y0 Sept11 Septin-11  3 2,57 

Q6P069 Sri   Sorcin  2 2,57 

B2RTM0 Hist2h4   Histone H4  9 2,53 

P14206 Rpsa  40S ribosomal protein SA  16 2,51 

Q9CXW3 Cacybp   Calcyclin-binding protein  5 2,48 

Q9ER72 Cars   Cysteine--tRNA ligase, cytoplasmic  4 2,46 

P62814 Atp6v1b2   V-type proton ATPase subunit B, brain isoform  6 2,43 

D3Z6I8 Tpm3   Tropomyosin alpha-3 chain  3 2,42 

Q9R1T2 Sae1   SUMO-activating enzyme subunit 1  4 2,41 

Q60605 Myl6   Myosin light polypeptide 6  8 2,41 

Q5SQB7 Npm1   MCG68069  14 2,40 

A0A0G2J
DV8 Cnn3   Calponin  3 2,40 

P62320 Snrpd3   Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3  4 2,38 

A0A140T
8K6 Rpl36-ps3 Protein Rpl36-ps3  2 2,36 

D3YVN7 Gm9755 Elongation factor Tu  7 2,36 

D3YXU1 Hadhb   Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial   3 2,33 

A0A0A0M
Q80 Spata5   Spermatogenesis-associated protein 5  2 2,33 

Q3TRJ1 Vps35   Vacuolar protein sorting 35, isoform CRA_a  4 2,32 

O55137 Acot1   Acyl-coenzyme A thioesterase 1  3 2,31 

P62281 Rps11   40S ribosomal protein S11  11 2,31 

A2A7Z4 Btf3l4   Transcription factor BTF3  2 2,30 

P52293 Kpna2   Importin subunit alpha-1  8 2,30 

P50247 Ahcy   Adenosylhomocysteinase  8 2,29 

P61164 Actr1a   Alpha-centractin  7 2,29 

Q61029 Tmpo  Lamina-associated polypeptide 2, isoforms beta/delta/epsilon/gamma  3 2,28 

P97314 Csrp2   Cysteine and glycine-rich protein 2  2 2,27 

Q08093 Cnn2   Calponin-2  7 2,26 

Q64521 Gpd2   Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial  7 2,26 

P67984 Rpl22   60S ribosomal protein L22  5 2,26 

Q61171 Prdx2   Peroxiredoxin-2  8 2,25 

P40142 Tkt   Transketolase  21 2,24 

Q3U4T8 Mcm7   DNA helicase  2 2,24 

Q60597 Ogdh   2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial  3 2,24 

A2A7S7 Yars   Tyrosine--tRNA ligase  13 2,22 

Q544H0 Eif3g   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G  4 2,22 
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P63017 Hspa8   Heat shock cognate 71 kDa protein  59 2,21 

P00405 Mtco2 Cytochrome c oxidase subunit 2 3 2,21 

Q60692 Psmb6   Proteasome subunit beta type-6  3 2,20 

D3Z2H9 Tpm3-rs7 Protein Tpm3-rs7  4 2,19 

Q5XJY5 Arcn1   Coatomer subunit delta  3 2,19 

P50580 Pa2g4   Proliferation-associated protein 2G4  13 2,15 

A6X8Z3 Igf2bp2   Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2  3 2,13 

Q9D1R9 Rpl34   60S ribosomal protein L34  3 2,12 

E9PWY9 Farsa   Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit  2 2,11 

P62702 Rps4x   40S ribosomal protein S4, X isoform  11 2,10 

A0A087W
PL5 Dhx9   ATP-dependent RNA helicase A  9 2,09 

P60867 Rps20   40S ribosomal protein S20  3 2,06 

Q3UD06 Atp5c1   ATP synthase subunit gamma  7 2,06 

Q50HX4 Rab14   RAB14 protein  3 2,05 

P63328 Ppp3ca   Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit alpha isoform  2 2,04 

O70475 Ugdh   UDP-glucose 6-dehydrogenase  8 2,03 

Q9D0I9 Rars   Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic  16 2,03 

Q60972 Rbbp4 Histone-binding protein RBBP4  2 2,02 

E9Q3P9 Rab11a Ras-related protein Rab-11A  7 2,02 

Q99JX4 Eif3m   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit M  3 2,01 

Q91VI7 Rnh1   Ribonuclease inhibitor  12 2,01 

Q9CPS5 Psmd8   26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 8  2 2,00 

Q03265 Atp5a1   ATP synthase subunit alpha, mitochondrial  27 1,99 

P07356 Anxa2   Annexin A2  33 1,96 

Q3V117 Acly   ATP-citrate synthase  9 1,96 

P26443 Glud1   Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial  6 1,95 

B1ATU4 Gps1   COP9 signalosome complex subunit 1  2 1,95 

B1AWE0 Clta   Clathrin light chain A  4 1,95 

Q60864 Stip1   Stress-induced-phosphoprotein 1  18 1,95 

P62830 Rpl23   60S ribosomal protein L23  6 1,94 

P08752 Gnai2 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2  6 1,94 

Q8R480 Nup85   Nuclear pore complex protein Nup85  2 1,94 

Q61768 Kif5b   Kinesin-1 heavy chain  3 1,93 

Q5XJF6 Rpl10a   Ribosomal protein  4 1,93 

E9QN08 Eef1d   Elongation factor 1-delta   14 1,92 

Q9EST5 Anp32b   Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B  5 1,91 

B1AXW5 Prdx1 Peroxiredoxin-1   21 1,90 

A2AGN7 Psmc3   26S protease regulatory subunit 6A  4 1,88 

P62631 Eef1a2   Elongation factor 1-alpha 2  2 1,87 

Q9DB05 Napa   Alpha-soluble NSF attachment protein  2 1,86 

P63260 Actg1   Actin, cytoplasmic 2  10 1,84 

P20029 Hspa5   78 kDa glucose-regulated protein  36 1,84 

B2RRX1 Actb   Actin, beta  8 1,82 

P62827 Ran   GTP-binding nuclear protein Ran  10 1,81 

P10126 Eef1a1   Elongation factor 1-alpha 1  18 1,80 

Q5I0W0 Atp5f1   ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial  5 1,80 

P13020 Gsn   Gelsolin  32 1,79 
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P20108 Prdx3   Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial  2 1,78 

P05132 Prkaca   cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha  3 1,78 

P42932 Cct8   T-complex protein 1 subunit theta  16 1,77 

Q91YQ5 Rpn1   Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1  12 1,77 

O70400 Pdlim1 PDZ and LIM domain protein 1  8 1,76 

P26041 Msn   Moesin  21 1,76 

Q9CZN7 Shmt2   Serine hydroxymethyltransferase  8 1,73 

P62908 Rps3   40S ribosomal protein S3  24 1,72 

A0A0A0M
QM0 Eif5a   Eukaryotic translation initiation factor 5A   6 1,72 

Q9CX34 Sugt1   Protein SGT1 homolog  2 1,72 

A2AIM4 Tpm2   Tropomyosin beta chain  4 1,71 

P62137 Ppp1ca   Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha catalytic subunit  4 1,71 

Q99LB4 Capg   Capping protein (Actin filament), gelsolin-like  16 1,69 

Q6PB66 Lrpprc   Leucine-rich PPR motif-containing protein, mitochondrial  5 1,68 

P63323 Rps12   40S ribosomal protein S12  10 1,68 

P58252 Eef2   Elongation factor 2  63 1,68 

Q4FZK2 Eef1g   Elongation factor 1-gamma  21 1,65 

P59999 Arpc4   Actin-related protein 2/3 complex subunit 4  5 1,65 

Q3ULF7 Actr3   Actin-related protein 3  11 1,64 

E9Q452 Tpm1   Tropomyosin alpha-1 chain  2 1,62 

E9QPE7 Myh11   Myosin-11  2 1,62 

Q61753 Phgdh   D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  16 1,61 

O55029 Copb2   Coatomer subunit beta'  5 1,60 

O08553 Dpysl2   Dihydropyrimidinase-related protein 2  11 1,60 

P62301 Rps13   40S ribosomal protein S13  6 1,60 

H3BJL6 Esd   S-formylglutathione hydrolase  14 1,59 

P41105 Rpl28   60S ribosomal protein L28  4 1,58 

I7HLV2 Rpl10   60S ribosomal protein L10   6 1,58 

P99026 Psmb4   Proteasome subunit beta type-4  7 1,58 

Q91ZJ5 Ugp2   UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase  2 1,57 

A0A0N4S
VM0 Capza2   F-actin-capping protein subunit alpha-2   3 1,56 

P80316 Cct5   T-complex protein 1 subunit epsilon  12 1,56 

A2BE93 Set   Protein SET   4 1,55 

P08113 Hsp90b1   Endoplasmin  35 1,54 

P80318 Cct3   T-complex protein 1 subunit gamma  13 1,53 

Q9DCD0 Pgd   6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating  14 1,53 

Q3TKV1 Psmd2   26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2  9 1,53 

P60766 Cdc42   Cell division control protein 42 homolog  2 1,52 

D2KHZ9 GAPDH   Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  51 1,52 

A0A140T
8M7 

Rpl23a-
ps3 Protein Rpl23a-ps3  5 1,52 

G3UX26 Vdac2   Voltage-dependent anion-selective channel protein 2   4 1,51 

Q922B2 Dars   Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic  9 1,51 

Q8VDD5 Myh9  Myosin-9  116 1,51 

P35979 Rpl12   60S ribosomal protein L12  7 1,50 
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Supplementary table 2 : List of proteins identified in invadosomes and enriched compared to the whole 

cellular proteome already described in the literature in invadosomes or associated to cancer invasion 

gene 

name description Described in invadosomes Associated to cancer invasion 

Abce1   ATP-binding cassette sub-family E member 1  ND yes PMID:27314749 

Acat1   Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial  ND yes PMID:27177773  

Acly   ATP-citrate synthase  ND yes PMID:19795461; PMID:26928812 

Actb   Actin, beta  yes yes PMID:26008973  

Actg1   Actin, cytoplasmic 2  yes yes PMID:24284654 

Actr1a   Alpha-centractin  ND yes for beta-centractin PMID:17619203 

Actr3   Actin-related protein 3  

yes PMID:15093736;  

PMID:24290759; 

PMID:17483334 yes PMID:18751399 

Ahcy   Adenosylhomocysteinase  ND yes PMID:23353701 

Ahnak   Protein Ahnak  ND yes PMID:24253341 

Anp32a   

Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family 

member A   ND yes PMID:26918356  

Anxa2   Annexin A2  ND 

yes PMID:25697644; PMID:20383413; 

PMID:19585213 

Arpc4   Actin-related protein 2/3 complex subunit 4  yes PMID:25824735 yes PMID:26648486 

Bag3   BAG family molecular chaperone regulator 3  ND yes PMID:17974966  

Btf3l4   Transcription factor BTF3  ND yes PMID:28276310 

Cald1   Protein Cald1 

yes PMID:16595550; 

PMID:8505382; 

 PMID:17224451; 

PMID:17239373;  

PMID:19349302; 

PMID:20733006;  

PMID:17631293   

yes but negative PMID:17631293; 

PMID:23265641 

Cap1  Adenylyl cyclase-associated protein 1  ND yes PMID:26810579 

Capg   Capping protein (Actin filament), gelsolin-like  ND PMID:24236012 yes PMID:23085225; PMID:22155129  

Caprin1   Caprin-1  ND yes PMID:23953883 

Cct5   T-complex protein 1 subunit epsilon  ND yes PMID:20442418 

Cct8   T-complex protein 1 subunit theta  ND yes PMID:26304164 

Cdc42   Cell division control protein 42 homolog  

yes PMID:16546575; 

PMID:25777055 

yes PMID:22879067; PMID:18835169; 

PMID:23884297 

Clta   Clathrin light chain A  

yes PMID:18799755; 

PMID:1706278;  

PMID:23076136; 

PMID:22564726 yes PMID:17545607; PMID:23076136 
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Cnn2   Calponin-2  yes PMID:16546560 yes but negative PMID:16271067 

Cnn3   Calponin 

yes PMID:12808045;  

PMID:14676275;  

 PMID:16546560  yes PMID:16271067 

Col1a2   Collagen alpha-2(I) chain  ND yes PMID:15059891  

Coro1b   Coronin  

yes PMID:10328951; 

PMID:23410663 yes PMID:24918434 

Csrp2   Cysteine and glycine-rich protein 2  yes PMID:26883198 yes PMID:26883198 

Cttn   Src substrate cortactin  yes PMID:28287395  yes PMID:22566665  

Ddx17   

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17, isoform 

CRA_a  ND yes PMID:22266867 

Ddx3x   ATP-dependent RNA helicase DDX3X  ND yes PMID:26892600 

Dpysl2   Dihydropyrimidinase-related protein 2  ND yes PMID:24036111 

Eef1a1   Elongation factor 1-alpha 1  ND yes PMID:28393218 

Eef1a2   Elongation factor 1-alpha 2  ND yes PMID:19138673; PMID:23739844;   

Eif3e   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E  ND yes PMID:22907435  

Eif3h   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H  ND yes PMID:27340783  

Eif3i   Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit I  ND yes PMID:25609201 

Eif4b   Eukaryotic translation initiation factor 4B  ND yes PMID:25955794  

Eif5a   Eukaryotic translation initiation factor 5A   ND 

yes PMID:23733422; PMID:20830705; 

PMID:26282002  

Fasn   Fatty acid synthase  yes PMID:22238651 yes PMID:2663225 

Fhl2   Four and a half LIM domains protein 2  ND yes PMID:27892920  

Flna   Filamin, alpha 

yes PMID:22334688; 

PMID:16461769; 

 PMID:19656240; 

PMID:23632887; 

 PMID:24821726; 

PMID:25481874 yes but for filamin C PMID:28031525 

Flnb   Filamin-B  ND yes PMID:25925610 

Flnc   Filamin-C  ND yes PMID:28031525 

Fn1   Fibronectin  yes PMID:20656375  yes  PMID:6324988  

Fubp1   Far upstream element-binding protein 1  ND yes PMID:26469968 

G3bp1   Ras GTPase-activating protein-binding protein 1  ND yes PMID:25809930 

GAPDH   Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  ND yes PMID:25944651 

Gnai2 

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit 

alpha-2  ND yes PMID:20054866 

Gsn   Gelsolin  yes PMID:16546574 

yes PMID:22927998;PMID:26662962; 

PMID:26149653 

Hist2h3

b   Histone H3  ND yes PMID:23557258 
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Hnrnpa

1   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1  ND yes PMID:22821376 

Hnrnpa

2b1   Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1  ND yes PMID:24638979 

Hnrnpf   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F yes PMID:22721921 ND 

Hnrnpk   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K  yes PMID:22721921 yes PMID:28423622 

Hnrnpl   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L  yes PMID:22721921 yes PMID:28088793 

Hnrnp

m   Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M  yes PMID:22721921 yes PMID:28393427 

Hsp90b

1   Endoplasmin  yes PMID:21323861  

yes PMID:18482745; PMID:25841765; 

PMID:26108996  

Hspa5   78 kDa glucose-regulated protein  ND 

yes PMID:25218495; PMID:20082722; 

PMID:22546345 

Hspa8   Heat shock cognate 71 kDa protein  ND yes PMID:25527454; PMID:27334118 

Hspd1   60 kDa heat shock protein, mitochondrial  ND yes PMID:25207654 

Igf2bp1   Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1  ND yes PMID:24632613  

Igf2bp2   Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2  ND yes PMID:27733218 

Igf2bp3   Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 3  

yes PMID:22052854; 

PMID:22859271 yes PMID:23647076 

Iqgap1   Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1  

yes PMID:24821726; 

PMID:27269065;  

PMID:18541705; 

PMID:28098764 yes PMID:19856315 

Khsrp   Far upstream element-binding protein 2  ND yes PMID:28275056 

Kif5b   Kinesin-1 heavy chain  yes PMID:20505159 yes PMID:26002460 

Kpna2   Importin subunit alpha-1  ND yes PMID:27078844 

Kpnb1   Importin subunit beta-1  ND yes PMID:28427184  

Lasp1   LIM and SH3 domain protein 1  

yes PMID:22514729; 

PMID:27588391 yes PMID:23254782 

Lima1   LIM domain and actin-binding protein 1  ND yes PMID:28093207 

Lrpprc   

Leucine-rich PPR motif-containing protein, 

mitochondrial  ND yes PMID:22326293  

Map4   Microtubule-associated protein  ND yes PMID:26876215  

Mcm2   DNA replication licensing factor MCM2  ND yes PMID:20661220  

Mcm3   DNA replication licensing factor MCM3  ND yes PMID:20661220 

Mcm7   DNA helicase  ND 

yes PMID:26622601; PMID:28432562; 

PMID:16247466 

Msn   Moesin  

yes PMID:24891603; 

PMID:24127566 

yes PMID:28476784 ; PMID:25299115; 

PMID:19723803;  

Mtco2 Cytochrome c oxidase subunit 2 ND yes PMID:19289149  

Mvp  Major vault protein  ND yes PMID:24243798  
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Myef2   Myelin expression factor 2  ND 

yes Chung et al,  Int J Clin Exp Pathol 

2017; 10(4):4682-4687 

Myh9 Myosin-9 

yes PMID:23361003; 

PMID:18718759 

yes PMID:25826333; PMID:27262074; 

PMID:21245302 

Myof   Myoferlin  ND yes PMID:22135466 

Ncl   Nucleolin  ND yes PMID:25866190 

Nedd4l   E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4-like  ND yes PMID:21039987 

Nono   

Non-POU domain-containing octamer-binding 

protein  ND yes PMID:27259250  

Npm1   MCG68069  ND yes PMID:24796332 

Numa1   Protein Numa1  ND yes PMID:22719996 

Ogdh   2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial  ND yes PMID:23152800 

Pa2g4   Proliferation-associated protein 2G4  ND yes PMID:25917452 

Pcbp1   Poly(rC)-binding protein 1  ND yes PMID:27683057  

Pcbp2   Poly(rC)-binding protein 2  ND yes PMID:26761212 

Pdlim1 PDZ and LIM domain protein 1  ND yes PMID:24662836; PMID:26119933 

Phb   Prohibitin  ND yes PMID:25575814 

Phgdh   D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  ND yes PMID:23229761 

Plec   Plectin  

yes PMID:18553359; 

PMID:19656240;  

PMID:21821021; 

PMID:24810881 yes PMID:22245045 

Ppp1ca   

Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha 

catalytic subunit  ND yes PMID:21847129; PMID:25240408 

Ppp3ca   

Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic 

subunit alpha isoform yes PMID:12631724 yes PMID:20422345 

Prdx1 Peroxiredoxin-1   ND 

yes PMID:23065574 ; PMID:24297309; 

PMID:26617696 

Prdx2   Peroxiredoxin-2  ND yes PMID:24185040 

Prdx3   

Thioredoxin-dependent peroxide reductase, 

mitochondrial  ND yes but negative PMID:26983019 

Prkaca   

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit 

alpha  ND yes PMID:22954688 

Psmc2  26S protease regulatory subunit 7  ND yes PMID:27888613 

Ptbp1   MCG13402, isoform CRA_a  ND yes PMID:28404950 

Rab11a Ras-related protein Rab-11A  yes PMID:24302731 yes PMID:28057129; PMID:15805276 

Rab14   RAB14 protein  yes PMID:23606746 yes PMID:27994670 

Rab21  Ras-related protein Rab-21  ND yes PMID:19953096  

Rab5c   Ras-related protein Rab-5C  ND yes PMID:22734003 

Rack1   Receptor of activated protein C kinase 1  yes PMID:15178345  yes PMID:23912224 

Ran   GTP-binding nuclear protein Ran  ND yes PMID:18794800  
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Rbbp4 Histone-binding protein RBBP4  ND yes PMID:26607076 

Rpl30   60S ribosomal protein L30  ND yes PMID:27259250  

Rpl34   60S ribosomal protein L34  ND yes PMID:28109079 

Rps27   40S ribosomal protein S27   ND yes PMID:23803695 

Rps3   40S ribosomal protein S3  ND yes PMID:25449781 

Ruvbl1   RuvB-like 1  ND yes PMID:24728183 

Ruvbl2   RuvB-like helicase  ND yes PMID:22341977 

Sae1   SUMO-activating enzyme subunit 1  ND yes PMID:25628926 

Sdha   

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 

subunit, mitochondrial  ND yes PMID:28500238 

Serbp1   

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding 

protein  ND yes PMID:25359494 

Set   Protein SET   ND yes PMID:25234598 

Shmt2   Serine hydroxymethyltransferase  ND yes PMID:27666119 

Sri   Sorcin  ND yes PMID:25567655 

Stip1   Stress-induced-phosphoprotein 1  ND yes PMID:24488757 

Stmn1   Stathmin   ND yes PMID:27806343  

Tkt   Transketolase  ND yes PMID:26406948 PMID:27698919 

Tln1   Talin-1  yes PMID:24821726 yes PMID:20160039 

Tpm1   Tropomyosin alpha-1 chain  yes PMID:16546574 yes PMID:20971066 ; PMID:28276320 

Tpm2   Tropomyosin beta chain 

yes PMID:16546574; 

PMID:23302954 yes PMID:24853179 

Tpm3   Tropomyosin alpha-3 chain  

yes PMID:8505382; 

PMID:14676275;  

PMID:16765662; 

PMID:17224451 yes PMID:24913705 

Tpm3-

rs7 Protein Tpm3-rs7  ND yes PMID:24913705 

Trim28   Transcription intermediary factor 1-beta  ND yes PMID:27412325  

Twf1   Twinfilin-1  ND yes PMID:23224145 

Vim   Vimentin  

yes PMID:10459017;  

PMID:18087726; 

  PMID:21969470;  

PMID:23178938;  

 PMID:20421424; 

PMID:23786849;  

 PMID:24810881;  

PMID:26466680 yes PMID:18790770  

Zyx   Zyxin  

yes PMID:14625385;  

PMID:15093736;  

 PMID:22514729;  

PMID:23361003 yes PMID:23292068 
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Supplementary table 3 : List of the different siRNA sequences used in the screening. 

siRNA name Target sequence (5’-3’) 

si Ctrl CGTACGCGGAATACTTCGA 

si Bag3_1 CCGAAGGGAGGCAGACTCTAA 

si Bag3_2 CCCAGGTCAAGTACAAGTCTA 

si Ahnak _1 CAGAGGGATGATGGAGTCTTT 

si Ahnak_2 TGGCTTGAAGTTGCACCGTAA 

si Ckap4_1 CAGGAAGCAGATTAACCTAAA 

si Ckap4_2 TAGGTTGTTTCTGAAAGTTGA 

si Phb2_1 CTGGATGATGTAGCTATCACA 

si Phb2_2 AACGATCGCCACATCACAGAA 

si Cpne1_1 CAGGAAAGAAAGACTAGTAAA 

si Cpne1_2 CAGGTGATATTTGCAGTGTTA 

si Ddx17_1 AGCTACCAATATGATAGGCTA 

si Ddx17_2 CCGGACTACTTCTTCAGCCAA 

si eEF1A1_2 ACCACCGCTAATTCAAAGCAA 

si eEF1A1_3 AAGAACGGTCTCAGAACTGTT 

si eIF4A3_1 TGCAGTTGTCTTTCTGCGGAA 

si eIF4A3_2 ATGCACATGTACATAATCCGA 

si eEF2_1 CCGTGCCATCATGGACAAGAA 

si eEF2_2 CAAGCCCGTCCTGATGATGAA 

si eIF3H_1 CCAGGACATAATCAAATACAA 

si eIF3H_2 CTGGTATCAGTCCACATATTA 

si Elavl1_1 ACCAGTTTCAATGGTCATAAA 

si Elavl1_2 CACAGTGAAGTTTGCAGCCAA 

si eIF3L_1 TACAGGCATATTTACGCCAAA 

si eIF3L_2 CTGAAAGGTTCTTCAAGAATA 

si Myof_1 AAGGAGGATATTGTACCACAA 

si Myof_3 CGGGAAGTCGTTATTGAAATA 

si Hnrpl_1 TACGCGTTTAAATGTATTCAA 

si Hnrpl_2 CTGCATTTGTCAATTATTCTA 

si Pcbp2_1 ACCGACTAATGCCATCTTCAA 

si Pcbp2_2 ACCAAAGACTTGACCACTCAA 

si Matr3_1 AAGAAGCTTAATTCAAAGAAA 

si Matr3_2 TTCCTCATTATCAGAAATTAA 

si S100A4_1 CACAGTGCTGAGCAAATTCAA 

si S100A4_2 CTGCATTGCCATGATGTGCAA 

si Caprin1_1 CAGCACGTCGGGAACAGCTTA 

si Caprin1_2 CACAAATGCAAGGGCCCTATA 
 

 

 

 

 

 



 

262 
 

Supplementary table 4 : Parameters used to perform label-free quantification 

Signal processing strategy Detect LC-MS peaks 

Deisotoping mode Identification based 

Use previous peakel detection false 

Signal extraction tolerance 10.0 ppm 

Alignment method ITERATIVE 

Max. number of alignment iterations 3 

Alignment m/z tolerance 10.0 ppm 

Alignment time tolerance (sec) 300 

Alignment smoothing method LANDMARK_RANGE 

Alignment window size 50 

Alignment window overlap (%) 20 

Match between runs m/z tolerance 10.0 ppm 

Match between runs time tolerance (sec) 60 

Intensity normalization method INTENSITY_SUM 

### POST-PROCESSING PARAMETERS ### 

Use only specific peptides true 

Discard miss cleaved peptides false 

Discard oxidized peptides false 

Apply profile clustering false 

Abundance summarizer method SUM 
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Supplementary table 5 : List of the probe sequences used for smiFISH 

Primary probes Name Sequence 

  m_beta_actin_01 CTAGAAGCACTTGCGGTGCACGATGGATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_02 TGCGCTCAGGAGGAGCAATGATCTTGATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_03 TTCATGGTGCTAGGAGCCAGAGCAGTATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_04 GCATCGGAACCGCTCGTTGCCAATAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_05 GCTCATAGCTCTTCTCCAGGGAGGAATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_06 CATCTCCTGCTCGAAGTCTAGAGCAACTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_07 CGGAGTCCATCACAATGCCTGTGGTATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_08 TGAAGGTCTCAAACATGATCTGGGTCATCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_09 CAGTTGGTAACAATGCCATGTTCAATGGGGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_10 CTTGCTGATCCACATCTGCTGGAAGGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_11 CTGTCAGCAATGCCTGGGTACATGGTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_12 CCACCAGACAGCACTGTGTTGGCATATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_13 GGTCTTTACGGATGTCAACGTCACACTTCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_14 AGCACAGCTTCTCTTTGATGTCACGCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_15 CATAGCCCTCGTAGATGGGCACAGTGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_16 TGGATGGCTACGTACATGGCTGGGGTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_17 TTCACGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_18 GGGCCACACGCAGCTCATTGTAGAAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_19 GTGGTGCCAGATCTTCTCCATGTCGTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_20 CTTCAGGGTCAGGATACCTCTCTTGCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_21 TTTGCACATGCCGGAGCCGTTGTCGATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_22 GATGGAATTGAATGTAGTTTCATGGATGCCACTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_23 GATTCCATACCCAAGAAGGAAGGCTGGAAATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

  m_beta_actin_24 GATTTCCCTCTCAGCTGTGGTGGTGATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT 

Secondary probe Name Sequence 

  FLAP Y-Cy3 /5Cy3/AA TGC ATG TCG ACG AGG TCC GAG TGT AA/3Cy3Sp/ 
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Annexe n°4 : Matériel et méthodes projet en cours n°1 

Culture cellulaire 

La lignée cellulaire A431 a été généreusement donnée par le Dr. Julie Deschanet 

Merville (CNRS 5164, Bordeaux) et authentifiées. Les cellules NIH-3T3-Src ont été 

généreusement données par le Dr. Sara Courtneidge (Université de Portland, USA). Les lignées 

sont cultivées dans un milieu DMEM GlutaMAX-I (Dubelcco’s Modified Eagle Medium ; 

4,5g/L D-glucose et pyruvate Gibco®) complémenté avec 10% de sérum de veau foetal et 1% 

d’antibiotiques (Pénicilline/Streptomycine). Ces lignées sont cultivées à 37°C, dans une 

atmosphère à 5% de CO2 et décollées à la trypsine (0,05% trypsine-EDTA, Gibco). 

Transduction lentivirale 

 Les cellules A431 et NIH-3T3-Src sont ensemencées en plaque 6 puits, puis transduites 

après 24 heures à une multiplicité d’infection de 5, soit avec un plasmide lentiviral contenant 

Tks5 couplé à la GFP, soit avec un plasmide contrôle codant la GFP seule. Les cellules 

transduites sont sélectionnées à l’aide d’un traitement puromycine (3μg/ml et 10µg/ml 

respectivement). 

Préparation de matrices de collagène de type I fibrillaire 

Le collagène de type I (Corning) est ensemencé sur des lamelles de verre ou des boîtes 

de Pétri à une concentration de 0,5mg/ml, dilué dans du DPBS 1X (Dulbecco's Phosphate 

Buffered Saline, Gibco) et mis a polymériser 4h, à 37°C. A l’ensemencement des cellules, le 

surplus de collagène polymérisé est retiré, et les cellules sont alors incubées sur les lamelles 

pendant 14h. Après incubation, les lamelles sont fixées avec du paraformaldéhyde 4% pendant 

10 minutes et stockées dans du PBS 1X jusqu’à utilisation. 

Immunoprécipitation 

Pour ces expériences 4,5 millions de cellules ont été nécessaire et des triplicats 

techniques ont été réalisés. Les cellules NIH-3T3-Src et A431 ont été ensdemencées sur plstique 

ou bien dans des boîtes avec une matrice de collagène I fibrillaire. Les expériences 

d’immunoprécipitation ont été réalisées avec le kit GFP-Trap®_MA (Goldstandard) selon les 

recomandations du fournisseur. Les protéines sont ensuite dosées selon la méthode de Lowry 

(kit DC™ Protein Assay, Biorad) au spectrophotomètre à 750nm. 
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Spectrométrie de masse 

Préparation des échantillons. 0,7 mg de portéines pour les A431 et 1 mg de protéines  

pour les NIH-3T3-Src ont été chargés en triplicat sur un gel SDS-PAGE à 10% d'acrylamide. 

La migration a été arrêtée lorsque les échantillons venaient d'entrer dans le gel de résolution. 

Les protéines ont été visualisées par coloration au bleu colloïdal. Chaque bande SDS-PAGE a 

été découpée en morceaux de gel de 1 mm x 1 mm. Les morceaux de gel ont été décolorés dans 

du bicarbonate d'ammonium 25 mM (NH4HC03), 50% d'acétonitrile (ACN) et réduits en ACN 

pendant 10 minutes. Après élimination de l'ACN, les morceaux de gel ont été séchés à 

température ambiante. Les protéines ont d'abord été réduites dans du dithiothréitol 10 mM, 

NH4HC03 100 mM pendant 30 minutes à 56 ° C, puis alkylées dans de l'iodoacétamide 100 

mM, NH4HC03 100 mM pendant 30 minutes à température ambiante et rétractées dans ACN 

pendant 10 minutes. Après élimination de l'ACN, les morceaux de gel ont été réhydratés avec 

du NH4HCO3 100 mM pendant 10 minutes à température ambiante. Avant la digestion des 

protéines, les morceaux de gel ont été réduits en ACN pendant 10 minutes et séchés à 

température ambiante. Les protéines ont été digérées en incubant chaque tranche de gel avec 10 

ng / µl de trypsine (T6567, Sigma-Aldrich) dans 40 mM de NH4HC03, 10% d'ACN, réhydratés 

à 4°C pendant 10 minutes et finalement incubées pendant une nuit à 37°C. Les peptides 

résultants ont été extraits du gel par trois étapes: une première incubation dans NH4HCO3 40 

mM, ACN 10% pendant 15 min à température ambiante et deux incubations dans ACN 47,5%, 

acide formique 5% pendant 15 min à température ambiante. Les trois extractions collectées ont 

été regroupées avec le surnageant de digestion initiale, séchées dans un SpeedVac et remises 

en suspension avec 25 ul d'acide formique à 0,1% avant l'analyse par nanoLC-MS / MS. 

Analyse nanoLC-MS/MS. Les analyses nanoLC-MS/MS en ligne ont été réalisées en 

utilisant un système Nano-UPHLC Ultimate 3000 RSLC (Thermo Scientific, USA) couplé à 

un spectromètre de masse quadruplole-Orbitrap nanospray Q-Exactive hybride (Thermo 

Scientific, USA). Dix microlitres de chaque extrait peptidique ont été chargés sur une 

précolonne PepMap C18 de 300 um x 5 mm (Thermo Scientific, USA) à un débit de 20 µl/min. 

Après 5 minutes de dessalage, les peptides ont été séparés en ligne sur une colonne Acclaim 

PepMap® RSLC (Thermo Scientific, USA) C18 de 75 um x 25 cm avec un gradient linéaire de 

4-40% de solvant B (acide formique à 0,1% dans 80% d'ACN) dans 108 min. Le débit de 

séparation a été établi à 300 nL / min. Le spectromètre de masse fonctionne en mode ion positif 

à une tension d'aiguille de 1,8 kV. Les données ont été acquises à l'aide du logiciel Xcalibur 2.2 

dans un mode dépendant des données. Les balayages MS (m / z 300-2000) ont été enregistrés 
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à une résolution de R = 70000 (@ m / z 200) et une cible AGC de 1 x 106 ions collectés en 100 

ms. L'exclusion dynamique a été fixée à 30 s et les 15 principaux ions ont été sélectionnés à 

partir de la fragmentation en mode HCD. Les balayages MS/MS avec une valeur cible de 1 x 

105 ions ont été recueillis avec un temps de remplissage maximum de 120 ms et une résolution 

de R = 35000. De plus, seuls 2 et 3 ions chargés ont été sélectionnés pour la fragmentation. Les 

autres réglages étaient les suivants: pas de gaine et pas de flux de gaz auxiliaire, température 

capillaire chauffée, 200°C; une énergie de collision HCD normalisée de 25% et une largeur 

d'isolation de 3 m/z. 

Bases de données et analyse des résultats. Les algorithmes Mascot et Sequest par 

l'intermédiaire du logiciel Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Fisher Scientific Inc.) ont été 

utilisés pour l'identification des protéines en mode batch en recherchant une base de Mus 

musculus et Homo Sapiens sur http://www.uniprot.org/ site Internet. Deux clivages 

enzymatiques manqués ont été autorisés. Les tolérances de masse dans MS et MS/MS ont été 

fixées à 10 ppm et 0,02 Da. L'oxydation de la méthionine, l'acétylation de la lysine et la 

désamidation de l'asparagine et de la glutamine ont été recherchées sous la forme de 

modifications variables. La carbamidométhylation sur la cystéine a été recherchée en tant que 

modification fixe. La validation des peptides a été réalisée en utilisant l'algorithme Percolator 

et seuls les peptides de «confiance élevée» ont été retenus correspondant à un taux de faux 

positifs de 1% au niveau du peptide. La quantification sans marquage par comptage spectral a 

été réalisée en utilisant le logiciel Proteome Discoverer 1.4.
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Annexe n°5 : Matériel et méthodes projet en cours n°2 

Culture cellulaire 

Les lignées cellulaires Huh7 et MDA-MB-231 (ATCC) sont cultivées dans un milieu 

DMEM GlutaMAX-I (Dubelcco’s Modified Eagle Medium ; 4,5g/L D-glucose et pyruvate 

Gibco®) complémenté avec 10% de sérum de veau foetal et 1% d’antibiotiques 

(Pénicilline/Streptomycine). Ces lignées sont cultivées à 37°C, dans une atmosphère à 5% de 

CO2 et décollées à la trypsine (0,05% trypsine-EDTA, Gibco). 

Transduction lentivirale 

 Les cellules Huh7 sont ensemencées en plaque 6 puits, puis transduites après 24 heures 

avec une gamme de multiplicité d’infection de 2-5-10, soit avec des plasmides lentiviraux 

contenant les différentes isoformes de DDR1 couplées à la GFP, soit avec un plasmide contrôle 

codant la GFP seule. Les cellules transduites sont sélectionnées à l’aide d’un traitement 

puromycine (5μg/ml). 

Extraction protéique 

Les cellules sont ensemencées sur des boîtes de Pétri afin d’avoir au moins 80% de 

confluence 24 heures après ensemencement. La lyse est effectuée avec le tampon de lyse RIPA 

(0,1% SDS, 1% NP40, 150mM NaCl, 1% sodium deoxycholate, 25mM Tris HCl pH 7,4) 

supplémenté des inhibiteurs de protéases (Complete Mini EDTA free 1X, Roche) et des 

inhibiteurs de phosphatases (PhosphoSTOP 1X, Roche). Le lysat est centrifugé 15 minutes à 

13000 g à 4°C et le surnageant contenant les protéines est conservé. Les protéines sont dosées 

selon la méthode de Lowry (kit DC™ Protein Assay, Biorad) au spectrophotomètre à 750nm. 

Les échantillons sont ensuite stockés à -20°C. 

Western blot 

Quarante μg de protéines sont repris dans 5μL de tampon Laemmli (Laemmli 4X Biorad 

+ 10% β-mercaptoethanol, concentration finale 1X). Les protéines sont ensuite dénaturées à 

95°C pendant 5 minutes. Les échantillons sont déposés dans un gel d’acrylamide 10% Biorad 

(kit fast cast Biorad). La migration est réalisée dans un tampon de migration 1X (Tris Base 6g/l 

; Glycine 28,8 g/l ; SDS 0,1%) à 100V, jusqu’à la sortie du front de migration du gel.  

Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose à l’aide du Transblot 

Turbo de BioRad (programme de transfert 10 minutes, 25 Volts, 1,3 Ampère). Les protéines 

totales sont révélées au rouge Ponceau afin de s’assurer de l’efficacité du transfert. La 

membrane est saturée dans du Blocking Buffer Odyssey, une heure, à température ambiante, 
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sous agitation. Les anticorps primaires (DDR1 cell signaling 5583 ; GFP ab290 et GAPDH sc-

166545 ; 1/1000ème) sont ensuite incubés sur la nuit, à 4°C, sous agitation. Le lendemain, deux 

rinçages au TBS-T 1X (TBS 1X, Tween 20 0,001%) sont effectués, puis les anticorps 

secondaires (IRDye LI-COR ; 1/5000ème) sont incubés une heure à température ambiante, sous 

agitation. Après deux nouveaux rinçages au TBS-T 1X et un rinçage au TBS 1X, la membrane 

est révélée grâce au système Odyssey, qui permet de visualiser les protéines grâce à l’émission 

de deux longueurs d’ondes d’excitation dans l’infrarouge (700nm et 800nm). 

Extraction ARN 

Les cellules sont cultivées en boîte de Pétri 10cm. Sous hotte chimique, les cellules sont 

rincées par du PBS froid, puis lysées de façon mécanique avec un grattoir dans 1ml de Trizol. 

Le lysat est récupéré dans un tube auquel sont ajoutés 200 μl de chloroforme et 16 μl de 

Glycoblue™ (Thermo Fischer) permettant de visualiser le précipité d’ARN à la fin de 

l’extraction. Le tube est vortexé, laissé à incuber 5 minutes à température ambiante, puis 

centrifugé 15 minutes à 4 °C et 16000 g. La phase aqueuse supérieure qui contient l’ARN est 

récupérée dans un tube propre. 200 μl d’isopropanol sont ajoutés au tube qui est ensuite mis 

pendant 1 heure à -80°C pour permettre la précipitation de l’ARN. Au bout d’une heure, le tube 

est de nouveau centrifugé pendant 15 minutes à 4°C et 16000 g, puis le surnageant est jeté. Le 

culot est rincé avec 1 ml d’éthanol 75%, centrifugé 5 minutes à 4°C et 16000 g. Le surnageant 

est jeté puis le culot est laissé à température ambiante le temps que l’éthanol s’évapore 

complètement. L’ARN est enfin repris dans de l’eau stérile, puis mis 5 minutes à 55°C afin que 

l’ARN se dissolve complètement. L’ARN est dosé à l’aide du spectrophotomètre Xpose 

(Proteigene). L’ARN est stocké à -80°C. 

RT-qPCR 

2 μg d’ARN sont utilisés afin de réaliser des transcriptions inverses et d’obtenir l’ADN 

complémentaire (ADNc). Pour cela, un mélange contenant 2 μg d’ARN, 1 μl d’amorces 207 

aléatoires (Random Hexamer Primers, Thermo Scientific), 1 μl de dNTP 10 mM (Thermo 

Scientific) et un volume d’eau permettant d’avoir un volume total de 14,5 μl, est réalisé. Ce 

mélange est mis 5 min à 65°C, puis 4 μl de buffer 5X, 0,5 μl d’inhibiteurs de RNase (RiboLock 

RNase inhibitor, Thermo Scientific), et 1 μl de Maxima Reverse Transcriptase (Thermo 

Scientific) sont ajoutés au mélange réactionnel. Enfin, un programme de PCR composé de 10 

minutes à 25°C, 30 minutes à 50°C, puis 5 minutes à 85°C permet d’obtenir les ADNc 

concentrés à 100 ng/μl. A noter que des contrôles, sans enzyme de transcription inverse, sont 

réalisées.  
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Les échantillons obtenus sont conservés à -20°C avant utilisation pour réaliser une PCR 

quantitative. Pour cela, 2μL des ANDc obtenus grâce à la RT-PCR sont déposés dans une 

plaque 96 puits avec, par puits, 6.25μl de SyBR Green, 0.25μl d’amorce sens (à 250nM final), 

0.25μl d’amorce antisens (à 250nM final) et 3.25μl d’eau. Les tubes PCR ont ensuite été 

amplifiés par un programme contenant une étape de 3 minutes à 95°C, suivie de 39 cycles de 

10 secondes à 95°C et 30 secondes à 60°C, puis une étape de 5 secondes à 65°C, et enfin une 

étape de 50 secondes à 95°C. Les amorces utilisées pour ces expériences sont listées ci-dessous : 

 Séquence 5’-3’ de l’amorce sens Séquence 5’-3’ de l’amorce antisens 

DDR1 CCGACTGGTTCGCTTCTACC CGGTGTAAGACAGGAGTCCATC 

18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG 

 

Préparation de matrices  

Le collagène de type I (Corning) est ensemencé sur des lamelles de verre à une 

concentration de 0,5mg/ml, dilué dans du DPBS 1X (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline, 

Gibco) et mis a polymériser 4h, à 37°C. A l’ensemencement des cellules, le surplus de collagène 

polymérisé est retiré, et les cellules sont alors incubées sur les lamelles pendant 14h. Après 

incubation, les lamelles sont fixées avec du paraformaldéhyde 4% pendant 10 minutes et 

stockées dans du PBS 1X jusqu’à utilisation. 

Immunofluorescence 

Les cellules fixées sur lamelles sont perméabilisées 10 minutes dans une solution de PBS-Triton 

X100 0,05%, puis rincées au PBS 1X. Des gouttes de PBS 1X - 4% BSA contenant l’anticorps 

primaire (Tks5 sc-30122) sont déposées sur du parafilm et recouvertes par les lamelles, puis 

incubées 40 minutes. Deux lavages au PBS 1X sont effectués puis les anticorps secondaires 

fluorescents (anti-lapin, 1/200ème Fluoprobes® Interchim) sont incubés 30 minutes en 

présence de Hoechst pour marquer les noyaux et/ou de phalloïdine fluorescente pour marquer 

l’actine-F. Cinq lavages au PBS 1X sont ensuite réalisés avant de monter les lamelles sur lames 

avec du milieu de montage Fluoromount-G® (SouthernBiotech). Les marquages seront ensuite 

observés au microscope confocal Leica SP5, puis les images seront analysées avec le logiciel 

Image J. 

Immunoprécipitation 

Pour ces expériences 4,5 millions de cellules ont été nécessaire et des triplicats 

techniques ont été réalisés. Les cellules NIH-3T3-Src et A431 ont été ensdemencées sur plstique 

ou bien dans des boîtes avec une matrice de collagène I fibrillaire. Les expériences 
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d’immunoprécipitation ont été réalisées avec le kit GFP-Trap®_MA (Goldstandard) selon les 

recomandations du fournisseur. Les protéines sont ensuite dosées selon la méthode de Lowry 

(kit DC™ Protein Assay, Biorad) au spectrophotomètre à 750nm. 

Spectrométrie de masse 

Préparation des échantillons. 0,35 mg de portéines pour chaque isoforme ont été 

chargés en triplicat sur un gel SDS-PAGE à 10% d'acrylamide. La migration a été arrêtée 

lorsque les échantillons venaient d'entrer dans le gel de résolution. Les protéines ont été 

visualisées par coloration au bleu colloïdal. Chaque bande SDS-PAGE a été découpée en 

morceaux de gel de 1 mm x 1 mm. Les morceaux de gel ont été décolorés dans du bicarbonate 

d'ammonium 25 mM (NH4HC03), 50% d'acétonitrile (ACN) et réduits en ACN pendant 10 

minutes. Après élimination de l'ACN, les morceaux de gel ont été séchés à température 

ambiante. Les protéines ont d'abord été réduites dans du dithiothréitol 10 mM, NH4HC03 100 

mM pendant 30 minutes à 56 ° C, puis alkylées dans de l'iodoacétamide 100 mM, NH4HC03 

100 mM pendant 30 minutes à température ambiante et rétractées dans ACN pendant 10 

minutes. Après élimination de l'ACN, les morceaux de gel ont été réhydratés avec du 

NH4HCO3 100 mM pendant 10 minutes à température ambiante. Avant la digestion des 

protéines, les morceaux de gel ont été réduits en ACN pendant 10 minutes et séchés à 

température ambiante. Les protéines ont été digérées en incubant chaque tranche de gel avec 10 

ng / µl de trypsine (T6567, Sigma-Aldrich) dans 40 mM de NH4HC03, 10% d'ACN, réhydratés 

à 4°C pendant 10 minutes et finalement incubées pendant une nuit à 37°C. Les peptides 

résultants ont été extraits du gel par trois étapes: une première incubation dans NH4HCO3 40 

mM, ACN 10% pendant 15 min à température ambiante et deux incubations dans ACN 47,5%, 

acide formique 5% pendant 15 min à température ambiante. Les trois extractions collectées ont 

été regroupées avec le surnageant de digestion initiale, séchées dans un SpeedVac et remises 

en suspension avec 25 ul d'acide formique à 0,1% avant l'analyse par nanoLC-MS / MS. 

Analyse nanoLC-MS/MS. Les analyses nanoLC-MS/MS en ligne ont été réalisées en 

utilisant un système Nano-UPHLC Ultimate 3000 RSLC (Thermo Scientific, USA) couplé à 

un spectromètre de masse quadruplole-Orbitrap nanospray Q-Exactive hybride (Thermo 

Scientific, USA). Dix microlitres de chaque extrait peptidique ont été chargés sur une 

précolonne PepMap C18 de 300 um x 5 mm (Thermo Scientific, USA) à un débit de 20 µl/min. 

Après 5 minutes de dessalage, les peptides ont été séparés en ligne sur une colonne Acclaim 

PepMap® RSLC (Thermo Scientific, USA) C18 de 75 um x 25 cm avec un gradient linéaire de 

4-40% de solvant B (acide formique à 0,1% dans 80% d'ACN) dans 108 min. Le débit de 
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séparation a été établi à 300 nL / min. Le spectromètre de masse fonctionne en mode ion positif 

à une tension d'aiguille de 1,8 kV. Les données ont été acquises à l'aide du logiciel Xcalibur 2.2 

dans un mode dépendant des données. Les balayages MS (m / z 300-2000) ont été enregistrés 

à une résolution de R = 70000 (@ m / z 200) et une cible AGC de 1 x 106 ions collectés en 100 

ms. L'exclusion dynamique a été fixée à 30 s et les 15 principaux ions ont été sélectionnés à 

partir de la fragmentation en mode HCD. Les balayages MS/MS avec une valeur cible de 1 x 

105 ions ont été recueillis avec un temps de remplissage maximum de 120 ms et une résolution 

de R = 35000. De plus, seuls 2 et 3 ions chargés ont été sélectionnés pour la fragmentation. Les 

autres réglages étaient les suivants: pas de gaine et pas de flux de gaz auxiliaire, température 

capillaire chauffée, 200°C; une énergie de collision HCD normalisée de 25% et une largeur 

d'isolation de 3 m/z. 

Bases de données et analyse des résultats. Les algorithmes Mascot et Sequest par 

l'intermédiaire du logiciel Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Fisher Scientific Inc.) ont été 

utilisés pour l'identification des protéines en mode batch en recherchant une base de Mus 

musculus et Homo Sapiens sur http://www.uniprot.org/ site Internet. Deux clivages 

enzymatiques manqués ont été autorisés. Les tolérances de masse dans MS et MS/MS ont été 

fixées à 10 ppm et 0,02 Da. L'oxydation de la méthionine, l'acétylation de la lysine et la 

désamidation de l'asparagine et de la glutamine ont été recherchées sous la forme de 

modifications variables. La carbamidométhylation sur la cystéine a été recherchée en tant que 

modification fixe. La validation des peptides a été réalisée en utilisant l'algorithme Percolator 

et seuls les peptides de «confiance élevée» ont été retenus correspondant à un taux de faux 

positifs de 1% au niveau du peptide. La quantification sans marquage par comptage spectral a 

été réalisée en utilisant le logiciel Proteome Discoverer 1.4.
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Annexe n°6 : ASS1 : un marqueur des adénomes hépatocellulaires inclassés et à 

fort risque de saignements
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